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There is a theory that states: "If anyone finds out
what the universe is for it will disappear and be replaced
by something more bizarrely inexplicable." There is
another theory that states: "This has already happened."
Douglas Adams (1952 - Apr. 2001)

EINLEITUNG



Einleitung

1 Einleitung

Mehr oder weniger reflektiert fillen BSE, Creuzfeld-Jakob, Alzheimer, Parkinson und viele
andere degenerative Nervensystem-Erkrankungen die Schlagzeilen der Medien. Und in einer
hochtechnisierten, zigfach abgesicherten und kontrollierten Welt miissen wir erkennen, dal3 die
Funktionsweise des menschliche Gehirns in vielen Bereichen noch zur ,, Terra Incognita™, zum un-
bekannten Territorium gehort. Und das bereitet Unbehagen. Mogen die Chancen noch so gering,
wenn tiberhaupt vorhanden sein sich mit BSE zu infizieren, der Verlauf dieser und vieler anderer
neuronaler Krankheiten geht an die Substanz. Tédlich sind viele Krankheiten, aber der Verlauf
von neurodegenerativen Krankheiten, die haufig einhergehende Einbufle der kognitiven Fihig-
keiten, der scheinbare Verlust dessen, was einen Menschen ausmacht, 1463t die Betroffenen und
ihr soziales Umfeld meist in Hilflosigkeit zuriick. Die Antworten sind rar, der Druck auf die For-
schung grof3. Die Erforschung von Neurodegenerations-Mutanten bei Drosophila, wie z.B. 1Vam,
wird hochstwahrscheinlich nicht in der Entwicklung eines Anti-Alzheimer Medikamentes miin-
den. Aber wir wissen inzwischen, daf3 wir mit den Fliegen auf molekularer Ebene wohl mehr
Gemeinsamkeiten als Divergenzen haben. Grundlagenforschung an relativ einfachen und tber-
schaubaren Modellorganismen scheint mir die einzige Mdéglichkeit auch die Funktionen im men-

schlichen Gehirn besser zu verstehen.

Ein biologischer Modellorganismus sollte zwei Grundvoraussetzungen erftllen. Im Vergleich
zum eigentlich interessierenden Organismus, letztendlich meistens dem Menschen, mul3 er einen
moglichst guten Zugriff auf das zu untersuchende Problem offerieren. Trotz aller Vereinfachung
mul3 neben einer guten experimentellen Handhabbarkeit gewihtleistet sein, dal3 eine héchstmog-
liche Ubertragbarkeit der gewonnen Erkenntnisse erhalten bleibt. Somit stellt die Auswahl eines
geeigneten Modells fiir eine bestimmte Fragestellung immer eine Gratwanderung zwischen diesen

beiden sich eigentlich ausschlieBenden Forderungen dar.

1.1 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster

Ungeachtet der vielen biologischen Sonderlésungen und Eigenarten der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster und der damit eingebufiten Allgemeingiltigkeit von erworbenem Wissen
kann man doch eines klar feststellen: Seit Thomas Hunt Morgan 1915 durch die Publikation
seiner Versuche zur Vererbungslehre in ,,The Mechanisms of Mendelian Heredity* den Grund-
stein gelegt hat, erfreut sich die Fruchtfliege Drosophila melanogaster einer wachsenden Beliebtheit

als Modell. Kaum ein anderer Organismus wurde zur Beantwortung von so vielen unterschied-
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lichen, jeweils zur Zeit aktuellen, biologischen Fragestellungen eingesetzt. Dies beginnt Ende des
19. Jahrhunderts mit den bereits erwihnten Arbeiten zur Vererbungslehre von Thomas Morgan,
die er in ,,The Theory of the Gene® 1926 zusammenfalite und fur die er 1933 den Medizin-
Nobelpreis erhielt. 1946 ging die gleiche Auszeichnung an Morgans Schiler Hermann Joseph
Muller fir seine Arbeiten zur Auswirkung von Rontgenstrahlen auf das Erbgut der Fruchtfliegen
(Muller 1927). Damit konnten erstmalig Mutationen in groBer Anzahl generiert und fiir die For-
schungsarbeit eingesetzt werden (z.B. in Lindsley et al. 1972). Auch der Schritt weg von der
klassischen Kreuzungsgenetik, hin zu molekularen biochemischen Fragestellungen, konnte mit
Drosophila melanogaster aul3erst erfolgreich vollzogen werden. 1980 fithrten Christiane Niisslein-
Volhard und Eric Wischaus als erste eine genom-weite gesittigte Mutagenese durch, um neue
Gene zu finden, die fir die Embryonalentwicklung relevant sind. Dieser Ansatz wurde mit
groem Erfolg und erstmalig bei mehrzelligen Organismen angewandt. So erfolgreich, dal3 sie
zusammen mit Edward Lewis 1995 den Nobelpreis fir ihre Arbeiten zur Embryonalentwicklung
und Segmentation bei Drosophila melanogaster erhielten. In ihren Arbeiten konnten sie zeigen, daf3
neben den Homeobox-Genen auch viele andere der regulatorischen Bausteine und der damit ver-
bundenen Entwicklungsmechanismen von Drosophila in dhnlicher Form auch im Menschen vor-
handen sind. Haufig kénnen mutante Drosgphila-Fliegen durch das Einbringen und die Fremdex-
pression des betroffenen humanen Homologs gerettet werden. Der letzte spektakulire Erfolg fir
die Drosophila-Forschung war im Frithjahr 2000 die Bekanntgabe, dal der euchromatische Anteil

des Genoms von Drosophila melanogaster durchsequenziert sei (Adams et al. 2000).

Die zur Verfigung stehenden genomischen Daten sind mit Sicherheit von dhnlicher
fundamentaler Bedeutung wie die Entdeckung der Restriktionsenzyme oder die Polymeraseket-
tenreaktion (PCR; Mullis & Faloona 1987). Aber analog zu diesen Meilensteinen und inzwischen
unverzichtbaren Methoden der Molekularbiologie sind auch die Sequenzdaten, gleich welches
Organismus, als wissenschaftliche Erkenntnis an sich nur von kurzzeitiger Bedeutung. Aber sie
geben der Forschung ein neues Werkzeuge zur Hand, dessen Potential noch nicht ansatzweise er-
schopft ist. Ein Werkzeug um andere interessante Probleme neu zu beleuchten und tber die

Organismengrenzen hinweg neue Vergleiche anstellen zu kénnen.
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Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Struktur und der Funktion des Nervensystems von
Drosophila  melanogaster, im speziellen auf einem Fliegenstamm, der innerhalb des optischen
Systems sowohl histologische als auch funktionelle Defekte aufweist. Um spiter die Terminologie
und die Topologie dieses Gehirn-Bereichs verwenden zu kénnen, soll im folgenden das optische

System der Fruchtfliegen soweit notig erortert werden.

1.1.1 Das visuelle System von Drosophila melanogaster

Die optischen Loben nehmen den groB3ten Teil des zentralen Nervensystems ein und betonen
so rein anteilsmafig die Relevanz und die Komplexitit des optischen Inputs. Zugleich stellen sie
den Bereich héchster histologischer Ordnung innerhalb des Nervensystems der Fruchtfliegen
dar. Dieser hoher Grad an Organisation und Ordnung der optischen Neuropile leitet sich aus den
vorgeschalteten, geometrisch prizisen Komplexaugen der Fliegen ab. Deren Komplexitit und
Ordnung wiederum ist eine physikalische Grundvoraussetzung, um aus einem vielzelligen Mosaik
an Farb- und Intensititswerten ein kohirentes Abbild der Umwelt zu erhalten. Das formgebende
Element dieser Kette sind schlielich die ebenfalls exakt ausgerichteten Rezeptorzellen der
einzelnen Omatidien. Deren Axone bilden die Grundstruktur des gesamten optischen Systems,

welches im folgenden ausfihrlicher beschrieben wird.

1.1.1.1 Das Komplexauge

Das adulte Komplexauge von Droso-
phila  melanogaster besteht aus ca. 750
gleichmiBig hexagonal angeordneten Fa-

cetten. Die Cornea, der dullere Abschluf3

Zellkerne | | | ‘ { 2. Pigmentzelle
| ‘ 3. Pigmentzelle

eines Einzelauges oder Omatidinms, wird
als durchsichtige chitinhaltige Substanz
von den vier Kegelzellen und den zwei
primiren Pigmentzellen sezerniert. Auf-
grund ihrer bikonvexen Form wirkt die
Cornea zusammen mit der sogenannten
Pseudocornea fiir die darunterliegenden 1 |{ilN 000 &l
acht Photorezeptoren als Sammellinse.

Ein Omatidium einer adulten Fliege stellt Kegelzellfu

. . Diese Abbildung zeigt schematisch einen Langsschnitt und mehrere
im Aufbau des Komplexauges dar. Dieses Querschnitte durch verschiedene Ebenen eines Omatidiums. (modifi-
ziert nach Wolff in Bate & Arias 1993)
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Einzelauge besteht aus dem prizisen Zusammenschlufl von je 8 Photorezeptoren (R1-R8) mit
unterschiedlichen Wirkungsspektren und Aufgaben und 11 weiteren Zellen, die keine photo-
rezeptiven Aufgaben haben (siche Abbildung 1). Der palisadenartige Aufbau eines Auges erklirt
sich durch die Entstehung aus einer monoepithelialen Zellschicht. Proximal zur sog. “fenestrated
membrane’, die den eigentlichen Abschlull des Omatidiums zum nachgeschalteten und Signal verar-

beitenden optischen Lobus bildet, beginnen die optischen Neuropile.

1.1.1.2 Die optischen Neuropile

Im adulten ZNS von Drosophila melanogaster werden drei optische Neuropile unterschieden: die
direkt proximal an die Retina anschlieBende Lawina ganglionaris (im folgenden Lamina), die nach-
tolgende Medulla ganglionaris (im folgenden Medulla) und letztlich der Lobularkomplex. Ab-
weichend zu anderen Ordnungen innerhalb der Insekten wird letzterer bei den Dipteren in eine
anteriore Lobula und eine posteriore Lobulaplatte unterteilt. Wie generell bei Neuropilen besteht
deren Inneres nur aus Nervenfortsitzen, Synapsen und vereinzelten Gliazellen. Die gesamten
neuronalen Somata sind zusammen mit weiteren Gliazellen im umgebenden Zellkortex ange-
ordnet. Vor allem durch verschiedene zelltypspezifische Enhancer-Trap Linien konnten bei

Drosophila melanogaster viele der Zellen identifiziert und charakterisiert werden.

a) Die Lamina

Wie das Komplexauge ist auch das erste optische Neuropil modular organisiert. Die einzelnen
Module werden als Cartridge bezeichnet und setzen sich aus je 5 neuronalen Zellen, verschiedenen
Gliazellen und den Termini der Photorezeptoren R1-R6 zusammen (zusammengefallt in
Meinertzhagen & O'Neil 1991; StrauBfeld 1976). Die Axone von R7 und R8 terminieren erst in
der Medulla. Alle neuronalen Superpositionsaugen sind dadurch gekennzeichnet, daf3 die von
einem Omatidinm stammenden Rezeptoraxone nicht innerhalb der selben Laminacartridge termi-
nieren. Vielmehr werden Axone von benachbarten Einzelaugen, die entlang der gleichen
optischen Achse blicken, auf eine Cartridge verschaltet. Dadurch ist gewihrleistet, daf3 innerhalb
jedes Moduls 6 Axone terminieren und so eine erste Aufsummierung der eingehenden Signale er-
reicht werden kann. Anatomisch fihrt dies dazu, dal3 sich die Axone von R1-R6 eines Omatidiums
nach dem Austritt aus der Retina innerhalb des Laminakortex um 180° verdrillen und in verschie-
denen Siulen terminieren. So enthilt jede Siule fiir sich wieder Termini von 6 Photorezeptor-
axonen. Zusammen mit den Axonen von R7 und R8 ziehen die Fortsitze der Laminamono-

polarzellen L.1-5 weiter tiber das dul3ere optische Chiasma in die Medulla.
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Histologisch kann die Lamina von auflen nach innen in drei Bereiche unterteilt werden, die
sich aus jeweils spezifischen Zellpopulationen zusammensetzen. Direkt unterhalb der Retina
befindet sich die Fensterschicht. Dieser Bereich beinhaltet neben vielen Tracheen zwei promi-
nente Gliazelltypen. Zum einen die Fensterglia, die durch ihre sehr langgestreckte Zellmorpho-
logie gut identifizierbar ist und zum anderen die pseudocartridge Glia, die nur vereinzelt vorkommt
und auffallend groBle Zellkerne besitzt. Die Zellfortsitze der pseudocartridge Glia dringen auch in

den der Fensterschicht folgenden Bereich, dem Laminakortex, ein.

Innerhalb des Laminakortex sind alle neuronalen Somata der Laminaneurone und einige Glia-
zelltypen lokalisiert (Neurone siche Fischbach & Ditrich 1989; Glia siche Saint Marie & Carlson
1983). Der proximalen Satellitenglia wird eine Rolle bei der Nahrstoffversorgung der Laminamo-
nopolarzellen zugeschrieben (Saint Marie & Carlson 1983) und die distale Satellitenglia bildet

histologisch den Abschluf3 des Zellkortex hin zum proximal gelegenen Laminaneuropil.

Wie alle Neuropile ist auch das der Lamina frei von jeglichen neuronalen Somata (vgl.
Abbildung 2). Neben den Zellfortsitzen von R7 und R8, denen der Laminamonopolarzellen,
sowie denen einiger weiterer Neurone kommen dort als Zellkrper nur die der Epithelial- und

der Marginalglia vor (Meinertzhagen & O'Neil 1991; Saint Marie & Carlson 1983).

b) Die Medulla

Die Axone von R7 und R8 wechseln, wihrend sie von der LLamina in die Medulla projizieren,
die Seite. Dadurch entsteht eine abermalige Verdrillung der Zellfortsitze, das dullere optische
Chiasma. Dabei wachsen die Zellfortsitze der Rezeptorzellen wihrend der Entwicklung nicht
Uber Kreuz, sondern die gesamte Lamina verdreht sich gegen die Medulla. Am histologisch gut
erkennbaren Keuzungspunkt befinden sich die Zellkérper der Riesenglia. Analog zur Lamina ist

auch die Medulla in einen Zellkortex und einen Neuropilbereich unterteilt. (Fischbach & Ditrich

1989; vgl. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Neuronale Zelltypen der Lamina und
Medulla

Abbildung aus Fischbach & Dittrich 1989. In diesem Bild
sind die Neurontypen, deren Position und ihr jeweiliges
Arborisierungsmuster gut zu erkennen. Den Hauptteil
der Nervenfortsdtze innerhalb der Lamina stellen die
Photorezeptoren, deren Termini in engem Kontakt zu
den Laminamonopolarzellen stehen (hier nicht gezeigt).
Die T1 Zelle, deren Soma zum Medullakortex gehort ver-
zweigt sowohl in der Lamina als auch der Medulla. Die
- . 5 einzigen Zelltypen, die sowohl in der proximalen Medulla,
) ’ i I “\ als auch in der Lamina verzweigen, sind die Neurone C3

yer : und C2. Gut zu erkennen ist auch, daB die gezeigten
Axone von R7 und R8 anterior beginnen, dann Uber das
: optische Chiasma kreuzen und posterior in der Medulla
—8 terminieren.

anterior

outer
medulla

inner
medulla

proximal

Bisher ist die gesamte vorgestellte Aufteilung nur histologischer Natur und gibt kaum Auf-
schluf3 tber Funktionszusammenhinge. Unabhingig von der funktionellen Basis gibt die strenge
geometrische Architektur des optischen Systems dem neurobiologisch Interessierten ein hervor-
ragendes Werkzeug zur Hand, um die Mechanismen und letztendlich auch die Funktionalitit der

am Aufbau dieses Systems beteiligten Komponenten zu ergriinden.

Hervorragend demonstriert wurde dies unter anderem bei der Aufklirung des sevenless Signal-
transduktionswegs. Der Photorezeptor R7 ist der letzte der acht Rezeptoren, der aus dem Zell-
verband der embryonalen Augenscheibe ausdiffenziert. Wegen der UV-Sensitivitit lieBen sich
Fliegen ohne R7 aufgrund ihrer UV-Blindheit leicht ausselektionieren. Der molekulare Defekt
der Verhaltensmutante sevenless konnte auf einen fir R7 spezifischen Rezeptor zuriickgefithrt
werden (Basler & Hafen 1989; Simon et al. 1989). Die klare Struktur des Komplexauges und
damit verbunden die leichte Identifizierung der R7 Zellen erméglichte es nun die Interaktions-
partner des Rezeptors zu finden. Dieser einfache Ansatz fithrte nicht nur zu einem inzwischen
fundierten Modell der sevenless Signalkaskade, sondern zu weitreichenden Erkenntnissen von

Rezeptor-Signalkaskaden generell (zusammengefal3t in Yamamoto 1994).

Die klare Struktur des optischen Systems ist auch der Grund warum in zunehmenden Maf3e
Drosophila als Modellorganismus fiir neurodegenerative Erkrankungen herangezogen wird. Nicht
um die neurodegenerativen Effekte, die die Krankheiten haben, nachzubilden, dazu wiren die
Systeme Mensch und Fliege wohl doch zu verschieden, sondern weil im Fliegenmodel bereits

kleine Verinderungen gut verfolgt werden koénnen. Da viele neuronale Bausteine zwischen
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Fliegen und Menschen zumindest funktionsanalog sind, konnen so Wechselwirkungen mit
anderen Zelltypen oder Genen gut untersucht werden (vgl. Feany & Bender 2000; Fernandez-
Funez et al. 2000).

Eine Stérung des Systems sind z.B. die in dieser Arbeit beschriebenen Locher in Llamina und
Medulla. Es steht kaum anzunehmen, dal3 7z vivo im optischen System der Fliegen Locher vor-
handen sind. Wahrscheinlich entstehen diese erst sekundir bei den verschiedenen Wasch- und
Fixierungsschritten, oder beim Schneiden der Fliegenképfe. Aber sie sind im Wildtyp nicht vor-
handen und somit ist dieser histologische Befund ein Indiz dafiir, daf ein oder mehrere Prozesse
innerhalb des optischen Systems derangiert sind. Eine Aufklirung der [“az-Mutation wird somit
das Verstindnis der Neuron- und oder Glia-Funktion im optischen System von Drosophila melano-

gaster erweitern.

1.1.2 Vam - Eine strukturelle, nervensystemspezifische Mutation

Der Fliegenstamm Va7 (VAcuolar Medulla) entstammt einer EMS-Mutagenese (Ethyl-
Methano-Sulfonat), bei der die entstandenen Mutanten auf strukturelle Defekte innerhalb des
Nervensystems von adulten Fliegen untersucht wurden (Heisenberg & Béhl 1978). Als mutage-
nes Agens wurde EMS zuerst 1968 von Lewis und Bacher angewendet (Lewis & Bacher 1968).
Wegen der leichten Applikation als Futterbeigabe, seiner fiir die Fliegen geringen Toxizitit und

der hohen mutagenen Wirkung ist EMS seitdem eines der meist verwendeten Mutagene der

Abbildung 3: Der Vam-Phanotyp
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Autofluoreszenzaufnahmen von zwei horizontalen Paraffinschnitten durch einen Kopf einer Va Fliege. In A ist ein 7
Tage altes heterozygotes Weibchen und in B ein gleichaltriges hemizygotes Mannchen gezeigt. Die Vakuolen sind durch
weiBe Pfeilspitzen markiert. Re: Retina; La: Lamina; Me: Medulla; Lop: Lobulaplatte; Lo: Lobula; ZN: Zentralhirn
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Drosophilaforschung. Durch den alkylierenden Effekt von EMS kommt es vornehmlich zu einer
Fehlpaarung von O°-Alkyl-Guanidin mit Thymidin und folglich zu einer GC- zu AT-Transition
im nachfolgenden DNA-Replikationszyklus (Snow et al. 1987). In weitaus geringerem Mal3e sind
jedoch auch Transitionen von AT zu GC (O*Ethyl-Thymidin Bildung und Paarung mit
Guanidin) und kleinere Chomosomenaberationen, hauptsichlich kurze Deletionen beschrieben
(siche Ashburner 1989a). Der fiir den Phinotyp verantwortliche Defekt ist somit hochstwaht-
scheinlich eine Punktmutation, die zu einem neomorphen Genprodukt fithrt. Die Mutation im
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Ursprungsstamm [z ist nicht letal, wodurch jedoch nicht ausgeschlossen ist, dafl das Gen

Vam an sich letal mutierbar ist (siche auch 3.2.4.1).

Fliegen mit der X-chromosomalen Mutation a7 zeigen als semidominanten Phinotyp eine
altersabhingige Ausbildung von Vakuolen in der Lamina und der Medulla (siche Abbildung 3).
Bereits ein mutantes [“az-Chromosom reicht im ansonsten genetisch wildtypischen Hintergrund
aus, um zu einer Auspriagung des [“az-Phinotyps zu fihren (Coombe & Heisenberg 1986). Die
Semidominanz ergibt sich aus der Tatsache, dafl hemizygote Minnchen von homozygoten Weib-
chen phinotypisch nicht zu unterscheiden sind, bei heterozygoten Tieren die Effekte jedoch mit
leichter zeitlicher Verzogerung auftreten. Die Mutation kann also nicht durch Einbringen von
Duplikationen, die den fraglichen Bereich abdecken, gerettet werden (Schleip 1997; Glick 1996).

7 um ein Neo-

Daraus ergibt sich die SchluB3folgerung, dal3 es sich bei dem Ursprungsallel 17
morph handeln muf}, welches das optische System storend beeinflult. Sowohl eine Nullmutante
als auch eine hypomorphe Mutation miiiten sich durch wildtypische Kopien des Gens bzw. des
gesamten Genlocus retten lassen. Dies ist vor allem fiir die Identifizierung des betroffenen Gens

von essentieller Bedeutung (siehe auch 3.2.2.2).

Coombe und Heisenberg konnten zeigen, dal} zusitzlich zur Vakuolenbildung die Lamina-
monopolarzellen 1.2 und L5 absterben und die Fliegen kurz nach dem Schliipfen bereits ein

defektes ERG-Signal (ElektroRetinoGramm) aufweisen (Coombe & Heisenberg 1980).

Als diese Linie 1978 generiert wurde waren die molekulargenetischen Mittel, die zur Verfi-
gung standen noch sehr begrenzt. Die ersten Charakterisierungen, die von Coombe und Heisen-
berg (Coombe & Heisenberg 1986) publiziert wurden, beschiftigen sich demzufolge vornehmlich
mit der physiologischen und histologischen Beschreibung der Mutante. Die 7a7-Mutation wurde
in der Arbeit von Coombe und Heisenberg iiber Rekombinationskartierung zwischen vermillion
und forked auf die genetische Position 50.6 +/- 1.2 eingegrenzt. Dies entspricht zytologisch in

etwa dem Bereich 13E-14B auf dem X-Chromosom von Drosophila melanogaster. Durch weitere
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klassisch genetische Experimente konnte gezeigt werden, dal3 die Mutation innerhalb des von der
Defizienz Df(1)sd™ abgedeckten Bereichs liegen muf3 (Gliick 1996). RFLP-Analysen (Restrik-
tions Fragment Lingen-Polymorphismus) schrinkten den moglichen Bereich in dem die Muta-
tion lokalisiert sein muf3, auch distal auf einen Bereich von ca. 18 kb ein (Schleip 1997; vgl.

Abbildung 4).

13F1 14B1
Telomer <« » Centromer
— Df(1)sd™* ’
—m b D(1)19f —
. «—>» *
.t Vam .
R * +  Bruchpunkt
' Df(1)19f
—

EcoR | \ \ \ |

Abbildung 4: Kartierung der Vam-Mutation

Die Vam-Mutation liegt auf dem X-Chromosom im Bereich 13F/14B und wird proximal (Centromer) durch den
Bruchpunkt der Defizienz Df(1)19f und distal (Telomer) durch einen HaelII-RFLP begrenzt.

1.2 Genome und ihre Annotation

Das haploide Drosgphila Genom besteht aus ca. 1,8x10° Nukleotiden. Knapp ein Drittel davon
gehort zum Heterochromatin. Dieser Teil ist demzufolge, von einigen Ausnahmen abgesehen
(Berghella & Dimitri 1996; Lu et al. 2000), nicht kodierend. Die Bezeichnung Heterochromatin
bezieht sich abweichend von ihrer urspriinglichen histologischen Definition inzwischen auf geno-
mische Bereiche, die, wegen ihres hohen Anteils an repetitiven Sequenzabschnitten, schwer
klonier- und sequenzierbar sind (Hartl et al. 1992). Die verbleibenden 120 Megabasen Euchro-

matin kodieren fiir insgesamt gut dreizehntausend Gene (Adams et al. 2000; Myers et al. 2000).

Fir einen der Protagonisten des Sequenzierprojekts, der Biotech-Firma Celera unter Leitung
von Graig Venter, war das Genom der Fruchtfliegen nur ein Probedurchlauf. Dabei sollte
getestet werden inwieweit sich ein WGS-Verfahren (Whole-Genomic-Shotgun) fir das relativ
grof3e und sehr komplex organisierte Genom eines hoheren Eukaryoten eignet (Weber & Myers
1997; Venter et al. 1998). Das humane Genom ist im Vergleich zu Drosophila in etwa um den
Faktor 10 gréBer. Einer der visiondren Aspekte, schon bei der Sequenzierung des Drosophila- und
vor allem bei der des humanen Genoms, war die Annahme, dal} die Rechenleistung der

Computer ausreichen wiirde, um die durch das Shofgun-Verfahren angefallenen 14,8 Milliarden
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Basen aus 27,3 Millionen Sequenzreaktionen in die richtige Rethenfolge zu bringen. Fur das
humane Genom bendtigte allein dieser Prozel ca. 10.000 CPU Stunden auf einem parallel
arbeitenden Netz aus 40 hochleistungstihigen Einzelrechnern (Venter et al. 2001) — zu Beginn
des ,,Human Genome Projects im Jahr 1990 eine utopische Rechenleistung. Nicht zuletzt deswegen
kam bei den Offentlichen Organisationen kein Shofgun-Verfahren zum Einsatz, sondern ein

Prozedere, bei dem die Sequenzen bereits mehr oder minder geordnet produziert werden.

Inzwischen sind mehrere gut etablierte Mo-

f_;f:“ﬁf dellorganismen durchsequenziert und aufgrund

- ;.a’:ff. der Leistungsfihigkeit der Sequenzier-Ein-
e » -~ - heiten von offentlichen und privaten Anstalten
__J___a.--"' = verdoppelt sich alleine die Anzahl der in

= e = GenBank (URL 9) veroffentlichten Sequenzen
) .—"f o pro Jahr (siche Abbildung 5). Dabei bleiben

viele Daten, die von pharmazeutischen Unter-

ma = w nehmen produziert werden, noch unbertick-

sichtigt, da Firmen inzwischen hiufig in Eigen-
Abbildung 5: Eintrdge in GenBank 1982-2000 &b g g

In diesem Graphen sind die publizierten Eintrge in der r€gle fir sie interessante Modellorganismen se-
offentlichen Sequenzdatenbank GenBank logarithmisch aufge- . . o

tragen. Der abgedeckte Zeitraum geht von 1982 bis 2000. Die quenzieren, ohne die Daten zu publizieren.
blaue Kurve gibt die Anzahl der Eintrdge x100 und die lila

Kurve die Nukleotide X100000 wieder. Dabei zeigt sich, das . . . . .

tiber die Jahre hinweg zwar die Anzahl der verdffentlichten Se- Die Information uber die lineare Abfolge

quenzen exponentiell wachst, die Basen pro Eintrag jedoch, ) . .
technisch bedingt, nahezu konstant bleiben. Seit 1994 kann der Nukleotide bildet das Grundgerust, aber
man grob eine Verdopplung der Sequenzdaten pro Jahr ) ) ) )
feststellen. die eigentlich interessante Aussage, wo sind
welche Gene lokalisiert, bleibt dabei zunichst
noch unberthrt. Erst ein weiterer, ebenso rechenintensiver Vergleich mit bekannten cDNAs und
deren Lokalisation, sowie das Aufspiiren neuer bis dato unbekannter Gene, ermoglicht Rick-
schlisse Gber die Organisation des Genoms. Die fertige Annotation, also die Lokalisation be-

kannter und die Vorhersage neuer Gene, wird von ausgekliigelten Programmen und Algorithmen

vorgenomimen.

Vor allem das Erkennen eines Genlocus de novo, seines Promotors und der zugehdrigen
Exon/Intron-Strukturen ist eine der Hauptschwierigkeiten bei der Annotation. Entsprechend
schwanken die Vorhersagen fir die beim Menschen tatsichlich vorhandenen Gene zwischen

142.634 (Dickson 1999) und knapp 27.000 (Venter et al. 2001). Die erste Schitzung beruht auf
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teilweise nicht veroffentlichten cDNA- und EST-Daten, die zweite auf den 6ffentlich zuging-
lichen cDNA-Sequenzen und der anhand von genomischen Sequenzen neu prognostizierten

Genen.

Die Festlegung eines DNA-Abschnitts als Gen ist als eindeutig definiert, sobald fiir diesen
Bereich eine entsprechende cDNA vorliegt. Die Neu-Annotation eines Gens aufgrund von
Homologien und Konsensussequenzen ist im Gegensatz dazu stark von den Kriterien abhingig,
ab denen ein Bereich als Gen definiert wird. Im Falle der Annotation des Humangenoms heif3t
dies im Detail, da3 zunichst ein Bereich, z.B. anhand von Konsensussequenzen, als putatives
Gen gekennzeichnet wurde. Bei allen Kandidaten wurden dann die prognostizierten

Exon/Intron Strukturen Gberpruift, ob sie folgenden Anspriichen gentigen (Venter et al. 2001):
a. Konservierung der Exon/Intron Ubergéinge in 3 Maus DNA Abschnitten
b. 1 Humane cDNA- oder EST-Homologie
c. konservierte Bereiche zu Nager cDNAs oder EST's
d. Ahnlichkeiten zu anderen bekannten Proteinen

Sind mindestens zwei dieser vier Kriterien erfullt, wird der Bereich als Gen mit Exon/Intron
Struktur annotiert. Obwohl diese Kriterien durchaus sinnvoll erscheinen, ist die Zahl der derzeit
annotierten Gene innerhalb des Humangenoms somit mehr oder minder willkiirlich. Die Fest-
legung eines Sequenzabschnitts als Gen ist entsprechend definitionsabhingig und flieend, so-
lange sie nicht durch eine cDNA experimentell bestitigt werden kann — Fiir die hoch technisierte
und computergestiitzte Annotations-Maschinerie eine unlosbare Aufgabe. Jede Zelle in einem

Organismus steht jedoch vor einem dhnlich gelagerten Problem.

Welcher DNA-Abschnitt kodiert fiir ein Protein? Wie kann eine Zelle innerhalb der Unmenge
an Daten die fur sie in ithrem Kontext und Entwicklungsstand relevante Information extrahieren
und ihre Aufgabe im Zellverband erfiillen? Dieses Basisproblem der Genregulation, das fir 1Vaw

eine besondere Relevanz zu haben scheint (vgl. 3.1.3), soll im folgenden kurz beleuchtet werden.

1.3 Die Transkriptions-Regulation in Eukaryoten

Anders als bei Prokaryoten, bei denen die Repression eines generell aktiven Grundzustandes
den Hauptteil der Genregulation ausmacht, (zusammengefal3t in Hochschild & Dove 1998) ist
bei Eukaryoten der Grundzustand eines Gens inaktiv. Promotoren kénnen zwar eine raumliche

und 6rtliche Spezifitit der Genexpression steuern (Schwyter et al. 1995; Eichbaum et al. 1994),

12
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aber der Expressionslevel eines typischen eukaryotischen Core-Promotors ist meist nur sehr
schwach. Entsprechend werden Enhancer benétigt, die den geringen Basislevel der Transkription
anheben und die Bindung der RNA-Polymerasen, zusammen mit anderen Faktoren, an den Pro-

motor begiinstigen.

Anders als in Prokaryoten gibt es in Eukaryoten drei RNA-Polymerasen. Jede fiir sich ist ein
komplexes Gefiige aus Protein-Untereinheiten, das teilweise aus den gleichen, teilweise aus nur
tir die jeweilige Polymerase spezifischen Proteinen, zusammengesetzt ist. Wurden die Polymer-
asen frither aufgrund ihrer Anfalligkeit fiir a-Amanitin, der toxischen Substanz des Knollenblit-
terpilzes Amanita phalloides, unterschieden (Wieland & Faulstich 1991), stellte sich bald heraus,
daf3 sie in der Zelle vollig unterschiedliche Genklassen transkribieren. Die RNA-Polymerase I
produziert ribosomale RNAs (siche Grummt 1999) und die RNA-Polymerase III eine Reihe
kleiner stabiler RNAs, unter anderem die kleine ribosomale 5§ RNA. Die proteinkodierenden
Gene werden bis auf wenige Ausnahmen ausschlieBlich von der RNA-Polymerase II (RNAP-II)
transkribiert. Der isolierte RNAP-II Komplex ist nicht in der Lage zz vitro an den Promotor eines
DNA Templates zu binden und die Polymerisation zu initiieren. Erst die Zugabe von insgesamt
sechs Proteinkomplexen, den generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF und TFIIH, ermdglicht einen geordneten Transkriptionsstart (zusammengefal3t in Orpha-
nides et al. 1996; Nikolov & Burley 1997).

1.3.1 Der Core-Promotor

Der Bereich von - 50 bis ca. + 50 Nukleotide bezogen auf die RNA-Transkriptionsstartstelle
wird als Core-Promotor bezeichnet (Blackwood & Kadonaga 1998). Fur die prazise Transkrip-
tionsinitiation werden in wechselnden Kombinationen mindestens vier Elemente benotigt: die
TATA-Box, das TFIIB-Recognition-Element (BRE), das INitiatoR-Element (Inr) und das
Downstream-Promotor-Element (Dpe). Dabei bilden die Paare TATA-Box und BRE, sowie Inr
und Dpe, jeweils eine Einheit mit eng gekoppelter Funktionalitit. Je nach Konstellation dieser
Motive kann man verschiedene Promotor-Typen unterscheiden: Promotoren mit TATA-Box
oder mit Intr/Dpe, Promotoren mit beiden Strukturen (Composite Promotoren) und zuletzt
solche, die weder TATA-Box noch Inr/Dpe aufweisen (Null-Promotoren) (Lee & Young 2000).
Die TATA-Box und das Inr sind Funktionsanaloge (Smale et al. 1990) und dienen z# vivo beide als
Bindungsstellen fiir den 700 kD Protein-Komplex TFIID (Burke & Kadonaga 1996). Dessen
Bindung definiert den Eintrittspunkt fiir die anderen GTFs (Generellen Transkriptions Faktoren)

und die RNAP-II und stellt innerhalb der Regulation der Transkriptionsinitiation einen geschwin-
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digkeitsbestimmenden Schritt dar (zusammengefalt in Burley und Roeder 1996). Die
Beobachtung, daf3 Null-Promotoren hiufig mehrere Transkriptionsstartstellen aufweisen, bekraf-
tigt die Bedeutung von TATA-Box und Inr als Fixpunkte fur die Transkriptionsinitiation und ist
zudem ein Hinweis auf einen ungenauen Transkriptionsstart beim Fehlen dieser Elemente (Geng

& Johnson 1993; Ince & Scotto 1995).

Einen Hauptbestandteil von TFIID bildet das in seiner Proteinstruktur bisher einmalige und
hochkonservierte DNA-bindende Protein TBP (TATA-Box Binding Protein). Neben der eigent-
lichen Konsensussequenz der TATA-Box (TATAAAA) bindet TBP auch an andere AT-reiche
Sequenzen. Daraus folgt, daf3 seine Bindungsspezifitit fir die alleinige Festlegung des Transkrip-
tionsstarts nicht ausreichen kann (Hahn et al. 1989; Cormack et al. 1992). Shen und Green (Shen
& Green 1997) konnten zeigen, dall weitere Bestandteile von TFIID, die sogenannten TAFs
(TBP-Associated Factors), die Sequenzbereiche in unmittelbarer Umgebung des TATA-Motivs
erkennen und so eine Feinjustierung der TBP-Bindungsaktivitit vornehmen konnen. FEine
dhnlich Funktion kann auch der Bindungsstelle des Trankriptionsfaktors TFIIB zugesprochen
werden (BRE Konsensussequenz: SSRCGCC), die direkt oberhalb der TATA-Box liegt und
ebenfalls die Transkriptionsinitiation begtinstigt (Lagrange et al. 1998; Wollner & Gralla 2001).
Bei Promotoren ohne TATA-Box wird die Feinabstimmung des Transkriptionsstarts durch die
Inr/Dpe-Bereiche vorgenommen (zusammengefalt in Smale 1997). Das Initiator-Element
(Konsensussequenz Siduger: YYA NWYY; Konsensussequenz Drosophila: TCAHKTY; Ay ent-
spricht jeweils dem Transkriptionsstart) befindet sich direkt am Transkriptionsstart, der konser-
vierte Dpe-Bereich (Konsensussequenz: RGWCGTG) liegt unterhalb davon. Bei Drosophila-
Promotoren scheint das Dpe-Motiv sogar dhnlich weit verbreitet zu sein wie die TATA-Box
(Kutach und Katonaga 2000). Allerdings beschrinkt sich die Wirkung auf Core-Promotoren, die
auch ein Inr-Element beinhalten. So konnte gezeigt werden, dal3 ein aufgereinigter TFIID-
Komplex sowohl Inr als auch Dpe zz vitro binden kann, eine effiziente Transkriptionsinitiation
jedoch beider Elemente bedarf (Burke & Kadonaga 1997). Burke und Kadonaga konnten des
weiteren zeigen, dal3 in den bisher untersuchten TATA-Box freien Promotoren beide Elemente
enthalten sind und Dpe die Effizienz von Inr-Promotoren, nicht aber die eines TATA-Box
Promotors erhchen kann (Burke & Kadonaga 1997). Als moglicher Mittler zur Inr-Bindung
wurde innerhalb der TAFs ein Komplex aus TAFII250 und TAFII150 identifiziert (Chalkley &
Verrijzer 1999). Die Bindung an Dpe wird in Drosophila anscheinend durch dNC2, einem
Ortholog zu dem als humanen Transkriptionsrepressor beschriebenen Protein NC2, vermittelt.

Willy und Mitarbeiter (Willy et al. 2001) konnten zeigen, daf dieser Komplex, der bei TATA-Box
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Abbildung 6: Die Transkriptionsinitiation

Die Transkriptionsinitiation geht an den beiden Core-Promotoren mit und ohne TATA-Box zwar unterschiedliche Wege,
das Ergebnis ist jedoch dasselbe. In A ist ein typischer TATA-Box Promotor gezeigt. Die Sequenzbereiche, die von ihrer
Position her Inr und Dpe entsprachen, sind hier nicht konserviert und farblos dargestellt. Die ersten Schritte zur Auf-
findung der Transkriptionsstartstelle werden von TFIIB, das an das konservierte BRE-Motiv bindet und der TATA-Box,
die von TBP erkannt wird eingeleitet. Die Positionierung des TFIID-Komplexes ist somit auch ohne konservierten Inr und
Dpe fixiert. Im Falle B, eines Promotors ohne TATA-Box, binden TAF250 und TAF150, die beide Komponenten von TFIID
sind, an den Initiator. Die Sequenzbereiche, die von ihrer Position her der TATA-Box (-30) und BRE entsprachen, sind
bei diesen Promotoren nicht konserviert und werden in B farblos dargestellt. Nach wie vor bindet TBP jedoch diesen Se-
quenzbereich und trégt so zur zusatzlichen Stabilitat bei. Inwieweit TFIIB bei Promotoren des Typs B bei der Zielfindung
und Stabilitét des TFIID-Komplexes beitragt, ist noch unklar (TFIIB hier nur kariert dargestellt). Als Endergebnis kénnen
in beiden Fallen die restlichen Komponenten des Transkriptionsinitiationskomplexes rekrutiert werden (TFIIA-TFIIH) und
die RNAPII beginnt an Position 1 mit der Transkription (roter Asterix). In einer schematischen AusschnittsvergréBerung
ist der Corepromotor mit den beteiligten Konsensussequenzen und ihren jeweiligen Positionen beziiglich des
Transkriptionsstarts dargestellt. (ndhere Erlauterungen siehe Text)

Promotoren als Repressor wirkt, an Dpe bindet und bei Inr/Dpe-Promotoren aktivierend wirkt.
Eine graphische Zusammenfassung und mogliches Modell der Transkriptionsinitiation bei den

zwei haufigsten Promotor-Typen zeigt Abbildung 6.

Bereits ein Core-Promotor mit TATA Box und/oder Initiator-Element kann fur eine zeitliche
und rdumliche Spezifitit der Genexpression sorgen (Schwyter et al. 1995; Eichbaum et al. 1994),
die Hauptregulation bei eukaryotischen Organismen obliegt jedoch sogenannten Enhancern oder

Repressoren.

1.3.2 Enhancer, Repressor und Boundary-Element
Urspriinglich wurden Enhancer als cis-wirkende DNA-Bereiche definiert, die unabhingig von
ithrer Orientierung die Transkription von Genen positiv beeinflussen kénnen (Khoury & Gruss

1983). Innerhalb des Genoms von Eukaryoten sind die Gene relativ weitldufig verstreut und ent-
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sprechend konnen Enhancer-Bereiche in unmittelbarer Nihe der Transkriptionseinheit oder aber
auch mehrere Kilobasen davon entfernt liegen. Wahrend zum Beispiel der Enhancer fir das Gen
des Immunoglobulins H-a innerhalb des ersten Introns liegt, ist der kontrollierende Bereich fir
das Drosophila Protein CUT 85 kb oberhalb des Promotors lokalisiert (Jack & Delotto 1995).
Diese Kontrollbereiche sind bis zu mehrere hundert Basen lang und enthalten meist die Erken-
nungssequenzen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren. Diese einzelnen Module kénnen so zu
einer differenzierteren Kontrolle von nachgeschalteten Genen beitragen. (zusammengefal3t in
Blackwood & Kadonaga 1998). Zwar kann auch bei Prokaryoten der aktivierende Transkriptions-
faktor in einiger Entfernung des Promotors binden, (Buck et al. 1986; Reitzer & Magasanik 19806)
die eigentliche Aktivierung geschieht dort jedoch durch eine direkte Interaktion der aktivierenden
Domine des Transkriptionsfaktors mit dem Transkriptionsinitiationskomplex (Wedel et al.
1990). Die Transkriptionsregulation bei Eukaryoten ist deutlich komplexer und Coulson
(Coulson et al. 2001) konnte zeigen, dal3 die bei der Transkription beteiligten Protein-Familien, in
den verschieden Taxa (Eukaryota Prokaryota und Archea) weitgehend unabhingig voneinander
sind. Der tatsidchliche Mechanismus, mit dem eine aktivierende Domane auf die Transkriptions-
initiation wirkt, ist noch unklar. Es gibt jedoch einige Modelle und Hinweise wie Teilschritte

dieses Mechanismus ablaufen kdnnten.

1.3.2.1 Enhancer und Silencer kénnen promotorspezifisch wirken

Die Arbeiten von Li und Noll (Li & Noll 1994) zeigten, dall auch in Drosophila melanogaster
Enhancer bestimmte Promotoren bevorzugt aktivieren. Die Gene dpp (decapentaplegic), oaf (out at
first) und sl (SLYT homologous) liegen in unmittelbarer Nachbarschaft. Ein Transposon, mit
eigenem Promotor, das innerhalb des oaf Locus inseriert, steht fortan unter der Kontrolle der ver-
schiedenen dpp-Enhancer. Die zu den Enhancern niher liegenden Gene oaf und s/ bleiben
jedoch nach wie vor unbeeinflufit und werden durch die dpp Enhancer nicht aktiviert (Merli et al.
1996). Andererseits kann man den Promotorbereich von oaf durch den von dpp austauschen und
erhilt somit ein dpp-Expressionsmuster fiir oaf. Damit wird gezeigt, dall der dpp-Enhancer seinen
Zielpromotor erkennt und bei seiner spezifischen Wirkung sogar andere Gene iberspringen
kann. Analog dazu konnten Ohtsuki und Mitarbeiter (Ohtsuki et al. 1998) zeigen, dal3 der
Enhancer AE7 (Autoregulatory Elementl) innerhalb des Anfennapedia-Komplexes bei Drosophila
nur das Gen ffz (fushi tarazu), nicht aber das gleich weit entfernte Gen ser (sex combs reduced)
aktiviert. Der auffalligste Unterschied zwischen den beiden Gen-Loci ist, dal3 der Core-Promotor

von f#z eine optimale TATA-Box Konsensussequenz besitzt wihrend der se-Promotor iiber ein
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Inr/Dpe-Motiv verfligt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dal AE7 unabhingig vom kontrol-
lierten Gen TATA-Box Promotoren denjenigen Promotoren vorzieht, die dieses Motiv nicht
haben. Andere Kontrollbereiche wie zum Beispiel NEE, der Enhancer fir das Gen #ho (rhomboid)

zeigen hingegen keine solchen Priferenzen (Ohtsuki et al. 1998).

Eine andere Moglichkeit, den Wirkungsbereich eines Enhancers zu fokussieren, bieten als
Insulator oder Boundary-Element bezeichnete DNA-Bereiche. Das transposable Element gypsy
tragt flankierend Bindestellen fiir das Zink-Finger Protein SUHW (suppressor of Hairy-wing
[su(Hw)]). Geyer und Corces (Geyer & Corces 1992) konnten zeigen, dal3 es bei einer Insertion
von gypsy innerhalb der 5'-kontrollierenden Region des Drosophila-Genlocus yellow zu Ausfillen im
Expressionsmuster des Gens kommt. Interessanterweise sind von der gjpsy-Insertion nicht alle
Enhancer von yellow, die sowohl 5' als auch 3' liegen, betroffen. Die abblockende Wirkung des
transposablen Elements entfaltet sich nur, wenn gypsy zwischen Enhancer und Promotor liegt.
Dieser Effekt von gypsy ist auch bei anderen Genloci zu beobachten und konnte auf ein Stick
von 420 bp eingegrenzt werden, dall die Bindungsstelle fir SUHW enthilt (Drosett 1993; Geyer
& Corces 1992). In einer Vielzahl anderer Organismen konnten inzwischen neben diesem Zinc-
Finger Protein auch weitere DNA-bindende Proteine klassifiziert werden, deren Bindungsstellen
als Insulator wirken (zusammengefal3t in Sun & Elgin 1999; Bell et al. 2001). Dieser abschir-
mende oder begrenzende Effekt beschrinkt sich nicht nur auf Enhancer und Silencer, sondern
dhnliche Mechanismen scheinen auch bei der Unterteilung eines Chromosoms in einzelne funk-
tionelle Kompartimente (z.B. Euchromatin/Heterochromatin) eine Rolle zu spielen (Fourel et al.

1999).

Eine schematische Zusammenfassung der Mdglichkeiten, um die Spezifitit eines Enhancers

oder Silencers zu gewihtleisten, zeigt Abbildung 7.
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TR G3
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Gent-... Gen2 Gen3

Enhancer/Silencer
CCAAT TATA ATGgccgtagt. ..

|__I':> Promoter
-200 bis -50 -25/-30 ] Exon
8 [nsulator

Abbildung 7: Modell zur Enhancer Spezifitat

Die Wirkung eines Enhancers ist prinzipiell zundchst ungerichtet. Der Blaue Enhancer kdnnte auf alle drei skizzierten Gene
wirken, die Wirkung auf Gen 3 wird jedoch durch ein ,Boundary-Element" abgeblockt, ebenso die Wirkung des griinen
Enhancers auf die Gene 1 und 2. Wenn sich die Gene 1 und 2 beziiglich ihrer Promotoren unterscheiden (z.B. TATA-Box oder
Inr/Dpe-Promotor) ist es moglich, daB der blaue Enhancer nicht auf Gen 1, sondern praferentiell auf Gen 2 aktivierend wirkt.

Vor allem die Promotor-Selektivitit einiger Enhancer, die teilweise mehrere Kilobasen

entfernt liegen, wirft die Frage auf, welcher Natur diese Interaktion mit dem Promotor ist.

1.3.2.2 DNA-Schleifen und der Mediator-Komplex

Das Kernproblem bei der Regulation durch weit entfernte Kontrollbereiche ist es, den En-
hancer bzw. die an den Enhancer gebundenen Proteine in rdumliche Nihe zu dem Promotor zu
bringen. Bei den derzeit diskutierten Modellen, die dies bewerkstelligen konnten, kommt es
zunichst zur Ausbildung einer DNA-Schleife. Nachfolgend kénnen die an den Enhancer gebun-
denen Proteine und Aktivatoren in einem als ,, Tracking® oder ,,Scanning® bezeichneten Suchvor-
gang den passenden Promotor aufspiiren. Sowohl die Ausbildung von DNA-Schleifen als auch
die direkte Interaktion von Enhancer-Proteinen mit Teilen des Transkriptionsinitiationskomp-
lexes konnte in mehreren Arbeiten bewiesen werden (zusammengefal3t in Wang & Giaever 1988;
Blackwood & Kadonaga 1998). Um eine derartige Schleife auszubilden, muf3 in einem ersten
Schritt die sehr kompakte nukleosomale Verpackung der DNA gelockert werden. Diese ,,Auf-
lockerung® der DNA erleichtert, bzw. ermdglicht erst eine Bindung der Transkriptions-
Maschinerie an den Promotor (siche z.B. Imbalzano et al. 1994). Hiufig geschieht dies durch eine
Acetylierung von Histonen. Dadurch wird die Affinitit der Nukleosomen-Bausteine zur DNA
vermindert und so die Zuginglichkeit der DNA fir Transkriptionsfaktoren gesteigert, ohne
jedoch die nukleosomale Organisation ganz aufzul6sen (zusammengefal3t in Stuhl 1998). Sind
durch diese Uberfithrung der DNA in eine Art ,,kompetenten® Zustand die Bindungsstellen fiir
die Transkriptions-Aktivatoren und der Promotor ,,freigelegt®, kann die genspezifische Regula-

tion beginnen (vgl. Abbildung 8).
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A "Kompetenz"

j Promotor . Suchbewegung AN
“* Enhancer o Aktivator //

Abbildung 8: DNA-Schleifen zur Enhancer Promotor Findung

A) Die Nucleosomen bilden die kleinste Untereinheit der DNA Verpackung. Die Bindung an die Histone der Nucleosomen kann
z.B. durch Acetylierung gelockert werden. Dadurch wird die DNA fir Transkriptionsfaktoren zuganglicher (Kompetenz; griiner
Asterix). B) Modell fur den Suchmechanismus des Enhancers. Ein Enhancer wird durch einen Komplex aus DNA-bindenden
Proteinen und Co-Aktivatoren gebunden. Dieser Komplex bewegt sich in einem als ,Tracking® oder ,Scanning® bezeichneten
Modus Uber die DNA, bis er an einen passenden Promotor binden kann und dort die Transkription initiiert. Der DNA-Bereich,
Uber den sich der Enhancer/Aktivator-Komplex bewegt, wird dabei, wie in A gezeigt, gelockert.

An der Initiation der Transkription sind ca. 30 verschieden Proteine obligat beteiligt. Min-
destens die doppelte Anzahl spielt allerdings bei der 7z vivo Regulation des Prozesses eine Rolle.
Immer neue beteiligte Proteine kénnen in unterschiedlichen Modellsystemen identifiziert werden.
So galten TBP beziehungsweise TFIID lange als die alleinigen Mittler zwischen Aktivatoren und
der RNAP-II. Erst in der jungeren Vergangenheit mehren sich die Hinweise, daf ein als Mediator
bezeichneter Komplex als zwischengeschaltetes Element sowohl bei der Aktivierung als auch bei
der Repression dienen kann (zusammengefallt in Myers und Kornberg 2000). Der
Proteinkomplex wurde zunichst in Hefen durch die Beobachtung gefunden, daf} bei einem 2
vitro Transkriptionssystem sowohl RNAP-II als auch die bis dato bekannten generellen Tran-
skriptionsfaktoren (GTFs) im Uberschul} zugegeben werden kénnen, und die Reaktion immer
noch durch einen unbekannten Bestandteil limitiert ist (Kellehrer et al. 1990; Flaherty et al. 1991).
Letztendlich konnte der aus 20 Proteinen bestehende Komplex gereinigt werden und ist
inzwischen in mehreren Organismen funktionell nachgewiesen (Kim et al. 1994; Park et al. 2001).
Der gereinigte Komplex bindet unter anderem den carboxylstindigen Bereich, der RNAP-II
(CTD) von dem bekannt ist, dall er vor der Transkriptionsinitiation massiv durch TFIIH
phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung wird durch den Mediator-Komplex um das 30-
50 fache gesteigert. Entsprechend wird auch die Transkriptionsinitiation um das 10 fache erhéht
(Kim et al. 1994; Myers et al. 1998). Eine der neusten Arbeiten geht sogar soweit, die Rolle von
TFIID als zentralem Bindeglied zwischen Aktivatoren und RNAP-II Initiationskomplex in Frage

zu stellen (Park et al. 2001). Park und Mitarbeiter folgern aus ihren Ergebnissen, die fir den
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Drosophila Mediator-Komplex gewonnen wurden, dal3 d-wediator als zentraler Coaktivator in einer
Vielzahl von Genen wirkt und die TAFs, als Bestandteile des TFIID eher als Promotor Spezifi-

zierungs- und Positionierungs-Werkzeuge titig sind (Park et al. 2001).

Die Relevanz dieses kurzen Abrisses Giber die Transkription in eukaryotischen Organismen fiir
die vorliegende Arbeit ergibt sich aus den Ergebnissen von 3.1.3. Hier wird gezeigt werden, daf3

Vam die Transkription eines bestimmten Reportergens spezifisch beeinfluf3t.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 Fliegenstamme

Stamm

Va KS74
Df(1)19f ; Dp1(1:4)t*£*
attX, ywf

attX,y w f/Dp(1:Y) shi*/

Df(1)sd” / FM7c, su[+26]

attX/ yewvvf
attX [ ywsn f

Vam f13
Vam 7
Vam f13 "

PC,-[#]
wis

1118
sd un/ attX
sd Vam 16
P{w*A2-3}SB/TM3Ser
w, CyO/Seo
w, TM3Sb/ Ser
w, Cyo/ Sco,TM35b/ Ser
P{B-gal} A254

repo*
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Details & Phinotyp
Urspriingliches 1am Allel
Defizienz und Duplikation im
Bereich 13F/14B
Marker-Stamm
Dp(1:Y)sd, B’ shi*,y*

Far Rekombinations-
Kartierungen
Far Rekombinations-
Kartierungen

Neue Rekombinante; Mutagenese
Neue Rekombinante

Rontgeninduzierte  1Vam  Rever-

tante Nummer [#]

pP{CoSpeR-3} mit Insertion
Nummer [#]
Wildtyp Canton Spezial

white mutanter ,,Wildtyp*

scalloped und uneven Markerlinie

Stamm mit Scalloped markiertem
Vam-Chromosom

Transposasequelle

II.Chromosom  Balancer  fir

P-Element Linien

III.Chromosom  Balancer  fir
P-Element Linien

II & III Chromosom Balancer flr
P-Element Linien

Expressionsmuster wie argos

lacZ Enhancer-Trap fir Glia-
zellen

Herkunft

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl

Stammsammlung
diese Arbeit

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

diese Arbeit 2.1.1.1
diese Arbeit 2.1.1.1
diese Arbeit 3.2.4.1

diese Arbeit 2.2.7

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl

Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl
Stammsammlung

Lehrstuhl

Stammsammlung

Literatur

Coombe & Heisen-
berg 1986

Katzen 1996, Steller
1987

Lindsey Zimm 1992

Gluick 1996

Robertson et al. 1988

Kretzschmar et al
1992

Xiong et al. 1994
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Stamm Details & Phinotyp Herkunft Literatur
ter! lacZ Enhancer-Trap fir Termi- Lehrstuhl Samakovlis et al. 1996
nalzellen der Tracheen Stammsammlung
A 509 lacZ Enhancer-Trap fiir Lamina- Lehrstuhl
monopolarzellen Stammsammlung

Alle Stimme wurden zur Aufzucht auf Standard Drosophila-Medium (Maismehl, Agar, Sojamehl, Melasse, Malz-
extrakt, Hefe und 3g/1 Nipagin als Fungizid) bei 25 °C, bzw. 18 °C und 65% relativer Luft feuchtigkeit gehalten.

2.1.1.1 Vam-Rekombinationsstamme

Der Ausgangsstamm Va7 wurde mit verschiedenen X-chromosomalen Markerstimmen gekreuzt und alle Nach-
kommen, bei denen ein Rekombinationsereigniss stattgefunden hat zunichst als Stamm neu etabliert und histo-
logisch untersucht. Aus diesen Stimmen wurden diejenigen mit der stirksten histologischen Ausprigung des Vam
Phinotyps ausgewihlt und weiterverwendet.

2.1.2 Bakterienstamme

Plasmide wurden in E.co/f XI.1-blue der Firma Stratagene transformiert und amplifiziert (Genotyp: siche Sambrook
et. al., 1989).

2.2 Molekulare Methoden

2.2.1 Molekulare Standardmethoden

Soweit nicht anders angegeben wurde bei allen molekularbiologischen Methoden nach den ,,Current Protocols for
molecular biology* (Ausubel et al. 1989) verfahren.

2.2.2 Vektoren
Vektor Vollstindiger Name Herkunft Anmerkungen
Kurzbe-

zeichnung

pSK pBluescript SK (+/-) Stratagene

pSNE pSamstagNachmittags- diese ~ Arbeit (siche auch siche 5.2

Experiment Abbildung 42)
pCs pP{CoSpeR-3} Lehrstuhl Stammsammlung Drosophila Transfor-
(Abbildung 43) mations-Vektor

,»helper- pUCTIA?2-3) Lehrstuhl Stammsammlung Nicht integtierbares

Plasmid Transposon als ak-
tive Transposase-
quelle zur Transfor-
mation von Fliegen.

2.2.3 Primer
Name Sequenz TM mit/ohne Re-
striktionsschnitt-
stelle

KIX ATCTAGACTCTGAAGTGTAATGITC 47/38

SIX ATCTAGACAAACTTAACACTAAATTCAC 47/39

KEP CACTGCAGGGTACCCCTTTCGCTTTTG 56/42
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Name Sequenz TM mit/ohne Re-
striktionsschnitt-
stelle
SEP CACTGCAGCACTCTATTTGTATTACGTAGC 55/44
UNI GTAAAAGGACGGCCAGT 41/-
REV AACAGCTATGACCATG 35/-
Genielup  TTTTTCCCGTGCGCTAAGITTTC 48/-
Geniellow GI'GCTCGCCAGIGCCATTTC 50/-
Genie2up  CGACAGCGAGATATTCAGCCTTCC 53/-
Genie2low CTCGCCCTTTACGCACTCCTTC 53/-
Genie3up | TGAATATGCAGCCAGACTTTA 43/-
Genie3low AGCCCATTGGAGGTGITGTAGAGG 53/-
Geniedup  AATGCTGGAGGCCCCTTTTTG 49/-
Geniedlow CCGCTTTGGTTCCGCTCTAA 48/-

Die Berechnung der Schmelztemperatur der einzelnen Primer erfolgte nach dem Algorithmus von Rychlik (Rychlik
1993).

2.2.4 Klonierung des Vam-Bereichs aus Van’*” Fliegen

Alle relevante Bereiche aus 17aw Fliegen wurden iber PCR kloniert. Wegen der Redundanz der Experimente wird
hier nur exemplarisch ein wichtiger Schritt der Klonierungshistorie aufgefiihrt. Alle injizierten Konstrukte sind aus
zuvor teilweise sequenzierten PCR-Klonen entstanden. Als PCR Enzym wurde Expand HiFi von Roche Diagnostics
verwendet. Bei diesem Enzymmix aus Taq-Polymerase mit hoher Prozessivitit und Pwo-Polymerase mit 3'-5' Ex-
onucleaseaktivitit (Fehlerkorrektur) ergeben sich Produkte mit sehr geringer Fehlerrate (Barnes 1994; Eckert und
Kunkel 1991).
a. Subklonierung eines 9 kb Kpn/Sph Fragment aus cos83 (wt °*-DNA).

— 1. Ligation des Fragmentes in einen Kpn/Sma geschnittenen pSK-Vektor

— ,,Blunting” des Ligationsprodukts mit T 4-Polymerase

— 2. Ligation

— Transformation in elektrokompetenten XL1blue E.co/ Stamm

— Selektion der richtigen Klone und Ansequenzierung der Enden tber Vektor spezifische Primer
b. Design von Primern anhand der neuen Sequenzdaten (hier KIX, SIX, KEP & SEP)
c. Long PCR mit Va#""*-genomischer DNA
Primerpaar: KIX/SIX

Enzym: Expand High-Fidelity von Roche Diagnostics
Ansatz:
1,5 u  KIX 10 M
1,5 u SIX 10 UM
100 ng  Template Van/~" DNA
5 i Puffer #1  10x Expand-Hifi Kit
0,2 pl Expand- 0,7U
HiFi
add: H,O PCR-

Wasser

50wl

24



Temperaturprofil :
Zeit
2’

10"
30"
g

10"
30"

10"
30"

Temp. °C Anzahl x

93

93
65
68
93
60
68
93
55
68

1
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d. Klonierung des PCR-Fragments
— Reinigung des Fragments tiber Quiagen PCR Extraction Kit
— Phenol-Reinigung nach Verdau mit BamHI oder EcoRI
— Ligation in pSK BamHI oder pSK EcoRI geschnitten
— Transformation in elektrokompetente XL1blue E.co/ Zellen

Material und Methoden

Anmerkungen

Hot-Start Erster Denaturierungs-
schritt

Anfangszyklen

Alle zwei Zyklen wird die Polymeri-
sationszeit um 40" verlingert.

— Selektion der richtigen Klone und Ansequenzierung der Enden tiber Vektor spezifische Primer

e. Aufarbeitung der neuen Daten

— Erstellung einer Restriktionskarte

— Subklonierung ausgewihlter Fragmente
— Sequenzierung und Erstellung von Contigs aus den Subklonen
— Abgleich mit den elektronischen Datenbanken iiber BLAST Suchen (URL 3).

2.2.5 RT-PCR

Um AufschluB} iiber einzelne mRNAs der 1Vaz-Region zu erhalten, wurden RT -PCR Reaktionen durchgefihrt.

a. Erststrangsynthese:

— 30 Képfe von CO; betiubten s4 17am16 Fliegen bei RT entfernt.
— mRNA (nach Quiagen RNA mini Kit) in 30 pl H,O eluiert.

Ansatz:
10
75

10'

1,5

30’
10’

pl
pMol

pl
m

m
pl

RNA lIsg.

Primer

65°C
0,0 MDTT

Expand-Hifi
10xPuffer #2

dNTPs
SuperScript 11
42°C

68°C

Je nach Produkt spezifisch oder
Oligo—dT12

Denaturierungsschritt

10 UM Losung GibcoBRL
GibcoBRL

Synthese

Hitzeinaktivierung
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b. PCR:
Nachfolgende PCR nach Bedarf und jeweiliger Spezifikation der Primer und der erwarteten Produktlinge mit 3 pl
c¢DNA in 50 Yl Reaktionsansitzen.

2.2.6 Sequenzierungen

Der GrofB3teil der Sequenzierreaktionen wurde mit dem Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing Kit von
Pharmacia/Amersham und dem halbautomatischen ALFexpress der gleichen Firma nach Anleitung durchgefiihrt.
Meist wurden die zu sequenzierenden Stiicke in passenden Lingen subkloniert (max.1 kb) und dann mit Standard
Primern (UNI & REV) von beiden Seiten der MCS des Vektors sequenziert. In Ausnahmefillen wurde die Firma
DelphiSeq (Frank Pfannschmidt) mit der Sequenzierung beauftragt.

2.2.7 Keimbahntransformatiog voln Drosophila melanogaster
ac

EcoRl EcoRl Sacl Apal Apal
EcoRl l | | Il

=-iEl>H  HHEEH |« |

fir  ATP-Seg UBL3 Genie D-myb G-B 13F
genomische Bereiche der I
verschiedenen P-Element PC.-UBL3 PC-G-p 13F
Konstrukte ]
— PC.-Genie
kb 1,0

Abbildung 9: P-Element Konstrukte

Die drei PCs-Balken reprdsentieren die aus lVam-liegen stammenden genomischen Bereiche, die in den P-Elementvektor
pP{Casper3} kloniert wurden. AnschlieBend wurden fiir jedes Konstrukt weit iiber 1000 n*!** Embryonen mit je einem dieser
Konstrukte transformiert und in den Folgegenerationen auf eine stabile Insertion des jeweiligen P-Elements im sonst wild-
typischen Fliegengenom selektioniert. Zur Orientierung sind oberhalb der in der Vam-Region bekannten Transkriptionseinheiten
zusatzlich zur EcoRI Restriktionskarte noch die jeweiligen Hauptklonierungsschnittstellen der einzelnen Konstrukte angegeben.
fir = FBgn0030699; ATP-Se = FBgn0040875; ubl3 = FBgn0026076; Genie = CG15914 = FBgn0030700; D-myb = FBgn0002914;
G-B 13f = FBgn0001105.

Die Transformation zur stabilen Insertion der P-Elemente in »'''**-Fliegen wurde nach Rubin & Spradling (Rubin &

Spradling 1982) durchgefuhrt. Als Transformationsvektor wurde das Plasmid pP{Casper3} = PC; mit den
entsprechenden Insertionen verwendet (siche auch 2.2)

2.3 Histologische Methoden

Erfahrungsgemil3 bedirfen alle histologischen Methoden einer sorgfiltigen Anpassung und missen fur die einzelne
Fragestellung optimiert werden. Deswegen werden in diesem Abschnitt nur grundsitzliche Verfahrensweisen der
Methoden und dazu gehérige publizierte Basis-Protokolle angefiihrt. Details soweit fir das einzelne Experiment von
essentieller Bedeutung, sind bei den jeweiligen Abbildungen in der Arbeit vermerkt.

2.3.1 Paraffinschnitte

(Nach Jdger und Fischbach in Ashburner; Ashburner 1989b Protokoll 112).

Fur die Paraffin-Massenhistologie wurden bis zu 20 Fliegen nebeneinander in Krigen aufgefidelt und fiir 3 h 45min
in CARNOY (Romeis 1948) Fixans inkubiert. Nach einer steigenden Alkoholreihe (70, 80, 90, 100%) mit ab-
schlieBend EtOH p.a. (iber Molekularsieb) wurden die Krigen tiber Nacht in Methylbenzoat inkubiert und am
darauffolgenden Tag in Paraffin eingebettet. Bei zu langen Inkubationszeiten in den einzelnen Alkoholbddern er hoht

sich die Bildung von artifiziellen kleineren Lochern im Gehirn. Die Dicke der Schnitte betrigt standardmiBig 7 Pm.
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Wihrend des Schneidens und den darauffolgenden Xylol-Waschschritten zur Entfernung des Paraffins werden die
Augenfarbstoffe iber den gesamten Schnitt verteilt und lagern sich am Gewebe an. Unter der Beleuchtung mittels
einer Hg-Lampe lassen sich diese Pigmente zur Autofluoreszenz anregen. Die so gewonnen griin fluoreszierenden
Aufnahmen sind hervorragend geeignet, um sich einen Uberblick tiber den histologischen Zustand eines
Drosophilagehirns zu verschaffen.

2.3.2 Kryostatschnitte

a. Immunohistochemie nach S. Buchner und A. Hofbauer in Ashburner (Ashburner 1989b Protokoll 115)

b. X-Gal Firbungen nach D. Kankel und G. Fitzgerald in Ashburner (Ashburner 1989b Protokoll 74 alternate
procedure®; Der in diesem Protokoll angegebene Mcllvaine Puffer wurde durch den Standard-Puffer PBS (siche
Ashburner 1989b) ersetzt)

2.3.3 Semidiinn- und Ultradiinnschnitte

— Rissel in PPS6 pH 7,4 (Phosphatpuffer nach Sérensen) auf Eis entfernt

— Fixierung in 5% Glutaraldehyd (EM-tauglich) tiber Nacht bei 4°C

—  Waschen in PPS6 pH 7,4

—  Fir Ultradinnschnitte weitere Fixation fiir 4h 4% Osmiumtetroxid in PPS6 ph7,4 auf Eis
— Entwissern iiber steigende Alkoholreih e (50%, 70%, 80%, 95%, 3x100% EtOH je 10 min)
— Waschen fiir 10 min in Propylenoxid, Einbettung in Durcupan

— Aushirtung fir ca. 12h bei 60°C

Semidinnschnitte mit 2 Um Schnittdicke, Ultradiinnschnitte mit ca. 50 — 100 nm Schnittdicke

2.4 Rontgenmutagenese

2.4.1 Bestrahlungs- und Kreuzungsprotokoll fiir Rontgenmutagenese

— modifiziert nach Carthew - (Rubin laboratory Manual 1990)

— frisch geschliipfte Mannchen des Genotyps Van /13 absammeln

— fur zwei weitere Tage bei 25°C altern lassen

— jeweils ca. 50 Stiick in Bestrahlungsglaser geben ( Abbildung 10)

— vor der Bestrahlung auf Eis stellen und ca. 5 min. abkiihlen lassen

— 22 min. bestrahlen (ca. 5000 Rad); 0,2 cm Aluminium-Abschirmplatte direkt vor dem Beryllium-Fenster der
Rontgentdhre befestigen

— Fliegen sofort auf frische warme Gldser mit Brei und viel Hefe Uberfiihren

— ca. 2-3 h erholen lassen

— mit mindestens 2- bis 3facher Menge an drei Tage alten Jungfrauen kreuzen

— am zweiten Tag nach der Bestrahlung umsetzen, danach jeden Tag auf frische Gliser

— am sechsten Tag alle Fliegen verwerfen

Abbildung 10: Bestrahlungsschema

hu
\/l Die von oben kommende Ro&ntgenstrahlung
(hv) durchdringt einen eng auf die Fliegen auf-
Atemlécher Schaumstoffstopfen gesetzten Schaumstoffstopfen. So konnte er-

reicht werden, daB alle Mannchen der gleichen
Strahlungsdosis ausgesetzt werden. Die Atem-
locher sollen wahrend der insgesamt ca. halb-
stiindigen Prozedur eine ausreichende Sauer-
stoffversorgung der Fliegen gewahrleisten.

Fliegen
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2.5 Computer-Programme

Zur Bildbearbeitung wurden folgende Programme eingesetzt:

Adobe Photoshop V5.0; Corel Draw Graphics Suite v9.0; GIMP 2.0

Zur DNA-Sequenzbearbeitung wurden folgende Programme eingesetzt:
LaserGene DNAStar v3.x; Internetbasierende Werkzeuge soweit angegeben.
Zur Textverarbeitung wurden folgende Programme eingesetzt:

UltraEdit v2.0; StarOffice 5.2
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Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

Aus der in der Einleitung erwihnten Arbeit von Coombe und Heisenberg (Coombe &
Heisenberg 1986; siche 1.1.2), die IVam als semidominantes EMS-Allel charakterisiert haben,
waren zur Beschreibung des [“az-Phinotyps bislang nur zwei Phinomene bekannt. Zum einen,
daB3 in VVam-Fliegen altersabhingig die namensgebenden Vakuolen in der Medulla und der
Lamina auftreten und zum anderen, daf3 dies mit der Degeneration von LLaminamonopolarneuro-
nen des Typs L2 und L5 einherzugehen scheint. Wie bzw. in welchem Malle diese Zellen de-
generieren, ob noch weitere Zelltypen betroffen sind und welches Gen in der [am-Mutante
defekt ist, war noch ebenso unklar, wie die Frage nach der Funktion, die das Ia»-Protein in den
Fliegen wahrnimmt. Diese Fragen zu beantworten war das Hauptziel der vorliegenden Arbeit.
Entsprechend 1aB3t sich der experimentelle Teil in drei Hauptabschnitte gliedern, deren Bear-

beitung parallel erfolgte und deren Ergebnisse teilweise ineinander iibergreifen.
a) Charakterisierung des am-Phinotyps
b) Einfluf} der Vam Mutation auf verschiedene zelltypspezifische Marker im ZNS

¢) lIdentifikation des in I”am betroffenen Gens

3.1 Charakterisierung des Vam-Phanotyps

3.1.1 Der Vam-Phanotyp

Fir die nachfolgenden Versuche wurde der Ausgangsstamm 727" mit einer X-Chromosom
markierten Linie gekreuzt. Aus den Nachkommen, bei denen ein Rekombinationsereignis stattge-
funden hat, wurden Einzellinien etabliert und Stimme mit einem histologisch deutlichen 1Va-
Phanotyp weiter untersucht (vgl. 2.1.1.1). Exemplarisch fir diese Linien ist hier ein Stamm des

Genotyps w Vam fdargestellt (siche Abbildung 11).

Der GroBteil der frisch geschlipften 1/az-Fliegen verfiigt tber ein histologisch nicht von
wildtypischen Fliegen unterscheidbares Gehirn (vgl. Abbildung 11 A). Nur in sehr wenigen Aus-
nahmen kommt es zu diesem frihen Zeitpunkt bereits zur Ausbildung vereinzelter Vakuolen, die
in Zahl und GréBe mit steigendem Alter deutlich zunehmen (siche Abbildung 11 B-D). Als Be-
sonderheit in der hier gezeigten Linie w am ffillt auf, dal3 Fliegen nach ca. 40 Tagen reprodu-
zierbar kaum noch Vakuolen in den optischen Neuropilen aufweisen. In Abbildung 11 E ist einer
dieser Extremfille dargestellt, bei denen nach 40 Tagen Alterung keine Degeneration mehr fest-

zustellen ist. Die in Abbildung 11 C-E markierten Defekte im Komplexauge sind keine Folge der
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Abbildung 11: Dunkelfeldaufnahmen von Paraffinschnitten von Mdnnchen

Horizontale Paraffinschnitte durch den Kopf je eines Mannchens des Genotyps w Vam f #7 (300fache VergroBerung).
Gezeigt ist jeweils eine Hemisphdre. WeiBe Pfeilspitzen bedeuten Vakuolen innerhalb des optischen Systems, weiBe
Pfeile zeigen auf Degenerationserscheinungen des Komplexauges. In F sind die einzelnen Bereiche des Gehirns und des
Auges eines phanotypisch wildtypischen Gehirns zur besseren Ubersicht eingefarbt. Von Distal nach Proximal: Re:
Retina; La: Lamina; Me: Medulla; Lop: Lobulaplatte; Lo: Lobula; ZN: Zentralhirn.

A) Phanotypisch wildtypisches Mannchen B) w Vam f#7 Mannchen frisch geschliipft: Durch die weie Pfeilspitze
markiert, sind innerhalb der Medulla bereits vereinzelt kleine Vakuolen zu erkennen. Nicht alle M@nnchen zeigen zu
diesem friihen Zeitpunkt bereits einen eindeutigen Phanotyp. C) 7 Tage altes Mdnnchen: Die weiBen Pfeilspitzen deuten
wieder auf Vakuolen in der Medulla und der Zellkérperschicht am Ubergang zwischen Lamina und Retina, dem
Laminakortex. Durch den weiBen Pfeil wird eine leichte Degenerationserscheinung innerhalb der Retina markiert, die
nicht typisch fiir den Vam-Phanotyp ist, sondern allgemein bei Fliegenstémmen mit defektem white Gen auftaucht (vgl.
w Vam f). D) 21 Tage altes Mannchen E) 41 Tage altes Mannchen

Vam Mutation, sondern tauchen haufiger bei Fliegenstimmen ohne intaktes white-Gen auf. Ent-
sprechend sind diese Auffilligkeiten in allen hier aufgefihrten Fliegen zu sehen und zeigen ten-
denziell mit zunechmenden Alter der Fliegen eine Verstirkung. Im Rahmen dieses Experiments
wurde jedoch die Lebensdauer der Fliegen nicht statistisch protokolliert, so dal3 nicht ausge-
schlossen werden kann, daf} nur die Fliegen, die keine Vakuolenbildung zeigen, 40 Tage tber-
leben und den Eindruck der Entwicklung des Phianotyps verfilschen. In einem, von dieser histo-
logischen Versuchsreihe unabhingigen, Experiment konnte jedoch mit einem anderen rekom-
binanten [“am-Fliegenstamm gezeigt werden, dafl dieser Stamm tber 60 Tage hinweg im
Vergleich zum w/ keine gesteigerte Mortilitit aufweist. Selbst wenn nur Fliegen ohne Degenera-
tionserscheinungen 40 Tage tberleben, so zeigt dies doch deutlich, dal die Ausprigung des Ian-

Phinotyps innerhalb eines Fliegenstammes starken Fluktuationen unterliegt.
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Die Beobachtung von Coombe und Heisenberg (Coombe & Heisenberg 1986), dal3 17an-Flie-
gen bereits 30 min nach dem Schliipfen deutliche Degeneration in der Lamina und Locher in der

K74 noch in anderen durch Rekombina-

Medulla zeigen, konnte weder im Ausgangsstamm [anz
tionsereignisse entstandenen Stimmen reproduziert werden. Zwar bilden alle genotypischen
VVam-Fliegen Vakuolen in Medulla und Lamina aus, Zeitpunkt, Ort und Stirke des Phanotyps
sind jedoch sehr variabel. Auch konnte nachgewiesen werden, daf3 innerhalb eines Zeitraums von
ca. 5-10 Generationen der Phinotyp eines einzelnen Stamms deutlich nachlif3t. Wird der gene-
tische Hintergrund des Stamms ausgetauscht, z.B. durch Rekombination der [“az-Mutation auf

ein neues markiertes X-Chromosom, wie im Falle der in Abbildung 11 gezeigten » "am f- Linie,

tritt der [Vam-Phinotyp wieder deutlicher auf (Daten nicht gezeigt).

Dal3 sich ein Phinotyp verindert, ist bereits fiir mehrere strukturelle Gehirnmutanten be-
schrieben worden. Dabei kann die Zeitspanne bis zur Revertierung zum scheinbar wildtypischen
Zustand von vielen Jahren bis zu nur 2 Generationen reichen (Heisenberg 1980). Die Mutation
auf Sequenzebene bleibt dabei jedoch erhalten, nur die Auswirkungen derselben werden
unterdriickt. Im Falle des EMS Allels von mushroom body miniature mbm' konnte gezeigt werden,
daf3 der Verlust der Pilzkérper-Kenyon Neurone im Ausgangsstamm von mindestens einem X-
chromosomalen dosisabhingigen Modifier abhingt (de-Belle & Heisenberg 1996). Bei einem
Austausch des genetischen Hintergrunds hin zu w/* wird der Phinotyp sogar vollig revertiert.
Deswegen wurde fir jeden groBeren Block von Experimenten jeweils ein Set neuer markierter

Vam-Stimme generiert und eine Linie mit dem robustesten Phanotyp ausgewihlt (vgl. 2.1.1.1).

Um aufzukliren, worin die Ursache der Vakuolenbildung liegt, wurden mit der gleichen Linie
wie in Abbildung 11 weitere Untersuchungen durchgefihrt, die degenerative Erscheinungen und

Z.elltod nachweisen konnen.

3.1.2 Nachweis von Zelltod im optischen System von Vam-Fliegen

Defekte oder nicht mehr benétigte Zellen werden in multizelluliren Eukaryoten haufig durch
Auslésen eines apoptotischen Zelltodprogramms aus dem Zellverband entfernt (Jacobsen et al.
1997; Hengartner 1998). Diese auch histologisch sehr geordnet ablaufende Form des Absterbens
von Zellen (Wyllie et al. 1972; Kerr et al. 1972) entpuppte sich bald als grundlegender und hoch-
konservierter Entwicklungsmechanismus (Jacobsen et al. 1997). Um zu zeigen, dal3 es sich um

apoptotischen Zelltod handelt, kénnen verschiedene Nachweise gefiihrt werden.
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Der Farbstoff Toluidinblau lagert sich priferentiell in Membranen ein. Wegen der Auflésung
der Zellintegritit und der Formierung von Kernbruchsticken kénnen absterbende Zellen,
speziell deren Zellkerne, angefirbt werden. Eine Unterscheidung zwischen apoptotischen und

nekrotischen Zellen kann jedoch meist nicht getroffen werden.

Bei der DNA-Degradation durch die Caspase-3 Aktivierte DNAse (CAD; Liu et al. 1997,
Enari et al. 1998) entsteht die fur die Apoptose typische nucleosomale Leiter. Diese vielen freien
DNA Enden kénnen im TUNEL-Assay (Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated UTP
Nick-End Labeling) nachgewiesen werden (Gavrieli et al. 1992).

3.1.2.1 Toluidinblau-Farbungen an Plastik Semidiinnschnitten

In einer ersten Versuchsreiche wurden Plastik-Semidiinnschnitte von IV Fliegen mit To-

luidinblau angefirbt (siche Abbildung 12).

Abbildung 12: Toluidinblau gefarbte
Plastik-Semidiinnschnitte von w Vam f
Mannchen

A) Horizontaler Schnitt durch den Kopf eines
0 Tage alten Mannchens (400fache Vergros-
serung): Die optischen Neuropile sind intakt.
Innerhalb des Laminakortex werden keine Zellen
durch den blauen Farbstoff markiert. Farbung
tritt in der Nahe des duBeren Chiasmas (Pfeil mit
Asterix) und im duBeren Drittel des Komplex-
auges (Pfeilspitzen) auf.

B) Horizontaler Schnitt durch einen Kopf eines 7
Tage alten Mannchens (640fache VergroBerung):
Innerhalb des Laminakortex werden einige Zellen
stark angefarbt (Pfeilspitzen). Es ist bereits eine
Vakuole in der Lamina zu sehen (Pfeil).

C) AuschnittsvergroBerung aus B (800fache Ver-
groBerung): Die Farbung stellt deutlich die Zell-
kerne dar (weiBer Pfeil). Das Zytoplasma ist nur
schwach gefarbt. Auch hier gibt es eine
schwache Farbung in der Nahe des auBeren
Chiasmas (Pfeil mit Asterix).

D) Horizontaler Schnitt durch einen Kopf eines 7 Tage alten Mannchens (800fache VergroBerung). Neben der Farbung im La-
minakortex treten auch hier wie in A gefarbte, regelmaBig angeordnete Zellen im Komplexauge auf (Pfeilspitzen). Re: Retina;
La: Lamina; Me: Medulla; Lo: Lobula

Bereits bei frisch geschlipften Mannchen des Stammes w Vam f, der Gber ein Rekombi-
nationsexperiment (siche 2.1.1.1) frisch erzeugt wurde, ist eine spezifische Anfirbung von
einzelnen Zellen zu sehen (Abbildung 12 A). Der Laminakortex weist keinerlei Farbung auf. Dies
ist insofern erstaunlich, als Coombe und Heisenberg fiir den Ursprungsstamm 17a#*"* bereits
30 min nach dem Schlipfen das erste Auftreten von Vakuolen beschreiben (Coombe &
Heisenberg 1986). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den im vorherigen Abschnitt

beobachteten Verlauf des Auftauchens der ersten Vakuolen im optischen System. Nach ca. 5-7
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Tagen zeigen sich die ersten Vakuolen (vgl. Abbildung 12 B). Die fortschreitende Degeneration
spiegelt sich auch in der Anfirbung mehrerer nicht niher bestimmbarer Zellen innerhalb des
Laminakortex wider. Die restlichen Neuropile und Zellkérperschichten sind frei von Firbung. In
der Ausschnittsvergrof3erung (Abbildung 12 C) wird deutlich, da3 die Farbung kernspezifisch ist.
Aufgrund der Lage und GroBle der Zelle handelt es sich wahrscheinlich um ein Laminamono-
polarneuron (Fischbach & Dittrich 1989; Meinertzhagen & O'Neil 1991). In Abbildung 12 D
sind in einer Ausschnittsvergrof3erung nochmals, wie auch in Abbildung 12 A, Zellen innerhalb

des Komplexauges markiert.

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dal3 sowohl im Laminakortex als auch in an-
deren Bereichen des optischen Systems von [“am-Fliegen verschiedene Zelltypen degenerieren.
Die Toluidinblau-Firbung kann jedoch keinen Aufschluf3 Gber die Art des Zelltodes oder die tat-
siachlich betroffenen Zellen geben. Um diese Fragen aufzukliren sind spezifischere Nachweisme-

thoden notig.

3.1.2.2 TUNEL Farbung an Kryostatschnitten

Um exakter zu ermitteln wie die Zellen innerhalb des Laminakortex und des optischen
Systems absterben, wurde an horizontalen Kryostat-Kopfschnitten von 7 Tage alten w Vam f
Minnchen eine TUNEL-Firbung angefertigt. Dieser Nachweis gilt als eines der Indizien zum
Nachweis von apoptotischem Zelltod und ist als Standard-Methode etabliert (Gavrieli et al.

1992).

Der Fliegenstamm w Vam f zeigt wie erwartet nach 7 Tagen eine massive Anfirbung inner-
halb des Laminakortex (Abbildung 13 C & D). Direkt nach dem Schliipfen (0 Tage) ist dort keine
Firbung detektierbar (Abbildung 13 A). Auch nach 11 Tagen ist keine TUNEL-Firbung mehr
nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Damit ergibt sich ein Zeitfenster von max. 0-11 Tagen,
wihrend dessen innerhalb der zur Lamina gehorenden ZellkGrperschicht massiv Zellen ab-
sterben. Dies korreliert in etwa mit dem Auftreten der Vakuolen in den optischen Neuropilen
(vgl. 3.1.1). Im Laminakortex gibt es Bereiche, in denen alle Zellkérper angefirbt sind (Abbildung
13 C&D). Die groBiten und prominentesten Zellkérper, die auch in der hochsten Anzahl im
Bereich des Laminakortex vorhanden sind, sind die Monopolarzellen L1-L5. Die in diesem
Bereich beschriebenen Gliazellen sind deutlich kleiner (Fischbach & Dittrich 1989; Meinertz-
hagen & O'Neil 1991). Entsprechend kann gefolgert werden, dal3 zusitzlich zu den bereits von
Coombe und Heisenberg beschriebenen Laminamonopolarneuronen L2 und L5 auch die

Laminamonopolarzellen L1, .3 und I.4 von der Degeneration betroffen sind.
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T il Abbildung 13: TUNEL Farbung an horizontalen
— Kryostatschnitten durch Kopfe von w Vam fi#7
] Mannchen

b 7 i A) Frisch geschllpftes g (300fache VergroBerung): In
Ra La Re dieser Ubersicht tritt an keiner der durch die Pfeilspit-
zen markierten Stellen eine TUNEL positive Farbung
auf.

B) AuschnittsvergroBerung aus A (800fache Vergros-

'-‘_ . FONT] e
La serung): Analog zu der Toluidinblau-Farbung aus
A v M "B Abbildung 12 A werden durch den TUNEL — Nachweis

i eindeutig Zellen innerhalb des Komplexauges darge-

LoF stellt. Dies fungiert gleichzeitig als interne Kontrolle,

La Re daB das Nachweisverfahren funktioniert und somit in-

* ] nerhalb des restlichen zentralen Nervensystems tat-
F Me ¥ sachlich keine TUNEL positiven Zellen vorhanden sind.

- La &N . C) Ubersicht iber das optische System einer

s« La e Hemisphdrenhdlfte eines 7 Tage alten ¢ (300fache

;| VergrdBerung): Innerhalb des Laminakortex tritt

c . D massiv. TUNEL positive Farbung auf. Der Rest des
Nervensystems scheint unbeeinfluBt.

D) 7 Tage altes & (600fache VergréBerung): Von der Intensitdt der Farbung her scheinen sich die betroffenen Zellen in
unterschiedlichen Stadien des Zelltodes zu befinden (Schwarze und weiBe Pfeilspitze). Innerhalb des Laminakortex gibt es
Bereiche, in denen alle Zellkorper gefarbt sind. Zwischen Lamina und Medullakortex werden ebenfalls einige Zellkdrper sehr
stark angefarbt (Pfeil mit Asterix). Re: Retina; La: Lamina; Me: Medulla; Lop: LobulaPlatte; Lo: Lobula; ZN: Zentralhirn

Beim Abbau der DNA durch CAD (Caspase-3 Aktivierte DNAse; Liu et al. 1997; Enari et al.
1998) entstehen Vielfache von 180-200 bp. Bei einer Auftrennung dieser Bruchstiicke in einem
Agarosegel ergibt sich das fiir die Apoptose als typisch beschriebenes Bild einer nucleosomalen
Leiter (Wyllie 1980; Wyllie et al. 1980). Auch die wihrend des apoptotischen Zelltodes von an-
deren Endonucleasen generierten DNA-Fragmente von 150-500 kb (Oberhammer et al. 1993;
Bortner et al. 1995) dienen der enzymatischen Reaktion der TUNEL-Firbung als nachweisbares
Substrat. Andererseits entstehen auch in den spiten Stadien des nekrotischen Zelltodes DNA-
Bruchstiicke (Dong et al. 1997) und gibt es auch Formen des apoptotischen Zelltodes, bei denen
es nicht zur Ausprigung einer nucleosomalen Leiter kommt (Oberhammer et al. 1993). In beiden
Fillen wiirde die TUNEL Methode als Apoptose-Indikator versagen und einmal falsch-positive,
im anderen Fall falsch-negative Daten liefern (zusammengefal3t in Ansari et al. 1993 und Stadel-
mann & Lassmann 2000). Der leztendliche Beweis, ob Zellen tatsdchlich apoptotisch aus dem
Zellverband entfernt werden, wird deswegen haufig tiber eine Untersuchung der Ultrastruktur der

degenerierenden Zellen durchgefiihrt.

3.1.2.3 Ultrastrukturelle Untersuchungen an w Vam f Fliegen

Durch die ultrastrukturelle Analyse von Ultradliinnschnitten konnten die Ergebnisse der
TUNEL-Firbung klar verifiziert und erweitert werden. So zeigt z.B. Abbildung 14 C einen stark
fragmentierten Zellkern, eines der histologischen Phinomene, die fir einen apoptotischen

Zelltod als charakteristisch beschrieben sind. In Einklang mit den bisherigen Ergebnissen (vgl.
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3.1.1 & 3.1.2.2) ist bei sehr jungen Fliegen (Abbildung 14 B) eine Degeneration von Nervenzellen
im Laminakortex nur vereinzelt nachweisbar. Im gleichen Bereich ist die Degeneration nach 8
Tagen weit fortgeschritten und es scheinen alle Laminamonopolarzellen betroffen zu sein (vgl.
Abbildung 14 A&D). Die hier gezeigten Daten sprechen daftr, dall zumindest alle
Monopolarzellen und evtl. auch Gliazellen des Laminakortex durch die [“az-Mutation betroffen
sind und apoptotisch absterben (Abbildung 14 C&D). Eine genauere Spezifikation der beteiligten
Zellen und eine exakte Chronologie der degenerativen Erscheinungen ist mit den bisherigen
Daten nicht méglich und koénnte ultrastrukturell nur durch eine sehr aufwendige statistische

Auswertung vieler Schnitte und Gehirne erreicht werden.

Abbildung 14: Ultrastruktur —
EM-Aufnahmen von w Vam f
;Mannchen

4 pitzen markieren die Basallamina,
i die Abgrenzung zwischen Komplex-
« auge und Neuropilen. Die weiBen
4. Pfeile zeigen auf die deutlich de-
enerierten Zellen. Es sind kaum
och intakte Laminamonopolar-So-
mata zu erkennen (weiBe Pfeilspit-
e; Ra: Rhabdomer eines Photore-
eptors). B) 4000fache Vergro-
Y..%Berung eines 0 Tage alten Man-
ﬁnchens: Symbole wie in A. Bei
diesem jungen Mannchen treten
" nur sehr vereinzelt apoptotische
¥ g “Zellen auf und der GroBteil der
g Laminamonopolarneurone ist intakt.
- . C) 6300fache VergroBerung eines 8
Tage alten Mannchens: (fG fene-
strated Glia). Unterhalb der
Basallamina sind in dieser Schnitt-
ebene Axone und als kleine Punkte
» " die darin verlaufenden Microtubuli
: ,{zu erkennen (Ax Axon). Zwei
. Monopolarzellen, die eine apopto-
- - tische Zelle flankieren haben ihren
an der dunklen Farbung erkennbaren Nukleolus zu der degenerlerenden Zelle hin ausgerichtet. Diese Zellkernpolarisation ist ein
bekanntes Phanomen, wenn Nachbarzellen apoptotisch sterben. Gut zu erkennen sind auch die starke Fragmentierung des apo-
ptotischen Zellkerns. D) 5000fache VergroBerung eines 8 Tage alten Mannchens. Hier ist ein ganzes Cluster an toten bzw. de-
generierenden Zellen zu sehen. In der Mitte der vier betroffene Zellen befindet sich eine amorph erscheinende Masse, die auch
von einer bereits entfernten toten Zelle herriihren konnte. Ob auch Gliazellen betroffen sind 1aBt sich nicht mit endgdiltiger
Sicherheit feststellen. Da die Laminamonopolar-Zellen jedoch so massiv degenerieren, ist davon auszugehen, daB auch Gliazell-
typen zumindest stark beeintrachtigt werden.

Eine andere funktionell orientierte Standardmethode um Information iber den physiolo-
gischen Zustand von klar definierten Zelltypen zu gewinnen, ist die Verwendung von Enhancer-
Trap Linien. Diese Linien exprimieren zelltypspezifisch ein Reportergen, dessen Expressions-

status einfach histologisch verfolgt werden kann.
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3.1.3 EinfluB der Vam Mutation auf verschiedene zelltypspezifische Marker
im ZNS

Ein Enhancer-Trap-Konstrukt ist ein autark nicht mehr mobilisierbares P-Element, das neben
den Transposon-Sequenzen auch ein Markergen trigt (O'Kane & Gehring 1987). Dieses Market-
gen steht Ublicherweise nur unter der Kontrolle eines schwachen Promotors. Um den Marker in
nachweisbaren Mengen zu exprimieren muf} das P-Element im Drosophilagenom in der Nihe
eines endogenen Enhancers inserieren. Dadurch kann der Reporter zeitlich und raumlich analog
zu dem eigentlich von diesem Enhancer kontrollierten Gen exprimiert werden. (Wilson et al.
1989; McCall 1994; Casares 1997). In 5-10% der Fille, bei denen ein einzelnes Enhancer-Trap
Konstrukt stabil im Genom integrierte, konnte auch gezeigt werden, dal3 das Expressionsmuster
des Markers eine hohe Zell- und Gewebsspezifitit aufweist (Hartenstein & Jan 1992; Bier 1989;
Bellen et al. 1989; Perrimon et al. 1991).

In Enhancer Trap Linien mit lacZ als Reporter kann die [B-Galaktosidase dazu benutzt
werden, das artifizielle Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff umzuwandeln. Wihrend der
ersten Anwendungen wurde lacZ noch als Fusionsprotein mit dem P-Protein des P-Elements
exprimiert (O'Kane & Gehring 1987). Diese Methode war vor allem dadurch eingeschrinkt, daf3
aufgrund von N-terminalen Sequenzabschnitten des P-Proteins das gesamte Fusionsprotein in
den Kern transportiert wurde. Demzufolge sind mit diesen Enhancer-Trap-Konstrukten auch
nur die Zellkerne iiber die Blaufiarbung darstellbar. Dieser Nachteil konnte durch die Einfithrung
anderer lacZ-Konstrukte jedoch behoben werden. Fir die Darstellung von Axonen und anderen
Zellfortsitzen wurden z.B. ein kinesin-lacZ- (Giniger et al. 1993) und ein tau-lacZ-Konstrukt

(Callahan et al. 1994) erfolgreich eingesetzt.

3.1.3.1 Vam reprimiert alle untersuchten lacZ Enhancer-Trap Linien
Enhancer-Trap Linien werden haufig eingesetzt, um Hinweise auf in Mutanten gestorte Funk-

tionen zu erhalten. Im Falle von ["az, mit seinen degenerativen Auswirkungen auf Teile des zent-

ralen Nervensystems, wurden verschiedene Linien mit nervensystemspezifischer lacZ Expression

untersucht. Dazu wurden jeweils homozygote 1Van/™

Jungfrauen mit Minnchen der en-
tsprechenden Enhancer-Trap Linien verpaart. In der Folgegeneration wurden diejenigen Minn-
chen aussortiert, die neben dem [a7-Chromosom auch ein Enhancer-Trap-Chromosom tragen.
Die Kopfe dieser Mannchen wurden nach unterschiedlichen Alterungsperioden am Kryostaten

geschnitten und eine X-Gal Firbung durchgefiihrt (siche 2.3; Ashburner 1989b). In allen
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untersuchten Enhancer-Trap Linien (siche auch 2.1.1) geht im Vaz-Hintergrund die X-Gal Fir-
bung deutlich zuriick (vgl. Abbildung 15). Exemplarisch sind hier nur drei Linien gezeigt, die aber

in etwa die Bandbreite der betroffenen Zellen verdeutlichen.

Abbildung 15: LacZ Enhancer Trap Linien

Gezeigt sind verschiede zellspezifische En-
hancer-Trap Linien, die lacZ als Markergen ex-
primieren. Der Nachweis erfolgte Uber eine
X-Gal Farbung (siehe Ashburner 1989b; 2.1.1;
2.3). Links sind bei jedem Paar die wild-
typischen Kontrollen aufgetragen. Rechts die
entsprechenden Vam-Linien.

A) wS[Y;A254/+ (400fache VergroBerung):
B) Vani®/Y,A254/+ (400fache VergréBerung):
A und B zeigen eine Farbung der Enhancer-
Trap Linie A254. Diese Linie spiegelt das Ex-
pressionsmuster von Argos wider (Kretz-
schmar et al 1992, Meier 2000). Gezeigt ist
nur ein kleiner Ausschnitt der Expression im
Ventralganglion einer Larve im 3. Larven-
stadium. (Schwarze Pfeilspitzen). Die Farbung
fehlt in Vam fast vollstandig (B) und ist ent-
lang der Linie der midline Glia nur noch als
leichter blauer Schimmer auszumachen (weife
Pfeilspitze).

C) X-Gal-Férbung an horizontalem Kryostat-
schnitt durch den Kopf einer 7 Tage alten
wtS/Y;A509/+ Fliege (380fache Vergros-
serung):

D) X-Gal Farbung an Kryostatschnitt durch
den Kopf einer 7 Tage alten Van/Y;
A509 / + Fliege (400fache VergréBerung):
Beide Kopfe (C und D) wurden parallel auf
dem selben Objekttréger gefarbt. Auch hier ist
zu sehen, daB die Farbung innerhalb des La-
minakortex deutlich zuriickgeht (w¢ schwarze,
Vam weiBe Pfeilspitzen).

E) X-Gal-Farbung an horizontalem Kryostat-
schnitt durch den Kopf einer 7 Tage alten
witS/Y;terl/+ Fliege (200fache VergroBerung):

F) X-Gal-Farbung an horizontalem Kryostatschnitt durch den Kopf einer 7 Tage alten wf®/Y;ter1/+ Fliege (200fache Vergros-
serung): Terminal-1 ist ein Enhancer-Trap des gens pruned, daB in den Terminalzellen wahrend der Tracheenentwicklung expri-
miert wird (Guillemin et al. 1996). Diesmal ist die Farbung im Vam Hintergrund vollstandig verschwunden (wt¢ Schwarze Pfeile).
Re: Retina; La: Lamina; Me: Medulla; LoP: LobulaPlatte; Lo: Lobula.

Wie in Abbildung 15 A und B gezeigt, geht die X-Gal Firbung der Enhancer-Trap Linie A254
innerhalb des Ventralganglions von Larven des dritten Larvalstadiums bei ["az-Larven im Ver-
gleich zu w# deutlich zuriick. Dadurch wird gezeigt, daf3 sich die Auswirkung der [”az-Mutation
nicht nur auf adulte Tiere beschrinkt, sondern erste Effekte bereits wahrend der larvalen Ent-
wicklung einsetzen. Die Firbungen in allen Linien werden mit zunehmendem Alter der Fliegen
immer schwicher und konnten in Abhingigkeit von der jeweiligen Enhancer-Trap-Linie ab

einem bestimmten Zeitpunkt nicht mehr nachgewiesen werden (siche auch Abbildung 15 E und

F).
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a) SchluB3folgerung aus den allgemeinen Enhancer-Trap Experimenten

Die zellspezifischen X-Gal Firbungen kénnen Informationen tber den physiologischen
Zustand der Zellen liefern. Sind die Zellen nicht vorhanden, unterbleibt natlirlich auch die
Fiarbung. Einen differenzierteren Ansatz bildet die Beobachtung, dafl manche Zellen nicht mehr
oder aber erstmalig im Laufe der Entwicklung durch die X-Gal Firbung dargestellt werden

konnen. Dafiir kommen zunichst zwei mégliche Ursachen in Frage:

Viele Genprodukte werden nur in bestimmten Entwicklungsabschnitten bendtigt. Die kon-
trollierenden Enhancer sind somit neben ihrer riumlichen Spezifitit auch nur in engen zeitlichen

Fenstern aktiv (Bellen et al. 1989; Bellen et al. 1990; Hartenstein et al. 1992).

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, da3 die Zellen in ihrer Entwicklung gestort werden
und entsprechend den physiologischen Zustand, den sie zur Aktivierung oder Abschaltung eines

bestimmten Enhancers benotigen, nicht mehr erreichen.

In Abbildung 15 wurde gezeigt, da3 sich der von der I“aw Mutation ausgeiibte Effekt
offenbar nicht nur auf die bislang histologisch nachweisbar betroffenen Regionen der optischen
Neuropile beschrinkt, sondern scheinbar alle Zellen innerhalb des Drosophilagehirns betrifft.
Trife man nun die tbliche SchluB3folgerung, dal3 eine schwache X-Gal Firbungen ein Indiz fir
den schlechten physiologischen Gesamtzustand der Zellen ist, so wire zu erwarten, dal} das 1am-
Allel Van/™™ deutlich massivere Stérungen auch auBerhalb des optischen System hervorruft. Der
Fliegenstamm 1Va#™* weist jedoch auBlerhalb des optischen Systems keine Degenerationset-

scheinungen auf und innerhalb eines Zeitraums von 60 Tagen ist die Mortilitit gegentiber w/®

Fliegen nicht signifikant erhéht (Daten nicht gezeigt).

Aus dem Experiment von Abbildung 15 ld3t sich somit zweierlei schlieBen. Wegen der Spann-
breite der untersuchten Zelltypen kann gefolgert werden, dall das [“az-Gen nahezu ubiquitar,
zumindest jedoch in den Gber Enhancer-Trap tberwachten Linien, exprimiert wird und aktiv ist.
Da es, wie oben ausgefiihrt, unwahrscheinlich erscheint, da} alle Zelltypen degenerieren oder
physiologisch so stark beeintrichtigt werden, scheint die az-Mutation den Reporter der Enhan-
cer-Trap Linien, die B-Galaktosidase, zu beeinflussen. Um diese Hypothese zu testen und zu
Uberprifen, ob [Vam spezifisch auf die Enhancer-Tap Konstrukte wirkt, oder aber doch die
normale Genexpression aller Gene beeintrichtigt, wurde eine der Linien, ein Enhancer-Trap fir

repo, niher untersucht (siche Abbildung 16).
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3.1.3.2 Vam beeinfluBBt nicht die Expression des Glia-Markers repo

Der Stamm repo’ trigt eine homozygot letale P-Element-Insertion innerhalb des repo-
Genlocus (Karpen & Spradling 1992, Xiong et al. 1994; Halter et al. 1995). Die Expression des
im P-Element enthaltenen Reportergens lacZ entspricht auf zellulirer Ebene bis auf wenige Aus-
nahmen dem Muster der Anti-REPO-Antikérperfirbung (Halter et al. 1995). REPO ist ein auf
das optische System beschrinkter, gliaspezifischer Transkriptionsfaktor (Xiong et al. 1994, Halter
et al. 1995). Das Protein wird ab dem 9. Embryonalstadium exprimiert und ist fir die
Ausdifferenzierung und das Uberleben der Gliazellen essentiell (Halter et al. 1995). Der Verlust
der repo-Expression hat eine Degeneration der Gliazellen und der Laminaneurone zur Folge
(Xiong & Montell 1995). Es ist jedoch noch ungeklirt, ob die Neurone absterben und die
Gliazellen folgen oder umgekehrt.

Wie in Abbildung 16 A und B gezeigt geht die Firbungsintensitit des glialen Enhancertraps
repo* in Ubereinstimmung mit allen bisher getesteten Enhancer-Trap Linien und somit erwar-
tungsgemal3 zuriick. Eine schwichere lacZ Firbung kann molekular gesehen zunichst zweierlei

Ursachen haben. Bei gleicher Menge an Enzym konnte die Aktivitit und damit in diesem Fall die

Abbildung 16: Horizontale Kryostatschnitte der glialen Enhancer-Trap Linie repo*

Die obere Reihe Bilder (A, C & E) entspricht wi/Y; repo*/+. B D & F zeigen Aufnahmen von Vant*/Y; repo’/+. A) X-Gal
Farbung an 7 Tage alten & (400fache VergroBerung): Die einzelnen Typen von Gliazellen im Laminakortex sind stark und
gleichmaBig gefarbt. Der schwarze Pfeil weist auf die innere, die schwarze Pfeilspitze auf die duBere Satelliten-Glia. Die durch
den weiBen Pfeil markierte Zelle gehort wahrscheinlich zur Pseudocartridgeglia. B) (300fache VergréBerung): Im  Vamis-
Hintergrund fallt auf, daB innerhalb des Laminakortex die Farbung insgesamt zuriickgeht (Schwarze Pfeilspitze und Pfeil). Die
Farbung der Interfacemedullaglia scheint, obwohl im Vergleich zum wé® in A auch abgeschwacht, weniger beeintréchtigt zu
sein, als die Farbung im Laminakortex (weiBer Pfeil). C & D) (200fache VergroBerung) Antikdrperfarbung gegen B-
Galaktosidase. (Prim. Antikdrper 1:5000 in PBS siehe auch 2.3). Ein erwartungsgemaB sehr dhnliches Bild zur X-Gal Farbung
zeigt sich bei einer Anti-B-Gal Farbung. Auch hier erscheint die Interfacemedullaglia im Vergleich zur Lamina-Glia stérker gefarbt
(Pfeilspitzen in C und D). E & F) Antikdrperfarbung gegen REPO. (prim. Antikérper 1:150 in PBS mit Larven prdadsorbiert).
Zwischen Vam™” und wi™ bestehen keine signifikanten Unterschiede. Re: Retina; La: Lamina; Me: Medulla
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Umsetzung von X-Gal in einen blauen Farbstoff gehemmt werden. Ebenso wire es denkbar, dal3
die Menge an lacZ in den betroffen Zellen im Vergleich zum Wildtyp verringert wird und die

Enzymaktivitit unbeeinflu3t bleibt. Der Versuch zeigt, dal wohl die zweite Alternative zutrifft,

da in Van™™ Fliegen der Level an durch Anti-B—Gal nachweisbarem Enzym verringert wird
(Abbildung 16 C und D). Die Zellen, in denen der Reporter lacZ exprimiert wird, sind jedoch
vorhanden. Zumindest legt dies die, im Vergleich zum Wildtyp, unverminderte Stirke der
anti-REPO Firbung in Abbildung 16 E und I nahe. Wenn REPO keine aulergewdhnlich lange
Halbwertszeit besitzt, bedeutet dies, dal} rgpo in den Gliazellen weiterhin exprimiert wird und

diese somit auch physiologisch aktiv sind.

3.1.3.3 Eine moégliche Funktion des Vam-Genprodukts

Die Enhancer-Trap Linie repo* mit dem Reportergen lacZ und repo selbst stehen unter der
Kontrolle des gleichen Enhancers (Xiong et al. 1994). Da REPO ein zentraler Marker der unter-
suchten Gliazellen ist, kann man davon ausgehen, dal3 die ausdifferenzierten Zellen sicher vor-
handen und wahrscheinlich auch physiologisch weitgehend funktionell aktiv sind. Auf jeden Fall
bleibt die repo Expression, im Gegensatz zur lacZ Expression, wihrend der Versuchsdauer von 5
Tagen unbeeinflullt (siche Abbildung 16). Die [“az-Mutation scheint also weniger die Zellen an
sich zu schidigen, was sekundir zu einer Beeinflussung der Firbung fihren wiirde, sondern [am
beeintrachtigt direkt den Reporter des Enhancer-Trap Konstrukts. Wenn nun, wie oben gezeigt,
die Menge an detektierbaren Reporter stark zuriickgeht, so liegt die Vermutung nahe, dal3 in
Vam-Fliegen spezifisch die Transkription des Reporterkonstrukts reprimiert wird. Vergleicht man
die einzelnen hier vorgestellten Enhancer-Trap-Linien und sucht nach Gemeinsamkeiten, so fallt
auf, daf} sie alle den identischen Reporter, ein an das P-Protein des Transposons fusioniertes
lacZ, besitzen. Der zugehorige P-Promoter ist nur sehr schwach und reicht autark nicht fiir einen
nachweisbaren Expressionslevel aus. Entsprechend ergiben sich als mogliche Angriffspunkte des
Vam Genprodukts entweder der P-Promoter selbst (z.B. GTFs siche 1.3.1) oder die jeweiligen
Enhancer (siche auch 1.3.2.1) oder aber ein Bindeglied innerhalb der Aktivierungskette (siche
auch 1.3.2.2) um die Transkription zu reprimieren. Es ist jedoch aufgrund der Diversifitit der
einzelnen Expressionsmuster anzunehmen, dal3 die Enhancer nur wenige Gemeinsamkeiten
besitzen. Damit bleibt als wahrscheinlichster Wirkungsort fir 7z der allen Linien gemeinsame

P-Element Promotor.
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Wie in der Einleitung kurz erlautert, ist die Regulation eines Promotors hochkomplex und im
Detail noch unverstanden. Bislang wurden ca. 30 verschiedene Proteine identifiziert, die fiir die
Transkriptionsinitiation unabdingbar sind. Die Zahl der fiir Promotoren spezifischen und nur
dort fakultativ bendtigten Genprodukte liegt weit hoher. Viele davon sind noch unbekannt.
Wenn die hier gezeigte transkriptionelle Reprimierung des P-Element Promotors bestitigt

werden kann, kénnte VAM ein Bestandteil der Transkriptionsmaschinerie sein.

Als physiologischer Wirkungsort in Fliegen kimen dann auch ein oder mehrere Gene in Frage,
die einen dem P-Promoter dhnlichen Promoter besitzen. Obwohl [“az ubiquitir exprimiert zu
sein scheint, wiirde so sein storender Effekt auf distinkte Zelltypen beschrinkt werden. Wenn in
diesen Zellen bestimmte Gene in einer zum lacZ-Reporter analogen Weise reprimiert werden,
wire es denkbar, daf3 die betroffenen Zellen, wie in 3.1.2.2 beschrieben, apoptotisch absterben

und so die Grundlage fiir die Degenerationserscheinungen im optischen System gelegt wird.

Wenn man diesen repo-Befund auf die anderen Enhancer-Trap Experimente tbertragt, so
ergibt sich daraus folgende Vermutung: In einigen Enhancer-Trap-Experimenten spiegelt der
Rickgang der X-Gal Firbung sicher auch den sich verschlechternden Zustand der Zellen in 1Vam
Fliegen wieder. Dies deutet sich ebenfalls in diesem Versuch durch die Beobachtung an, daf3
obwohl die Firbung generell nachlif3t einige Zellsubtypen etwas robuster zu sein scheinen (vgl.
Interfacemedulla Glia in Abbildung 16 A — F). Andere Zellentypen werden wahrscheinlich,
obwohl IVam dort offenbar auch exprimiert wird, nicht soweit beeinflullt, daf3 sie degenerieren

oder ihre Funktionalitat verlieren.

3.2 Molekulare Identifizierung des Vam Gens

3.2.1 Die Semidominanz des Vam Gens und Implikationen fiir dessen
Identifizierung

Wie in 1.1.2 diskutiert, handelt es sich bei ”a7 um eine semidominante Mutation. Die waht-
scheinlichste Ursache fir den Phianotyp ist somit ein verindertes [“az Protein, das seine eigent-
lichen zelluliren Aufgaben nicht mehr wahrnehmen kann, oder durch die Mutation neue
storende Funktion ausiibt. Der klassische Weg, einen mutanten Phinotyp durch eine wildtypische
Kopie des betroffenen Gens, oder des fraglichen genomischen Bereichs zu retten, ist nur bei
rezessiven Mutationen moglich. Bei dominanten oder, wie im Falle des 1Vam Allels, semidomi-

nanten Mutationen scheidet dieser Weg aus.
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Der Vam-Phinotyp erweist sich auch als weitestgehend unbeeinfluf3bar von zusitzlichen wild-
typischen Kopien. Uber Duplikationen, die den 1Vaz-Bereich beinhalten, wie z.B. Dp(1:4)f'long,
kann das Verhiltnis von 1Vam- zu wt-Kopien maximal auf 1:3 erhoht werden (Weibchen: IVam/+;
Dp(1:4)flong / Dp(1:4) f'long). Wie in der Einleitung (siche 1.1.2) beschrieben ergibt sich
bereits ein Unterschied zwischen heterozygoten Weibchen auf der einen und homozygoten
Fliegen und hemizygoten Minnchen auf der anderen Seite. Dieser Effekt kann jedoch im
Rahmen des experimentell Durchfithrbaren nicht verstirkt werden. Diese Einschrinkung auf die
experimentellen Rahmenbedingungen ist aus zweierlei Grinden notwendig. Zum einen kann die
Kopienanzahl, solange das individuelle Gen noch unbekannt ist, durch Uberexpression nicht be-
liebig gesteigert werden. Es wire also durchaus mdéglich, dal3 bei einer gentigend hohen Anzahl
von wildtypischen IVam-Kopien der Phinotyp verschwindet. Zum anderen beruht diese Beurtei-
lung rein auf der Bewertung der Locher im optischem System. Und dieses Kriterium ist, wie in

3.1.1 dargelegt, nicht geeignet fundierte qualitative oder gar quantitative Aussagen zu treffen.

3.2.1.1 Induktion des Phéanotyps in wildtypischen Fliegen

Im Falle der semidominanten Mutation a7 heil3t dies, da3 der Phinotyp nicht durch eine
Transformation mit einer wildtypischen Kopie gerettet werden kann. Im Umkehrschlul3 bedeutet
dies jedoch auch, da3 als einzig wirklich beweiskriftige Strategie die Moglichkeit bleibt den
dominanten Effekt des Gens bei einer Keimbahntransformation zu nutzen. Dabei wiirde der
fragliche genomische Bereich aus den mutanten Fliegen isoliert, in ein P-Element kloniert und
schlieBlich wildtypische Fliegen damit transformiert. Aufgrund der Dominanz sollte sich so in
sonst genetisch wildtypischen Fliegen der Phinotyp der Mutation induzieren lassen. Dabei wird
jedoch der genomische Bereich, der fiir die Transformation ausgewihlt wurde, aus seinem natiir-
lichen Kontext gerissen, wodurch cis-kontrollierende Bereiche, die fir die Expression zwingend
notwendig wiren (z.B. Enhancer), verloren gehen koénnen. Obwohl das mutante Gen im
Konstrukt enthalten wire bliebe der Phanotyp somit verborgen. Und selbst wenn der Phinotyp
in den Transformanten auftritt, ist es moglich, dal3 er aufgrund von Positionseffekten, die sich

aus dem P-Element Insertionsort ergeben, leicht modifiziert zu Tage tritt.

Als experimentelle Strategie wurde der fiir das I“am-Gen fragliche Bereich tber PCR in
Teilsticken kloniert und mit einem P-Element ohne eigene Kontrollbereiche in w''*-Embryonen
injiziert. Das P-Element ist so modifiziert, dal3 es autark nicht mehr mobilisierbar ist. Zur stabilen
Integration bedarf es eines sog. helper Plasmids, das zwar selbst nicht integriert, aber die

Transposase liefert und so den eigentlichen Transformationsvektor ins Fliegengenom schleusen
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kann. Von den jeweils ca. 1500 injizierten Embryonen werden die iberlebenden Fliegen als
Einzelstimme etabliert und auf eine Integration des P-Elementes mit der darin enthaltenen ans-
DNA selektioniert. Linien, die ein P-Element tragen in dem der tatsdchlich fur die 1Va7-Mutation
verantwortliche Genlocus enthalten ist, sollten wegen der Semidominanz zumindest einen [aw

dhnlichen Phinotyp zeigen.

3.2.1.2 Reversion des Phéanotyps durch Ausschalten des defekten Gens

Eine weitere Méglichkeit dominante oder semidominante Mutationen molekular zu erfassen
besteht darin, das mutante Gen durch eine erneute Mutation vollstindig auszuschalten. Diese neu
generierte Nullmutante kénnte dann den dominanten Phénotyp nicht mehr induzieren. Diese
Strategie wurde bei der Rontgenmutagenese, wie in 3.2.4.1 beschrieben, verfolgt. Dabei sollte
durch eine Mutagenese im genetischen [“az Hintergrund eine Mutation erzeugt werden, die zum
Verlust des histologischen Phinotyps fithrt. Der Nachteil dieses Ansatzes besteht darin, daf}
durch die Rontgenstrahlen meist Deletionen erzeugt werden, die mehr als ein Gen betreffen

(siche auch 3.2.4.1).

3.2.2 Keimbahntransformationen

Nachdem anderweitig die [“az-Mutation auf 18 kb eingegrenzt werden konnte wurden drei
verschiedene P-Element Konstrukte kreiert, die die fraglichen Transkriptionseinheiten der [Van-
Region abdecken (siche Abbildung 17). Aufgrund eines innerhalb der Arbeit weiter eingegrenzten
RFLPs (Schleip 1997; Cruz 1998; Gliick 1996; siche auch 1.1.2) muf3 die 1Va7-Mutation rechts
der in Abbildung 17 rot eingezeichneten Linien liegen (siche Abbildung 17 links der Sacl

Sacl
EcoRI lECORI Sacl Apal Apal
EcoRI l l | Il Il | |
E=—{im H H1Ea1 I =
fir ATP-Se UBL3 Genie D-myb G-B 13F

genomische Bereiche der s

verschiedenen P-Element PC,-UBL3 PC.-G-B 13F
Konstrukte _

I PCs-Genie
kb 1,0

Abbildung 17: ‘Die Transformationskonstrukte

Die drei PCs-Balken reprasentieren die aus Vam-liegen stammenden genomischen Bereiche, mit denen w''® Embryonen
transformiert wurden bzw. werden. Zur Orientierung sind oberhalb der in der Vam-Region bekannten Transkriptionseinheiten
zusatzlich zur EcoRI-Restriktionskarte noch die jeweiligen Hauptklonierungsschnittstellen der einzelnen Konstrukte angegeben.
fir = FBgn0030699; ATP-Se = FBgn0040875; ubl3 = FBgn0026076; Genie = CG15914 = FBgn0030700; D-myb = FBgn0002914;
G-B 13f = FBgn0001105.
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Schnittstelle). Dadurch werden als mogliche Kandidaten fir die [az-Mutation sowohl fir als

auch ATP-¢-§ ausgeschlossen. Zu Beginn der Arbeit waren innerhalb der Region nur die Tran-

skripte D-myb und G- 3 13F bekannt.

Nachfolgend werden die Ergebnisse fur die Keimbahntransformationen mit den drei Kon-

strukten beschrieben.

3.2.2.1 PCs-G-B13F

Das in (2.2.7) beschriebene Konstrukt PC5-G-B-13F wurde in »'''®* Embryonen injiziert und
aus den folgenden Generationen wurden zwei unabhingige Linien etabliert. Keine dieser vier
Linien zeigte in unabhingigen Experimenten nach 21 Tagen auf Paraffinschnitten unter Auto-
fluoreszenz einen [“am ahnlichen Phinotyp. Damit konnte gezeigt werden, dal die semi-

dominante Vam-Mutation nicht innerhalb des durch das P-Element transformierten Bereichs in-

klusive des G-f3 13F Genlocus liegt. Ebenso diente dieses Experiment als eine Art Nullkontrolle,
bei der gezeigt wird, dal die Transformation mit dem P-Elementvektor pP{CoSpeR-3}alleine

nicht zu degenerativen Erscheinungen fuhrt.

3.2.2.2 PCs-UBL3

Das in 2.2.7 beschriebene Konstrukt PC;-UBL3 wurde in »''"* Embryonen injiziert und aus
den folgenden Generationen 20 Stimme (PC;-UBL3"'?) mit mindestens zwei unabhingigen
Linien etabliert. Die Stimme #9, #5, #4, #3 und #2 wiesen in zwei voneinander getrennten Ex-
perimenten einmal nach 25 und einmal nach 17 Tagen einen eindeutigen, [“az-ahnlichen Phino-

typ auf (siche Abbildung 18, nur Stamm #9 gezeigt).

a) Die Linie PC;-UBL3"!

Der Stamm PC;-UBL3" zeigte den robustesten Phinotyp. Die Autofluoreszenzaufnahmen in
Abbildung 18 zeigen deutlich, dal} durch die Integration dieses genomischen [“am-Bereichs der
Vam-Phinotyp induziert werden kann. In diesem Experiment wurden von je 4 Minnchen und
Weibchen Paraffinschnitte angefertigt. Alle zeigen in mehr oder weniger ausgeprigter Form den
beschriebenen Phinotyp. Auf dem selben Kragen befinden sich neben den Kontrollfliegen
weitere P-Element Linien, die keinen oder nur sehr schwache Phinotypen zeigen. Die einzelnen
Vakuolen in Abb. 18 C und D kénnen aufgrund ihrer Form und dem Auftreten in mindestens
zwei aufeinanderfolgenden Schnitten der Serie eindeutig von histologischen Artefakten
unterschieden werden. Vor allem Loécher in der Lamina, wie in Abbildung 18 D gezeigt, sind

aufler in mutanten Fliegen nie beobachtet worden. In Abbildung 18 E liegt sozusagen der klas-
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sische [“am-Phinotyp mit den namensgebenden Vakuolen in der Medulla vor. In allen Méinnchen
der Linie #9 ist der Phinotyp deutlich stirker ausgeprigt und entspricht in seiner Stirke in etwa

den Aufnahmen in Abbildung 18 E und F.

D i E R F
Abbildung 18: Autofluoreszenzaufnahmen von 25 Tage alten Fliegen der Linie PG-UBL3!"!

Die Pfeilspitzen markieren jeweils Vakuolen im optischen Neuropil, die Pfeile Degenerationserscheinungen im
Komplexauge. A) kurze Belichtungszeit: B) lange Belichtungszeit: Das Bild C entspricht einer in Graustufen {berfiihrten
Uberlagerung von A und B. Die Bilder D-F sind analog aus zwei Ausgangsbildern entstanden. C) PC;-UBL3 ¢: D) PCs-
UBL3 ¢: E) PCs-UBL3 &; F) PCs-UBL3 g: (Zur naheren Beschreibung der einzelnen Aufnahmen siehe Text). Re: Retina;
La: Lamina; Me: Medulla; Lop: LobulaPlatte; Lo: Lobula; ZN: Zentralhirn

Der genomische Bereich, der innerhalb des Transformationsvektors enthalten ist wurde aus
Van/™ Fliegen isoliert (siche auch 2.2). Der P-Elementvektor enthilt auBer fiir das Markergen
w' keine eigenen Promotorsequenzen (Perrimon 1991). Gene, die innerhalb des Inserts liegen,
konnen entsprechend nur von eigenen Kontrollregionen gesteuert transkribiert werden. Dal3
mehrere unabhingige Linien durch eine Insertion innerhalb eines anderen Genlocus eine neue
Mutation mit VVa» ihnlichem Phinotyp generieren, ist sehr unwahrscheinlich. Aus diesen Uber-
legungen und den zugrunde liegenden Daten folgt, dal3 der im P-Element enthaltene Bereich die
semidominante [“az-Mutation enthalten muf3. Mit diesem Experiment kann jedoch noch keine

Aussage tiber das betroffene Gen und die Art der Mutation getroffen werden.

3.2.2.3 PCs-Genie
Das in 2.2.7 beschriebene Konstrukt PCs;-Genie liegt fertig vor. Aus den insgesamt ca. 5000
injizierten Embryonen konnten jedoch keine rotiugigen und somit P-Element tragenden Nach-

kommen isoliert werden (siche auch 4.1).
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3.2.2.4 Diskussion der P-Element Transformationsexperimente

1982 gelang es Rubin und Spradling (Rubin & Spradling 1982) erstmalig ein in freilebenden
Drosophiliden vorkommendes transposables Element so zu modifizieren, dal3 es zur gezielten
Keimbahntransformation der Fliegen eingesetzt werden konnte. Bereits in den ersten beiden
parallel veroffentlichten Arbeiten (Rubin & Spradling 1982 und Spradling & Rubin 1982) wurden
zwei wesentliche Anwendungen der P-EFlement gestiitzten Keimbahntransformation von
Drosophila melanogaster beschrieben. In der ersten Arbeit konnte durch Einbringen einer Kopie des
Gens rosy, einer Xanthin Dehydrogenase, die an der Ausbildung von Augenpigmenten beteiligt
ist, die wildtypische Augenfarbe in rosa-dugigen ry Fliegen wiederhergestellt werden (Rubin &
Spradling 1982). In der zweiten Arbeit konnte gezeigt werden, da3 durch die Insertion von P-
Elementen Genloci inaktiviert werden konnen (Spradling & Rubin 1982) — Im ersten Fall also die
Rettung einer vorhanden Mutante durch Einbringung einer neuen wildtypischen Kopie des be-
troffenen Gens und im zweiten die Generierung neuer Mutanten. Eine dritte Hauptanwendung
ist die von O'Kane und Gehring beschriebene Enhancer-Trap-Methode (O'Kane & Gehring
1987). Als namensgebende Voraussetzung dafiir wurde ein lacZ tragendes P-Element in einem
von einem spezifischen Enhancer kontrollierten Bereich inseriert. Dadurch kénnen tiber einen
Nachweis des nun unter Enhancer-Kontrolle befindlichen bakteriellen Enzyms Erkenntnisse
tber den Regulations- und Expressionsstatus einzelner Zellen oder Zellgruppen gewonnen
werden (sieche auch 3.1.3). Diese Basisanwendungen wurden vielfach modifiziert und verfeinert
(z.B. P-Element-Mutagenese: Cooley et al. 1988, zusammengefal3t in Spradling et al. 1995; Gal4-
UAS System: Brand & Perrimon 1993, zusammengefait in Phelps & Brand 1998; RNA-
Interferance: Kennerdell 2000).

Wenn eine Mutante durch ein P-Element mit einer wildtypischen Kopie eines bestimmten
Gens gerettet werden kann, so gilt dies allgemein als endgtiltiger Beweis dafiir, da} das neu einge-

brachte Gen auch fiir den mutanten Phanotyp verantwortlich ist.
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Im Fall von IVam ist dieser Beweis aufgrund der Semidominanz, wie in 3.2.1 diskutiert, nicht
moglich. Der experimentelle Ansatz, der sich dies zunutze macht, ist die Keimbahntransforma-
tion von w''"*-Fliegen mit definierten Bereichen aus Iaz-Fliegen. Da zunichst nichts tber die
Art der Mutation in Vam-Fliegen bekannt war, ist es notwendig neben dem genomischen Ab-
schnitt eines Gens auch die kontrollierenden Bereiche mit in die wt-Fliegen zu transformieren.
Dadurch kann gewihrleistet werden, dafl jede Art Mutation Bertcksichtigung findet: sowohl
Defekte in Kontroll- oder Promotor-Bereichen, Irregularititen des Spleilvorgangs, oder Modifi-

kationen innerhalb der fiir Aminosiuren kodierenden Sequenzbereiche.

Das Konstrukt PC; UBL3 induziert den 1Vaz-Phinotyp. Die eigentliche Vaz-Mutation muf3
also innerhalb dieses Bereichs liegen. Zum Zeitpunkt der Klonierung dieses Bereichs aus [Vaz-
Fliegen war nur die Existenz des UBL3-Transkripts innerhalb des Konstruktes bekannt. Erst die
Entdeckung des putativen Transkripts CG15914 und der Beweis, dall es auch tatsichlich

exprimiert wird, erhohten die Anzahl der moglichen Kandidaten wieder auf zwei.

Dal3 die Ausprigung des Phinotyps von der orgindren Form des [“a» Phinotyps abweicht
konnte an Positionseffekten oder fehlenden Kontrollbereichen liegen. Der fur die Transfor-
mation benutzte Bereich ist vergleichsweise kurz (vgl. Abbildung 17) und entsprechend kénnen
kontrollierende Bereiche wihrend der Klonierung ,,verloren® gegangen sein. Deswegen spiegelt
die P-Element transformierte Form von [Vam nicht zwingend auch das natiirliche Expressions-

verhalten des Gens wiedet.

Parallel zu den Transformationsexperimenten wurde die [Pam-Region und die darin

enthaltenen Transkripte molekular weiter untersucht.

3.2.3 Die Transkripte der Vam-Region

Innerhalb dieser Arbeit wurde aus [Vaz-Fliegen DNA isoliert und tiber PCR verschiedene die
jeweiligen Transkriptionseinheiten abdeckende Bereiche kloniert (vgl. 2.2.4). Diese Bereiche
wurden innerhalb dieser Arbeit und vor allem als Bestandteil zweier Diplomarbeiten (Cruz 1998;
Maruhn 1999) mehrfach sequenziert. Zum Abgleich wurden aus den vorhandenen Cosmiden
(vgl. Abbildung 19) unterschiedliche Bereiche genomischer Wildtyp-DNA subkloniert und eben-
falls sequenziert. Die zum jeweiligen Zeitpunkt vorhandenen Datensitze aus dem Drosgphila-
Genomprojekt wurden ebenfalls zur Aufdeckung eventuell vorhandener Mutationen herangezo-

gen. Zu Beginn dieser Arbeit waren innerhalb des [“az-Bereichs nur zwei Gene und die dazu
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publizierten, teilweise sogar fehlerhaften Sequenzdaten (vgl. Cruz 1998) bekannt: Das Drosophila-

Ortholog des Transkriptionsfaktors und Proto-Onkogens c-myb (Katzen 1995; Fbgn0002914)
und die G-protein [3-Untereinheit 13F (Yarfitz et al. 1988; FBgn0001105; siche Abbildung 19).

13F1 14B1
Telomer <« » Centromer
— Di1)sd’ P =
s b D()19f —
. * Vam L]
. ’ '+  Bruchpunkt
* Df(1)19f
—
bp | 1000 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 17000,
EcoR1 [ | | | |
EEEETN O ]
Transkripte myb G- 13F
_Cos83 >
_ Cos80 | >

Abbildung 19: Stand der Vam-Kartierung zu Beginn der Arbeit

Uber den Bereich von ca. 18kb bestand, abgesehen von den beiden veréffentlichten Transkripten, keinerlei
Sequenzinformation. Vam wird von der Defizienz Df(1)sd”®* aufgedeckt, liegt aber nicht im Bereich von Df(1)19f.
Dadurch ergibt sich eine proximale Grenze mit dem Bruchpunkt der Df(1)19f. Durch einen Haelll RFLP konnte der
Bereich distal auf die schematisch dargestellten ca. 18kb eingegrenzt werden. Der Bereich lag in zwei Cosmiden
(Cos80 und Cos83) kloniert vor. Die Transkripte D-myb und G-B13F wurden von anderen Arbeitsgruppen publiziert
und die entsprechenden Sequenzdaten verdéffentlicht.

3.2.3.1 D-myb und G-

Wie zu erwarten finden sich innerhalb beider Gene verschiedene Abweichungen zu den Ver-
gleichssequenzen (Cosmide: w/* und BDGP-Daten: w/®°). Aber keine dieser Mutationen fithrt
auf Translationsebene zu einem modifizierten Protein. Wie in Cruz (Cruz 1998) bereits diskutiert

scheiden diese beiden Transkriptionseinheiten damit fiir den [“a-Phinotyp aus.

3.2.3.2 Das Drosophila UBL3

Als Bestandteil der Diplomarbeit von Alexandre Cruz (Cruz 1998) wurde iiber Homologien
zu cDNAs ein neues Gen innerhalb der am-Region identifiziert. Dieses neue Gen, das den Ar-
beitsnamen #res erhielt, wurde kurz darauf von Chadwick (Chadwick et al. 1999) als HCGT oder
Drosophila-Ortholog zu dem Ubiquitin dhnlichen Protein UBL3 (Fbgn0026076) publiziert. Ein
erneuter Vergleich zwischen wildtypischer und IVaz-spezifischer Sequenz ergab wiederum keine
Verinderung innerhalb des bekannten codierenden Bereichs (sieche Cruz 1998). Allerdings
konnten innerhalb des Introns 2 zwischen Exon 2 und Exon 3 zwei Insertionen innerhalb der

Vam-DNA aufgedeckt werden, die in den zum Vergleich herangezogenen w#Sequenzen fehlen

(siche Abbildung 20).
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Exon2
UBL3 gen. Vam attggccagaaglgtgagt gaat ttJ\/—TTATATCCATTAAJ\f
UBL3 gen. Genbank attggc cagaaggtgagtgaatttJ\ﬁTTCT _________

UBL3 cDNA Klon aus Vam ATTGGCCAGAAG-———————=-—-—-——-————————————————————
UBL3 cDNA Klon Berkley ATTGGCCAGAAG-—=—===—==-=-————————————————————————

UBL3 cDNA Celera ATTGGCCAGAAGIz==========———————————————————————

Exon3
UBL3 gen. Vam TAATTACAAATCAGAAAGCAATTTAATGJ\ﬁatatatcttgcagattggacccac
UBL3 gen. Genbank CEATAC ======c==c=o=ssoos==a== atatatcttgcaggpt tggacccac
UBL3 cDNA K1On aus Vam [———— === oo oo o AT TGGACCCAC
UBL3 cDNA Klon Berkley [-—-———————— - oo AT TGGACCCAC
UBL3 cDNA Celera =  |—-- = - - - — -y AT TGGACCCAC

Abbildung 20: Insertion in Intron 2 des Vam-UBL3

Von oben nach unten sind hier folgende Sequenzausschnitte gegeniiber gestellt: genomische
Vam-Fliegen DNA, genomische DNA nach GenBank Eintrag AE003500.1, exemplarisch ein cDNA Klon
aus Vam, wt cDNA Klon (Cruz 1998), und zuletzt die /n silicio prognostizierte cDNA von CG9038. Der
intronische Bereich ist grau hinterlegt. Innerhalb dieses Bereichs sind die Sequenzunterschiede
zwischen Vam und wt in GroBbuchstaben dargestellt. Trotz der Insertion im Intron wird die Vam
UBL3-mRNA korrekt prozessiert.

Bevor ein Protein an den Ribosomen translatiert wird, durchliuft das primire Transkript
mehrere Modifikationen. In deren Verlauf wird die pri-RNA wu.a. polyadenyliert, die fiir
Eukaryoten typische 5'-Cap angehingt und nicht zuletzt die Introns entfernt, bevor die fertig
prozessierte mRNA den Kern verliB3t (zusammengefalit in Pederson 1998; Rio 1992). Das
korrekte Splicing der RNA hingt neben verschiedenen Splei3faktoren auch von konservierten
Sequenzmotiven ab, welche von eben diesen Faktoren als Zielorte erkannt werden. So ist z.B. fiir
die Formierung der sog. Lariat- oder Lassostruktur, einer Ubergangsstufe beim entfernen eines
Introns, der innerhalb des Introns gelegene ,,Branchpoint A“ von essentieller Bedeutung. Sollte
durch die in [Vam zusitzlich vorhandenen Basen eine dieser konservierten Sequenzabschnitte
beeintrichtigt werden, so wire es also moglich, daf3 hierdurch das Splicing der UBL3 mRNA in
Vam-Fliegen gestort oder gar unterbunden wird. Alle bisherigen Untersuchungen gingen von
genomischer DNA aus. Demzufolge sind diese Ansitze bei der Aufklirung der mRNA Struktur
weitestgehend nutzlos. Um die a7-UBL3 mRNA zu untersuchen wurde iiber RT-PCR aus
Vam-Fliegen das UBL3 Transkript amplifiziert, kloniert und anschlieBend sequenziert (vgl. 2.2).
Dadurch konnte gezeigt werden, dafl zum einen die UBL3-mRNA in ["an-Fliegen vorhanden ist
und zum anderen die Insertion im Intron 2 den Spleilmechanismus im Rahmen der versuchsbe-

dingten Nachweisgrenzen nicht beeinflul3t (sieche Abbildung 20).

Kurioserweise wurde in einem von 25 untersuchten cDNA-Klonen das Intron 3 nicht aus der
mRNA entfernt. Und dies obwohl weder innerhalb des Introns 3 noch der angrenzenden Exone

Abweichungen zur wildtypischen Sequenz vorhanden sind.
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Diese falsche Prozessierung wiirde zu einem vorzeitigem Abbruch der Translation fiihren.
(vgl. Abbildung 21). Ein so trunkiertes UBL3 Protein kénnte fir den semidominanten [Vam-
Phinotyp verantwortlich sein. Bereits bei einer Auftrennung der RT-PCR Produkte auf einem
Agarosegel sollte sich diese Splicevariante durch ihre um 113 bp erhéhte Grofle von den
normalen ca. 1 kb groBlen Produkten deutlich unterscheiden. Weder bei EtBr Firbungen der
Agarosegele (Nachweisgrenze bei ca. 5-10 ng DNA pro Bande) noch bei den anschlieBenden
Southernblots der Gele (Nachweisgrenze bei. ca. 1 pg DNA pro Bande) konnte eine derartige
Bande jedoch nachgewiesen werden. Setzt man vereinfachend voraus, daf3 wihrend der RT-PCR
alle SpleiB3varianten gleich amplifiziert werden, folgt daraus, daf3 der sequenzierte Klon weniger

Exon/Intron Ubergang
330

350
_—

Yy
RN G R F s K KJdK & & K] UBL3 Protein aus Vam

NSQDQRQNSKGGSGRCCSTNCSIL UBL3 Protein aus wt
Abbildung 21: UBL3 cDNA Klon#5

In einem von 25 klonierten und untersuchten cDNA-Klonen aus einer RT-PCR ausgehend
von Vam-liegen RNA wurde das Intron 3 wahrend des SpleiBvorgangs nicht entfernt.
Gezeigt ist hier das 3' terminale Ende des daraus resultierenden UBL3. Rot hinterlegt sind
die Aminosauren, die sich durch die neue Splicevariante ergaben. Das ,neue" Vam-UBL3
ware um 10 Aminosduren verkirzt und wirde bereits 21 AS vor dem Ende des wtUBL3
deutlich von diesem abweichen. Unter anderen wiirde die Vam spezifische Form einen
Verlust des terminalen Prenylierungssignals CSI L bedeuten.

als 1/10* (5-10 ng zu 1 pg) der nativen Population an UBL3 Transkript ausmacht. Dadurch wird

eine ursichliche Beteiligung am 1a7-Phinotyp ausgeschlossen.

Dal} eine mRNA nicht korrekt prozessiert wird und ein oder mehrere Introne nicht entfernt
werden, ist ein bekanntes Phinomen. So konnte z.B. fir double-time bzw. discs overgrown gezeigt
werden, daf} das erste Intron haufig nicht entfernt wird (Zilian et al. 1999). Auch in dieser Arbeit
wird jedoch keine Aussage beziiglich der physiologischen Relevanz, Funktion oder des zugrunde

liegenden Mechanismus gemacht.

AbschlieBend bleibt, auch unter Berticksichtigung der Ergebnisse der Diplomarbeit von

A. Cruz (Cruz 1998), die Aussage, dafl UBL3 nicht fiir den [“az-Phinotyp verantwortlich ist.

Bedenkt man, dal die fur IVam verantwortliche Mutation jedoch innerhalb des von PC;-UBL3
abgedeckten Bereichs liegt (vgl. 3.2.2.2), so folgt daraus, dal3 eine weitere Transkriptionseinheit
auf diesem genomischen Abschnitt liegen mul3. Aulerdem liegt in diesem neuen Gen wahrt-

scheinlich auch die Ursache des IVaz-Phinotyps.
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3.2.3.3 CG15914

Innerhalb der ca. 18 kb, die im Rahmen der verschiedenen Arbeiten untersucht wurden, be-

fanden sich zu diesem Zeitpunkt vier bekannte Transkriptionseinheiten: G-B73F, D-myb, UBL.3
und ein zunichst als fir bezeichnetes Gen (Fbgn0030699), das allerdings bereits frith ausgeschlos-
sen werden konnte (Cruz 1998). Betrachtet man die innerhalb der gesamten Region offenen

Leseraster ergibt sich folgendes Bild (siche Abbildung 22).
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Abbildung 22: Offene Leseraster der Vam-Region

Aus den beiden Strangen der DNA und der Tripletcodierung der Aminosduren ergeben sich 6 mogliche Leseraster fiir
Transkripte. Im oberen Teil der Abbildung sind offene Leseraster mit mindestens 100 AS Lange ohne beginnendes Startcodon
dargestellt. Darunter stehen die vier zum damaligen Zeitpunkt bekannten Gene. Die jeweiligen Transkriptionsrichtungen sind
durch Pfeilspitzen angedeutet Der auch fiir die Annotation des Drosophilagenoms angewandte Suchalgorithmus GENIE (Meyrs et
al. 2000; URL 8) prognostiziert die hier mit ,putative Gene" bezeichneten Sequenzabschnitte als Transkriptionseinheiten.
Auffalliger Weise wird UBL3 nicht als Transkript identifiziert, im Gegenzug dazu wird aber zwischen UBL3 und D-myb noch ein
potentielles Gen vorhergesagt. Insgesamt ist die Region mit ca. 18kb und darin verteilten vier Genen bereits eng gepackt und
die Existenz eines weiteren Gens erschien sehr unwahrscheinlich. Da sich innerhalb der publizierten Sequenz fiir diesen Bereich
noch Liicken befinden diente als Ausgangsbasis fiir dieses Schema ein selbst erstellter Contig aus eigenen und publizierten
Sequenzdaten.

Wie in 2.2.7 und 3.2.2.2 gezeigt, beinhaltet PC;-UBL3 den genomischen Bereich zwischen
dem 3' Ende von D-myb und dem 5' Ende von UBL3. Flankiert von diesen beiden Genen wurde
im Rahmen des Drosophila Genom Projekts eine neue bis dato unbekannte Transkriptionseinheit
vorhergesagt. Diese Prognose basiert, wie viele anderen auch, auf einem Annotationsprogramm,
das versucht Transkriptionseinheiten aufgrund verschiedener Kriterien (z.B. Konsensusse-
quenzen flr Transkriptionsstart, Translationsstart, Exon/Intron Strukturen, offene Leseraster
uvm.) von unkodierenden Bereichen zu unterscheiden. Fur viele solcher putativer Gene ergibt
sich bei einem Abgleich mit den bekannten Gensequenzen der verschiedenen Datenbanken eine
definitive Bestitigung, daf3 es sich hierbei auch um ein reales Gen handelt. Das qualitativ héchste
Kriterium ist die Existenz eines ansequenzierten cDNA-Klons oder ESTs. Fir das kurze
Transkript CG15914 lag, obwohl der genomische Bereich in zwei Arbeiten untersucht wurde

(Katzen 1996; Chadwick et al. 1999), bis dato keine Information zum Expressionsstatus vor.

52




Ergebnisse und Diskussion

a) Bestdtigung des Transkripts von CG15914

Um zu tberpriifen, ob es sich bei der als Genie oder CG15914 bezeichneten Annotation um
ein transkribiertes Gen handelt wurde eine RT-PCR mit RNA aus s/ aw16 Minnchen durch-
gefithrt (vgl. 2.2.5). Als PCR-Produkte traten drei Banden auf, von denen zwei die jeweils erwar-
teten Groflen der entsprechenden genomischen, bzw. mRNA Fragmente aufweisen. Nachfolgend
wurden die PCR-Produktbanden aus einem Agarosegel extrahiert und mit Genie2up (siche 2.2

und Abbildung 23) als Primer direkt sequenziert (siche Abbildung 24).
UBL3 CG15914 D-myb

] HEE -

3
4
1 2

Abbildung 23: Genie RT-PCR

Die Bereiche 1-4 reprasentieren die PCR-Produkte bei Einsatz der jeweiligen Primerpaare Geniel-4. Das Primerpaar Num-
mer 2 (Genie2up/Genie2low) liegt flankierend zu einem Intron. Das so entstehende Produkt sollte sich somit eindeutig
als genomisch oder mRNA spezifisch ansprechen lassen.

Die Sequenz einer der PCR-Banden entspricht dem genomischen Bereich zwischen den
beiden PCR-Primern Genie2up und Genie2low (siche Abbildung 24). Ob letztendlich in der RT-
PCR tatsichlich eine Kontamination der cDNA durch genomische DNA vorlag, kann nicht be-
stimmt werden. Genauso konnte eine Spleil3variante, in der das Intron nicht entfernt wird, die
aber exprimiert und evtl. auch translatiert wird, als Template fir die PCR gedient haben. Es ist
anzunchmen, dal3 eine DNA-Kontamination der RNA-Priparation im Vergleich zur RNA
Menge nur einen geringen Bruchteil an fir die PCR nutzbarem Template ausmacht. Durch eine
Quantifizierung der PCR-Produkte kénnte uberpriift werden, ob es eine relevante Menge an

mRNA mit nicht entferntem Intron gibt.

Anders als bei dem falsch gespleifiten Intron bei UBL3 (vgl. Abbildung 20) handelt es sich
hier jedoch nicht um ein PCR-Einzelereignis. Bei UBL3 wurden die RT-PCR Produkte kloniert
und dann Einzelklone sequenziert. Durch diese klonale Strategie kann es passieren, dall PCR-
Produkte gewihlt werden, die innerhalb des Pools an Produkten tatsichlich nur ein einziges Mal
auftauchen. Dies ist auch ein Grund dafir, dal3 Sequenzen, die aus klonalen Quellen entstanden
sind, immer mit anderen PCR-Klonen abgeglichen werden missen. Um auf eine einzelne Se-
quenz zu vertrauen ist die Fehlerrate der thermostabilen Polymerasen zu hoch (Barnes 1994,

Eckert und Kunkel 1991). Anders verhilt es sich bei einer direkten Sequenzierung von PCR-Pro-
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cg51914.SEQ(1>1262) AATGAGATACTCTCCTGGTAGGTGACCATCCTGTATACCCAACTTGCATCCATAACCCATCCATTTTCAGTCTTGCCGCAGACA
CG1l5914 exon2.SEQ(1>283) aatgagatactctcctg
CG1l5914 exon3.SEQ(1>76€6) tcttgccgcagaca

#3 G2 abi(15>406)

CARTGAGATACTCTICCTG-———————————-——————————-——-——————-——-—————————-———--— TCTTGCCGCAGACA
#2 G2 abi(11>370)

uhhl,umumm

AL L sl AL AL LA
GACC. TACCCAACTTGC

Wy

(W Do e 10

LAA AT AAYY AL LAV VL U AAD
CATAACCCATCCATTTICAGTCTIGCCGCAGACA

Abbildung 24: RT-PCR CG15914

Die im Text beschriebenen PCR Banden wurden sequenziert und die erhaltenen Sequenzen den genomischen und den
prognostizierten Daten gegeniibergestellt. Die erste Zeile entspricht der genomischen Sequenz des Bereichs von CG15914. Die
zweite und dritte Zeile reprasentieren die prognostizierten Exone 2 und 3 der Annotation von CG15914. #3 Genie2 entspricht
der erwarteten mRNA mit entferntem Intron #2 Genie2 entspricht analog dem genomischen Bereich.

dukten. Die generierte Sequenz wird immer der Majoritit der im PCR-Produktpool enthaltenen
Sequenzen entsprechen. Finzelne abnormale Produkte werden nur einen vernachlissigbar kleinen

Bruchteil zur Intensititsstirke der Sequenziersignale beitragen.
Daraus ergeben sich zwei wichtige Feststellungen:

a) Das zunichst rein hypothetische Transkript CG15914 wird in der vorhergesagten Weise
prozessiert. Seine Annotation innerhalb des Drosophila—Genomprojekts wird dadurch erstmalig

durch experimentelle Daten gestiitzt.

b) Da als Ausgangsmaterial RNA aus sd 7am16-Fliegen verwendet wurde liegt das Transkript

auch in am-Fliegen prozessiert vor.

b) Die Annotation von CG15914

Die Annotationen im Drosgphila-Genomprojekt wurden, wie in den meisten anderen Genom-
projekten auch, zunichst automatisiert vorgenommen. Der fir den bewertenden Algorithmus
einfachste Fall liegt vor, wenn zu einem genomischen Bereich cDNA-Klone oder EST-Informa-
tionen vorliegen. Aus den cDNAs ergeben sich direkt die moglichen Exon/Intron-Strukturen
und daraus wiederum das offene Leseraster. Der durchschnittliche Promotorbereich eines
eukaryotischen Organismus ist in etwa 100 bp lang und besteht aus drei Grundstrukturen
(Novina & Roy 1996; Smale et al. 1998; siche auch 1.3.1) — der TATA-Box, Bindestellen fir
Transkriptionsregulatoren, und dem eigentlichen Transkriptionsstart. Die TATA-Box, ein AT-
reicher Abschnitt, an dem TBP (TATA-Box Bindig Protein) bindet liegt meist 25-30 bp oberhalb

des Transkriptionsstarts (Cormack et al. 1992) und muf} nicht zwingend die Konsensussequenz
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TATA besitzen (Hahn et al. 1999). Diese Beobachtung erschwert die Vorhersage von
Promotoren innerhalb einer unbekannten DNA-Sequenz erheblich. Anders als bei Genen, fur die
cDNAs bekannt sind, gibt es bei den i silicio gefundenen Genen meist keine Prognose zu 5' oder
3" untranslatierten Regionen (UTR). Auch die annotierte Sequenz von CG15914 beginnt direkt

mit dem Startmethionin.

8.3 T T T T T T T T

Abbildung 25: Promotoren
Vorhersage
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Die Abbildung 25 zeigt die graphische Ausgabe des Programms McPromotor V3 (Ohler &
Niemann 2001; Ohler et al. 2001; URL 2). Dieses Programm versucht anhand von Konsensus-
sequenzen bereits bekannter Promotoren, innerhalb eines unbekannten DNA-Bereichs neue
Transkriptionsstartpunkte zu finden. Der hier angewandte, auf einem neuronalen Netz basieren-
de Algorithmus wird mit Daten bekannter Gene und deren Promotoren ,trainiert. Dadurch
gewinnt die Vorhersage zusitzlich zu den Konsensuskriterien noch eine fir den jeweiligen Orga-
nismus spezifische statistische Komponente. Der in Abbildung 25 gewihlte Schwellenwert zur
Klassifikation als Promotor liegt bei 0,85 und ist nur eine Richtlinie. Es gibt sowohl Promotoren,
die deutlich schlechtere Werte besitzen, als auch Bereiche, die mit seht hohen Wahtscheinlich-
keiten versehen werden aber dennoch keinem nativen Promotor entsprechen. Bei einem Probe-
durchlauf mit 92 sehr gut charakterisierten Genen der ADH-Region von Drosophila melanogaster
erkennt das Programm ca. 50 % der tatsichlich vorhanden Promotoren (Ohler 2000). Allerdings
zeigt es dabei auch eine falschpositive Zuordnung pro circa 1500 bp an. Daraus folgt, dal3 neben
dieser Prognose weitere Kriterien berticksichtigt werden mussen, um ein Gen sinnvoll zu anno-

tieren.
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Die einzigen gesicherten Daten fir CG15914 sind, dal3 es eine mRNA gibt (diese Arbeit), und
daf3 das zweite Intron zumindest in einem Teil der mRNAs wie vorhergesagt ausgespleil3t wird
(diese Arbeit; siche Abbildung 24). Vor dem ersten prognostizierten Exon der CG15914-Anno-
tation befindet sich nach der McPromoter-Prognose erstaunlicherweise kein guter Promotorbe-
reich. Der markante ,,Peak® bei ca. 600 bp tberschreitet mit 0,86 die Schwelle zur Einordnung als
Promotor hingegen deutlich (siche Abbildung 25). Unter Berticksichtigung der méglichen und
wguten Exon/Intron Ubergéinge wire eine cDNA denkbar, die zwar im selben Leseraster wie
die annotierte liegt, deren Produkt aber N-terminal um 127 AS verkiirzt wire. Eine Gegeniiber-

stellung mit den Werten fiir die Gtite der einzelnen Komponenten bietet Abbildung 26. Die Pro-

Promotor <0,3

??7?
Exon/Intron Werte 222 0,97 0,87 0,87
bp 585 660 943 997 1762

[ ] GadFly CG15914
0,69 * *
ATG £

501 Poly-A Stellen

Promotor 0,88
610
Exon/Intron Werte 0,53 0,87
bp 657 997 1762
[ | [ | altern. CG15914

08
ATG 1010 Poly-A Stellen

Abbildung 26: Alternative cDNA zu CG15914:

Hier sind die cDNA von GadFly (GadFly CG15914; URL11) und eine andere mdgliche und theoretisch sogar wahrschein-
lichere Annotation (altern. CG15914) gegeniibergestellt. Gezeigt sind: Ausgehend vom Start-ATG der GadFly-Annotation
als Position 501 bp, die Positionen der Sequenz in fetter Schrift; die relativen Wahrscheinlichkeiten der jeweiligen Struk-
turen sind kursiv mit Werten von 0 bis max. 1 dargestellt; die resultierenden offenen Leseraster sind in lila, die 3'UTR in
rot und die 5'UTR inklusive der putativen Promotoren in grau dargestellt.

gramme, die zur Bewertung herangezogen wurden waren:

Fir die Promotor-Analyse McPromoter v3 URL 2
Fur das Startmethionin ATGpr URL 2
Fur die Exon/Intron Vorhersage URL 5

Die als alternatives CG15914 angebotene cDNA ibertrifft die GadFly-Annotation in allen
Werten auller der Linge des offen Leserasters. Besonders negativ fillt bei der derzeitigen Anno-
tation neben dem schwachen Promotor die anscheinend fehlende Donor-Stelle am ersten
Exon/Intron Ubergang bei Position 585 bp auf (siche Abbildung 26). Die fiir einen korrekten
SpleiBvorgang wichtigere Akzeptorstelle bei Pos. 660 ist mit 0,97 von maximal 1 jedoch sehr
stark. Fur die GadFly-Annotation spricht eindeutig die in dieser Arbeit nachgewiesene
SpleiBform mit entferntem Intron2 (Pos.943-997 der GadFly-Annotation). Dennoch koénnte es

sich bei der als alternativ prisentierten cDNA um eine natiirlich vorkommende Variante des
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Gens CG15914 handeln. So sind z.B. verschiedene Gene bekannt, fiir die mRNAs mit
alternativen Promotoren und Startmethioninen beschrieben wurden (vgl. Kozac 1999; Martinez-
Salas 1999). Die hier prisentierte mRNA wire bei der in dieser Arbeit beschriebenen RT-PCR
sozusagen ausselektioniert worden, da die Primer-Bindungsstelle von Genie2low (siche
Abbildung 23), die sich innerhalb des zweiten GadFly-Exons befindet, in der neuen Form nicht
vorhanden wire. Erst ein erneutes RT-PCR Experiment, das die alternative Spleillvariante

berticksichtigt konnte kliren ob es diese cDNA in Drosophila tatsichlich gibt.

c) Homologe zu CG15914
Um mogliche Homologe zu dem Drosophila Gen CG15914 zu finden wurden verschiedene
BLAST-Suchen (Basic Lineup Algorihthm Search Tool) durchgefiihrt (Altschul et al. 1997;

URL 3). Die Suchen ergaben mehrere signifikante Treffer bei verschiedenen Organismen.

Organismus Art der Sequenzen Gewebe Genbank Eintrag

Mensch 5' cDNA; 3' cDNA Adult Brustgewebe; R72577; NM_024659;
Embryo 10 Tage Kopf; BG567301; AV653067;
Leber; Blase; ,,.Soares 19 BG286851; AU119344;

Wochen Fétales Herz- AA279962; R72577;
Gewebe; Testis; B-Zellen; BF949961; A1140424;
Nervensystem AI082171;
Mus musculus 5' cDNA; 3' cDNA ,Soares” cDNA-Bank; W36797; BE689695;
Milchdriisen; 2-Zell BEG625829; A1593721;
Embryo AI390976; AA619723;
AT120240
Bos tanrus 5' cDNA Vereinte Gewebe: AW447493

Lymphknoten; Ovarien;
Hypothalamus; Fett

Xenopus laevis 5' cDNA Gastrula; unbefruchtetes BG409604; BF426517;
Fi; Blackshear/Soares nor - AW640665
malisierte Ei-cDNA
Ciiona intestinalis cDNA Bibliothek Gesamt AV(673781

Abbildung 27: Homologe zu CG15914

Ubersicht (iber die bis dato vorhandenen, zu CG15914 homologen cDNAs aus verschiedenen Organismen und Gewebetypen.
Far Saccharomyces cerevisie und C. elegans ergaben sich weder auf genomischer noch auf cDNA-

oder EST-Ebene homologe Sequenzen.

In keinem der anderen Organismen ist bislang bekannt, ob zu den cDNAs ein entsprechendes
Protein existiert. Um also die einzelnen putativen Produkte zu vergleichen, wurde wie folgt

vorgegangen.
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Bei den Organismen, fiir die mehrere cDNA Klone vorhanden sind, wurde nach Sequenz-
Uberlappungen gesucht und falls vorhanden eine neue, lingere, hypothetische cDNA aus der

Konsensussequenz gebildet.

Im Falle der Maus-Sequenzen ergab sich so aus den Klonen BE625829, A1120240, W36797,
AI390976 und BE689695 mit Lingen von je ca. 500 bp eine neue hypothetische cDNA von
1247 bp (mus_conl; siche 5.1.3). Die Sequenzen AI593721 und AAG619723 sind 5' und
3'-Sequenzen des gleichen cDNA Klons (mus_con2; siche 5.1.4).

Die Sequenzen AW640665, BF426517 und BG409604 des Krallenfrosches (Xenopus laevis) for-

mieren ebenfalls eine neue cDNA mit 1234 bp Linge (xenopus_con; sieche 5.1.2).

Bei dem Vergleich der humanen cDNA-Klone mit der humanen genomischen Sequenz bietet
sich ein erstaunliches Bild. Der cDNA-Klon BG286851 ergibt keine zuverlassigen Treffer bei
einem Alignment mit der humanen genomischen Sequenz und wurde deshalb ausgeschlossen.
Die restlichen cDNAs sind innerhalb des ,,Homo sapiens chromosome 2 working draft sequence segment
mit dem Genbank-Code NT_005314.2 lokalisiert. Bei einem Alignment ergeben sie eine zusam-
menhingende Sequenz von 2747 bp Linge (human_con; siche 5.1.1). Dabei gibt es einige
Bereiche, die nicht mit der Konsensussequenz der restlichen Klone iibereinstimmen. Da es zu
diesen cDNA-Teilbereichen jedoch Sequenzdaten aus der genomischen humanen Sequenz gibt,
spiegeln diese Bereiche wohl alternative SpleiBprodukte oder nicht vollstindig prozessierte
mRNAs wieder. Um Fehler, die durch die Sequenzierung der einzelnen cDNA-Klone auftreten
koénnen abzufangen, wurde die Konsensussequenz human_con mit den genomischen Daten ab-
geglichen und bei Unstimmigkeiten die Sequenz von NM_005314.2 iibernommen. Die so gewon-

nene putative cDNA human_con liegt auf dem II. Chromosom Abschnitt 2q22.

Pos. innerhalb von human_con

1533-1628
483-657  735-851 1318-1466
1-47  47-113 120-316 314-483 655-731 855-1210 1209-1319  1465-1535 1628-2747
205 697
24140 26878 62859 3516 13550 96280 36418 13312 4350 4844

Genomische Zwischensequenz in bp

Abbildung 28: Schematische Ubersicht iiber die Exon/Intron-Struktur des humanen Homologs zu
CG15914

Die 2747 bp der Sequenz von human_con (siehe 5.2) erstrecken sich innerhalb des genomischen Bereichs von
NM_005314.2 (iber ca. 266 kb. Gezeigt ist hier nur eine graphisch aufbereitete Version der Text-Ausgabe der BLAST
Suche gegen das Humangenom (URL 7). Position 1-2747 der Sequenz von human_con erstreckt sich von Position
2193087 bis 2458672 innerhalb der genomischen Sequenz von NM_005314.2. Als genomische Zwischensequenzen oder
auch putative Introns, sind nur die jeweiligen Abstdnde in der genomischen Sequenz bis zum néachsten ebenfalls
putativen Exon/Intron Ubergang angegeben.
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Die durchschnittliche GroB3e eines humanen Gens betragt ca. 25 kb (Venter et al. 2001). Wenn
die Orientierung innerhalb des ,,Drafts NT005314.2 stimmt, dann deckt die Konsensussequenz
der cDNAs (human_con; siche Anhang) einen genomischen Bereich von 265590 bp ab. Die
Abbildung 28 zeigt eine Ubersicht des Alignments der Sequenz von human_con mit dem geno-
mischen Bereich von NM_005314.2. Innerhalb der Sequenz von human_con gibt es kein am 5'-
Ende beginnendes durchgehendes offenes Leseraster. Dies konnte an der mangelnden Qualitit

der zur Verfigung stehenden cDNA-Sequenzen liegen. LaB3t man die Lese-Stops auller acht,

Score = 211 bits (537), Expect = le-53Identities = 102/169 (60%), Positives = 128/169 (75%), Gaps = 2/169
(1%)

Drosi: 8 |LIIEPFYGGSHKQLI GALI EGLNHGDSEI FSLPAKKWHWRART SALHFAQLI PRDHAFR
67

ILITE FYGGSHKQL+ L EL GO +++LPAKKWHWRARTSAL+F+Q | P +R
FR2 : 46 |LI | EAFYGGSHKQLVDLLQEEL- - GDCWWYTLPAKKWHWRARTSALYFSQTI Pl SEHYR
103

Drosi: 68 VLFASSVLSLAEL|I GLRPDLAACRKI VYFHENQLI YPVREVKOQRDCQYGFNEI LSCLAAD
127

LFASSVL+L EL LRPDL +KI +YFHENQLI YPV++ ++RD QYG+N+I LSCL AD
FR2: 104 TLFASSVLNLTELAALRPDLGKLKKI LYFHENQLI YPVKKCQERDFQYGYNQ LSCLVAD
163

Drosi: 128 MLFNSQFENCNSFLDNVQPFLNMQPDFKI KHI REQN EKKCQULYFPVNF 176
+V+FNS FN SFL ++ F+ + PD + K + | KCQU+YFP+ F
FR2: 164 VVWVFNSVFNVESFLTSMEKFNKLI PDHRPKDLESI | RPKOQVI YFPI RF 212

Score = 167 bits (423), Expect = 2e-40Identities = 70/150 (46%), Positives = 107/150 (70%), Gaps = 1/150
(0%)

Drosi : 193 DLDEKCI HLI WPHRWEHDKNPKL LVDTL CQLHERQVDFKVTI CGESYQEI PEEFEHI QEK
252

D ++ +H++WPHRWEHDK+P+ L L+ ++F V++ GE++ ++P+ F  ++
FR2: 382 DNQQRLLH VWPHRWEHDKDPESFFKVLMHLKDLGLNFHVSVLGETFTDVPDI FSEAKKA
441

Drosi : 253 LGSKLVNFGHL- EREEYLKTLLTGDI VI STADHEFFGVAM.EAAFCCGCYPI APNKLVYPE
311

LGS ++++GtL +++Y + L D+VI STA HEFFGVAMLEA +CCCYP+ P LVYPE
FR2: 442 LGSSVLHWGYLPSKDDYFQVLCMADWVI STAKHEFFGVAMLEAVYCGCYPL CPKDLVYPE
501

Drosi: 312 | YPKENLYNTSNALTKKLYNFCRMPRVFRK 341
| +P E LY+T  L+K+L NFC+ P + RK
Fr2: 502 | FPAEYLYSTPEQLSKRLONFCKRPDI | RK 531

Abbildung 29: Alignment der putativen Proteine zu CG15914 aus Drosophila und dem Homologen dazu aus
Mensch

Gezeigt wird hier ein BLAST2 Alignment nach Tatusova & Malden (Tatusova & Malden 1999;URL 3) des putativen
Drosophila Proteins zu CG15914 (Drosi) mit den Aminosauren, die dem zweiten Leseraster der preliminaren humanen
cDNA human_con entsprechen (FR2). Innerhalb des ersten Blocks besteht eine 60%ige innerhalb des zweiten eine 46%ige
Ubereinstimmung.
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translatiert das zweite der drei méglichen Leseraster und vergleicht das entstehenden Protein mit
dem putativen Drosophila-Protein von CG15914, so ergibt sich folgendes Bild (siehe Abbildung
29).

Aus diesen Bereichen mit sehr hoch konservierten Motiven ergeben sich mehrere Schlu3fol-
gerungen. Zum einen stiitzt dieses Alignment die Annotation von GadFly. Die theoretisch giin-
stigere, alternativ prasentierte cDNA (siche Abbildung 25 & Abbildung 26) wird unwahrschein-
licher. Die prisumptive cDNA human_con scheint sowohl im 5' als auch im 3' Bereich kodierend
zu sein. Anders wire eine derartig hohe Konservierung auf Aminosiure-Ebene nicht zu erkliren.
Daraus folgt auch, daf3 die Sequenz human_con noch fehlerhaft sein muf3 und es héchstwahr-

scheinlich eine cDNA gibt, bei der ein durchgehendes offenes Leseraster vorliegt.

Diese hohe Mal} an Konservierung gilt ebenso fiir die putativen Proteine, die sich aus den
cDNAs der anderen Organismen ergeben. Interessant ist hier vor allem auch die Konsensus-
cDNA aus Xenopus laevis, xenopus_con. Anders als bei human_con befindet sich in den 1,2 kb ein
durchgehend offenes Leseraster, das mit dem ersten ATG beginnt und nicht terminiert wird. Das
daraus resultierende Protein ist 398 AS lang und bekriftigt so die langen Produkte des Drosophila

und des humanen Gegenstiicks.

Erwartungsgemil ist der Grad der Konservierung zwischen Maus und Mensch am héchsten.
Aber auch zwischen den anderen Spezies sind Teilbereiche hoch konserviert. Eine Suche nach
moglichen Proteinmotiven ergab fur das Drosophila Protein zwei Treffer. Zum einen eine Homo-
logie zu Glykosyltransferasen der Gruppe 1 (URL 6; InterPro IPR001296) und zum anderen ein
wBipartite nuclear localization signal* (URL 6; InterPro IPRO01472).

Das Kernlokalisationssignal besteht aus zwei basischen Aminosiuren (K oder R) gefolgt von
einem Trennstick aus 10 beliebigen Aminosiuren und mindestens 3 weiteren basischen
Aminosduren in den 5 Aminosduren, die dem Trennstiick folgen (fir dross in Abbildung 30
KKLYNFCRMPRI'FRKQR). Innerhalb des humanen Gegenparts, des Maus- und des Rin-
der-Proteins ist der Bereich zwar auch konserviert, aber nach dem 10 AS Zwischenstiick fehlt die
dritte basische Aminosaure. Demzufolge wird das Signal bei keinem anderen Protein angezeigt.
Etwa 56 % der bekannten Kernproteine besitzen dieses Signal, ebenso 4,2 % der nicht kernasso-
zilierten Proteine (Dingwall & Laskey 1991; Robbins et al. 1991). Demzufolge mufite eine tatsich-

liche Kernlokalisation durch andere Daten verifiziert werden.
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Die Homologie zu dem Glycosyltransferase-Motiv ist ebenfalls nur schwach. Bei einem Align-
ment bekannter Proteine, die dieses Motiv besitzen, fallen die Proteine von CG15914 und dem
humanem Homolog deutlich aus dem Rahmen. Damit ist ebenso wie fur das Kernlokalisations-

signal fraglich, ob die beiden Motive eine physiologische Relevanz besitzen.

Wegen den unvollstindigen cDNAs fehlen im Alignment in Abbildung 30 bei manchen Pro-
teinen die N-terminalen Bereiche. Aussagen tber die Konservierung lassen sich fundiert somit
nur iber den C-Terminus der Proteine treffen. Dort fillt vor allem ein Bereich mit sehr hoher
Konservierung auf, an dessen Anfang die Aminosaurenabfolge VISTA steht. Der Bereich um das
VISTA-Motiv (siche Abbildung 30) weist zwischen dem Drosophila und dem humanen Protein
eine 80%ige Homologie und 64% ige Identitit auf. Da das Motiv in den evolutorisch sehr weit
voneinander stehenden Spezies hoch konserviert ist, liegt es nahe zu postulieren, dal3 dieser

Bereich fir die Organismen eine wichtige physiologische Relevanz besitzt.

CLUSTLW Alignment der putativen Proteine

human_con  ----- MBI LI | EAFYGGSHKQLVDLLQEEL GD- - CWYTLPAKKWHWRARTSAL YFSQTI Pl SEHYRTLFASSVLNL TELAAL RPDL GKL
oL - R e
nmus_con2+1  ----- MBI VI | EAFYGGSHRQLVEL LREEL DD- - CVLYTL PAKKWHWRARTAAL YFSONI PSSEHYRTL FASSVLNL TEL AAL RPDL GKL
Xxenopus_con - --- MSTLLLVEAFYGGSHKQLMDLI KEEVEG- - Cl LYTLPAKKWHWRARTAAL YFMQAI LPSDTYRVLFTSSVLNLAEL VAL RPDL GKL
[T 1 - S e e e
dr osi MSCAKPHI LI | EPFYGGSHKQLI GALI EGLNHGDSEI FSLPAKKWHWRARTSAL HFAQLI PRDHAFRVLFASSVLSLAELI GLRPDLAAC

hunman_con KKI LYFHENQLI YPVKKCQERDFQYGYNQ LSCLVADVVVFNSVFNVESFLTSMEKFMKLI PDHRPKDLESI | RPKCQVI YFPI RFPDVS
oL R e e R LR R LR T
mus_con2+1 KKI LYFHENQLVYPVKKYQERDFQYGYNQ LSCLVADVVVFNSSXNVESFLTSI GKFLKLI PDHRPKDLESXXXX- - = = = = = = = = = = - - -
xenopus_con  KKI LYFHENQLI YPVQKSQERDFQYGYNQ LSCLVADTVVFNSAFNMESFLTSI KTFLKKI PDHRPKNLEEI | RPKCW/LYFPI NFPDI R
[ 1T e QSFLKLI PDHKPKNI EGKLRPKCKVLYFP- - - - - - -
dr osi RKI VYFHENQLI YPVREVKQRDOQYGFNEI L SCLAADMVL FNSQFNCNSFL DNVOPFLNMOPDFKI KHI REQI EKKCQVLYFPUN- - - - -

human_con SKHWATHI KLI XXXXXMPKHKT THL KKM. GL KGNGGAVL SVAL PFQPEQRDSEDL L KNFNSECDTHCGL DTARQEYL GNSL RQESDLKKS
[ Lo L T e e T L

MUS_CON2+1 = - - - MNTLTLMLX- - - - = - o oo e e e e s s m oo oo oo KPWI
xenopus_con  QYLPEHKCI PHNLVDKSSSDI SYCPKTSI QT CRVBVEFSDHQX- - - - - - ------------ QCSX------mmmmmmm - DESSAEQ
[ L1 T R R R LR LT R LT
(o [ L] R e e LR T

human_con TSSDNSSSHHGENKQNL TVDPCDI L GGVDNQQRL LHI VWPHRWEHDKDPESFFKVL MHLKDL GLNFHVSVLGETFTDVPDI FSEAKKALG
oo F- e e e
mus_con2+1 THLVHKSGSL PVSKENL PLDPSTL L CGAEDPQRPLHI TWPHRWEHDKDPETFLKI LMSLKQLNLNFHVSVLGETFXDTPDI FSEAKKALG
xenopus_con  EKTXVSEKNNCEXGDHVI XHSQSTLAGDI HQEKPLHI VWPHRWEHDKDPETFFKVLLKLKEKELTFHLSVLGETFTDVPDI FSEARI TLG
ciona  seee--e-e---oo-- | PNI PRVI LESDELNELHI VWPHRWEHDKDPDT FFQVL FL L KENDFKFKVSVL GEHFAEI PPI FQTAKEKLG
drosi  ----------- FERFPI RKECVKGETAEDL DEKCI HLI WPHRWEHDKNPKL LVDTL CQL HERQVDFKVTI CGESYQEI PEEFEHI QEKLG

human_con S- SVLHWGYL PSKDDYFQVL CVADVVI STAKHEFFGVAM.EAVYCGCYPL CPKDLVYPEI FPAEYL YSTPEQL SKRLQNFCKRPDI | RKH
bos - - AVLHWGYL PSKDDYFQVL CVADVVI STAKHEFFGVAML_EAVYCGCYPL CPKDL VYPEI FPAEYL YSTPEQL SKRLQNFCKRPDI TRKH
mus_con2+1 S- SVLHWGYLPRKEDYFRVL CMADVVI STAKHEFFGVAMLEAVYCGCYPL CPKALVYPE- FPAEYL YSTPEQL SKRLKSFCKRPDI | RKH
xenopus_con  S- SVLHWGYLASKDDYL QAL CVADVWSTAKHEFFGVAM.EAVHCGCYPL CPXSLVYPEI FPAVYXYSSPEQLLRKLEDFG- - - - - - - - -

ci ona EKFVNHWGYL EAKSL YLNLL QQCDVVVSTAVHEFFGVSMLEAVTAGCYPLCPNRLSYPEI FPAECLSI RSSN- - - - - = - - - - - - - - - - - -
drosi S- KLVNFGHLE- REEYLKTLLTGJI VI STADHEFFGVAM_EAAFCGCYPI APNKLVYPEI YPKENLYNTSNALTKKLYNFCRI\/PR\/FRKQ

sk ok . * Kok okkk kkkkkk e kkkk Kkkk . K koK kKK K
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CLUSTLW Alignment der putativen Proteine

human_con - LYKGElI APFSWAALHGKFRSLLTTEPREDL- - - - -
bos - LYKGEMATFS- - = === == s mmmmmmmmm e e e m e
mus_con2+1 | LYKGEVAPFSWAALHGKFRSLLTTEPREDL- - - - -
XENOPUS_CON === - - s s oo m oo
CiONA s
dr osi - RDQFFENFNFDRFSAKEL VPKYLDI FNKHI ADEQS

Abbildung 30: CLUSTALW Alignment der putativen CG15914 Homologe:

Das hier gezeigte Alignment zeigt die putativen Proteine, die aus den im Text beschriebenen cDNA Klonen oder Konsensus-
sequenzen resultieren. Fir das humane Homolog wurde nicht der gesamte Klon human_con verwandt, sondern nur die zwei
groBten ununterbrochenen Leseraster daraus. (Erster Block von Base 137-691; zweiter Block von Base 860-1711 der
human_con Sequenz; getrennt durch XXXXX). Bei den beiden Maussequenzen mus_con1 und mus_con2 wurde ebenfalls eine
Fusion fiir das Alingnment verwandt (mus_con2: 24-485+XXXX+mus_conl: 108-779). Die zu 100% konservierten Bereiche
sind mit einem Stern (*) markiert. Das konservierte VISTA Motiv ist grau hinterlegt. Die potentiellen Mutationen innerhalb des
Vam-Proteins innerhalb der Drosophilasequenz (drosi) sind fett gedruckt und unterstrichen.

d) Mutationen innerhalb von CG15914 in Vam-Fliegen

Das in PC5-UBL3 enthaltene Gen CG15914 wurde sequenziert. Dabei konnten auf DNA-
Ebene vier Mutationen nachgewiesen werden, die in Abbildung 31 gezeigt sind. Zwei Austausche
fithren dabei nicht zu einer modifizierten Aminosiduresequenz, eine Bewertung der moglichen
Donor und Akzeptorstellen fiir das Spleilen der RNA ergibt ebenfalls keine Abweichungen zum
Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Damit scheiden diese beiden Mutationen fiir die Erzeugung des
IV am-Phinotyps aus. Die beiden verbleibenden Nukleotid-Austausche wiirden zu einer verander-
ten Aminosiuresequenz des CG15914 Genproduktes fithren: Finmal zu einem Austausch von
Glutamin zu Glycin (E28 zu G) und im anderen Fall zu einem Isoleucin zu Threonin (I1279 zu T)

Austausch.

Vergleicht man die Sequenzen der homologen Proteine, so zeigt sich, dall zwar die Position
E28 im humanen, xenopus und Drosophila Protein erhalten ist, der umgebende Bereich aber minder
konserviert erscheint (vgl. Abbildung 30). Der 1279 zu T279 Austausch betrifft hingegen das Iso-
leucin des VISTA-Motivs, den am hdochsten konservierten Abschnitt der Proteine. Wie im vot-
herigen Absatz erortert, scheint ein derart konservierter Bereich ein hohe physiologische Bedeu-
tung zu haben. Die Mutation im a-Fliegen Stamm zerstort diesen Kontext. Es wird postuliert,
dal3 der Austausch 1279 zu T279 innerhalb des VISTA-Motivs des Transkripts CG15914 die

molekulare Ursache des [7a-Phinotyps ist.
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publ.Seq.| a t t|g a ajlc c g t publ.Seq.| t clg a g|lg gt a cac Abbildung 31: Mutationen in
CG15914

/Mv [\/\/\/ Gezeigt sind vier Mutationen
innerhalb der putativ codierenden

Geniellow [T 2 T T|c ~ Glc ¢ ¢ T | Geniellow|r T c|c 6 G|c ¢ T 2 ¢ 2 c [Region des  Transkripts von

EXON1l_a t tlg a alcc gt EXON1| t c|g a g|g CG15914. Um die Signifikanz zu be-

INTRON1 g tacac |egen, sind die Signale des Segen-

Glu E->G ziergerates (ABI-Prism) mit abge-

bildet. In der jeweils obersten Zeile

ist die publizierte Sequenz als

publ. Seq. t glc t tft t c g c | publ.Seq. | t gla t ajt ca Referenz angegeben. Darunter folgt

jeweils die Sequenz aus dem Kon-

W\F strukt PCs-UBL3, darunter die Se-

}Q()«%(&}QJ quenz der putativen Exone und

Genie2up|c T G |c T c|T T C G C Genieduplc T G |2 c 2|7 Cc & Introne der Transkriptionseinheit. In

EXON2L_t glc t tlt t c g c EXON3 | _t gla t alt ¢ a dem vorhergesagten Leseraster

fihren die Punktmutationen zu den

Leu |->T angegebenen Modifikationen auf
Aminosaurenebene.

3.2.3.4 ATP € Untereinheit

Die ATP € Untereinheit liegt bereits au3erhalb des fiir [”a relevanten Bereichs.

3.2.3.5 CG8578
Das in Cruz 1998 als fir Bezeichnete Transkript CG8578 liegt ebenfalls bereits aul3erhalb des

tir Vam relevanten Bereichs und wird nur der Vollstindigkeit halber erwihnt.

3.2.4 Rontgeninduzierte Revertanten der Vam-Mutation

Neben der Keimbahntransformation schien eine erneute Mutagenese von [“az-Fliegen, um
eine Reversion des Phinotyps zu erhalten, als probates Mittel die Region weiter einzugrenzen
(siehe 1.1.2 und 3.2.1). Wegen der Semidominanz sollte eine Inaktivierung des betroffenen Gens
in Vam-Fliegen zu einer Reversion des Phinotyps zum wildtypischen Zustand fihren. Um diese
Reversion zu erreichen, wurden [“az-Minnchen mit Rontgenstrahlen mutagenisiert und die
potentiell revertierten Nachkommen als Einzelstimme gehalten und weiter untersucht. Der
Nachweis des IVam-Phinotyps bzw. einer Reversion des selbigen kann nur iber die fir Vam
charakteristischen Locher in der Medulla gefiihrt werden. Dazu miissen jedoch alle Kandidaten
nach einer Alterungsperiode von ca. 20 Tagen massenhistologisch untersucht werden. Eine der
Hauptschwierigkeiten, an der sich Ansatz und Planung der Mutagenese ausrichten. Ein weiterer
Punkt, an dem sich die eingesetzten Methoden orientieren missen, sind die verschiedenen Muta-
tionen, die zu einer Reversion fithren kénnen. Zum einen wire es denkbar, daf3 eine Punktmuta-
tion oder eine Deletion direkt innerhalb des ,,I7a7-Gens® zu einer nicht mehr funktionellen
Form des codierten Proteins fithrt. Aus Mutationen in anderen Genbereichen, die in irgendeiner
Form mit [Vam interagieren konnten ebenso eine Repression des semidominanten [“a-Phino-

typs resultieren. Im folgenden sollen die Vorziige, die eine Rontgenmutagenese fiir diese Aufga-
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benstellung bietet, kurz diskutiert werden. Das Verstindnis der Methode, ihrer Implikationen und
Vorziige ist notig, um die Motivation zu verstehen, die hinter diesem sehr arbeitsintensiven ex-
perimentellen Abschnitt steht (detaillierte Abhandlung zu verschiedenen Mutagenese-Varianten

in Ashburner 1989a).

3.2.4.1 Experimentelle Durchfiihrung der Rontgenmutagenese

Pastink und Mitarbeiter (Pastink et al. 1987 & 1988) verglichen 31 rontgeninduzierte Mutatio-
nen innerhalb des whte-locus auf molekularer Ebene. Neben 3 Translokationen fihrten auch 6
kleine Deletionen von nur je 6-29 Basen zur Inaktivierung des Pigmenttransporters white. Diese
kleinen Deletionen sind jeweils von kurzen ,,direkt repeats® (2-3bp) flankiert, was nach Pastink
eine Beteiligung von Replikationsmechanismen an der Entstehung von kurzen, réntgenindu-
zierten Deletionen nahelegt. Mit 15 Stiick zeigten nahezu die Hilfte der generierten white-Stimme
weiterreichende Deletionen, die neben whife auch noch mindestens ein benachbartes Gen
betrafen. Dabei liegen die proximal und distal nichst benachbarten Gene etwa 7 kb bzw. 14 kb
entfernt. Innerhalb der fiir am relevanten Region von ca. 18kb sind derzeit 6 Transkriptions-

einheiten bekannt.

Auch wenn die Anzahl der untersuchten Linien bei Pastink keine hohe statistische Signifikanz
aufweist, konnte man also bei einer Rontgenmutagenese im [az-Hintergrund zumindest bei 50%
der gewonnenen [“az-Revertanten davon ausgehen, dall neben a7 auch ein weiteres benach-
bartes Gen inaktiviert wurde. Uber [a selbst ist nicht bekannt, ob es fiir die Fliegen essentiell
ist, mit d-myb steht jedoch zumindest ein, zu a7 eng benachbartes Gen zur Verfiugung, dessen

Funktionsverlust fur die Fliegen letal ist.

Durch diese bei Pastink beschriebenen Eigenschaften der rontgeninduzierten Mutationen er-
offnet sich die Moglichkeit zuerst alle nicht letalen Linien auszusondern und die aufwendige Mas-
senhistologie auf Stimme mit letalen X-chromosomalen Treffern zu beschrinken. Selbst fiir den
Fall, daB3 1V nicht letal mutagenisiert werden kann, verlére man so nur einen geringen Teil der
neu entstandenen Mutanten. Durch die Wahl der eingesetzten Stimme kann auBlerdem gewihr-
leistet werden, dal3 die letalen Mutationen nur innerhalb des flit [7am relevanten Bereichs weiter
untersucht werden miussen (vgl. Abbildung 32). Das theoretisch effizientere Schema mit der
Duplikation erwies sich in der praktischen Anwendung als sehr problematisch. Reproduzierbar
legen die attX/Duplikations Jungfrauen ungewohnlich grole Mengen an unbefruchteten Eiern.
Auch nach der Kreuzung mit den durch die Bestrahlung geschwichten Minnchen bleibt die

Eiablage subjektiv konstant hoch. Aus einer Massenkreuzung (50x150) schlipften etwa nur
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Weitere Kreuzungen
Abbildung 32: Schema der Strategien zur Mutagenese

Im oberen Teil der Abbildung soll schematisch nochmals die Lage der Vam-Region beziiglich der Defizienz Df (1) 19 f und der
Duplikation Dp(1:Y), die nahezu deckungsgleich mit Dp(1:4) long liegt aufgezeigt werden (vgl. auch Abbildung 4). Die
Duplikation Dp(1:Y) deckt den Vam-Bereich deutlich ab. Im Mutageneseschema A kénnte man sich dies zunutze machen indem
man aus allen letalen Treffern (roter Asterix) in beliebigen Bereichen des Vam f X-Chromosoms (verschiedene Blautdne) nur
die weiter kreuzt, die innerhalb der Duplikation liegen (Mannchen mit umrahmtem Genotyp). In B wiirden alle Weibchen
weiterverwertet. Da das zweite wildtypische X-Chromosom alle Mutationen kompensieren kann, missen deutlich mehr Linien
durchgesehen werden um Mutationen im Vam Bereich zu erhalten.

1/100 der sonst tblichen Nachkommen. Sowohl die direkte Ubetlebensrate, als auch die Konsti-
tution der Duplikation tragenden Mannchen war sehr schlecht, und die etablierten Stimme ent-
sprechend instabil und anfillig. In spiteren Mutageneserunden wurde deswegen der zunichst

arbeitsintensivere und weniger elegante Weg B (vgl. Abbildung 33 und Abbildung 32) eingesetzt.

Die Dauer und Modalititen der Bestrahlung wurden nach folgenden Gesichtspunkten ausge-
wihlt. Nach Soebels (Soebels 1963 und Soebels 1970) entsteht die héchste Rate an X-chromo-
somalen, rezessiv letalen Treffern bei der Bestrahlung von Spermatidien. Bertcksichtigt man die
Chronologie der Spermientwicklung von den Spermatogonien tiber Spermatocyten zu Sperma-
tidien und letztendlich zum reifen Spermium, entspricht dies in etwa der Bestrahlung von 2 Tage
alten Minnchen. Die héchste Rate ergibt sich auBlerdem bei der ersten Befruchtung von Jung-
frauen. Bei weiteren Kopulationen sinkt der Anteil an Nachkommen mit rezessiv letalen Treffer
und steigt erst ab Tag 4 wieder an. Ab Tag 6-10 nimmt die Anzahl der lebensfihigen Nach-

kommen deutlich ab. Dies erklirt sich durch die Zerstdrung der Spermatocyten und spiten

65



Ergebnisse und Diskussion

A)  ca5kR Abbildung 33: Schema der Mutage-
# N nese
Vamf13 X XX ywf Massenkreuzung 50 ¢mit ca. 150
Y Dp(1,Y),shi B’y Bei den ersten Mutageneserunden (A)
wurden die bestrahlten Mannchen mit
F1: vamf 13 13 . x EMrc Etablierung von einzelnen Stammen attx Jungfrauen gekreuzt, die. ei'? den
Dp(1,Y),B'sd"shi’y FM7c Vam-Bereich abdeckendes Duplikations-Y
in die Stamme einbringen. Alle Vam f 13
Vamf 13 FM7c Magliche Nachkommen Ménnchen der folgenden Generation
FM7c Dp(1,Y),B'sd shi'y’ erhalten diese Duplikation. Etablierte
Varnf13 FM7c Stémme, in denen keine homozygoten
Dp“'Y)!*BSSd shiy FM7c Vam f 13 Weibchen aber Vam f 13 Mann-
Vamf13, chen mit Duplikation vorkommen tragen
vamf 13 demnach zumindest einen letalen Treffer
auf dem X-Chromosom innerhalb des von
der Duplikation abgedeckten Bereichs und
B) cas5kR sind somit gute Kandidaten fiir eine Re-
# ] version des Vam-Phanotyps. In Schema B
Yorpf13 x EMTe Massenkreuzung 50 amit ca. 1505 wird in den Einzelstimmen nur auf letale
Treffer auf dem gesamten X-Chromosom
F1: Vamf13 « EM7c Etablierung von einzelnen Stammen  Selektioniert. Die mdglichen Nachkommen
FMr7c Y der etablierten Einzelkreuzungen sind
. . grau dargestellt.
% Em;g % Mégliche Nachkommen
FM7c  Vamf13
Y Y

Spermatogonien, insbesondere durch die erhéhte Anfilligkeit der Spermatocyten fiir Chromo-
somenverluste durch die Bestrahlung (Welshon & Russel 1957; Baker 1957). Die Dosisabhingig-
keit wurde unter anderem von Edington 1956 als lineare Antwort iiber einen Bereich von
0,025 - 6 kRad beschrieben. Fir die Bestrahlung von Spermatidien geben Soebel und Broese
(Sobels & Broese 1970) einen Wert von ca. 2,2 % letale, geschlechtsgekoppelte, rezessive Treffer
pro 1 kRad Dosis an. Als groben Richtwert gibt Ashburner (Ashburner 1989a) 1 Treffer pro

5000 Chromosomen pro spezifischem Genlocus bei 4 kRad Dosis an.

3.2.4.2 Neue Rontgeninduzierte X-Chromosomale Defizienzen

Nach Vereinzelung der Stimme wurden alle rezessiv letalen X-chromosomalen Linien auf
Reversion des IVaz-Phinotyps tberprift. Dazu wurden von allen Linien jeweils 20 Jungfrauen
abgesammelt und nach einer Alterungsperiode von 21 Tagen vier Stiick Carnoy-fixiert und Paraf-
fin geschnitten (siche 2.3). Alle in Abbildung 34 aufgefiihrten letztendlich positiven Stimme
wurden diesem Prozedere je viermal unterzogen und zeigten bei keinem der Durchginge [Vam
typische Locher oder andere histologische Auffilligkeiten. Um zu tberprifen ob die Linien
tatsichlich noch das urspriingliche forked markierte [7am-Chromosom tragen, wurden alle
Stimme mit R73-Vamf Minnchen rickgekreuzt und die Nachkommen untersucht. Alle zeigten
sowohl den rezessiven Marker forked als auch die durch Vam verursachten Vakuolen in der Me-
dulla. Dieser Versuch wurde mit allen Linien doppelt durchgefithrt. Damit konnte gezeigt wer-

den, daB} alle verbliebenen Linien den Genotyp Vamf (Bestrahltes 17amf-Chromosom) besitzen.
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Zudem sind die letalen Treffer auf dem X-Chromosom lokalisiert und fithren zum Verschwinden
der histologischen Ausprigung des neurodegenerativen [“az-Phinotyps. Eine weitere mutante
Kopie des Vam-Gens fihrt wieder zu Lochern im optischen System, die semidominante Form
der Ausgangsmutation bleibt also gewahrt. Wire eine Mutation aullerhalb des eigentlichen [Vaz-
Locus fur die Reversion des Phanotyps verantwortlich, so mif3te sie also auf dem X-Chromosom

liegen und nur in cis-Richtung ihre repressive Wirkung auf ["a austiben.

Zur genaueren Lokalisation wurde bei allen Linien untersucht, ob sie die Defizienz Df1(19)

komplementieren kénnen bzw. von der Duplikation Dp1(1;4)long gerettet werden kénnen.

Linie # Vamft/Dfl19  Vamf/Dfl9; Vamt/Y Vamt/Y ; Rest ( Vamf Bemer-
Dp(1,4)long Dp(1,4)long / Fm7c & kungen
Df19 / Fm7c
/-
Dp(1;4) long

11 15 79 - - 82

20 7 78 - - 84

21 10 52 - - 065
24 5 53 - 4 96 sd Fligel

28 3 51 - - 33
35 6 63 - - 52 sd Fliigel

50 - 53 - - 56
98 - 27 - - 33 sd Fligel
104 - 53 - - 50 sd Fligel
127 - 22 - 3 36 sd Fligel

194 - 17 - 7 9

197 13 67 - - 63
199 2 68 - 35 68 sd Fligel

206 - 32 - 38 91

232 1 20 11 3 18

249 - 59 - - 50

271 - 3 - - 8

385 1 32 1 - 23

Abbildung 34: Nachkommen aus den Kreuzungen des Typs Vam f*1/FM7c X Df(1)19 / Y ; Dp(1;4) long / IV.:

[#] entspricht der jeweiligen Linie in der ersten Spalte. Die Mannchen FM7c/Y wurden nicht ausgezahlt und sind nicht
aufgefiihrt. Vam £ entspricht dem Vam F X-Chromosom mit letalem Treffer durch die Réntgenmutagenese. sd (scalloped) ist
ein distal von Vam liegendes bekanntes Gen bei dem Mutationen zu Defekten bei der Fliigelausbildung fiihren.

Nach der bisherigen Kartierung (siche 1.1.2) liegt der “am-locus nicht innerhalb des von der
Df(1) 19 f betroffenen Bereichs, wohl aber im durch die Dp(1:4) long abgedeckten Bereich.
Daraus ergibt sich, daf} die Linien 24, 199 und 232 am besten fur eine weitere Kartierung des
Vam Genbereichs geeignet sind. Diese Stimme sind tiber Df(1) 19 lebensfihig und werden von
Dp(1;4) long gerettet. Die neu generierten rontgeninduzierten letalen Mutationen liegen also
sicher im Bereich des Yam-Gens und koénnten somit fiir eine weitere Finengung der [Vam-

Mutation verwendet werden. Da die Stimme 24 und 199 wie auch einige andere Linien eine
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leichten sd-Phinotyp zeigen, mul3 man davon ausgehen, dal3 nicht das a7 Gen alleine getroffen
wurde, sondern in Ubereinstimrnung mit den Erwartungen Deletionen unterschiedlicher Gréf3e

erzeugt wurden (vgl. Abbildung 35).

Bei den Linien 232 und 385 gab es vereinzelt lebensfihige Minnchen des Genotyps 1Vaw
F¥/Y. Bei einer erneuten Uberpriifung des Iam-Phinotyps zeigten diese Linien wieder die
typischen Vakuolen in der Medulla und Lamina. In den vier Testrunden, bei denen zuvor iiber-
prift wurde, ob die heterozygoten Weibchen VVam f¥/FM7c einen VVam-Phinotyp zeigen,
konnten diese Stimme nicht aussortiert werden. Wie an der geringen Zahl der Nachkommen zu
sehen, haben beide Stimme offensichtlich eine seht schwache Konstitution. Vermutlich konnten

sie deshalb vorher nicht als falschpositive Linien ausgesondert werden.

<
<t - - I

Telomer sd Vam Centromer

Dp(1;4) fong

; i D(1)19f —
: I ) 11; 20; 21; 28; 197; 385
— . |
. ) 35
_.....:...l |
: i i 50; 98; 104; 249; 271
: 24; 199; 232;
—— e l l .......
: i | 194; 197; 206

Abbildung 35: Schematische Ubersicht iiber die Revertanten

Die neu erzeugten letalen Rontgenmutanten lassen sich in fiinf Klassen einordnen. Diese Klassen sind in der obigen
Grafik schematisch dargestellt. Die Bruchpunkte der neuen Deletionen sind nicht genau kartiert und entsprechend
punktiert dargestellt. Die Einordnung ergibt sich jeweils aus dem Verhalten zu den bekannten Markern Df (1) 19f,
Dp(1:4) long Vam und sd. Die griin gestrichelte Linie gibt die Position des Vam-Gens an.

AbschlieBend 1463t sich zu dieser sehr arbeitsintensiven Runde an Experimenten sagen, daf} die
Vam-Mutation sich dadurch klassisch genetisch noch weiter eingrenzen lieBe. Wenn die Experi-
mente der Keimbahntransformation mit PCs-Genie erwartungsgemil3 ausfallen, wire die weitere

Untersuchung der Linien jedoch obsolet.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit nochmals gesammelt und unter Berticksichti-

gung aller vorhanden Daten eine mogliche Weiterfithrung der Arbeiten aufgezeigt werden.

4.1 CG15914 ist Vam

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daf3 in wildtypischen Fliegen durch eine Keim-
bahntransformation mit einem P-Element, das den genomischen Bereich von UBL3 und
CG15914 aus Vam-Fliegen enthilt, ein [“am dhnlicher Phinotyp induziert werden kann (siche
2.2.7 und 3.2.2.2). Dadurch konnte der Beweis erbracht werden, dal3 entweder Ubl3 oder das bis
dahin nur hypothetische Transkript CG15914 fir den IVam-Phinotyp verantwortlich ist (siche
3.2.2.2). Das Drosophila-Ortholog zu UBL3 scheidet als méglicher Kandidat fir die Mutation aus
(siehe 3.2.3.2). Damit kann begriindet postuliert werden, dafl die Genregion von CG15914 die
IVam-Mutation trigt. Das putative Gen CG15914 konnte als Transkript in Vam-Fliegen bestitigt
werden (siche 3.2.3.3 a). Die Sequenz der CG15914 cDNA aus Vam-Fliegen weist vier Muta-
tionen im codierenden Bereich auf. Zwei davon fithren zu nichtkonservativen Aminosdureaus-

tauschen (siche 3.2.3.3 d).

Es konnten i silicco mehrere cDNAs aus verschiedenen Organismen und Gewebetypen
gefunden werden, die hohe Homologien zu dem putativen Genprodukt von CG15914 aufweisen
(sieche 3.2.3.3 ¢). Eine der nachgewiesenen Mutationen liegt zentral in einem hochkonserviertem
Bereich, dem neuen VISTA-Motiv (siche 3.2.3.3 ¢ & 3.2.3.3 d). Daher wird als Teilergebnis dieser
Arbeit postuliert, dal3 die in [“a» nachgewiesene Mutation innerhalb dieses VISTA-Motivs die

molekulare Basis fur die Ausprigung des [“az-Phinotyps ist.

Bisher handelt es sich um einen Indizienbeweis mit vielen AusschluBargumenten. Die erfolg-
reiche Transformation des fertigen PCs-Genie Konstrukts (vgl. 2.2.7 & 3.2.1.2) sollte einen
weiteren Beweis liefern, dal die Transkriptionseinheit CG15914 fir die [“az-Mutante verant-
wortlich zeichnet. Diese Transformanten miussen einen [“az-Phinotyp zeigen. Wenn dies der
Fall ist, konnte die eigentliche Mutation im VISTA-Motiv in einer wildtypischen Kopie des Gens
Uber Site-Directed-Mutagenesis PCR neu  kreiert werden. FEin derartiges Konstrukt muf} in
w'''"Fliegen transformiert ebenfalls den Phinotyp induzieren. Dies wire der endgiiltige Beweis

fir die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese.

70



Zusammenfassung und Ausblick

4.2 VISTA — Eine neue Genfamilie

Die homologen Proteine zu CG15914 werden als neue Genfamilie VISTA postuliert. Deren
Expression reicht vom 2-Zell-Stadium eines Maus-Embryo tiber Tumorzellen bis hin zu Brust-
und Nervengewebe beim Menschen (3.2.3.3 ¢). Die sehr hohe Konservierung (Abbildung 29 &
30) und der komplexe Genlocus im Menschen (Abbildung 28) deuten an, daf3 es sich bei diesen
Proteinen um Bausteine mit hoher physiologischer Relevanz handelt. Vor allem ein Bereich am
N-Terminus der Proteine ist hochkonserviert und enthilt unter anderem die auffillige Amino-

sauresequenz VISTA (Valin-Isoleucin-Serin-Threonin-Alanin).

4.2.1 Mogliche Funktionen der VISTA — Proteine

In keinem der anderen Organismen sind experimentelle Daten zur Funktion vorhanden. Das
konservierte Glykosyltransferase-Proteinmotiv ist nur schwach und gibt keinen befriedigenden
Aufschluf3 iber mogliche Aufgaben der neuen Proteinfamilie. In 3.1.3 konnten Indizien fir die
Beteiligung des dVISTA-Proteins an der Regulation der Transkription des P-Element-Promotors
angefithrt werden. Auch wenn die Repression der Transkription die wahrscheinlichste Ursache
fur die in 3.1.3 beschriebenen Phinomene darstellt, so konnte dies nicht bewiesen werden. Um
die Beweisfithrung weiter zu konsolidieren, wire es notig zu zeigen, dall nur die Transkription
des P-Element Reporters lacZ, nicht aber die Proteinstabilitit desselbigen in [“az-Fliegen ver-
mindert wird. Dies konnte z.B. tiber die Wahl eines anderen Reporters geschehen, der, wenn nur
die lacZ-Stabilitit in [Vam beeinflul3t wire, ein wildtypisches Expressionsverhalten zeigen sollte.
Im anderen Fall, wenn sich also die Ergebnisse des lacZ-Reporters mit einem anderen Reporter-
gen reproduzieren lieBen, so wiirde damit bewiesen, dall VAM tatsachlich einen Einfluf3 auf die
Transkription ausiibt. Zudem konnte tber eine quantitative RT-PCR der Transkriptionsstatus des
P-Element Promotors in [“az- und wt-Fliegen tiberwacht werden. Auch hier wiirde ich erwarten,

daf3 in Vam-Fliegen die Transkriptionsrate und damit die Menge an Reporter-mRNA sinkt.

Um die weiteren Aufgaben des Proteins zu charakterisieren, konnen einige Standardmethoden
verwendet werden. So z.B. ein Yeast two hybrid Screen, oder ein anderes auf Protein-Wechselwir-
kungen basierendes Nachweisverfahren, um mogliche Interaktionspartner zu finden. Mit der Er-
zeugung von Antikérpern gegen VAM oder sogar nur gegen den konservierten Bereich des
VISTA-Motivs kénnten die Lokalisation des Proteins in den Zellen und den verschiedenen Ge-

weben verfolgt werden.
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Der neuronale Phinotyp der Mutante spiegelt wahrscheinlich weniger eine neuronale Selek-
tivitit dieses Proteins als vielmehr die erhohte Anfilligkeit des Nervensystems generell und der
Lamina von Drosophila m. im speziellen wieder. Ungeachtet dessen stiinde mit [z eine Mutante
einer neuen, in Vertebraten anscheinend ubiquitiren Proteinfamilie zur Verfiigung, die evtl. an

der Transkriptionsregulation beteiligt ist.

Sofern die noch ausstehenden Kontrollexperimente mit PC;-Genie und der angesprochenen
quantitativen RT-PCR positiv verlaufen, ist eine Fortfihrung der Arbeit in jedem Falle lohnens-

und winschenswert.
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5 Anhang

5.1 Sequenzen

5.1.1 human_con

Konsensus Sequenz der humanen cDNAs: 2747 bp

1 CCAGATTGGA CATATGTAAA GGGACATCAG TATATCTGGA TCATCAGATT GTGCTTCAAG AAGACCATAG GGAAGAACGC ATTTTCATCT TGCTGCAAAA
101 GTTGCAATAG AAGATCTGAA AGGTTTGAAT GGGCCAATGAGTATCCTCAT CATTGAAGCA TTCTATGGAG GCTCCCATAA ACAGCTGGTG GATCTTCTTC

201 AAGAAGAGIT AGGAGACTGT GTCGTTTATA CCCTTCCTGC AAAGAAATGG CATTGGAGAG CCCGGACATC TGCTTTATAT TTCTCTCAGA CCATTCCCAT
301 CAGTGAGCAT TACAGGACCC TCTTTGCAAG TTCAGTGCTT AACCTGACCG AACTGGCTGC CCTTCGGCCT GACCTTGGGA AACTGAAAAA GATTCTGTAT
401 TTTCACGAGA ACCAGTTGAT ATATCCTGTC AAGAAATGTC AGGAGAGGGA TTTCCAATAT GGATACAACC AAATTCTTTC ATGCCTGGTG GCTGATGIGG
501 TTGTATTCAA CTCAGITTTT AATATGGAAT CATTTCTCAC TTCCATGGGA AAATTTATGA AGCTGATTCC TGATCACAGA CCCAAGGATC TGGAAAGCAT
601 CATCAGACCC AAGTGCCAAG TTATTTACTT TCCCATCAGG TTTCCTGATG TGAGCAGTAA ACACTGGGCT ACTCATATAA AACTTATTTG AAGAGTGAGG
701 AATAAGAGIT TCCAGCATTT GAAACTCAGA ATCTGGTGGC TGTAGCAACA CTCCTGITCT GCCTCTTCCT GIGGCTATCA GGTGAATCCT TCTTTTTATC
801 CCTGAGTCCT GTTGGGATAG CTGGGTGACG TCATGAGGCG TGGGCTGATG TACTGATTCATGCCCAAGCA CAAAACAACC CATTTAAAGA AGATGCTCGG

901 CCTTAAAGGA AATGGCGGTG CGGTTCTGTC CATGGCCCTT CCTTTTCAGC CAGAGCAGAG AGATTCAGAG GATTTATTGA AGAATTTTAA TTCAGAGIGT
1001 GATACACACT GIGGCCTTGA TACTGCACGA CAAGAATATT TGGGTAACTC ATTAAGACAG GAATCAGACT TGAAAAAATC CACCTCGTCA GATAATTCAA
1101 GCTCTCATCA TGGTGAAAAT AAACAAAATC TGACTGITGA TCCCTGTGAC ATTTTGGGTG GAGITGATAA TCAGCAAAGA CTGCTACACA TTGICTGGCC
1201 TCACAGGTGG GAGCATGATA AAGATCCAGA AAGCTTTTTT AAGGTATTAA TGCATCTTAA AGACTTAGGA CTCAATTTCC ACGIGTCTGT ACTTGGAGAA
1301 ACCTTCACAG ATGTCCCAGA TATTTTTTCA GAGGCCAAAA AGGCATTGGEG ATCTTCTGIC TTACACTGGG GCTACTTACC CAGCAAAGAT GACTATTTCC
1401 AAGTACTGIG CATGGCTGAT GITGTCATCT CAACAGCTAA GCATGAATTC TTTGGAGTGG CAATGTTGGA AGCTGTGTAC TGTGGGTGIT ACCCACTTTG
1501 TCCTAAAGAT TTGGITTATC CCGAAATATT TCCAGCTGAA TATCTGTATT CTACACCTGA ACAGCTTTCA AAAAGGCTCC AGAATTTCTG CAAGAGACCA
1601 GATATTATAA GAAAACATCT CTATAAGGGT GAAATCGCTC CGTTTTCTTG GGCAGCCCTA CATGGTAAAT TCAGGTCTCT GCTTACAACA GAACCTAGGG
1701 AAGATTTGIG ACAGATGGGG CTAAGTCACA AACTTGCAGC CTAAGGCAGA ATCTGAAGAA CTTTCCAGAG TGTGCCCATA TTTACCTGAT CAGAGAGAAA
1801 AGAAAATCTG CAGAGGAAGC TGAGCCTGGC TGCTTGICAT AGCTGACACA GAGCCATCTG CCACAAACCT GI'GGCGGCTT CAGATCTCCA ATCCCTGCCA
1901 CCACCCCAAC TCAAATTAAA TACAGATTCC TAGAGACGIT ATGATGGTTA CACATGICCT CGGCATCACA TGTAGGAGAC TGTTCAAAAA AAATATGTGG
2001 CCTGITGTAT AACCGCACTC ATGTATCCCA TATGITGGTGC CACATTGAAT TTCCGGTTGA ATCCGTTTTT ATCCTTTGTA CTGGATGACA TGGTGCCTGA
2101 ATTCTTTCTT TTCGCCGACA CGATGGCAGC CAAACTGCAG CTTCAAACGC TCACACTTGG CTGGGTTTCT ACCTAGGITG CCAGGTTATC ATCGGAGCCT
2201 TCTTGIGICC TCAAAGGGCC ACGAGGCCTG AAAGGAGGAT CAGAATGCTT TGGGATTAAT TGGGCAGCCA TCGCAGAATT GITTGIGGGC AAAGGGCTGC
2301 TTTAGCACTT TTCTTTTAGC AAATTAATGA CTCTCAGGCA CAGGGGGITT TAAGTGAAGG TATTAATAAG AGGTCTGGCA GGTATTCCCA TGATTCACAG
2401 AGITACATTT GCATTTAATT AATCTTAAAG TTGCAAGATA AACAGCTGTA ATTCGGACAA ACATGACAAA CACAGTGAAG CCAACTATCC CATAAAATGA
2501 ACACTGACAT ACTTGITTTA ATTTTTTTCC CAGCGTAAAA ATAGAAAAAT CAAAATACTC CTAACAAAAC CAGTGATTTT GATAGAAATA TTTCTCCAAT
2601 ATACTTGCAT CCACCTACAA ATATAACCTT TTCAAGATAA ATCGCTTATG ATTTCAATAG TCAAACTGCT GIGITTGITG ATGTAAAGAT GITTTGAATG
2701 GCTAGATGGT AAAATAAATT CTTAATAAAG TACCCACTGC AATTTTT

Abbildung 36: Konsensus cDNA human_con:

Sequenz der Konsensus cDNA wie in 3.2.3.3 ¢ beschrieben. Der Beginn der fiir das CLUSTALW-Alignment verwanten ORFs
sind jeweils durch ein ATG markiert.

5.1.2 xeno_con

Konsensus Sequenz der Maus Xenopus laevis cDNAs: 1234 bp

1 AATTCGGCAC GAGGAGGACA AGTACAGAAG ACGTTGGCTG GAGAGAAAT (GAGCACCCTGC TGCTAGTCGA AGCCTTCTAT GGAGGGTCCC ACAAGCAGCT
101 GATGGACCTA ATTAAAGAAG AGGTAGAAGG CTGTATTTTG TATACACTCC CGGCGAAGAA ATGGCACTGG CGAGCACGGA CGGCCGCACT GTATTTCATG
201 CAAGCGATTT TACCCAGTGA TACCTACAGG GITCTATTTA CAAGITCAGT TTTGAACCTG GCAGAACTTG TGGCGCTTCG ACCAGACCTG GGCAAATTAA
301 AAAAGATCCT CTACTTCCAC GAGAACCAGT TGATCTATCC TGTTCAAAAG AGTCAAGAGA GAGACTTTCA GTATGGCTAT AACCAAATTC TTTCATGITT
401 AGTTGCAGAT ACTGIGGTGT TCAATTCTGC CTTCAACATG GAATCTTTTC TAACTTCTAT AAAAACCTTT CTGAAGAAGA TACCGGACCA TCGTCCCAAG
501 AATCTGGAAG AAATTATCAG ACCAAAATGC TGGGTCCTTT ATTTTCCCAT TAATTTTCCA GACMICASGC AGTMYSTGCC AGAGCATAAA TGCATACCCC
601 ATAACCTAGT GGATAAATCA TCTAGTGATA TCAGITATTG CCCAAAAACA TCAATTCAGA CAGGRCGTAT GTCTGTGGAA TTCAGTGATC ATCAAATSCA
701 GTGCTCTAWI GATGAGTCAT CTGCTGAACA AGAGAAAACA RCWGTCTCTG AAAAAAACAA TTGTGAAGKT GGYGATCATG TGATTKTACA TTCACAAAGT
801 ACCTTGGCTG GSGATATTCA TCAGGAAAAG CCCTTGCATA TTGTGTGGCC TCATAGATGG GAACATGATA AAGACCCAGA AACGTTCTTT AAAGTATTGC
901 TGAAACTTAA AGAAAAGGAG CTGACTTTTC ATCTATCAGT CCTTGGAGAA ACCTTTACCG ATGTACCAGA TATATTTTCT GAAGCCAGAA TAACCTTGGG
1001 ATCGICTGIC TTGCACTGGG GCTATTTAGC CAGCAAAGAT GACTATTTGC AAGCTCTCTG CATGGCTGAT GITGTCGTTT CAACAGCTAA ACATGAATTC
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Anhang

Konsensus Sequenz der Maus Xenopus laevis cDNAs: 1234 bp

TTTGECGTGG CAATGCTGGA AGCTGTGCAC TGTGGCTGCT ATCCCCTGTG CCCCARATCC
CTTCACCTGA ACAGCTTTTG CGAAAGCTCG AGGATTTTTG TTA

Abbildung 37: Konsensus cDNA xeno_con

TTGGTGTACC CCGAAATTTT CCCAGCAGTA TATNTGTATT

Sequenz der Konsensus cDNA wie in 3.2.3.3 c beschrieben. Der Beginn des fiir das CLUSTALW-Alignment verwandten ORF
ist durch ein ATG markiert.

5.1.3 mus_conl

1
101

201
301
401
501
601
701
801
901
1001
1101
1201

Konsensus Sequenz der Maus cDNAs 1247 bp
CTCAGACTCC TTGGAGATGC TGCTGCATCT CAGATCTGTG GCGOCTTGTC CCCAGCCAGG
AAGTCTGAT GAACACCCTGA CCTTGATGCT GWACWAGAAG CCCTGGACAA CCCATCTAGT
CCTCTTGATC CCAGCACCCT TCTGTGTGGA GCTGAAGATC CGCAAAGACC GCTGCACATT
CGTTCTTAAA GATACTAATG AGTCTAAAGC AGTTAAACTT GAACTTCCAT GTCTCTGTCC
AGCCAAAAAG GCACTGGGCT CTTCAGTCTT GCACTGGGGC TACTTACCCC GTAAAGAAGA
ACAGCCAAGC ATGAATTCTT TGGAGTAGCA ATGTTGGAAG CTGTGTACTG TGGCTGCTAC
CAGCTGAGTA TCTGTATTCC ACACCTGAAC AGCTTTCAAA ACGGCTCAAG AGTTTCTGCA
AGTGGCTCCA TTTTCTTGGG CAGOCCTACA TGGTAAATTC AGGTCTCTGC TCACAACAGA
CTTGCAGCCT AAGGCAGAAT CTGAAGAACT TTCCAGAGTG TGCCCATATT TACCTGATCA
CTTGTCATAG CTGACACAGA GOCATCTGCC ACAAACCTGT GGOGGCTTCA GATCTCCAAT
GAGACGTTAT GATGGTTACA CATGTCCTCG GCATCACATG TAGGAGACTG TTCAAAAAAA
TGTGGTGCCA CATTGAATTT CCGGITGAAT CCGITTTTAT CCTTTGTACT GGATGACACG
AACTGCAGCT TCAAACACTC ACACTTGGCT GAGTTTCTAC CTGGGT

Abbildung 38: Konsensus cDNA mus1_con

GCAGAGGGTT TCTGAGAAGT CACCGGAGAA CTGTGAATCA
CCATAAATCA GGCTCTCTTC CTGTGAGTAA AGAAAACCTG
ACATGGCCGC ACAGGTGGGA GCATGACAAA GATCCAGAGA
TCGGRGAGAC TTTTWCAGAC ACACCAGATA TATTTTCAGA
CTATTTCCGC GTACTGTGCA TGGCTGACGT TGTCATCTCA
CCACTCTGTC CCAAAGCCTT GGTCTATCCT GAGATCTTTC
AGAGGCCAGA TATTATAAGA AAACATCTTT ATAAGGGTGA
ACCCAGGGAA GATTTGIGAC AGATGGGGCT AAGTCGCAAA
GAGAGAAAAG AAAATCTGCA GAGGAAGCCG AGCCTGCGCTG
CCCTGCCACC ACCCCAACTC AAATTAAATA CAGATTCCTA
ATCTGTGGCC TGTTGTATAA CCGCACTCAT GTATCCCATA
GAGCCTGAAT TCTTTCTTTC TGCCGACACG ATGGCAGCCA

Sequenz der Konsensus cDNA wie in 3.2.3.3 ¢ beschrieben. Der Beginn des fiir das CLUSTALW-Alignment verwandten ORF
ist durch ein ATG markiert.

5.1.4 mus_con2

1

101
201
301
401

Konsensus Sequenz der Maus cDNAs 485 bp

GATCAGAAGG TTTGAACAGG CCAATGAGTATTGTCATCAT CGAGGCATTT TATGGAGGCT
TGACTGCGTG TTGTACACTC TTCCTGCAAA GAAATGGCAC TGGAGAGCAC GCACAGCAGC
AGGACCCTCT TTGCAAGCTC AGTACTCAAC CTGACTGAAC TGGCTGCCCT TOGGCCTGAT
AGTTGGTGTA TCCTGTCAAG AAATATCAGG AGAGAGATTT TCAATATGGA TACAACCAAA
CAGTTYTAAT ATGGAATCAT TTCTTACTTC TATTGGAAAA TTCCTGAAGC TGATTCCTGA

Abbildung 39: Konsensus cDNA mus2_con

Sequenz der Konsensus cDNA wie in 3.2.3.3 ¢ beschrieben. Der Beginn des fiir das CLUSTALW-Alignment verwandten ORF

ist durch ein ATG markiert.

CCCATCGACA GCTGGTAGAG CTGCTCCGAG AAGAATTAGA
CTTATACTTC TCACAGAATA TTCCCAGCAG TGAGCACTAC
CTGGGAAAAC TGAAAAAGAT CTTATACTTC CATGAAAACC
TTCTCTCGIG TTTGGTGECT GATGITGIGG TATTCAATTC
TCACAGGCCT AAGGATCTGG AAAGC

5.1.5 Erganzungen zu bestehenden Genbank Eintragen

143155

TATGCCCAAATTGTAGACACTAAAATAAGGTAAAAACAG

Abbildung 40: Erganzung zu AE003500:

TTTCTCAATGTTTTCTTCATATAT CTGCGCACTAAT CAGT GTGCACATGCATATATACATATATATATATATATATATATATATATGCECGAATGTGT T

Innerhalb des Genbankeintrags AE003500 bestehen viele Abweichungen zu den von uns ermittelten Sequenzen. Die meisten
davon dirften natirliche Variationen innerhalb der fiir die Sequenzierungen verwendeten Fliegenstamme darstellen. Ab
Position 143177 sind innerhalb von AE003500 fiinfzig ,Ns" aufgefiihrt, um anzuzeigen, daB hier bei den Alignments der ver-
schiedenen Sequenzen noch eine Liicke ohne Sequenzinformation klafft. Anhand unserer Sequenzdaten konnen die 50 Ns
durch die oben fett gedruckte Sequenz ersetzt werden.

75



Anhang

5.2 Vektor und Restriktions-Karten

5.2.1 Die 18 kb des Vam-Bereichs

1000 17000

| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
Apa I I |
BamH I [ [
EcoR I \ [ [ \ [ \
Kpn I
Sac I [ [ 1 | [
Sac II [ [ | [

I W< H- -

CG8578 ATP-¢ CG9032 UBL3 CG9038 CG15914 Dmyb CG9045 Gbeta-13F CG10545

Abbildung 41: Restriktionskarte der Vam-Region

Position der Restriktionsschnittstellen fiir Apal, BamHI, EcoRI, KpnI, Sacl und Sacll: Schematisch sind die in der Region
vorhandenen Gene mit den GadFly Annotationsnummern und Leserichtung angegeben.

5.2.2 PSNE

Sequence : pSNE.MPD ( 1 >

1658 ) 14 Unique
Sit

Enzymes : 27 of 525 enzymes
(Filtered), 20 Enzymes Cut
Settings : Circular,

Certain Sites Only, Standard
Genetic Code

126 Apa I 154 BamH I
200 Bgl II 1002 cCla I
164 EcoR I 132 Kpn I
135 Not I 1166 Pvu I
110 Sac I 135 Sac II
116 sal I 1626 Sca I
99 Sph I 110 Xba I

PSNE.MPD ( 1 > 1658 )
o Not Cut
: 27 of 525 enzymes

tings : Circular, Certain

Sites Only, Standard Genetic Code
Bgl I
Mun I
Nde I
Pvu I
Spe I
Xho I
Xmn I
amH I
pn I Xma I
Sac I Not I Sma I
IHind III IEr:QR fph Ilpst If{ha Ifal I r\pa I Fac II Il!'.coR I
ZCTTCCA GATATCGCATGC AG AG. GGTAC GG CCAGCTTTAGAG

GAGCTTCGAAGGTACCCTATAGCGTACGGACGTCTCGAGATCTCAGCTGC!

Abbildung 42: Der Klonierungsvektor PSNE

Als Ausgansprodukt wurden der Vektor pOT2 (URL10) verwandt und einige Restriktionsschnittstellen der MCS (Multiple
Cloning Site) verandert.

Der Vektor PSNE ist ein in Zusammenarbeit mit Jakob Tschipe im Zuge der Klonierung der

p{CoSpeR-3}- Konstrukte entstanden.
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5.2.3 p{CoSpeR-3}

> % === g - Squ@nce : pcaspe;§4SEQ (1
R (IK;}Q/ g5 > 7815 ) 12 Unicue
\ | /= 3 Sites

\

Enzymes : 22 of 525 enzymes
(Filtered), 22 Enzymes Cut
Settings : Circular,
Certain Sites Only, Standard
Genetic Code

28 BamH I 58 Bgl II
2831 Cla I 46 EcoR I
Nde I 5 Not I
Nru I 14 Pst I
\ Pvu IT 71  Sac II
[ [ Y Sca I 82 sStu I
] L
[1g P-Casper3 | 11
|| B o | t1+—S8c! Sequence : pcasper3.SEQ ( 1
L 7815bp E ] “F“f——f_sau > 7815 ) 6 Enzymes

Do Not cCut

Enzymes : 35 of 525 enzymes

(Filtered)

Settings : Circular,

Certain Sites Only, Standard

Genetic Code

Kpn I

Mun I

Sfi T

Spe I
I
I

Sph
Xho

IHind ITI lSal I |2<ba I |BamH |EcoR I |Bgl I | [Xba I |Stu I
ARGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAAT TCGTTARCAGATC TGCGGCCGCGGTCTAGAAGGCCTAATTC

st I ’Sma I ac T Not Igac II
: {

TTCGAACCCGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCGCTCGAGETTAAGCARTTGTCTAGACGCCGGCGCCAGATCTTCCGGATTAAG

Abbildung 43: Der Transformationsvektor p{CoSpeR-3}

Schematische Vektor Karte des Transformationsvektors p{CoSpeR-3}, der fiir die genomischen Keimbahntrans-
formationen verwandt wurde.
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