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Teil 1: pipe — Transkriptions-Regulation Einleitung

Teil 1. Die Transkriptions-Regulation des EGFR-Zielgens

pipe in der Oogenese von Drosophila melanogaster

1.1 Einleitung

1.1.1 Transkriptionsregulation bei Eukaryonten

Als Folge der Sequenzierung diverser tierischer Genome hat sich gezeigt, dass im
Durchschnitt die Anzahl der Gene bei Vertebraten nur ungefahr doppelt so hoch ist, wie bei
Invertebraten. Diese zunachst lGberraschende Entdeckung war ein erster wichtiger Hinweis
darauf, dass vor allem Unterschiede in der Regulation der Genexpression flr die Vielfalt der
Organismen und insbesondere fir die groRere Komplexitdt hoherer Lebewesen
verantwortlich sind und nicht ein grofleres Repertoire unterschiedlicher Gene. Tatsachlich
sind die Mechanismen der eukaryotischen Genregulation weitaus komplexer, als bei
prokaryotischen Organismen, bei denen das klassische Operon-Modell eine vergleichbar
einfache Erklarung fur die Funktion der Genexpression auf molekularer Ebene lieferte (Jacob
et al., 1960; Levine and Tjian, 2003).

Eine zentrale Funktion bei der Transkriptionsregulation in Eukaryoten haben
Transkriptionsfaktoren, die an spezifische cis-regulatorische Motive (Transkriptionsfaktor-
Bindestellen, TFBS) binden, die in einem sehr variablen Abstand, sowohl proximal als auch
distal zur Transkriptions-Initiationsstelle vorkommen koénnen (Arnosti, 2003; Barolo and
Posakony, 2002; Lee and Young, 2000). Benachbarte TFBS sind haufig in Form von cis-
regulatorischen Modulen (CRM) organisiert. Die kombinatorische Wirkung verschiedener, an
einem CRM gebundener Transkriptionsfaktoren ist fir das resultierende Expressionsmuster
in bestimmten Geweben oder Zellen verantwortlich (Arnosti, 2002). CRMs werden auch als
Enhancer bezeichnet, obwohl Transkriptionsfaktoren sowohl als positive (Aktivatoren), als
auch als negative (Repressoren) Regulatoren der Transkription fungieren (Blackwood and
Kadonaga, 1998; Gaston and Jayaraman, 2003; Gray and Levine, 1996b). Oft wird der
gesamte cis-regulatorische Bereich eines Gens als Promotor bezeichnet und die direkte
Region (~100 bp) um die Transkriptions-Initiationsstelle als Kern-Promotor oder basaler
Promotor. Transkriptions-Cofaktoren interagieren mit den DNA-gebundenen
Transkriptionsfaktoren und der am Kern-Promotor gebundenen, generellen Transkriptions-
Maschinerie (Komplex aus RNA-Polymerase |1l und so genannten generellen
Transkriptionsfaktoren) und bewirken so eine spezifische Regulation der Genexpression
(Courey and Jia, 2001; Naar et al., 2001). Eine weitere wichtige Rolle spielt dabei aulRerdem
die Organisation der Chromatin-Struktur, die vor allem Uber die Modifizierung von Histonen
reguliert wird (z.B. Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Methylierung)
(Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis, 2000; Thiel et al., 2004).
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1.1.2 Bioinformatische Identifizierung potentieller cis-regulatorischer
Motive

Fir die Vorhersage cis-regulatorischer Motive sind bioinformatische Methoden unerlasslich,
eine verldssliche Identifizierung funktioneller Elemente stellt aber immer noch ein grofRes
Problem dar, da regulatorische Sequenzen meist sehr kurz und hoch variabel sind. In den
letzten Jahren sind jedoch erhebliche Fortschritte in diesem Zweig der Bioinformatik gemacht
worden und zahlreiche, teils sehr unterschiedliche Programme, sind fir diese Aufgabe
entwickelt worden, die zum groften Teil Uber das Internet frei zuganglich sind. Vergleicht
man die verschiedenen Methoden, nach denen diese Programme arbeiten, so lassen sich
diese zunadchst nach der Art des bendtigten Inputs unterscheiden und in 2 Hauptgruppen
einteilen (Elnitski et al., 2006; GuhaThakurta, 2006).

Bei der ersten Gruppe von Programmen muss eine TFBS bekannt sein und entweder als
einfache Konsensussequenz, auch als DNA-Sequenz-Muster (sequence pattern) bezeichnet,
oder in Form einer PWM (position weight matrix) vorliegen (GuhaThakurta, 2006; Harr et al.,
1983; Stormo et al., 1982). Die Darstellung eines Motivs in Form einer PWM stellt dabei eine
Verbesserung dar, da in diesem Fall die exakte Motiv-Variabilitdt mit einbezogen wird, indem
die Haufigkeit jeder Base an jeder Position bertcksichtigt wird, oder auch indem Nukleotiden,
die in einem Motiv nicht vorkommen sollen, ,Strafpunkte” (penalties) zugewiesen werden. Da
es nur fur eine sehr begrenzte Zahl aller Transkriptionsfaktoren Informationen bezuglich der
Sequenz der TFBS gibt (Roulet et al., 1998), lasst sich die Mehrzahl der tatsachlich
vorkommenden Motive durch diese erste Gruppe von Programmen nicht identifizieren.

Einen alternativen Ansatz bieten Programme, die tatsachlich nur eine cis-regulatorische
Sequenz als Input bendtigen, in diesem Fall spricht man auch von einer ,ab initio“ oder ,de
novo® Motivsuche. Flr die ab initio-Suche nach TFBS sind verschiedene Algorithmen
entwickelt worden, die gréltenteils nach ,lberreprasentierten® Mustern in der DNA suchen
(Brazma et al., 1998; Bussemaker et al., 2000; van Helden et al., 1998). Beispiele fir haufig
verwendete Algorithmen sind der Greedy-Algorithmus (Hertz et al., 1990; Hertz and Stormo,
1999; Stormo and Hartzell, 1989), der EM-Algorithmus (expectation maximation) (Bailey and
Elkan, 1995a; Cardon and Stormo, 1992; Lawrence and Reilly, 1990) und der Gibbs-
Sampling Algorithmus (Lawrence et al., 1993). Obwohl in den letzten Jahren deutliche
Fortschritte bei der Entwicklung neuer Methoden fiir die ab initio ldentifizierung cis-
regulatorischer Motiven gemacht worden sind, ist die Anzahl falsch positiver Vorhersagen
sehr hoch (Jolly et al., 2005; Tompa et al., 2005).

Eine hilfreiche Methode zur Minimierung falsch positiver Vorhersagen, ist die Einbeziehung
orthologer Sequenzen. Die steigende Zahl vollstadndig sequenzierter Genome hat zu einer
vielfachen Anwendung komparativer Genomik bei der bioinformatischen Identifizierung von
TFBS gefuhrt (Dermitzakis and Clark, 2002; Emberly et al., 2003; Hong et al., 2003). Die
Identifikation wichtiger biologischer Signale auf der Basis evolutionarer Konservierung, wird
auch als phylogenetic footprinting bezeichnet (Duret and Bucher, 1997; Hardison et al.,
1997; Tagle et al., 1988). Diese Methode basiert auf der Annahme, dass funktionale
Elemente (zum Beispiel cis-regulatorische Motive) unter Selektionsdruck stehen und deshalb
mit einer langsameren Rate evolvieren, als nicht funktionale Sequenzen. Eine als

2
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phylogenetic shadowing bezeichnete Variante des phylogenetic footprinting verwendet
insbesondere die homologen Sequenzen einer groRen Zahl nahe verwandter Spezies
(Boffelli et al., 2003). Da die Ubergange in den Verwandtschaftsgraden verschiedener
Spezies flieRend sind, und eine genaue Abgrenzung naher oder fern verwandter Arten daher
schwierig ist, verwende ich im Folgenden nur den Ausdruck phylogenetic footprinting. In
vielen Fallen hat die Berlcksichtigung evolutionarer Konservierung tatsachlich zu einer
nachweislichen Verbesserung bei der ldentifizierung von TFBS gefihrt (Blanchette and
Sinha, 2001; Frith et al., 2004; King et al., 2005; Loots et al., 2000; Sinha et al., 2004).
Inzwischen sind die Genome von 12 Drosophila-Spezies vollstadndig sequenziert ((Gilbert,
2007); http://insects.eugenes.org/DroSpeGe/), von evolutionar bis zu 40 Mio. Jahren
entfernten Spezies (D. mojavensis, D. virilis, D. grimshawi), bis hin zu sehr nahe verwandten,
nur wenige Mio. Jahre entfernten Arten (D. simulans und D. sechellia) (s. Abb. 1.1.1.).
Drosophila ist damit besonders geeignet flr bioinformatische Analysen, die auf der Methode
des phylogenetic footprinting beruhen.

D. simulans
D. sechellia
D. melanogaster
melanogaster subgroup D. Yle.lel
melanogaster group D- erecta
D. ananassae
— obscura group r D. pseuT:lo'of:scur'a
L D. persimilis
wElston grow D. willistoni —
repleta group D. mojavensis \ ey —
D. virilis ey
virilis group
Drosophila 5 ;
- - D. grimshawi a
Hawaiian Drosophila ks g
I ] ] ] I 1
50 40 30 20 10 0
Divergence Time
(Million Years)

Abbildung 1.1.1.: Phylogenetischer Stammbaum der 12 vollstdndig sequenzierten

Drosophiliden (aus: Crosby et al., 2007)

Fir eine endgiiltige Validierung vorhergesagter TFBS sind experimentelle Daten immer noch
unerlasslich (Vavouri and Elgar, 2005). Dabei hat sich insbesondere herausgestellt, dass die
haufig beobachtete Bestatigung der Bindung von TF an vorhergesagte TFBS in vitro
(Tronche et al., 1997) oft keine funktionale Relevanz besitzt. Die verlasslichste Mdglichkeit
zur Uberprifung der identifizierten TFBS in einem biologisch relevanten, gewebsspezifischen
Kontext, stellen in vivo Experimente dar, insbesondere die Expressions-Analyse von
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Promotor-Reporter-Konstrukten in transgenen Tieren (Hallikas et al.,, 2006; Khokha and
Loots, 2005; Poulin et al., 2005; Shin et al., 2005). Aufgrund der sehr gut etablierten und
vergleichsweise wenig zeitaufwendigen Methoden zur Herstellung transgener Fliegen, ist
Drosophila auch unter diesem Gesichtspunkt flr die Anlayse der Transkriptionsregulation
spezifischer Gene besonders gut geeignet.

1.1.3 Drosophila-Oogenese

Die paarigen Ovarien von Drosophila bestehen jeweils aus 15-16 so genannten Ovariolen
(Abb. 1.1.2.) (King, 1970) (Spradling, 1993).

Follikelzelle

Vitellarium

Eikammer Néhrzelle Qocyte  cells

Abbildung 1.1.2.: Schematische Darstellung einer Ovariole von Drosophila melanogaster. Der
anteriore, distale Teil der Ovariole ist links orientiert. (aus: Wolpert, Entwicklungsbiologie, Spektrum
Akademischer Verlag, 1999)

Die Oogenese beginnt im so genannten Germarium am anterioren Ende der Ovariole mit der
Bildung eines Cystoblasten durch die asymmetrische Teilung der Keimbahn-Stammzellen.
Nach vier weiteren unvollstindigen mitotischen Teilungen entsteht daraus eine Cyste,
bestehend aus 16 Uber Cytoplasmabricken miteinander verbundenen Keimbahn-Zellen, der
eigentlichen Oocyte und 15 polyploiden Nahrzellen, welche die Oocyte mit RNAs und
Proteinen versorgen. Wahrend der weiteren Entwicklung werden die Keimbahn-Zellen von
den somatischen Follikelzellen umwandert (Margolis and Spradling, 1995), welche fir die
Synthetisierung der Eihille (Vitelinmembran und Chorion) verantwortlich sind und eine
Schlisselfunktion bei der Etablierung der Polaritat des Embryos haben (s.u.). Die dadurch
gebildete Eikammer durchwandert das Germarium weiter in posteriore Richtung, wobei die
eigentliche Oocyte eine asymmetrische Position am posterioren Ende der Cyste einnimmt
und dadurch die primaren Koordinaten der anterio-posterioren Achse festlegt (Huynh and St
Johnston, 2004; Spradling, 1993). Einzelne Eikammern werden durch eine Reihe von flinf
bis sieben speziellen Follikelzellen, den so genannten ,stalk cells®, voneinander getrennt. Die
Nahrzellen degenerieren gegen Ende der Oogenese (s. Einleitung zu Teil 2). Basierend auf
morphologischen Kriterien ist die Oogenese in 14 aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien
aufgeteilt worden (Abb. 1.1.3.); dabei beschreibt das Stadium 1 die neu gebildete Eikammer
im posterioren Bereich des Germariums und das reife Ei charakterisiert das Stadium 14 (Lin
and Spradling, 1993).
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Stadium 1-4

Stadium 11

Stadium 8
il Stadium 12
Stadium 9
Stadium 13
Stadium 10A
Stadium 10B Stadium 14

Abbildung 1.1.3.: Ausgewahlte Oogenese-Stadien von Drosophila melanogaster . Oben links ist
der distale Teil einer Ovariole gezeigt, mit dem Germarium an der anterioren Spitze (G) und jungen
Eikammern der Stadien 1-4. Die Eikammern der Stadien 8-14 sind jeweils aus der Ovariole frei
prapariert. Anterior ist jeweils nach links orientiert. (King, 1970)

1.1.4 Festlegung der Korperachsen wahrend der Oogenese

Wahrend der friihen Oogenese befinden sich sowohl der Oocytenkern, als auch die eng
damit assoziierte grk-mRNA am posterioren Ende der Eikammer. grk codiert fur ein TGF-a
(Transforming Growth Factor a) homologes Protein (Neuman-Silberberg and Schupbach,
1993), welches als Ligand an das im Follikelepithel exprimierte Drosophila-Homolog des
EGF-Rezeptors (Epidermal Growth Factor-Rezeptor; EGFR, (Livneh et al., 1985; Price et al.,
1989; Schejter et al., 1986; Shilo et al., 1986; Wadsworth et al., 1985) bindet. Uber den
durch das Grk-Signal induzierten EGFR-Signaltransduktionsweg (s.u.) werden die dem
Oocytenkern direkt benachbarten Follikelzellen als posterior determiniert. Diese posterioren
Follikelzellen senden daraufhin ein noch unbekanntes Signal an die Oocyte zurlick, welches
ab Stadium 6 dazu fuhrt, dass das Mikrotubuli-Cytoskelett der Oocyte so umorganisiert wird,
dass sich die Minus-Enden der Mikrotubuli am anterioren Kortex befinden, wahrend die Plus-
Enden am posterioren Pol liegen (Theurkauf et al., 1993; Theurkauf et al.,, 1992). Diese
Umorganisierung des Mikrotubuli-Netzwerks induziert zum einen durch die Lokalisation von
Determinanten (z.B. bicoid-mRNA anterior, nanos-mRNA posterior) die Festlegung der
anteriorposterioren Achse, und zum anderen die in Stadium 7 einsetzende Wanderung des
Oocytenkerns zu einer Position am anterioren Kortex der Oocyte. Die damit verbundene
Umlagerung der grk-mRNA determiniert dann, wiederum tber den Grk/EGFR-Signalweg, die
direkt benachbarten Zellen, sich als dorsal zu entwickeln und legt damit den Grundstein flr
die dorsoventrale Achse des Embryos (Gonzalez-Reyes et al., 1995; Roth et al., 1995).
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1.1.5 Der EGFR-Signalweg

Der EGF-Rezeptor, der in der Oogenese, wie oben beschrieben, eine zentrale Rolle bei der
Initiation beider Hauptkdrperachsen spielt, gehért zur groRen Familie der Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTKs) (Freeman, 1998; Schlessinger, 2000). Alle Mitglieder dieser Protein-Familie
liegen als Signal-Rezeptoren in der Plasmamembran vor und katalysieren, als Folge der
Aktivierung durch die Bindung eines Liganden, den Transfer eines y-Phosphates von ATP
auf die Hydroxylgruppe eines Tyrosins des Zielproteins (Hunter, 1998). RTKs spielen eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle nahezu aller fundamentalen Prozesse in der Zelle, wie zum
Beispiel Zellzyklus, Zellwanderung, allgemeiner Zellstoffwechsel und diverse Zell-
Differenzierungs-Prozesse (Moghal and Sternberg, 1999). RTKs liegen in der Zellmembran
in den meisten Fallen zunachst als inaktive Monomere vor. Die Bindung eines Liganden
bewirkt als Folge einer Konformationsanderung die Rezeptor-Dimerisierung, welche
wiederum zur gegenseitigen Phosphorylierung beider Rezeptormonomere
(Autophosphorylierung) an spezifischen cytoplasmatischen Domanen fihrt (Jiang et al.,
1999; Lemmon and Schlessinger, 1994; Schlessinger et al., 1988; Yarden and Ullrich, 1988).
Die Bindung eines Liganden an eine RTK ist relativ spezifisch, der daraufhin intrazellular in
Gang gesetzte Signaltransduktionsweg in Form einer Kinase-Kaskade ist dagegen bei den
meisten RTKs identisch (Bar-Sagi and Hall, 2000; Schlessinger, 1994). An spezifische
Phosphotyrosine der aktivierten RTK bindet zunachst das Adapterprotein DRK (Downstream
of Receptor Kinase, auch Grb in Vertebraten) (Lowenstein et al., 1992; Olivier et al., 1993;
Pawson et al.,, 1993; Simon et al., 1993). DRK rekrutiert den Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Sos (Son-of-Sevenless), wodurch dieser wiederum, durch die Katalyse des
Austausches von GDP gegen GTP, die Aktivierung des G-Proteins Ras bewirkt. Aktiviertes
Ras bindet daraufhin das Effektor-Protein Raf, wodurch dieses zur Plasmamembran
rekrutiert und aktiviert wird (Avruch et al., 2001; Kolch, 2000). Als Folge davon phosphoryliert
Raf MAPKK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase, auch MEK). MAPKK wiederum
aktiviert mittels Phosphorylierung MAPK (auch ERK), welche als Folge davon in den Zellkern
gelangt und dort durch Phosphorylierung die Aktivitat spezifischer Transkriptionsfaktoren
reguliert (Kolch, 2000; Marshall, 1994). Nur in wenigen Ausnahmefallen wirkt der EGFR-
Signalweg nicht durch die Regulierung von Transkriptionsfaktoren (Bergmann et al., 1998;
Bergmann et al., 2002; Duchek and Rorth, 2001).

Der EGFR-Signalweg spielt in Drosophila, neben der im vorangegangenen Abschnitt
beschriebenen Funktion bei der Spezifizierung des Follikelzellschicksals in der Oogenese,
eine wichtige Rolle wahrend einer Vielzahl weiterer Entwicklungsprozesse, zum Beispiel in
der Embryogenese oder der Imaginalscheiben-Entwicklung (Schweitzer and Shilo, 1997). In
Drosophila sind vier EGFR-Liganden identifiziert worden: Spitz (Spi), Keren (Krn), Grk und
Vein (Vn) (Shilo, 2003), von denen die ersten drei zur EGF/TGF-a Familie gehdren und als
inaktive Transmembran-Proteine exprimiert werden, die durch Proteolyse aktiviert werden
(Freeman, 1994; Ghiglione et al., 2002; Lee et al., 2001; Schweitzer et al., 1995; Urban et
al.,, 2002). Grk hat ausschlief3lich die, im vorigen Abschnitt beschriebene, Funktion bei der
Initiation der Korperachsen wahrend der Oogenese, (Gonzalez-Reyes et al., 1995; Neuman-
Silberberg and Schupbach, 1993; Roth et al., 1995). Spi hat dagegen unterschiedliche
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Funktionen (Neuman-Silberberg and Schupbach, 1993; Rutledge et al.,, 1992). Krn ist
strukturell verwandt mit Spi und hat in den meisten Fallen eine redundante Funktion (Brown
et al., 2007; McDonald et al., 2006; Reich and Shilo, 2002; Urban et al., 2002). Vn ist ein
sezerniertes Protein, das strukturelle Ahnlichkeiten zu den Neuregulinen (NRG) der
Vertebraten aufweist und fur eine niedrige Aktivierung des EGFR-Signalwegs gebraucht wird
(Golembo et al., 1999; Schnepp et al., 1996).

1.1.6 Die dorsoventrale Musterbildung des Embryos

Das dorsale Grk-Signal initiiert nicht nur die Musterbildung in der Eihulle, sondern auch die
dorsoventrale Musterbildung des Embryos (Roth, 2003). Die Aktivierung des EGFR in den
dorsalen Follikelzellen der Eikammer flhrt zur Transkriptions-Repression des Gens pipe,
wodurch dieses nur in 40% des Ei-Umfangs in der ventralen Region des Follikelepithels
exprimiert wird (Sen et al., 1998). Ventral lokalisiertes Pipe initilert eine extrazellulare
proteolytische Kaskade (Nilson and Schupbach, 1998; Schupbach and Wieschaus, 1991;
Stein et al., 1991; Stein and Stevens, 1991), zu der die Produkte der Gene nudel (ndl)
(LeMosy et al., 1998), easter (ea) (Chasan and Anderson, 1989), snake (snk) (DeLotto and
Spierer, 1986) und gastrulation defective (gd) (Konrad et al., 1998) gehdren. Diese
proteolytische Kaskade bewirkt die Aktivierung des Liganden Spatzle (DelLotto and DelLotto,
1998; Morisato and Anderson, 1994), dessen aktivierte Form an den Toll-Rezeptor in der
Plasmamembran des Embryos bindet (Hashimoto et al., 1991). Das ventrale Toll-Signal flhrt
zur  Kern-Translokation des Dorsal-Proteins, eines Homologs der NF-kB/Rel-
Transkriptionsfaktoren, in Form eines von ventral nach dorsal abnehmenden Gradienten, der
die Expression zygotischer Musterbildungs-Gene entlang der dorsoventralen Achse
determiniert (Moussian and Roth, 2005; Roth et al., 1989; Rusch and Levine, 1994; Rusch
and Levine, 1996). Bei der Kontrolle der extrazelluldren Protease-Kaskade spielt der Serin-
Protease-Inhibitor Serpin 27A eine entscheidende Rolle, wahrscheinlich indem die Aktivitat
der Protease Easter reguliert wird (Ligoxygakis et al., 2003; Misra et al., 1998).

1.1.7 Das pipe-Gen

Der pipe-Locus codiert bis zu 11 verschiedene Protein-Isoformen (s. Abb. 1.2.18), von denen
zwei in ventralen Follikelzellen exprimiert werden, Pip-PA, auch Pipe-ST2 genannt, und Pip-
PH (Sen et al., 1998; Sergeev et al., 2001). Davon spielt Pipe-ST2 nachweislich eine Rolle
bei der Polarisierung der embryonalen DV-Achse (Sen et al., 1998). Aufgrund der
vergleichbaren Expression wird vermutet, dass Pip-PH in der Oogenese eine redundante
Funktion zu Pip-ST2 hat (Sergeev et al.,, 2001). Mutationen, die die Polaritat des
Follikelepithels beeinflussen, verandern das raumliche Muster der pipe-Expression, und der
Verlust der pipe Funktion im Follikelepithel flhrt zur Dorsalisierung des Embryos. Aulerdem
ist gezeigt worden, dass die ektopische Expression der Isoform Pipe-ST2 in pipe-mutanten
Weibchen die Bildung lateraler und ventraler, embryonaler Musterelemente rettet und die
dorsoventrale Achse des Embryos umorientieren kann (Nilson and Schupbach, 1998; Sen et
al., 1998). Neben dieser entscheidenden Rolle bei der dorsoventralen Achsenbildung hat
Pipe auch eine Funktion in den embryonalen Speicheldrisen (Zhu et al., 2005).

7



Teil 1: pipe — Transkriptions-Regulation Einleitung

Die unterschiedlichen Pipe-Isoformen enthalten jeweils eine von 11 Kopien einer variablen
Doméne, die homolog zu verschiedenen Vertebraten Glycosaminoglycan-Sulfotransferasen
sind (Kobayashi et al., 1997; Kobayashi et al., 1999). Wie diese Enzyme, ist auch Pipe im
Golgi-Apparat lokalisiert, wobei flr die korrekte Lokalisation von Pipe die Funktion der
Proteindisulfidisomerase Windbeutel bendtigt wird (Konsolaki and Schupbach, 1998; Ma et
al., 2003; Sen et al., 2000). Es gibt experimentelle Hinweise, dass auch pipe als
Sulfotransferase fungiert (Luders et al., 2003; Sen et al., 2000; Zhu et al., 2005). Allerdings
ist gezeigt worden, dass es sich bei den Substraten von pipe nicht um Glycosaminoglycane
handelt, sondern moglicherweise um eine andere Art von Glycoproteinen oder um Glycolipid-
assoziierte Kohlenhydrate (Zhu et al., 2005; Zhu et al., 2007), welche in den Follikelzellen
wahrscheinlich eine nicht diffusionsfahige Komponente der Extrazellularmatrix (ECM)
darstellen. Diese ECM Komponente wird vermutlich vor der Synthese der Vitellinmembran
und des Chorions von den ventralen Follikelzellen zwischen Oocyte und Follikelepithel lokal
abgelegt und verankert. Nach der Eiablage fiihrt die ventrale Lokalisation dieser
Komponente dann zu der Initiation der oben genannten proteolytischen Kaskade und damit
zur Initiation der embryonalen DV Achse (Roth, 2003). Da pipe das einzige bisher
identifizierte, asymmetrisch exprimierte Gen im Follikelepithel ist, welches eine Rolle bei der
Induktion der embryonalen DV Achse spielt, stellt es wahrscheinlich die Kernkomponente
dar, die fir die Ubertragung der dorsoventralen Polaritat, von der Eikammer auf den Embryo,
verantwortlich ist.

1.1.8 Die Regulation der pipe-Expression in Ovarien

Wie oben beschrieben wird die Expression von pipe durch den Grk/EGFR-Signalweg dorsal
reprimiert. In Grk-Antikdrperfarbungen an Eikammern im friihen Stadium 10 ist die Aufnahme
von Grk Protein in dorsale Follikelzellen in Form von Vesikeln zu erkennen (Peri et al., 1999).
Die dadurch gekennzeichnete Region starker EGFR-Signal-Aktivitat ist jedoch weit entfernt
von der Grenze der ventralen pipe-Expression.

Es ist daher vorgeschlagen worden, dass der Einfluss des EGFR-Signals auf die pipe-
Transkription indirekt erfolgt. Insbesondere wurde dabei eine Involvierung der Gene mirror
und fringe vermutet (Jordan et al., 2000; Zhao et al., 2000). Inzwischen konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass diese beiden Gene keine Rolle bei der Regulation von pipe
spielen (Peri et al., 2002). In jlingerer Zeit hat es im Gegenteil Uberzeugende Hinweise flr
einen direkten Einfluss von Grk auf die pipe-Expression gegeben, die darauf hindeuten, dass
Grk als weitreichendes Signalmolekul in Form eines Gradienten wirken kann. Es ist gezeigt
worden, dass der EGFR auch in ventralen Follikelzellen aktiviert wird (Pai et al., 2000). D-cbl
ist ein negativer Regulator des EGFR-Signalwegs, der die Aktivitdt des EGFR-Weges
dadurch senkt, dass er den aktivierten EGFR-Komplex in den Ubiquitin-abhangigen
Abbauweg schleust (Joazeiro et al., 1999; Lee et al., 1999; Levkowitz et al., 1999; Miyake et
al., 1998; Yokouchi et al., 1999). In ventralen, D-cbl-mutanten Follikelzell-Klonen, kommt es
zur ektopischen Aktivierung des EGFR-Signalwegs und als Folge davon zur zellautonomen
Repression von pipe (Pai et al., 2000). Da die ventrale Aktivierung des EGFR in D-cbl-
mutanten Zellklonen von Gurken abhéangt (Pai et al., 2000), deuten diese Experimente
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darauf hin, dass Gurken einen direkten Einfluss auf die ventralen Follikelzellen hat. Obwohl
sich Grk in Antikérperfarbungen nur ganz dorsal nachweisen lasst, bildet es somit
hdchstwahrscheinlich  tatsachlich einen bis nach ventral reichenden Gradienten.
Interessanterweise bestatigt auch ein rein mathematisches Modell, dass die beobachtete
Geometrie des pipe-Expressionsmusters direkt durch einen Grk-Morphogengradienten
reguliert werden kann (Goentoro et al.,, 2006). Auch die Veranderung des pipe-
Expressionsmusters durch die simulierte Hyper- oder Hypoaktivierung des EGFR-
Signalwegs im Rahmen dieses statistischen Modells, spiegelt die experimentell beobachtete,
dorsale Ausweitung oder Reduktion der pipe-Expression wider (Goentoro et al., 2006).
Weitere experimentelle Hinweise fir einen direkten Einfluss des EGFR-Signalwegs auf die
pipe-Expression stammen von Mosaik-Untersuchungen, in denen mit Hilfe mutanter
Zellklone die Rolle von Komponenten des EGFR-Signalwegs untersucht wurde (James et al.,
2002; Peri et al.,, 2002). Fur die Gene Ras oder Raf homozygot mutante Zellklone im
Follikelepithel zeigen jeweils, dass der EGFR-Signalweg in allen dorsalen Follikelzellen
entlang der gesamten anteriorposterioren Achse der Eikammer zellautonom fir die
Repression von pipe bendtigt wird. Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wirken Ras und
Raf als Komponenten der kanonischen MAPK-Kaskade downstream von unterschiedlichen
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) (Wassarman et al., 1995). Da jedoch eine friihe Rolle von
Torso und Sevenless bei der Spezifizierung der DV-Achse ausgeschlossen werden kann
(Schweitzer and Shilo, 1997), und da die Analyse von Zellklonen, die fir eine spezifische
Komponente des FGF-Rezeptor-Signalwegs mutant sind, demonstriert, dass FGF keinen
Einfluss auf die pipe-Expression hat (Peri et al., 2002), ist der beobachtete Effekt der
Ras/Raf-Klone héchstwahrscheinlich spezifisch fur den EGFR-Signalweg.

Die oben erwahnten Resultate machen deutlich, dass Grk tatsachlich als weitreichendes
Signalmolekil wirken und die Expression von pipe direkt regulieren kann. Das schlief3t
jedoch die Beteiligung sekundarer Verfeinerungs-Prozesse oder paralleler Signal-Kaskaden,
zusatzlich zu einem Gradienten-Mechanismus, bei der Festlegung der pipe-Domane nicht
aus. In der Tat werden viele bedeutende Musterbildungs-Prozesse in redundanter Weise
reguliert (Tautz, 1992). Aullerdem spielen sekundare Verfeinerungs-Prozesse haufig eine
wichtige Rolle im Anschluss an Gradienten-gesteuerte Mechanismen (Gurdon and Bouirillot,
2001). Es ist daher beispielsweise moglich, dass der Grk-Gradient die Expressions-Domane
von pipe nur grob definiert, wahrend nachfolgende Signale zur Ausbildung der beobachteten
scharfen Grenze der pipe-Expression fiihren.

Die Ausbildung einer gleichmafigen anterior-posterioren Verteilung von pipe, in Form eines
geraden, ventralen Streifens konstanter Breite, ist umso erstaunlicher, wenn man
bertcksichtigt, dass das Grk Protein in Form einer punktférmigen Quelle in direkter Nahe des
anterior-dorsal lokalisierten Oocytenkerns vorliegt (Neuman-Silberberg and Schupbach,
1993). Die posteriore Wanderung der Follikelzellen kdnnte bei der Umwandlung der
punktférmigen Grk-Quelle in das streifenférmige Muster der pipe-Repression eine wichtige
Rolle spielen, weil dabei die dorsalen Follikelzellen in direkter Nahe des Oocytenkerns vorbei
wandern (Sapir et al., 1998). Wenn Grk die Grenze der pipe-Doméane direkt bestimmt, muss
das Grk Signal sehr genau mit den morphogenetischen Bewegungen des Follikelepithels
wahrend der Oogenese-Stadien 9 und 10 koordiniert werden. Auch morphogenetische
Prozesse wahrend spaterer Oogenesestadien, die eine weitere Elongation der Eikammer
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und damit die Ausformung des reifen Eis bewirken, kénnten an der Ausbildung des
anterioposterioren pipe-Streifens beteiligt sein.

1.1.9 Ziele der Arbeit (1)

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, die Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die flr
die EGFR-vermittelte Repression von pipe auf der dorsalen Seite der Eikammer
verantwortlich sind. Dazu wurden Kandidaten der pipe-Regulation mittels klonaler Analyse
direkt getestet. Aullerdem wurde die cis-regulatorische Region von pipe mittels molekularer
und bioinformatischer Methoden untersucht. Mit Hilfe dieser Experimente sollten essentielle
cis-regulatorische  Elemente identifiziert werden, durch die sich spater die
Transkriptionsfaktoren mittels biochemischer Methoden identifizieren lassen.

10
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1.2 Ergebnisse

1.2.1 Klonale Analyse von Kandidaten-Transkriptionsregulatoren

Follikelzellklone, die fir Komponenten des EGFR-Signalweges mutant sind und in denen
somit das EGFR-Signal nicht weitergeleitet werden kann, haben gezeigt, dass die
Repression von pipe auf der dorsalen Seite der Eikammer eine direkte Folge der dortigen
EGFR-Aktivierung ist (James et al., 2002; Peri et al., 2002). Dieser reprimierende Einfluss
des EGFR-Signalweges auf die Expression von pipe ist zellautonom, der diese Repression
auf der Ebene des pipe-Promotors vermittelnde Transkriptionsfaktor ist bisher jedoch nicht
identifiziert worden. Daher haben wir den Einfluss potentieller Regulatoren auf die pipe-
Expression mittels klonaler Analyse untersucht. Dazu wurden jeweils mit Hilfe der FLP/FRT-
Technik mutante Follikelzellklone erzeugt (Xu and Rubin, 1993), die durch die Abwesenheit
von GFP markiert waren. Die pipe-Expression wurde durch die Verwendung von
Reporterkonstrukten verfolgt. Fur Mutationen auf Chromosom IIl wurde das bei (Sen et al.,
1998) beschriebene 8kb-pipe-LacZ-Reporterkonstrukt verwendet, flr Mutationen auf
Chromosom Il das weiter unten beschriebene 3kb-us-pipe-LacZ-Konstrukt.

1.2.1.1 Die ETS-Transkriptionsfaktoren Pointed und Yan spielen keine Rolle bei
der Regulation der pipe-Expression

Die am besten untersuchten EGFR-regulierten Transkriptionsfaktoren in Drosophila sind die
ETS-Domanen-Transkriptionsfaktoren Yan (auch Anterior open, Aop genannt) und Pointed
(Pnt) (Tootle and Rebay, 2005). Diese beiden antagonistisch wirkenden Proteine spielen
unter anderem eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Auges und des ventralen
Ektoderms (Gabay et al., 1996; Rohrbaugh et al., 2002; Treisman, 1996). Pnt und Yan
binden an homologe DNA-Bindemotive und konkurrieren so um den Zugang zu den cis-
regulatorischen Regionen gemeinsamer Zielgene, wobei Pnt als Transkriptionsaktivator und
Yan als Repressor fungiert (Lai and Rubin, 1992; O'Neill et al., 1994). pnt codiert fur zwei
alternative Splei-Varianten mit identischer DNA-Bindedomane: den konstitutiven Aktivator
Pnt-P1 und den EGFR-regulierten Aktivator Pnt-P2 (Brunner et al., 1994; Klambt, 1993;
O'Neill et al., 1994). In Abwesenheit des EGFR-Signals sind die entsprechenden Zielgene
durch Yan reprimiert. Die Aktivierung des EGFR fuhrt mittels direkter Phosphorylierung zur
Inaktivierung von Yan und zur Aktivierung von Pnt-P2, wodurch Pnt-P2 als Aktivator der
zuvor durch Yan reprimierten Gene wirken kann (Flores et al., 2000; Halfon et al., 2000; Xu
et al., 2000). Im Gegensatz zu dieser, in den meisten Fallen beobachteten Funktion von Pnt
als Aktivator, haben Untersuchungen an der Augenimaginalscheibe Hinweise auf eine
mdgliche Funktion von Pnt als negativer Regulator erbracht (Kurada and White, 1998;
Rebay, 2002; Rohrbaugh et al., 2002). Fur Pnt ist auRerdem gezeigt worden, dass es
wahrend der Oogenese als Folge der EGFR-Aktivierung durch Gurken in Eikammern der
Stadien 9-10 in dorsal-anterioren Follikelzellen exprimiert wird und eine Rolle bei der
Spezifizierung der dorsalen Anhange spielt (Morimoto et al., 1996).

11
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Abbildung 1.2.1.. Die Expression von pipe wird durch pnt®%- oder yan™®-mutante

Follikelzellklone nicht beeinflusst. In dieser und in allen folgenden Abbildungen sind die Eikammern
jeweils, sofern nicht anders angegeben, mit dem anterioren Pol nach links und mit der dorsalen Seite
nach oben orientiert. (A-1) Stadium 10 Eikammern. Mutante Zellklone sind jeweils durch die
Abwesenheit von GFP (griin) markiert. Das mittels anti-BGal-Farbung sichtbar gemachte pipe-LacZ-
Konstrukt (rot) spiegelt die Expression von pipe wieder. (A-C) Ventralansicht. ventral lokalisierter
pnt*®-Klon, (D-F) Lateralansicht. dorso-lateraler pnt**-Klon, (G-I) von ventral bis dorsal reichender
yan®'®-Klon.

Um zu untersuchen, ob Pnt oder Yan eine Rolle bei der Expressionsregulation von pipe
spielen, haben wir GFP-markierte Follikelzellklone fiir die Nullalele pnt*®® (Nullallel fiir beide
Pnt-Isoformen) und yan*®’® erzeugt. Die Abbildung 1.2.1. zeigt, dass an unterschiedlichen
Stellen lokalisierte pnt- (A-C und D-F) und yan- (G-1) mutante Follikelzellklone jeweils keinen
Einfluss auf das Expressionsmuster des pipe-LacZ-Reportergens haben. Eine Involvierung
der kanonischen EGFR-Effektorgene pnt und yan bei der Regulation der pipe-Expression
kann daher ausgeschlossen werden.

12
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1.2.1.2 Der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Tramtrack hat keinen Einfluss auf
die pipe-Expression

Tramtrack codiert zwei alternativ gespleifldte Zinkfinger-Transkriptions-Repressoren, Ttk69
und Ttk88 (Brown et al., 1991; Harrison and Travers, 1990; Read and Manley, 1992), die
unter anderem durch den EGFR-Signalweg reguliert werden (Baonza et al., 2002; Lai et al.,
1997; Li et al,, 1997; Tang et al., 1997). Beiden Isoformen gemeinsam ist ein BTB/POZ-
Motiv, welches Protein-Protein-Interaktionen vermittelt, sie unterscheiden sich jedoch in der
DNA-bindenden Doméne und regulieren daher vermutlich unterschiedliche Zielgene (Fairall
et al., 1992; Read and Manley, 1992). Die Funktionen von ttk69 und ttk88 sind insbesondere
in der Augenentwicklung intensiv untersucht worden (Baonza et al., 2002; Lai and Li, 1999;
Li et al., 1997; Tang et al., 1997; Wen et al., 2000b; Xiong and Montell, 1993). Es ist gezeigt
worden, dass Ttk69 wahrend aller Oogenesestadien im gesamten Follikelepithel exprimiert
wird, wahrend eine Expression von Ttk88 in Ovarien zu keiner Zeit nachweisbar ist (French
et al., 2003; Read et al., 1992). In der Oogenese spielt Ttk69 eine Rolle bei der Synthese
des Chorion und bei der Morphogenese der dorsalen Anhange (French et al., 2003).

Abbildung 1.2.2.: ttk**-mutante Follikelzellklone beeinflussen nicht das pipe-Expressions-
muster. (A-F) Stadium 10 Eikammern. Mutante Zellklone sind jeweils durch die Abwesenheit von GFP
(grin) markiert. Das mittels anti-pGal-Farbung sichtbar gemachte pipe-LacZ-Konstrukt (rot) spiegelt
die Expression von pipe wieder. In (C) sind zusatzlich die Zellkerne mittels DAPI Farbung markiertéA—
C) Lateralansicht. dorsal lokalisierter ttk"=""-Klon, (D-F) Ventralansicht. ventral lokalisierte k"""
Klone. (C, E) In ttk'""-mutanten Zellklonen sind die Zellen im Vergleich zu wildtypischen Zellen
dichter gepackt.

Um zu untersuchen, ob Ttk69 in die Regulation der pipe-Expression involviert ist, haben wir
durch Abwesenheit von GFP markierte Follikelzellklone fir das Ttk69 loss-of-function-Allel
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ttk’®"" erzeugt und die Auswirkungen auf das pipe-LacZ-Expressionsmuster verfolgt. Die
Abbildung 1.2.2. A-C macht deutlich, dass der Verlust von Ttk69 auf der dorsalen Seite der
Eikammer zu keiner ektopischen Expression des Reportergens innerhalb eines
entsprechend lokalisierten Klons fiihrt. Auch ventral lokalisierte Klone (Abb. 1.2.1 D-F) fihren
zu keiner deutlichen Veranderung in der Expressionsstérke. Allerdings zeigen die ttk'"'-
mutanten Zellen eine zellautonome Veranderung in der ,Packungsdichte®. Die mutanten
Zellen liegen deutlich enger beieinander, als die benachbarten wildtypischen Zellen. Dies ist
anhand der DAPI Farbung in Abbildung 1.2.2.C und besonders deutlich anhand der
ventralen pipe-LacZ exprimierenden Zellen in Abbildung 1.2.2.E zu erkennen.

1.2.1.3 Der ZzZinkfinger-Transkriptionsfaktor CF2 spielt keine Rolle bei der
Regulation der pipe-Expression

Ein weiterer Kandidat fur die EGFR-vermittelte Transkriptionsregulation von pipe ist der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor CF2 (Hsu et al., 1992; Shea et al., 1990). CF2 wird von
Oogenesestadium 8 an zunachst in allen die Oocyte umgebenden Follikelzellen exprimiert
und vom spaten Stadium 9 an als direkte Folge der EGFR-Aktivierung in anterior-dorsalen
Follikelzellen post-translational herunter reguliert (Hsu et al., 1996; Hsu et al., 2001;
Mantrova and Hsu, 1998). Die ektopische Expression von CF2 mittels eines Hitzeschock-
getriebenen Transgens flihrt zu einer partiellen Ventralisierung der Eikammer und des
Embryos. Im Gegensatz dazu fihrt eine Hitzeschock-induzierte Expression eines antisense
Konstrukts zu einer teilweisen Dorsalisierung von Eikammer und Embryo (Hsu et al., 1996).
Es ist bisher nicht bekannt, ob CF2 als Transkriptionsrepressor oder als Aktivator fungiert.
Sollte CF2 tatsachlich fir das raumliche Expressionmuster von pipe mit verantwortlich sein,
so kénnte es in diesem Fall entweder direkt als essentieller Aktivator von pipe selbst wirken
oder aber indirekt, zum Beispiel durch die Repression eines Repressors.

Um zu untersuchen, ob der Funktionsverlust von CF2 einen Einfluss auf die pipe-Expression
hat, haben wir den Einfluss von CF2-mutanten Follikelzellklonen auf die Expression des
pipe-LacZ-Reporters untersucht. Da es keine spezifischen CF2-mutanten Allele gab, haben
wir eine Deletion verwendet, in der die gesamte codierende Region, sowie ungefahr 20 kb
upstream von CF2 deletiert sind (Df(2L)y27, Hsu et al., 1996). Diese Deletion wurde auf ein
FRT40A-Chromosom rekombiniert und dann, wie oben fir die anderen Kandidaten
beschrieben, zur Kloninduktion eingesetzt.

Die Abbildung 1.2.3. zeigt anhand eines grol’en Df(2L)y27-homozygoten Klons (markiert
durch die Abwesenheit von GFP), dass der Verlust von CF2 zu keiner Veranderung des
pipe-LacZ-Expressionsmusters fihrt. CF2 kann somit keine entscheidende Rolle bei der
Regulation der pipe-Expression spielen.
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Abbildung 1.2.3.: Der Verlust von CF2 in homozygoten Df(2L)y27-Follikelzellklonen fihrt zu
keiner Veradnderung des pipe-Expressionsmusters. Stadium 10 Eikammer, Lateralansicht. Die
Abwesenheit von GFP (grin) markiert den Df(2L)y27-homozygoten Zellklon. Das mittels anti-pGal-
Farbung sichtbar gemachte pipe-LacZ-Konstrukt (rot) spiegelt die durch den Klon unverdnderte
Expression von pipe wider.

1.2.1.4 Der HMG-Box-Transkriptionsfaktor Capicua wirkt als essentieller
Aktivator der pipe-Expression

capicua (cic, auch fettucine genannt) codiert einen evolutionar hoch konservierten HMG-Box-
Transkriptionsfaktor, der wahrend der Embryogenese und der Fligelentwicklung als
Repressor fungiert (Jimenez et al., 2000; Roch et al., 2002). Normalerweise wird Cic durch
einen RTK-Signalweg herunterreguliert, was im Endeffekt zur Aktivierung der Expression
bestimmter Gene fihrt. Cic wirkt in dieser Weise sowohl downstream des Torso-, als auch
des EGFR-Signalweges (Astigarraga et al., 2007; Cinnamon et al., 2004; Goff et al., 2001;
Jimenez et al., 2000; Tseng et al., 2007). cic-mutante Weibchen legen dorsalisierte Eier in
denen sich dorsalisierte Embryos entwickeln (Atkey et al., 2006; Goff et al., 2001). Es ist
aullerdem gezeigt worden, dass pipe in cic-mutanten Eikammern nicht exprimiert wird (Goff
et al., 2001). Cic selbst wird in Stadium 9-Eikammern uniform im gesamten Follikelepithel
exprimiert und spater, im frihen Stadium 10, in anterior-dorsalen Follikelzellen herunter
reguliert. Diese Herunterregulierung beruht auf der EGFR-abhangigen Relokalisierung des
Proteins aus den Kernen ins Cytoplasma (Astigarraga et al., 2007). Hierzu ist jedoch zu
beachten, dass die anterior-dorsale Herunterregulierung von Cic spater und in einem
deutlich kleineren (nur wenige Zellen umfassenden) Bereich der Eikammer erfolgt, als die
Repression von pipe. pipe wird zu keiner Zeit auf der dorsalen Seite exprimiert, sondern ist
bereits wahrend der beginnenden Expression im frihen Stadium 9 nur ventral
nachzuweisen. Die Abbildung 1.2.4. K-N zeigt eine Eikammer im friihen Stadium 10, die
parallel mit Antikérpern gegen Cic und gegen das, mit Hilfe des pipe-LacZ-Konstrukts
exprimierte, B-Galactosidase Reporterprotein gefarbt worden ist. Man erkennt sehr deutlich,
dass sogar in diesem spaten Stadium der pipe-Expression, Cic noch nahezu uniform im
gesamten Follikelepithel verteilt ist und tatsachlich nur ganz dorsal in wenigen Zellen
herunter reguliert ist (siehe Pfeil in Abb. 1.2.4. K). In den von uns durchgefuhrten anti-Cic
Antikorper-Farbungen konnten wir zu keinem Zeitpunkt eine gréRere Ausdehnung als die in
der Abbildung gezeigte beobachten. In spateren Stadien (ab Stadium 11) liegt Cic im
Gegenteil wieder uniform im gesamten Follikelepithel vor. Cic ist daher nicht in die dorsale
Repression von pipe involviert. Im weiteren Verlauf von Stadium 10 Iasst die Expression von
pipe nach und die mRNA ist bereits am Ende von Stadium 10 nicht mehr nachweisbar. (Peri
et al., 2002). Da Cic auch zu diesem spateren Zeitpunkt bis auf die in Abbildung 1.2.4. K
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erkennbare dorsale Region uniform verteilt ist, spielt es auch bei diesem spateren Rlickgang
der pipe-Expression keine Rolle.

Abbildung 1.2.4.: In cic®™®-mutanten Follikelzellklonen wird pipe nicht exprimiert. (A-J) Eikammern mit

cic®-mutanten Zellklonen, die jeweils durch die Abwesenheit von GFP (griin) markiert sind. Das mittels anti-

BGal-Farbung sichtbar gemachte pipe-LacZ-Konstrukt (rot) spiegelt die Expression von pipe wieder. (A-D)
Eikammer, frihes Stadium 9, lateral-Ansicht. Die DAPI Farbung in (D) zeigt, dass die Wanderung der
Hauptkorperfollikelzellen noch nicht abgeschlossen ist. (E-G) Stadium 10 Eikammer, ventral-lateral orientiert.
(A-G) In den allermeisten Fallen (>97%) wird pipe-LacZ zellautonom in cic®S-mutanten Zellen nicht
exprimiert. (H-J) In seltenen Féllen wurde nicht zellautonomes Ausbleiben der pipe-LacZ-Expression bis zu 4
Zelldurchmesser auBerhalb des Zellklones beobachtet. (K-N) Stadium 10 Eikammer. Anti-Cic
Antikdrperfarbung in griin, anti-BGal-Farbung (pipe-LacZ) in rot, DAPI in blau. Der direkte Vergleich der
beiden Expressionsmuster demonstriert, dass cic, wahrend die dorsale Reprimierung von pipe stattfindet, nahezu
uniform im gesamten Follikelepithel verteilt ist und nur in wenigen Zellen ganz dorsal (siehe Pfeil)
herunterreguliert ist. Die Abbildung zeigt die maximale, von uns beobachtete Ausdehnung der Cic-
Herunterregulierung. (N) Der vergroRerte Ausschnitt der dorsalen anterioren Region verdeutlicht anhand der
DAPI-gefarbten Zellkerne, dass die dorsalen Cic-freien Zellen intakt sind.
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Wir wollten insbesondere priifen, ob die Aktivierung der pipe-Expression durch Cic wahrend
aller Expressionsstadien zellautonom erfolgt. Es ist gezeigt worden, dass Cic bei der
Musterbildung des Chorions in der Tat zellautonom in ventralen und lateralen Follikelzellen
bendtigt wird, um die Bildung dorsaler Anhange zu reprimieren (Atkey et al., 2006).
Allerdings hangt die Funktion von Cic bei der Musterbildung des Chorions von der
ektopischen Expression von mirror ab, welches bei der Regulation der pipe-Expression
nachweislich keine Rolle spielt (Peri et al., 2002).

Um die Rolle von Cic bei der Regulation der pipe-Expression genauer zu untersuchen,
haben wir Follikelzellklone erzeugt, die homozygot fiir das Nullallel cic®® sind. Die
Expression von pipe wurde dabei wieder Uber ein pipe-LacZ-Reportergen verfolgt.

In den meisten Fallen war in der Tat eine direkte Korrelation zwischen dem Ausbleiben der
pipe-Expression und dem mutanten Zellklon zu erkennen (Abb. 1.2.4. A-G). Dieser Effekt
wurde bereits mit Auftreten der ersten pipe-Expression wahrend des frihen Stadiums 9
beobachtet (Abb. 1.4.2. A-D). Uberraschenderweise haben wir in seltenen Fallen (<3%)
nicht-zellautonome Effekte beobachtet (Abb. 1.4.2. H-J). Die Klongrenze war im Maximalfall
bis zu 4 Zelldurchmesser von der pipe-LacZ-Expressionsdomane entfernt.
Interessanterweise wurden ahnliche Effekte auch fiir die Expression von BR-C in cic®®-
mutanten Follikelzellklonen beobachtet (Atkey et al., 2006). Der deutliche Effekt, den der
Funktionsverlust von cic auf die Expression von pipe hat, zeigt, dass Cic von Beginn der
pipe-Expression an im gesamten Follikelepithel als essentieller Aktivator benétigt wird.

1.2.1.5 Der Verlust der globalen Corepressoren Groucho oder CtBP fuhrt zu
keiner Veranderung des pipe-Expressionsmusters

Die weiter unten gezeigten Resultate der molekularen pipe-Promotor-Analyse deuten darauf
hin, dass es innerhalb des cis-regulatorischen Moduls von pipe, welches die Expression in
der Eikammer reguliert, eine Repressor-Bindestelle gibt. Die meisten Transkriptions-
Repressoren bendtigen einen (oder mehrere) Corepressoren, um die Transkription eines
Zielgenes zu unterdriicken. Ein Hauptunterscheidungskriterium fiir Repressoren ist die
Distanz, Uber die sie ihre Funktion vermitteln. Wahrend short-range-Repressoren Uber eine
Distanz von weniger als 100 bp die Genexpression inhibieren, agieren long-range-
Repressoren uber Distanzen von Gber 1 kb (Courey and Jia, 2001; Gray and Levine, 1996b).
Die unterschiedlichen Klassen von Repressoren interagieren jeweils auch mit spezifischen
long-range- und short-range-Corepressoren.

Ein besonders intensiv untersuchter und evolutionar hoch konservierter long-range-
Corepressor, der mit einer Vielzahl unterschiedlicher Repressoren interagiert, ist Groucho
(Gro) (Buscarlet and Stifani, 2007; Chen and Courey, 2000; Fisher and Caudy, 1998;
Mannervik et al., 1999; Parkhurst, 1998). Eine Reihe der beschriebenen Gro-abhangigen
Repressoren, sowie Gro selbst, werden durch den EGFR-Signalweg reguliert (Hasson et al.,
2005; Hasson and Paroush, 2006; Price et al., 1997). Um zu analysieren, ob Gro als
Corepressor fiir die Regulation der pipe-Expression benétigt wird, haben wir gro®*-(loss-of-
function-Allel) mutante Follikelzellklone erzeugt und den Einfluss auf die Expression des
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pipe-LacZ-Reportergens untersucht. Die Abbildung 1.2.5. A-C macht deutlich, dass der
Verlust der groucho Funktion keine Veranderung des Expressionsmusters bewirkt. Groucho
alleine kann somit keine essentielle Funktion bei der Regulation der pipe-Expression haben.

Abbildung 1.2.5.. Die Expression von pipe wird durch gro®- oder CtBP"*-mutante
Follikelzellklone nicht beeinflusst. (A-I) Stadium 10 Eikammern. Mutante Zellklone sind jeweils
durch die Abwesenheit von GFP (grin) markiert. Das mittels anti-BGal-Farbung sichtbar gemachte
pipe-LacZ-Konstrukt (rot) spiegelt die Expression von pipe wieder. (A-C) ventral und dorsal lokalisierte
gro®-Klone, (D-F) grofer, von ventral bis dorsal reichender CtBP”**°-Klon, (G-1) dorsaler lokalisierter
CtBP""**-Klon.

In Bezug auf short-range-Repressoren ist der am besten untersuchte Corepressor CtBP (C-
terminal binding protein). CtBP ist evolutionar hoch konserviert und die Funktion einer
Vielzahl von Repressoren hangt zumindest teilweise von CtBP ab (Chinnadurai, 2002;
Mannervik et al., 1999; Nibu et al., 1998; Poortinga et al., 1998). Kirzlich ist gezeigt worden,
dass CtBP in seltenen Fallen auch als Kontext-abhangiger Co-Aktivator wirken kann, wobei
unterschiedliche Regionen des Proteins flr die aktivierende oder reprimierende Funktion
verantwortlich sind (Fang et al., 2006). In Drosophila kommen verschiedene CtBP-lIsoformen
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vor, fur die jedoch bisher keine deutlich unterschiedlichen Funktionen identifiziert worden
sind (Fang et al., 2006; Mani-Telang and Arnosti, 2007; Sutrias-Grau and Arnosti, 2004).
Auch im Fall von CtBP wurde die pipe-LacZ-Expression in Eikammern untersucht, in denen
mutante (CtBP""**°) Follikelzellklone induziert wurden. Wie die Abbildung 1.2.5 D-I zeigt,
konnte keine Veranderung des pipe-LacZ-Expressionsmusters beobachtet werden. Auch der
alleinige Verlust von CtBP hat somit keinen Effekt auf die Expression von pipe.

1.2.1.6 Der Dpp-Signalweg ist nicht in die Regulation der pipe-Expression
involviert

Decapentaplegic (Dpp) ist ein Mitglied der TGF-B/BMP Familie und spielt eine entscheidende
Rolle bei der Achsenbildung des Embryos und bei der Musterbildung der Imaginalscheiben
(Gelbart, 1989; Padgett et al., 1987; Spencer et al., 1982). Als Folge der Bindung von Dpp
an den Typ-ll-Rezeptor Punt (Pnt) und den Typ-lI-Rezeptor Thickveins (Tkv) kommt es
intrazellular zur Phosphorylierung von Mothers against dpp (Mad), welches daraufhin mit
Medea (Med) interagieren kann (Parker et al., 2004; Raftery and Sutherland, 1999;
Wisotzkey et al., 1998). Der so gebildete Komplex gelangt in den Zellkern, wo er in
Kombination mit weiteren Cofaktoren die Expression verschiedener Zielgene reguliert
(Affolter et al., 2001; Feng and Derynck, 2005; Massague and Wotton, 2000).

Es ist gezeigt worden, dass Dpp in der Oogenese eine entscheidende Rolle bei der
Musterbildung des Follikelepithels spielt, wobei es insbesondere eine globale Funktion in der
Grk-abhangigen Spezifizierung aller dorsalen Follikelzell-Schicksale hat (Berg, 2005; Dobens
et al., 2000; Peri and Roth, 2000; Shravage et al., 2007; Twombly et al., 1996).

Die Uberexpression von dpp in Follikelzellen fiihrt zu einer Expansion der pipe-Expression,
wobei sich dieser Effekt ausschliellich auf die posterioren Follikelzellen beschrankt und die
pipe-Domane in den restlichen Follikelzellen unveradndert bleibt (Dissertationen Francesca
Peri und Bhupendra Shravage). Dabei ist zu beachten, dass gerade diese posterioren Zellen
normalerweise kein dpp Signal empfangen. Die Veranderungen, die durch eine
Uberexpression von dpp bei der Musterbildung des dorsalen Follikelepithels auftreten,
betreffen dagegen immer nur die Hauptkorperfollikelzellen und nie die posterioren
Follikelzellen (Dissertation Bhupendra Shravage). Die beobachtete Expansion der pipe-
Expression am posterioren Ende der Eikammer hat zu der Vermutung gefiihrt, dass der Dpp
Signalweg eine aktivierende Rolle bei der Regulation der pipe-Expression spielt.
Uberraschenderweise hat im Widerspruch dazu Francesca Peri (Dissertation) in Mad-
mutanten Follikelzellklonen eine schwache Hochregulierung der pipe-Expression beobachtet.

Um direkt zu untersuchen, ob der dpp Signalweg tatsachlich eine essentielle Rolle bei der
Regulation der pipe-Expression spielt, haben wir sowohl Med™- (Abb. 1.2.6. A-F), als auch
tkv2'2- (Abb. 1.2.6. G-I) mutante Follikelzellklone induziert und jeweils die Auswirkungen auf
das pipe-LacZ-Expressionsmuster verfolgt. Dabei zeigt in beiden Fallen die erzeugte
Inaktivierung des Dpp Signalweges in den mutanten Klonen keine Veranderung in der Starke
oder der raumlichen Ausdehnung der ventralen pipe-LacZ-Expressionsdomane, weder
posterior noch anterior (Abb. 1.2.6. A-l). Im Falle des tkv*'? Klons ist das vor allem an den
einzelnen, GFP-markierten wildtypischen ,Inselzellen® innerhalb des Klons zu erkennen, die
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im Vergleich zu den benachbarten Zellen keinen Unterschied in der Expressionsstarke
erkennen lassen (Pfeile in Abb. 1.2.6.H).

Abbildung 1.2.6.: Die Expression von pipe wird durch Med®- oder tkv**-mutante

Follikelzellklone nicht beeinflusst. (A-I) Stadium 10 Eikammern. Mutante Zellklone sind jeweils
durch die Abwesenheit von GFP (grin) markiert. Das mittels anti-BGal-Farbung sichtbar gemachte
pipe-LacZ-Konstrukt (rot) spiegelt die Expression von pipe wieder. (A-C) anterior ventral und zentral
lateral lokalisierte Med'*-Klone, (D-F) posterior lokalisierter Med™ Klon, (G-1) groRer, von ventral bis
lateral reichender tkv*"?-Klon. In keinem Fall ist eine Veranderung des pipe-LacZ-Expressionsmusters
innerhalb der Klone zu erkennen. Im Falle des tkv*'*-Klons zeigen insbesondere die beiden GFP
markierten wildtypischen Inselzellen keine Abweichung in der Expressionsstarke im Vergleich zu den
direkt benachbarten mutanten Zellen.

Molekulare und bioinformatische Analyse des pipe-Promotors

Um den cis-regulatorischen Bereich von pipe einzugrenzen, der flr die ventrale Expression
im Follikelepithel relevant ist, haben wir die Promotorregion mit Hilfe bioinformatischer
Methoden analysiert. Erganzend dazu haben wir Teilfragmente des Promotors vor ein LacZ-
Reportergen kloniert und die Expressionsmuster dieser Promotor-Konstrukte in transgenen
Tieren untersucht.
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Im folgenden Abschnitt stelle ich zunachst die bioinformatische Analyse dar, auf die von uns
untersuchten Reporter-Konstrukte gehe ich erst weiter unten im Detail ein (Kapitel 1.2.3-4).
Die Expressionsmuster von 2zwei Konstrukten, die der Ausgangspunkt fir die
bioinformatische Analyse waren, mochte ich allerdings hier schon kurz erwahnen. Wahrend
die proximalen 1500 bp der pipe-upstream-Sequenz eine ventrale Expression des
Reportergens im wildtypischen pipe-Expressionsmuster bewirken, zeigt ein um 500 bp
kleineres Fragment (1000 bp upstream pipe) eine uniforme Expression im gesamten
Follikelepithel (Abb. 1.2.7.). Diese ektopische Expression auf der dorsalen Seite der
Eikammer, im Folgenden auch als Derepression bezeichnet, deutet auf essentielle TFBS in
diesem Bereich hin, die insbesondere bei der EGFR-Signal-vermittelten, dorsalen
Repression von pipe eine entscheidende Rolle spielen.

1500 1000 500 |—:>. i
normale
{Lac:Z] 1500 bp - LacZ —) Eig%éaslsefon
[lacZ] 1000 bp - LacZ — E)’;‘éfroersr;‘ign
1500 bp - LacZ 1000 bp - LacZ

Abbildung 1.2.11.: Die Expressionsmuster der pipe-Promotor-LacZ Konstrukte 1500 bp — LacZ
und 1000 bp — LacZ. Das Diagramm zeigt einen Ausschnitt der genomischen Region, die den
Transkriptionsstart von pipe flankiert (+500 bis ca. -1500); der Transkriptionsstart ist durch den Pfeil
markiert. Darunter ist der Bereich durch schwarze Linien markiert, der in den Reporterkonstrukten
15600bp-LacZ und 1000bp-LacZ vor das LacZ-Reportergen fusioniert ist. Gezeigt sind aulRerdem
Lateralansichten anti-pGal gefarbter Eikammern transgener Weibchen, die jeweils eines der o.g.
Konstrukte tragen (s. auch Abb. 1.2.20.). Das 1500bp-LacZ wird in einem zur Expression des
endogenen pipe identischen Muster exprimiert, das 7000bp-LacZ Konstrukt zeigt eine uniforme
Expression in der gesamten Eikammer (dorsale Derepression).

1.2.2 Bioinformatische Analyse der cis-regulatorischen Region von pipe

Aufgrund der Verfiigbarkeit der sequenzierten Genome unterschiedlicher Drosophiliden,
haben wir uns bei der bioinformatischen Promotor-Analyse insbesondere auf einen
phylogenetischen Ansatz konzentriert (phylogenetic footprinting). Inzwischen sind die
Genome von 11 Drosophiliden — zusatzlich zu D. melanogaster — vollstandig sequenziert und
verfugbar (siehe Einleitung, Abb. 1.1.1.). Jedoch ist hierzu zu beachten, dass zum Zeitpunkt
der Durchflhrung eines Grof3teils der Analyse nur sechs Genome vollstandig zur Verfigung
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standen (D. yakuba, D. erecta, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. mojavensis, D. virilis),
so dass insbesondere bei der Benutzung der TFBS-Vorhersage-Programme nur mit diesen
Drosophiliden gearbeitet wurde. Dabei zeigte sich jedoch in spater erneut durchgeflhrten
Test-Laufen der einzelnen Programme mit zusatzlichen Sequenzen keine deutliche
Veranderung der urspringlich gewonnenen Ergebnisse.

Es wurden von uns drei unterschiedliche Arten von Programmen fur die bioinformatische
Analyse verwendet. Zunachst haben wir mit Hilfe von Alignment-Programmen die
Konservierung innerhalb der 1,5 kb des upstream-Bereiches untersucht (Kapitel 1.2.2.1), der
in Reporterkonstrukten zu einer wildtypischen Expression des Reportergens fihrt (s.0. Abb.
1.2.11.). Danach haben wir mit Lwf-Scan ein Programm verwendet, welches unabhangig von
der Konservierung der statistischen ldentifizierung cis-regulatorischer Module dient (Kapitel
1.2.2.2). Im letzten Schritt haben wir dann verschiedene Programme benutzt, die der
Vorhersage potentieller cis-regulatorischer Motive, und somit der direkten Identifizierung
individueller TFBS dienen (Kapitel 1.2.2.3). Bei allen in den folgenden Kapiteln gezeigten
Abbildungen ist zu beachten, dass pipe auf dem Minus-Strang codiert ist, so dass jeweils die
dem Promotor am nachsten gelegene Sequenz links lokalisiert ist und weiter distale
Bereiche rechts davon liegen.

1.2.2.1 Phylogenetic Footprinting mit Hilfe unterschiedlicher Alignment-
Software

Zur Analyse der Konservierung innerhalb der cis-regulatorischen Region von pipe haben wir
die Ergebnisse verschiedener Alignment-Programme miteinander verglichen, die jeweils
unterschiedliche Algorithmen zur Erstellung der Alignments verwenden.

Folgende Programme/Algorithmen wurden verwendet:

ClustalW (Thompson et al., 1994) zur Erstellung eines globalen, multiplen Alignments.
UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002). Stellt fir die gesamte Sequenz von D. mel. die
Konservierung graphisch dar. Die zugrunde liegenden Alignments werden in diesem Fall
durch das Programm MULTIZ erstellt, welches unter Verwendung des TBA (Threaded
Blockset Aligner) Algorithmus (Blanchette et al., 2004), ausgehend von mittels BLASTZ
(Schwartz et al., 2003) erstellten lokalen Alignments, globale Alignments erzeugt. Zur
mathematischen Identifizierung konservierter Elemente innerhalb dieser multiplen
Alignments verwendet der UCSC Genome Browser aullerdem den so genannten
PhastCons Algoritmus (Siepel et al., 2005).

GenomeVISTA (Bray et al., 2003; Couronne et al., 2003; Kent, 2002). Ermdglicht in der
aktuellen Version die Erstellung paarweiser Alignments von 7 verschiedenen Drosophiliden
(D. sim., D. yak., D. erec., D. ana., D. pseu., D. moj., D. vir) mit dem D. mel.
Referenzgenom. Dazu werden zunachst unter Verwendung des BLAT Algorithmus (Kent,
2002) lokale Alignments erzeugt, von denen ausgehend mit Hilfe des Programms AVID
(Bray et al., 2003; Couronne et al., 2003) ein globales Alignment erstellt wird.

bayes aligner (,bayes aligner web application for phylogenetic footprinting“, http://
bayesweb.wadsworth.org/cgi-bin/bayes_align12.pl). Dient speziell der Analyse paarweiser
Alignments cis-regulatorischer Regionen. Die Alignments werden durch den ,Bayes block
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aligner® Algorithmus (Zhu et al., 1998) erstellt, der eine bayes’sche (,Bayesian®) Variante
des klassischen Smith-Waterman Algorithmus (Smith and Waterman, 1981) verwendet.

Weil die jeweils erzeugten Alignments insgesamt sehr &hnlich sind, zeige ich in der
folgenden Abbildung (1.2.12., nachste Seite) nur die Darstellung der 1,5 kb upstream-pipe-
Region, inklusive des ersten Exons, die man mit Hilfe des UCSC Genome Browsers erhalt.
Da sich die mit Hilfe von GenomeVISTA erstellten paarweisen Alignments auch innerhalb
des UCSC Genome Browsers darstellen lassen, habe ich auch diese mit in die Abbildung
aufgenommen. Die Ergebnisse des bayes aligners und das ClustalW-Alignment ist im
Anhang 5.1 aufgefuhrt. In der Abbildung ist durch einen gelben Rahmen der Sequenz-
Bereich markiert, der fir die weiter unten beschriebenen TFBS-Vorhersage-Programme
(1.2.2.3) verwendet wurde. Aullerdem ist die Lage der, mit Hilfe dieser Programme
identifizierten, cis-regulatorischen Motive (Motiv A, B und C, s. Abb. 1.2.14.-1.2.17.)
eingezeichnet.

Mit dem UCSC Genome Browser lassen sich verschiedene Informationen bezuglich einer
genomischen Region in Form einzelner, so genannter tracks anzeigen. Die ersten sieben
tracks im oberen Teil der Abbildung 1.2.12. stellen die Graphen der paarweisen
GenomeVISTA-Alignments dar. Konservierte Bereiche sind jeweils durch eine Farbung
unterhalb der Kurven hervorgehoben, wobei blau flir translatierte codierende Regionen
verwendet wird, tlrkis flr nicht-translatierte codierende Regionen (siehe erstes pipe-Exon)
und rot fur konservierte nicht-codierende Bereiche. Welche Bereiche koloriert werden hangt,
dabei von benutzerdefinierten Werten zur minimalen prozentualen Identitat und zur
minimalen Lange der konservierten Region ab. Wir haben die vorgegebenen Standartwerte
verwendet (70%/100bp). Man erkennt, dass neben der Sequenz des ersten Exons und der
unmittelbar upstream gelegenen cis-regulatorischen Region nur der Bereich von ca. 1035-
1125 bp upstream bis hinab zu den ~40 Mio. Jahre entfernten Drosophiliden D. moj und D.
vir. konserviert ist. Fir das Alignment mit D. moj. wird in diesem Falle (neben der
Markierung des Exons) tatsachlich nur fir den Bereich um 1100 bp upstream ein
konserviertes nicht-codierendes Element vorhergesagt. Insgesamt spiegelt die Darstellung
der paarweisen Alignments sehr deutlich die abnehmende Homologie der Sequenzen mit
zunehmendem evolutionarem Abstand wider. Der nachste UCSC Genome Browser track
darunter, stellt in blau den transkribierten Teilbereich des pipe-Gens in dieser Region dar,
wobei der nicht codierende Bereich des Ersten Exons schmaler dargestellt ist, als der darauf
folgende codierende Abschnitt. Direkt darunter sind in diesem Beispiel zwei tracks zu sehen,
die Informationen zur Konservierung innerhalb dieser Region graphisch darstellen. Dabei
wurden alle 11 derzeit verfugbaren Drosophiliden Genome zusatzlich zu D.mel.
bertcksichtigt. Zur ldentifizierung konservierter Elemente innerhalb des multiplen MULTIZ-
Alignments verwendet der UCSC Genome Browser den PhastCons-Algoritmus (Siepel et al.,
2005). Der mittels PhastCons errechnete Grad der Konservierung ist zunachst als
durchgehender Plot entlang der gesamten Sequenz  abgebildet, wobei eine hohe
Konservierung durch einen entsprechend starken Peak widergespiegelt wird. Darunter zeigt
der Konservierungs-track auRerdem eine graphische Darstellung des MULTIZ-Alignments.
Dabei steht die dunkelste (schwarze) Schattierung der Balken fiir héchste BLASTZ-Werte
und weile Bereiche zeigen an, dass kein Alignment vorliegt.
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Abbildung 1.2.12.: Darstellung der Konservierung der pipe-Promotor-Region durch den UCSC Genome Browser. Im
oberen Teil sind die mittels GenomeVISTA erstellten, paarweisen Alignments gezeigt, links ist jeweils angegeben, welche
Drosophila-Spezies mit D.mel. alignt wurde, oberhalb der Diagramme sind die Koordinaten der pipe-upstream-Region
angezeigt. Die Graphen zeigen die Konservierungen Uber 50% an, die obere Linie markiert 100% Konservierung. Konservierte
translatierte Regionen sind blau, nicht-translatierte codierende Regionen tirkis, nicht-codierende Bereiche rot markiert (70%
min. ldentitat/100bp min. Lange der konservierten Region). Unterhalb der VISTA-Alignments ist in blau der transkribierte
Bereich des pipe-Gens in dieser Region gezeigt. Darunter ist ein MULTIZ-Alignment flir 12 Drosophiliden gezeigt; oberhalb des
Alignments zeigt ein Plot der PhastCons-Werte den Grad der Konservierung an. Ganz unten ist die Lage der mit Hilfe von
PhastCons vorhergesagten konservierten Elemente markiert, links ist jeweils der zugehorige log-odds score (lod) angezeigt. Die
drei Bereiche mit der héchsten Konservierung sind durch rote Rahmen markiert. Der gelbe Rahmen markiert den ~500 bp
Bereich, der fur die nachfolgende Analyse mittels TFBS-Vorhersage-Programmen (s.u., 1.2.2.3) verwendet wurde. Die Lage der
mit Hilfe dieser Programme identifizierten Motive A-C (Abb. 1.2.14.-1.2.17.) ist durch farbige Balken gekennzeichnet.
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In einem separaten track (,PhastCons Conserved Elements®) ist schlielllich ganz unten
zusatzlich die Lage vorhergesagter konservierter Elemente durch schwarze Balken markiert,
wobei jeweils ganz links der zugehdrige log-odds score (lod) angezeigt wird. Je hoéher der
lod-Wert ist, desto starker die von PhastCons ermittelte Konservierung. Der héchste lod-Wert
(lod=212) ergibt sich fur eine Region von 140 bp, zu der ein Teil des nicht codierenden
Bereichs des ersten Introns gehort, sowie ca. 95 bp der direkt upstream gelegenen Sequenz,
welche die eigentliche core-Promotorregion umfasst. Daneben zeigt, zusatzlich zur
codierenden Sequenz des ersten Exons (lod=191), innerhalb der cis-regulatorischen Region
der Bereich von ca. 1035-1125 bp upstream mit einem Wert von lod=173 die hochste
Konservierung. Dieser Bereich liegt innerhalb der 500 bp Region, die in dem ektopisch
exprimierten 1000-LacZ Reporterkonstrukt im Vergleich zum 1500-LacZ Konstrukt fehlt (Abb.
1.2.11.).

Aufgrund der hohen Konservierung bis hin zu D. pseu., haben wir fir die Identifizierung von
TFBS nicht den exakten 1000-1500bp Abschnitt eingesetzt, der durch die Analyse der
Reporterkonstrukte als relevant identifiziert worden war, sondern einen etwas weiter nach
proximal verschobenen Bereich (-936 bis -1453 bp upstream des Transkriptionsstartes,
siehe gelber Rahmen in Abb. 1.2.12.). Auf die in der Abbildung markierte Lage der
vorhergesagten Motive A-C gehe ich erst nach der Besprechung der TFBS-Vorhersage-
Programme ein.

1.2.2.2 Lwf-Scan: Vorhersage potentieller cis-regulatorischer Module (CRM)

Das Programm Lwf-Scan (Nazina and Papatsenko, 2003) dient der ldentifizierung cis-
regulatorischer Module oder Enhancer. Lwf-Scan flhrt auf der Grundlage eines Trainings-
Satzes, der annotierte Sequenz-Daten fiir die meisten bekannten cis-regulatorischen Module
von Drosophila enthalt, eine umfassende Analyse der Verteilung von lokalen Wort-
Haufigkeiten (local word frequencies) durch. Vom methodischen Ansatz ahnelt Lwf-Scan den
im nachsten Abschnitt behandelten TFBS-Vorhersage-Programmen, da es sich auch um ein
ab initio-Vorhersage Programm handelt, welches prinzipiell nach einer ungewoéhnlichen
Basenzusammensetzung der zu analysierenden Sequenz sucht. Lwf-Scan identifiziert
jedoch keine individuellen cis-regulatorischen Motive (oder TFBS), sondern sagt fiir einen
grolkeren Sequenzabschnitt die Wahrscheinlichkeit voraus, dass es sich um eine cis-
regulatorische Region handelt. AulRerdem gehen in die Analyse mittels Lwf-Scan keine
phylogenetischen Daten ein.

Als Input diente in diesem Fall die 1,5 kp pipe-upstream Sequenz von Drosophila
melanogaster. Das Ergebnis lasst sich mit Hilfe des Programms Gnuplot
(http://www.gnuplot.info/) in Form eines Graphen darstellen, der tber die gesamte Lange der
Input Sequenz hinweg die Wahrscheinlichkeit eines vorliegenden cis-regulatorischen Moduls
anzeigt. Abbildung 1.2.13. zeigt das Ergebnis flir die pipe-upstream-Region. Das Diagramm
offenbart drei deutliche Peaks, zwei kleinere an den ungefahren Positionen 300 und 1400,
und einen sehr stark ausgepragten, breiten Peak zwischen Position 900 und 1200, mit einem
Maximum bei ungefahr 1050. Dieser letztgenannte, besonders stark ausgepragte Peak, liegt
innerhalb des experimentell als relevant ermittelten 500 bp Bereichs (Abb. 1.2.11.) und
korreliert mit der beobachteten hohen Konservierung in diesem Abschnitt.
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Abbildung 1.2.13.: Graphische Darstellung des Lwf-Scan-Ergebnisses fir die 1,5 kb upstream-
pipe-Region. Der Graph zeigt die Wahrscheinlichkeit eines vorliegenden cis-regulatorischen Moduls
fur jede Basenposition. Der gelbe Rahmen markiert den ~500 bp Bereich, der fur die nachfolgende
Analyse mittels TFBS-Vorhersage-Programmen verwendet wurde (s. u., Kapitel 1.2.2.3). Die Lage der
mit Hilfe dieser Programme identifizierten Motive A-C (s.Abb. 1.2.14.-1.2.17.) ist durch farbige Balken
gekennzeichnet.

1.2.2.3 ldentifizierung potentieller Transkriptionsfaktor-Bindemotive mit Hilfe
von ab initio-Vorhersage-Programmen

Die oben aufgefihrten Expressionsmuster des 1000bp-LacZ und des 1500bp-LacZ
Konstrukts (Abb. 1.2.11.), zeigen das Vorhandensein einer Repressor-Bindestelle in einem
Bereich von -1kb bis -1,5kb upstream von pipe an. Bei der bioinformatischen Suche nach
TFBS haben wir uns auf die Identifizierung dieser Repressor-Bindestelle konzentriert, da der
an diese Stelle bindende Repressor sehr wahrscheinlich durch den EGFR-Signalweg
reguliert wird. Wie die oben dargestellten Ergebnisse demonstrieren, liegen innerhalb dieser
Region auch ein besonders hoch konservierter Sequenzabschnitt (Abb. 1.2.12), sowie ein
potentielles cis-regulatorisches Modul (Abb. 1.2.13.).

Fir die Suche nach TFBS sind inzwischen weit Uber hundert Programme verfligbar. Da wir
den Transkriptionsfaktor, der fir die EGFR-vermittelte Repression von pipe verantwortlich ist,
nicht kennen, und wir deshalb fiir diesen Transkriptionsfaktor keine Konsensus-Bindestelle
zur Verfigung hatten, konnten wir nur solche Programme benutzten, bei denen keine
Information bezlglich der Bindestellen als Input benétigt wird (ab initio-Vorhersage, siehe
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Einleitung). Allen von uns verwendeten Programmen ist aullerdem gemeinsam, dass die
Suche nach TFBS auf diejenigen Motive eingeschrankt wird, die zwischen mehreren Spezies
konserviert sind (phylogenetic footprinting). Wir haben mehrere Programme parallel
verwendet, und uns auf diejenigen Motive konzentriert, die von mehreren unterschiedlichen
Programmen vorhergesagt wurden. Der systematische Vergleich verschiedener Vorhersage-
Programme hat gezeigt, dass dieser Ansatz in der Tat zu einer deutlichen Verbesserung bei
der Identifizierung echter TFBS fuhrt (Tompa et al., 2005). Zunachst wurden verschiedene
Programme von uns getestet und miteinander verglichen und schliel3lich einige wenige
Programme ausgewahlt, die unterschiedliche Algorithmen verwenden und die sich als am
besten geeignet erwiesen haben. Im Folgenden stelle ich diese Programme ganz kurz vor,
eine ausfuhrlichere Darstellung, inklusive konkreter Angaben zu den von uns verwendeten
Einstellungen, istim Anhang zu finden (Anhang 5.2.).

MOST

Das Programm MOST (Motifs Searching Tool (Pizzi et al., 2005)) sucht, auf der Grundlage
einer ungewohnlichen Basen-Zusammensetzung im Vergleich zur Hintergrund-
Basenhaufigkeit, nach cis-regulatorischen Motiven in einer Gruppe von DNA-Sequenzen.
MOST erlaubt dabei fir den Kernbereich der Motive ein geringeres Mal} an Variabilitat, als
fur die Randbereiche, was dem haufig gefundenen Aufbau tatsachlicher Transkriptionsfaktor-
Bindestellen entspricht. Eine weitere Besonderheit dieses Programms ist die Unterteilung der
Analyse in mehrere Einzelschritte, wobei nach jedem Schritt die Moglichkeit besteht, die
Ergebnisse zu evaluieren und fir den nachfolgenden Schritt zu selektieren. Innerhalb der
eingegeben Sequenzen wird zunachst nach ungewoéhnlichen (,most surprising“) exakten
Mustern (,Woértern“) gesucht. Im nachsten Schritt werden diese einem Clustering
unterzogen, um ahnliche ,Worter® zu Kern-Motiven in Form von Konsensussequenzen
zusammenzufassen, welche abschlielend zu grofleren Motiven (,extended motifs“) erweitert
werden.

SOMBRERO

SOMBRERO (Self-Organizing Map for Biological Regulatory Element Recognition and
Ordering, (Mahony et al., 2005a; Mahony et al., 2005b) verwendet fiir die Suche nach
Uberreprasentierten Motiven einen Lernalgorithmus, der urspriinglich zur Konstruktion
kinstlicher neuronaler Netze entwickelt wurde, und als ,Selbstorganisierende Karte® (Self
Organizing Map/SOM) bezeichnet wird. SOMBRERO benutzt damit einen grundlegend
anderen Ansatz als die meisten anderen Programme, die jeweils unterschiedliche Verfahren
aus den Bereichen der Wahrscheinlichkeitstheorie und der statistischen Physik benutzen,
wie EM-Algorithmen (z. B. MEME) oder Gibbs Sampling (z. B. AlignACE, MotifSampler).

WeederH

WeederH (Pavesi et al., 2007) identifiziert konservierte TFBS in einer Referenzsequenz
durch den Vergleich mit homologen Sequenzen. Der WeederH Algorithmus ermittelt dazu
nicht die absolute Konservierung, sondern die relative Konservierung in Bezug auf die
durchschnittliche Konservierung der Gesamtsequenzen. Zusatzlich zu der Konservierung der
Sequenz berlcksichtigt WeederH die Konservierung in Bezug auf die exakte Position. Das
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Programm kann maximal vier homologe Sequenzen zum Vergleich mit der Referenzsequenz
(in unserem Fall D. mel.) verarbeiten. Aufgrund der Erfahrung mit den bis dahin verwendeten
Programmen, haben wir uns in diesem Fall fur die Sequenzen der folgenden Spezies
entschieden: D. yak., D. erec., D. anan., D. pseu..

CREDO

Die Software CREDO (Hindemitt and Mayer, 2005) bietet die Moglichkeit, eine Reihe von
Sequenzen parallel von funf verschiedenen Algorithmen zur Identifizierung von TFBS
einzusetzen und erleichtert dadurch den direkten Vergleich der Ergebnisse. Die folgenden
Programme lassen sich via CREDO verwenden: AlignACE, DiAlign, FootPrinter, MEME und
MotifSampler. MEME (Bailey and Elkan, 1994) basiert auf einem EM-Algorithmus
(Expectation-Maximization) und verwendet ein deterministisches Optimierungsverfahren.
DIALIGN und Footprinter basieren primar auf der Konservierung von Sequenzbereichen.
Dazu erzeugt DIALIGN lokale mulitple Alignments (Morgenstern, 1999; Morgenstern, 2004)
und FootPrinter wendet auf der Grundlage eines phylogenetischen Stammbaumes einen
spezifischen phylogenetic footprinting Algorithmus an (Blanchette and Tompa, 2003).
AlignACE verwendet fur die Suche nach Uberreprasentierten Motiven einen Gibbs-Sampling-
Algorithmus (Hughes et al., 2000) und MotifSampler erweitert die Gibbs-Sampling-Methode
durch die Modulierung des Hintergrundes mit einem Markov-Modell héherer Ordnung (Thijs
et al., 2001).

Die einzelnen Programme wurden zusatzlich jeweils auch von der originalen Internetseite
aus (unter Verwendung der jeweiligen Standardparameter) getestet. Dabei wichen nur im
Falle von MEME die Ergebnisse deutlich von den mit Credo erhaltenen Resultaten ab. Diese
Abweichungen kommen dadurch zustande, dass Credo speziell im Falle von MEME die Zahl
der gesuchten Motive auf vier eingrenzt und von jedem Motiv maximal zwei individuelle
Bindestellen pro Sequenz anzeigt.

1.2.2.4 Auswertung und Vergleich der TFBS-Vorhersage-Programme

Ausgangspunkt fir die Gesamtauswertung der Resultate der verschiedenen Programme,
war das Ergebnis der CREDO-Software, da wir hier direkt die Ubereinstimmungen fir finf
unterschiedliche Programme ersehen konnten.

Die Abbildung 1.2.14. zeigt die Darstellung der CREDO-Ergebnisse flir die Sequenz von D.
mel.. Man erhalt eine derartige Darstellung fir jede der Input-Sequenzen, so dass auch ein
direkter Vergleich zwischen den getesteten Spezies méglich ist. Eine Ubersichts-Grafik
(Motif Overview) demonstriert alle gefundenen Motive auf einen Blick. Die individuellen
Bindestellen fir die einzelnen Konsensusmotive sind in jeweils einer eigenen Zeile fur jedes
Programm getrennt aufgefiihrt. Unterhalb der graphischen Darstellung der Positionen
identifizierter Bindestellen wird in Form eines Diagramms eine Zusammenfassung der
vorhergesagten Motive aller Programme flr jede Basen-Position ausgegeben (Summary
View). Diese Darstellung ermdglicht auf einen Blick die Identifizierung der Sequenz-
Regionen, an denen die Ergebnisse verschiedener Algorithmen Ubereinstimmen oder
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Uberlappen. Ein Farbcode gibt dabei an, wie viele Programme ein Motiv an der
entsprechenden Position vorhersagen.

CREDO identifiziert innerhalb der 500 bp D.mel.-Region vier Bereiche, in denen die
Vorhersagen von mindestens drei Programmen Ubereinstimmen oder Uberlappen, zwei
davon zeigen sogar eine vierfache Ubereinstimmung. Ein auffalliger Bereich liegt ungefahr
zwischen Position 140 und 270 (entspricht Position -1075 bis -1205 upstream des
Transkriptionsstartes), da sich in dieser Region besonders viele, fast durchgehend von
mindestens zwei Programmen gefundene Motive befinden.

500repDmel
= Motif Overview | 5 Help -
MotA 100 MotB 200 200 400 0]
L 1 L 1 L 1 L 1 . 1
AligracE o - - L - -
Dialign ™= E— - B S T ==
FootPrinter
MEME
MatifSamplar - )
-3
= Summary Yiew | & Help
100 200 200 400 00
1 | 1 | 1 | 1 | 1 1
10
£
=

Abbildung 1.2.14.: Darstellung der CREDO-Gesamtauswertung. In der Motiv-Ubersicht (Motif
Overview) oben ist die Lage aller gefundenen Motive schematisch dargestellt. Die individuellen
Bindestellen fiur die einzelnen Konsensusmotive sind in jeweils einer eigenen Zeile firr jedes
Programm getrennt aufgeflhrt und als farbige Pfeile dargestellt. Jedem Motiv wird eine Farbe
zugeordnet, so dass sich verschiedene Bindestellen desselben Motivs identifizieren lassen. Das
Diagramm (Summary View) darunter zeigt eine Zusammenfassung aller gefundenen Motive fur jede
Basen-Position. Ein Farbcode gibt an, wie viele Programme ein Motiv an der entsprechenden Position
vorhersagen (lla — ein Programm, blau — zwei Programme, grin — drei Programme, gelb — vier
Programme, rot — finf Programme). Die Hohe der Peaks zeigt an, wie viele Motive an der jeweiligen
Position gefunden wurden (einige Programme ermitteln mehrere Uberlappende Motive fiir eine
Position). Die Lage der unter Eibeziehung der Ergebnisse von MOST, SOMBRERO und WeederH
insgesamt von den meisten Programmen Ubereinstimmend identifizierten Motive A-C (Abb. 1.2.15-
1.2.17.) ist durch farbige Rahmen gekennzeichnet.

Wir haben fir die Sequenzbereiche, die eine Uberlappung oder Ubereinstimmung fir
mindestens drei Programme zeigen (gelber und griiner Farbcode in Abb. 1.2.14), untersucht,
welche Motive anderer Programme ebenfalls fiir diese Bereiche eine Bindestelle
identifizieren. Dazu haben wir jeweils mit Hilfe der ermittelten Motiv-Konsensussequenz eine
Suche innerhalb der D. mel. Sequenz durchgeflihrt. Wir haben schliel3lich drei potentielle cis-
regulatorische Motive identifiziert, die von mindestens funf unterschiedlichen Programmen
vorhergesagt werden. Diese Motive bezeichne ich im Folgenden als Motiv A, B und C. Die
Lage dieser Motive ist in Abbildung 1.2.15 angegeben, einmal in einer schematischen
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Darstellung der pipe-upstream-Region (oben in der Abbildung), und einmal durch farbige
Hervorhebung innerhalb der Sequenz. Auflerdem ist in der Abbildung angegeben, von
welchen Programmen die Motive jeweils gefunden wurden. Ein Motiv (Motiv B, blau in Abb.
1.2.15.) sticht dabei besonders hervor, da es von allen verwendeten acht Programmen
identifiziert wurde. Die anderen beiden Motive wurden von sieben (Motiv A — rot), bzw. finf
(Motiv C — grun) Programmen angezeigt. Die Lage der Motive A-C ist auch in der Abbildung
der von GenomeVISTA und dem UCSC Genome Browser erstellten Alignments
eingezeichnet (Abb. 1.2.12.). Dabei fallt auf, dass das Motiv B in einem besonders hoch
konservierten Bereich liegt und selbst hoch konserviert ist (bis hin zu den ~40 Mio. Jahre
entfernten Spezies D. moj und D. vir.). Die geringste Konservierung zeigt das Motiv C,
wodurch verdeutlicht wird, dass die ldentifizierung eines Motivs durch mehrere Programme
nicht allein auf der hohen Konservierung beruht (in groRen Teilen der Sequenz, die hdher
konserviert sind als das Motiv C, finden sich keine Ubereinstimmend vorhergesagten Motive).
Fir die Motive A und C ist insbesondere zu beachten, dass drei von insgesamt sieben
Programmen diese beiden Motive als zwei unterschiedliche Versionen ein und desselben
(Konsensus-)Motivs behandelt haben (AlignACE, MEME, SOMBRERO). Die anderen
Programme haben dagegen entweder nur das Motiv A erkannt (MotifSampler und WeederH)
oder jeweils individuelle Motive flr Motiv A und C identifiziert (DiAlign, MOST und MEME bei
der Verwendung via Credo).

Die unterschiedliche Behandlung der Motive A und C macht deutlich, wie sehr sich die
Versionen, die von unterschiedlichen Programmen fir ein Motiv generiert werden,
unterscheiden. Der Hauptunterschied liegt dabei in der Variabilitdt der Konsensussequenz,
die jeweils flr ein Motiv erstellt wird. Direkt damit verbunden sind zwei
Hauptunterscheidungsmerkmale von TFBS-Vorhersage-Programmen, namlich die Spezifitat
und die Sensitivitdt der Vorhersagen. Eine hohe Spezifitdt verringert den Anteil falsch
positiver Vorhersagen (false positives), allerdings ist die Wahrscheinlichkeit grof3er, dass
Motive nicht detektiert werden (mehr false negatives), die héhere Spezifitat flihrt also zu
einer geringeren Sensitivitdt und umgekehrt. Dabei sind die ermittelten Motive im Fall hoher
Spezifitat (und geringer Sensitivitdt) von geringerer Variabilitat, als im umgekehrten Fall. Bei
der unterschiedlichen Spezifitat der Motive spielt auch die unterschiedliche Lange der Motive
eine Rolle, da die Spezifitat mit der Ladnge des Motivs zunimmt.
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Abbildung 1.2.15.: Von mindestens 5 unterschiedlichen Programmen vorhergesagte Motive
innerhalb eines 500bp Abschnitts der pipe-upstream-Region. Die Skizze oben in der Abbildung
zeigt schematisch die Position der identifizierten Motive A, B und C relativ zum Transkriptionsstart.
Gezeigt ist die genomische Orientierung (basaler Promotor links). Der graue Balken markiert den
Sequenzbereich, der in den TFBS-Vorhersage-Programmen verwendet wurde. Die Sequenz dieses
Bereichs ist darunter angegeben, dabei ist die genaue Lage der Motive in der Sequenz farbig
hervorgehoben. AuRerdem ist in der Abbildung aufgefiihrt, welche Motive von welchen Programmen
vorhergesagt wurden.

Um die von den unterschiedlichen Programmen ermittelten Motive in Ubersichtlicher Form
miteinander vergleichen zu kénnen, haben wir mit Hilfe des Programms WebLogo (Crooks et
al., 2004) die einzelnen Motive als Sequenz-Logos (Schneider and Stephens, 1990)
dargestellt (Abb. 1.2.16.). Diese intuitive Form der graphischen Darstellung eines Motivs
verdeutlicht die Unterschiede in der Variabilitat der Konsensussequenzen. Anhand der
Sequenz Logos ist die hohe Variabilitdt der Konsensussequenzen ersichtlich, die fur Motiv A
und C gleichzeitig stehen, im Gegensatz zu den jeweils nur ein Motiv einschlielenden. Dass
eine geringe Anzahl von unterschiedlichen Sequenzen als Grundlage eines Motivs aber auch
zu einem geringen Informationsgehalt fuhrt (ersichtlich an der geringeren Hohe der
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Buchstaben), zeigen die beiden separaten Sequenzlogos fir Motiv A und C, die von MEME
bei der Benutzung uUber Credo erstellt wurden, und die auf der Grundlage von nur je zwei

unterschiedlichen Bindestellen erstellt wurden.

AlignACE

MOST MEME  MEME (Credo) Footprinter DiAIign

WeederH SOMBRERO MotifSampler

Motiv A

AlignACE - Metif A/ C

wwwwww

e—

Motiv C

>

==
]
— 8
< >
— €
<_>
==
C".)
< >
—
= hcls
-
;
:l

mmmmmmmmmmmmmmmmmmm

[E—

O
—
O
>
=
o 2
O
j vt

nnnnnnnnnnnnnnn

mmmmmmmmmmmmmmm

-------

i?@HTC%ﬁécafcriTT HHHHH
2 R
=0T+ 0ACH

..-.-..».-‘

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

WeederH - Motif A

“60TC. Ac CT T

mmmmmmmmmmmmmmmm

—w'r-”-r:zczu ::::::::::::

uuuuuuuu

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

nnnnnnnn

———————

qqqqq

Motiv B

AlignAce - Motif B (parial oven

M. M

mmmmmm

Soraveer¥eogdTugresy

AHARNAKRARS

e——

FootPrinter - Motif B

TI'AAATTTCTC

.-Hqﬂ_uh

bits

nnnnnnnnnnn
---------

mmmmmm

.........

MOST - Motif B

LT A AAATTTA

nnnnnnnnnnnnn

——

MotifSampler - Motif B

TAATTTCTC

———

2 SOMBRERO - Motif B

ATx AAAA 2XITA

I P =N = —

—

2 WeederH - Motif B

o AT AT

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Abbildung 1.2.16.: Sequenz-Logos der von den TFBS-Vorhersage-Programmen ermittelten

Versionen der Motive A-C.

Die durch die Variabilitat der Konsensussequenz bedingte unterschiedliche Spezifitat der
Motive kommt auch in der variablen Anzahl der individuellen Bindestellen innerhalb einer
Sequenz, die von den einzelnen Programmen fir jedes Konsensusmotiv gefunden werden,
zum Ausdruck. Die folgende Abbildung (1.2.17., vergleiche auch die Ergebnisse von CREDO,
Abb. 1.2.14.) zeigt die konkreten Bindestellen, die von den Programmen MEME (bei direkter
Verwendung), MOST, SOMBRERO und WeederH fliir die Motive A-C in der Sequenz von
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D.mel. identifiziert wurden (A — rot, B — blau, C — griin, gemeinsames Motiv A/C — orange). Die
Lage der Bindestellen, die mit der Position der Motive A-C der Gesamtauswertung
Ubereinstimmen, sind jeweils entsprechend gekennzeichnet (farbige Rahmen).

MotA MotB
2 40 60 80 100 120 140 60 | 180 200 220 240 |260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
| 1 1 1 I I | 1 I I I 1 1 I 1 I I 1 1 1 1 |
0 20 40 1] 80 100 120 140 460 | 180 200 220 240 |2600 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 |
1 L ] 1 1 L ] 1 1 L ] 1 ] 1 1 | ] 1 1 L 1 ] 1
i
MOST — = & |-
200 40 60 80 100 120 140 60 | 180 200 220 240 | 2600 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
| 1 I 1 1 I 1 1 1 I [ 1 I 1 1 1 I 1 I 1 1 1 1 1 1
= -_—-7
SOMBRERO - —
20 40 60 80 100 120 140 Y60 | 180 200 220 240 (2600 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
L i i 1 1 1 L 1 T L I { L i i [ Ti i oy 1 1 L 1 I:
WeederH E ?

Abbildung 1.2.17.: Die Lage der von den Programmen MEME, MOST, SOMBRERO und WeederH
identifizierten Versionen der Motive A, B und C. Die Positionen der individuellen Bindestellen in der
Sequenz sind schematisch durch farbige Blécke markiert: Motiv A — rot, Motiv B — blau, Motiv C —
grin, gemeinsames Motiv A/C — orange. Die Position der Bindestellen, die mit den Motiven A-C der
Gesamtauswertung Ubereinstimmen, ist durch farbige Rahmen gekennzeichnet.

Der Vergleich der Sequenz Logos (Abb. 1.2.16.) und der unterschiedlichen Anzahl der
Bindestellen pro Konsensusmotiv (Abb. 1.2.14. u. 1.2.17.) zeigt, dass MOST und vor allem
AlignACE und SOMBRERO sehr unspezifisch in der Vorhersage sind (hochvariable
Konsensussequenzen und mehrere Bindestellen pro Motiv). WeederH und Footprinter
zeigen dagegen eine hohe Spezifitat, da sie jedes Motiv nur einmal identifizieren. Das Motiv
B wird dagegen von MOST zweimal und von SOMBRERO sogar funfmal gefunden. Auch die
Sequenzlogos flir Motiv B veranschaulichen die geringe Spezifitat von SOMBRERO, MOST
und AlignACE, ersichtlich an der variablen Konsensussequenz. Die Sequenzlogos der
anderen Programme verdeutlichen dagegen gerade flr das Motiv B die hundertprozentige
Konservierung dieser Region, da sich diese spezifischeren Programme jeweils auf die
einzige hoch konservierte Bindestelle innerhalb der homologen Sequenzen beschranken.
Auch die von MOST benutzte Strategie der besonders hohen Konservierung des
Kernbereichs eines Motivs, spiegelt sich deutlich in dem Sequenzlogo von Motiv B wider.

Die Unterschiede im Fall von MEME, die bei der Benutzung von der originalen homepage im
Vergleich zu der Benutzung mittels CREDO auftreten, demonstrieren jedoch wie sehr die
Sensitivitdt und die Spezifitdt eines Programms von den verwendeten Parametern abhangt.
Bei der Verwendung via CREDO identifiziert MEME die beiden Motive A und C getrennt
(Abb. 1.2.14.), wahrend bei der direkten Verwendung von MEME beide Motive unter ein
Konsensusmotiv zusammengefasst werden (Abb. 1.2.17.). Die Spezifitdt von MEME ist
daher bei der direkten Verwendung geringer gewesen, als bei der Benutzung via CREDO
(vergleiche auch die unterschiedliche Variabilitdt der Konsensussequenzen, Abb. 1.2.16.).
Die Unterschiede zwischen den anderen Programmen kommen vor allem dadurch zustande,
dass die Programme bei der ldentifizierung der Motive unterschiedliche Motivlangen als
optimal ermitteln.

33




Teil 1: pipe — Transkriptions-Regulation Ergebnisse

Einen Sonderfall stellt das Programm DiAlign dar, welches nahezu fiir den gesamten
Sequenzbereich Motive vorhersagt und daher hoch sensitiv ist (Abb. 1.2.15.). Dabei zeigen
die Motive jedoch aufgrund der Lange trotzdem eine relativ geringe Variabilitat (Abb.
1.2.17.). Der Grund daflr ist, dass die Vorhersagen von DiAlign ausschlief3lich auf der
Konservierung beruhen, dieses Programm ist daher fur die spezielle Suche nach TFBS
eigentlich ungeeignet. Die von DiAlign erhaltenen Resultate sind eher mit denen der weiter
oben aufgefiihrten Alignment-Programme vergleichbar (Kap. 1.2.1).

Bis auf MOST geben alle verwendeten Programme auch eine Abschatzung der statistischen
Signifikanz eines identifizierten Motivs an. Dabei korreliert speziell im Falle von WeederH die
vom Programm ermittelte Signifikanz eines Motivs mit der von uns ermittelten Signifikanz
anhand der Ubereinstimmenden ldentifizierung mehrerer Programme: Motiv B wird von der
statistischen Signifikanz am hoéchsten eingestuft, Motiv A am zweithéchsten. Auch
Footprinter ermittelt die hdchste Signifikanz fur Motiv B, da dieses als einziges Motiv
identifiziert wird. Die anderen Programme (MotifSampler, DiAlign, AlignACE und MEME)
weisen Motiv A eine hohere statistische Signifikanz zu, als Motiv B. Dabei taucht bei
SOMBRERO das Motiv A/C an flnfter Stelle, und das Motiv B erst an Position 22 auf.

Die Programme WeederH und Footprinter zeigen in unserem Fall bezlglich der Spezifitat
und der Ermittlung der statistischen Signifikanz die beste Leistung.

Der Vergleich der einzelnen Programme anhand der unterschiedlichen Anzahl der
Bindestellen pro Motiv (Abb. 1.2.15. u. 1.2.17.) verdeutlicht, dass die parallele Verwendung
mehrerer Programme, gerade bei der Verwendung unspezifischer Vorhersageprogramme,
eine wichtige Mdglichkeit bietet, anhand der Konzentration auf Gbereinstimmende Resultate
die Anzahl der ermittelten Motive einzugrenzen.

1.2.3 Einengung des cis-regulatorischen Bereichs mittels terminal
deletierter Reportergen-Konstrukte

Um die cis-regulatorische Region auf den fir die ventrale Expression im Follikelepithel
minimal notwendigen Bereich einzuengen, und um aullerdem die Relevanz der
vorhergesagten cis-regulatorischen Motive in vivo zu verifizieren, wurde eine Reihe von
verkurzten Promotor-Fragmenten in einen LacZ-Reportervektor kloniert und das
Expressionsmuster des LacZ-Reportergens in vivo in den Eikammern transgener Fliegen
untersucht.

Ausgangspunkt fur diese Promotor-Analyse war das bereits erwdhnte und in der klonalen
Analyse zur Wiedergabe des pipe-Expressionsmusters eingesetzte 8kb-pipe-LacZ-Konstrukt
(Peri et al., 2002; Sen et al., 1998). Dieses urspringliche pipe-Reporterkonstrukt enthalt 8 kb
der cis-regulatorischen Region von pipe vor der Sequenz des Reportergens f-
Galactosidase. Abbildung 1.2.18. zeigt die genaue Lage des in dem Reporterkonstrukt
verwendeten Sequenzabschnitts beziglich des pipe-Locus. Die 8 kb Sequenz umfasst ca. 3
kb der cis-regulatorischen Region upstream von pipe, sowie ein kurzes Stlick (288 bp) der
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3’-UTR des upstream von pipe gelegenen Gens CG32206, aullerdem ist das erste Exon
inklusive des Translationsstartes und ungefahr 5 kb des ersten Introns enthalten.

fal 19300k, 19310k 19320k 19330k

E:::::%Hp CG3Z2206
1 b E—
fal-RA pip-RJ q CG3z206-RC
Rip-RA = pip-5T2 q C -]

pip-RI H—]

|

pip-RH
h il
pip-RG
4
pip-RO
: 4
pip-RF
. il
pip-RC
il
pip-RE
T |
pip-RL
=l 1
il

1
pip-RK
=11

Abbildung 1.2.18.: Der genomische pipe-Locus. Gezeigt ist die genomische Region um den pipe-
Locus in der Darstellung des flybase Generic Genome Browsers. Auch die 3’-Enden der upstream
(CG32206) und downstream (falten, fal) von pipe lokalisierten Gene sind aufgefiihrt. Unterhalb des
blau markierten pipe-Locus sind die 11 in flybase annotierten Spleil3-Varianten von pipe dargestellt.
Die ersten drei Exons sind in allen Splice-Varianten identisch, die individuellen Sulfotransferase-
Boxen der unterschiedlichen Isoformen werden jeweils durch die letzten 4-6 Exons codiert. Die griine
Schraffur markiert den Sequenzabschnitt, der in dem 8kb-pipe-LacZ-Reporterkonstrukt (Sen et al.,
1998) enthalten ist.

Nachdem wir nachweisen konnten, dass die cis-regulatorische Sequenz von 3 kb direkt
upstream von pipe ausreicht, um die Expression des Reportergens in einem wildtypischen
Muster zu treiben (s. Abb. 1.2.19. u. 1.2.20. A, B), haben wir uns ausschliefllich auf den
upstream-Bereich konzentriet und diesen mittels proximal und distal deletierter
Teilkonstrukte weiter eingegrenzt. Das 3kb-upstream-Fragment haben wir auch in einen
GFP-Reporter-Vektor kloniert (Abb. 1.2.20. A). Dieses Konstrukt bietet flir zukilinftige
Experimente die Mdglichkeit, die dynamische Entwicklung des pipe-Expressionsmusters in
lebenden Ovarien zu verfolgen.

Die Abbildung 1.2.19. zeigt alle untersuchten Promotor-Deletions-Konstrukte in einer
schematischen Ubersicht. In dieser Darstellung ist jeweils auch die Lage der mit Hilfe der
TFBS-Vorhersage-Programme ermittelten Motive A-C farbig markiert.
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Abbildung 1.2.19.: Ubersicht tiber die analysierten pipe-Promotor-Konstrukte. Ganz oben ist die
Region um den Transkriptionsstart des pipe-Gens skizziert (von -3000 bis +1000), umgekehrt zur
genomischen Orientierung. Darunter sind die klonierten Reporterkonstrukte gezeigt. Die schwarze
Linie markiert das Promotor-Fragment, das jeweils vor das LacZ-Reportergen kloniert ist (im Falle des
3000bp Fragmentes ist zusatzlich ein GFP Konstrukt kloniert worden). Die Lage der mittels TFBS-
Vorhersage-Programmen identifizierten Motive A-C (siehe Kapitel 1.2.2.3-4, Abb. 1.2.15.-1.2.16.) ist

farbig markiert. Rechts ist das resultierende Expressionsmuster angegeben.

36



Teil 1: pipe — Transkriptions-Regulation Ergebnisse

Abbildung 1.2.20. zeigt zunachst die Ergebnisse fur die Promotor-distalen Deletionen. Das
Minimalfragment, das eine komplette, pipe-identische Expression des Reportergens bewirkt
(in Abbildung 1.2.19. und im Folgenden auch als wildtypische Expression bezeichnet) ist
ungefahr 1150 bp (vom Transkriptionsstart upstream) grof3.

Abbildung 1.2.20.: Expressionsmuster der distal deletierten pipe-Promotor-Konstrukte. Stadium
10 Eikammern, Lateralansicht. Die erste Reihe zeigt jeweils das durch anti-GFP (A), bzw. anti-pGal
(B-J) Antikdrperfarbungen sichtbar gemachte Expressionsmuster des Reportergens. Die zweite Spalte
zeigt anhand einer DAPI-Farbung die Unversehrtheit des gesamten Follikelepithels. Die dritte Spalte
demonstriert anhand von Normarski-Aufnahmen, in denen der dorsal lokalisierte Zellkern sichtbar ist,
dass es sich um Lateralansichten handelt. Die Expressionsmuster werden im Text und in der
Abbildung 1.2.22. erlautert.

Besonders interessant sind die nachst kleineren Konstrukte, die bei Grélken zwischen 1100
bp und 1000 bp (Abb. 1.2.20. G-I), zu einer uniformen Expression des Reportergens im
gesamten Follikelepithel fihren. Diese ektopische Expression auf der dorsalen Seite der
Eikammer deutet darauf hin, dass in diesen Konstrukten insbesondere Repressor-
Bindestellen deletiert sind, die flir die EGFR-vermittelte Inhibition der Expression
verantwortlich sind. Im Folgenden werde ich diese Form der Expression eines Reportergens
auch als Derepression bezeichnen. Das Konstrukt 1100-LacZ ist das grofte Konstrukt, das
bereits eine deutliche Derepression zeigt. In diesem Fragment ist das Motiv B gerade noch
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enthalten (Abb. 1.2.19). Durch den Vergleich der Konstrukte 1135-LacZ (wildtypische
Expression) und 1100-LacZ (Derepression) lasst sich der Repressor-bindende Bereich auf
35 bp eingrenzen. Die wildtypische Expression der Konstrukte 1150-LacZ und 1135-LacZ
(Abb. 1.2.20. E, F) zeigt auBerdem, dass das Motif C keine essentielle Funktion hat, da der
entsprechende Bereich in diesen Konstrukten deletiert ist (Abb. 1.2.19).

Die nachste Abbildung (1.2.21.) flhrt diejenigen Promotorkonstrukte auf, bei denen auch von
der Promotor-proximalen Seite aus Deletionen vorgenommen wurden. Die
Expressionsmuster dieser Reporterkonstrukte zeigen, dass ein relativ groller cis-
regulatorischer Bereich direkt upstream des Transkriptionsstartes nicht essentiell ist. Das
Fehlen des basalen Promotors in diesen Konstrukten ist nicht relevant, da die
Promotorfragmente in dem Reportervektor jeweils vor einen hsp70-Minimalpromotor kloniert
sind. Bis zu 985 bp der direkten upstream Sequenz kdnnen deletiert sein, ohne dass das
Expressionsmuster des Reportergens merklich verandert wird (Abb. 1.2.21. B-l). Da in dem
wildtypisch exprimierten 985-1300-LacZ Konstrukt auch das Motiv A zu einem Groftell
deletiert ist (5 Basen bleiben erhalten) (Abb. 1.2.19.), hat auch dieses Motiv
héchstwahrscheinlich keine essentielle Funktion. Vergrofert man den deletierten proximalen
Bereich weiter, so verandert sich das Expressionsmuster allerdings deutlich. Bei einer
Deletion von 1000 bp kommt es zunachst zu einer Abschwachung der Expressionstarke,
wobei die Expression am posterioren Ende der Eikammer in voller Starke erhalten bleibt
(Abb. 1.2.21. J). Eine Deletion um weitere 50 bp verstarkt diesen Effekt noch, so dass fast
ausschliel3lich die posteriore Expressionsdomane zu erkennen ist (Abb. 1.2.21. K). Eine
Verklrzung um insgesamt 1100 bp fuhrt schlieBlich zum vdlligen Ausbleiben der Expression
(Abb. 1.2.21. L). Bei allen untersuchten proximalen Deletionen beschrankt sich die
Expression auf die ventrale Seite der Eikammer, der repressorische Einfluss des EGFR-
Signalwegs auf der dorsalen Seite bleibt also erhalten. In diesem Bereich der cis-
regulatorischen Region liegen demnach vorwiegend Bindestellen fir notwendige
Transkriptions-Aktivatoren. Interessanterweise flhrt auch ein weiter upstream gelegenes
Enhancer-Fragment (2000-3000, Abb. 1.2.19. u. 1.2.21. A) zu einem &hnlichen
Expressionsmuster wie im Falle der 1000-1300, bzw. 1050-1300 Fragmente, nadmlich zu der
beschriebenen posterioren Teilexpression. Dieser Sequenz-Abschnitt ist upstream des distal
deletierten Minimalfragmentes lokalisiert, dass eine wildtypische Expression zeigt (Abb.
1.2.19.). Das entsprechende Expressionsmuster deutet somit auf redundante Aktivator-
Bindestellen hin.
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Abbildung 1.2.21.: Expressionsmuster der proximal deletierten pipe-Promotor-Konstrukte.
Stadium 10 Eikammern, Lateralansicht. Die erste Spalte zeigt jeweils das durch anti-pGal
Antikdrperfarbungen sichtbar gemachte Expressionsmuster des Reportergens. Die zweite Spalte zeigt
anhand einer DAPI-Farbung die Unversehrtheit des gesamten Follikelepithels. Die dritte Spalte
demonstriert anhand von Normarski-Aufnahmen, in denen der dorsal lokalisierte Zellkern sichtbar ist,
dass es sich um Lateralansichten handelt. Die Expressionsmuster werden im Text und in der
Abbildung 1.2.22. erlautert.

1.2.4 Test vorhergesagter TFBS durch intern deletierte/mutierte
Reportergen-Konstrukte

Um die Relevanz der vorhergesagten cis-regulatorischen Motive A-C gezielter zu
untersuchen, wurden zunachst intern deletierte Reporterkonstrukte hergestellt. Die in diesen
Konstrukten verwendete cis-regulatorische Region umfasste die gesamte Sequenz von 1,5
kb upstream des pipe-Promotors, wobei jeweils intern ein Sequenzabschnitt von ca. 20 bp
deletiert war. Insgesamt wurden drei unterschiedliche Deletionskonstrukte getestet, in denen
jeweils eines der drei ermittelten Motive deletiert war (siehe schematische Darstellung der
Konstrukte unter ,interne Deletionen“ in Abb. 1.2.19.). Wie oben beschrieben, kann
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allerdings ein Effekt fir die Deletionen der Bindestellen A und C mittlerweile auch schon
anhand der Ergebnisse der terminalen Deletionskonstrukte weitgehend ausgeschlossen
werden. In der Tat fihrte auch, wie die Abbildung 1.2.22 (A und C) zeigt, die interne Deletion
dieser Motive zu keiner Veranderung des wildtypischen pipe-Musters. Das Konstrukt 71500-
AB-LacZ wird dagegen uniform im gesamten Follikelepithel exprimiert (Abb. 1.2.22. B).

Abbildung 1.2.22.: Expressionsmuster der intern deletierten pipe-Promotor-Konstrukte.
Stadium 10 Eikammern, Lateralansicht. Die erste Spalte zeigt jeweils das durch anti-pGal
Antikérperfarbungen sichtbar gemachte Expressionsmuster des Reportergens. Die zweite Spalte zeigt
anhand einer DAPI-Farbung die Unversehrtheit des gesamten Follikelepithels. Die dritte Spalte
demonstriert anhand von Normarski-Aufnahmen, in denen der dorsal lokalisierte Zellkern sichtbar ist,
dass es sich um Lateralansichten handelt. Die Konstrukte enthalten jeweils 1500bp der pipe-
upstream-Region, wobei in jedem Konstrukt eines der mittels TFBS-Vorhersage-Programmen
identifizierten Motive A-C (s. Kapitel 1.2.2.3-4., Abb. 1.2.15.-1.2.16.) deletiert ist. Nur die Deletion des
Motivs B fuhrt zu einer deutlichen Derepression, bzw. zur uniformen Expression des Reportergens
(siehe auch Abb. 1.2.19.).

Die deutliche Derepression als Folge der Deletion des Motivs B, ist ein wichtiger Hinweis auf
die Relevanz dieses cis-regulatorischen Bereichs. Der Nachteil einer internen Deletion ist
allerdings, dass sich auch die raumliche Anordnung nebeneinander liegender Bindestellen
aulRerhalb des deletierten Abschnitts verandert. Dadurch wird unter Umstanden eine
notwendige Interaktion verschiedener Transkriptionsfaktoren beeintrachtigt, so dass der
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beobachtete Effekt auch durch einen Einfluss auf upstream oder downstream von Motiv B
bindende Faktoren hervorgerufen werden kénnte.

ATGATGGTGGA CCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATRACAATTGCAAAAAAATGGAAAAACGCCAGCCTCAACATAAAA MUtA-> wt
CAGCAACAAGCCAGGGGCCTACACGGGCCCCTCGATAACAATTGCAAAAAAATGGAAARACGCCAGCCTCAACATAAAA MULE
CAGCAACAAGTTGAAAATTCACAICGGGCCCTCTAGC/GGTGATTGCAAAAAAATGGAAAAACGCCAGCCTCAACATAAAA MUtB

pression

CAGCAACAAGTTGAAAATTCOTHTAAATTGAGATCGECACCG GTACCCCAAAATGGAAAAACGCCAGCCTCAACATAAAA MULG

CAGCAACAAGTTGAAAATTCGTETAAATTTCTCGATARCAGCCATGGGGGGGCAAGGGGACGCCAGCCTCAACATAAAA MuUtC

=  dere

—

CAGCAACAAGTTGAAAATTCGTETAAATTTCTCGATARCAATTGCAAAA GGGCAAGGGGGTATTGATTC CAACATAAAA MUtF }

CAGCAACAAGTTGAAAATTCOTHTAAATTTCTCGATARCAATTGCAAAL AAATGGAAAA GTATTGATTCTGGTGCGGGG mutD

Abbildung 1.2.23.: Expressionsmuster der intern mutierten pipe-Promotor-Konstrukte. (A)
Ausschnitt aus der Sequenz der Reporterkonstrukte. In rot ist jeweils der Abschnitt markiert, der in den
Konstrukten verandert ist. Der blaue Rahmen markiert das vorhergesagte Motiv B. Rechts ist das
beobachtete Expressionsmuster angegeben. (B-H) Stadium 10 Eikammern, Lateralansicht. Die erste
Spalte zeigt das durch anti-BGal Antikérperfarbungen sichtbar gemachte Expressionsmuster des
Reportergens. Die zweite Spalte zeigt anhand einer DAPI-Farbung die Unversehrtheit des gesamten
Follikelepithels. Die dritte Spalte demonstriert anhand von Normarski-Aufnahmen, in denen der dorsal
lokalisierte Zellkern sichtbar ist, dass es sich um Lateralansichten handelt.

Um die Relevanz der ermittelten Repressorbindestelle zu verifizieren, wurde daher auch eine
Reihe intern veranderter (,mutierter”) Reporterkonstrukte getestet. Dazu wurden fir den
gesamten zum damaligen Zeitpunkt in Frage kommenden Bereich jeweils 20 Basenpaare
ausgetauscht, wobei insgesamt sieben verschiedene Konstrukte getestet wurden, bei denen
der mutierte Bereich jeweils um 10 Basenpaare Uberlappte (siehe Schema in Abb. 1.2.23.
A). Diese Technik der schrittweisen Veranderung nebeneinander liegender kurzer
Sequenzabschnitte wird auch als ,linker scanning“ bezeichnet (McKnight and Kingsbury,
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1982). Der Austausch der Sequenz erfolgte in der Form, dass jede Base gegen eine nicht
komplementéare Base ausgetauscht wurde.

Die Abbildung 1.2.23. (B-H) zeigt die Ergebnisse fur die intern veranderten Reporter-
Konstrukte. Die Konstrukte bestatigen zwar die Bedeutung des vorhergesagten Binde-Motivs
B, allerdings wird deutlich, dass insgesamt ein etwas gréRerer Sequenzabschnitt eine Rolle
bei der Bindung von reprimierenden Faktoren spielt. Insbesondere bewirkt das Konstrukt
mutC, bei dem das eigentliche Motiv B nicht verandert ist, ebenfalls eine ektopische
Expression auf der dorsalen Seite. Ganz dorsal ist die ektopische Expression der Konstrukte
teilweise etwas schwécher ausgepragt (mutB und mutG), dabei liegt der Bereich der
schwacheren Derepression nicht direkt Gber dem Oocytenkern, sondern etwas weiter
posterior. Insgesamt zeigen die Konstrukte mutB, mutC, mutE und mutG eine deutliche
Derepression, wahrend die Konstrukte mutA, mutD und mutF im normalen pipe-Muster
exprimiert werden. Durch den Vergleich der Uberlappenden, in den jeweiligen Konstrukten
mutierten Sequenzen, lasst sich der Bereich, der fiir die dorsale Repression von pipe
bendtigt wird, weiter eingrenzen.

1.2.5 Auswertung der Bioinformatik-Analyse und der Reportergen-
Konstrukte: Identifizierung einer Repressorbindestelle

Die Abbildung 1.2.24. fasst die Ergebnisse der untersuchten Promotor-Deletions-Konstrukte
und insbesondere des, auf der Grundlage des vorhergesagten cis-regulatorischen Motivs B
durchgefuhrten, linker-scannings zusammen. Gezeigt ist ein kurzer Abschnitt des von uns
analysierten pipe-Enhancers in der Umgebung des vorhergesagten Motivs B.

Oben in der Abbildung ist eine schematische Darstellung der pipe-upstream-Region gezeigt,
in der die Lage des Motivs B blau markiert ist. (Angegeben ist die genomische Orientierung,
so dass der basale Promotor links lokalisiert ist.) Darunter sind schematisch die drei
relevanten Reporterkonstrukt-Fragmente dargestellt. Das 1500-deltaB-LacZ-Konstrukt, in
dem das Motiv B intern deletiert ist, zeigt eine deutliche Derepression des Reportergens
(Abb.. 1.2.22. B). Das grolite distal deletierte Konstrukt, das eine Derepression zeigt, enthalt
1100 bp der upstream Sequenz (Abb. 1.2.19. u. 1.2.20.G). Das 35 bp gréfRere Konstrukt
1135-LacZ wird wildtypisch exprimiert. Eine weitere Einschrankung der Repressor-
Bindestellen-Region durch Promotor-proximal deletierte Reporterkonstrukte war nicht
moglich, da in proximal deletierten Fragmenten, in denen die relevante Region enthalten ist,
bereits essentielle Aktivator-Bindestellen betroffen sind (Abb. 1.2.19. u. 1.2.21.K, L). Die
starkste Eingerenzung des relevanten Bereichs ermoglichte der Vergleich der intern
mutierten Reporterkonstrukte (wildtypische Expression der Konstrukte mutA, mutD und
mutF, Derepression im Falle von mutB, mutC, muE und mutG, s. Abb. 1.2.23.). Die dadurch
ermittelte Region ist grau markiert. Die Sequenz dieses Bereichs ist im unteren Teil der
Abbildung 1.2.24 angeben, das Motiv B ist auch hier blau hervorgehoben.

Die relevante Region liel3 sich insgesamt auf ein 31 bp Minimal-Fragment eingrenzen (31 bp
Repressor-Bindestellen-Region, s. Abb. 1.2.24), in welchem sich auch das von den meisten
TFBS-Vorhersage-Programmen identifizierte Motiv B befindet. In diesem Sequenzabschnitt
sollten auf jeden Fall alle essentiellen Repressor-Bindestellen enthalten sein.
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CAGCAACAAGTTGAAAATTCGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGCAAAAAAATGGAAAAACGCCAGCCT

Mutationen in diesem Bereich flihren zu

N
e .
31 bp Repressor-Bindestellen Region

Derepression

A

Abbildung 1.2.24.:

Identifizierung einer

31 bp Repressor-Bindestellen-Region durch

Auswertung der pipe-Promotor-Analyse. Die Skizze oben zeigt die pipe-upstream-Region, in der
genomischen Orientierung, nur der zentrale Bereich ist mal3stabsgetreu dargestellt. Die Lage des
Motivs B ist blau markiert. Darunter sind schematisch die entscheidenden Reporterkonstrukt-
Fragmente skizziert, dabei ist auch das jeweils beobachtete Expressionsmuster angegeben. Unten ist
die Sequenz der direkten Umgebung des Motivs B (blau) gezeigt. Der graue Kasten markiert den
Bereich, der im Falle eine veranderten Sequenz (,Mutation®) in Reporterkonstrukten zu einer

Derepression des Reportergens fihrt.
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1.2.6 Experimente zur Isolierung von an das identifizierte cis-
regulatorische Motiv bindenden Transkriptionsfaktoren

1.2.6.1 Yeast One-Hybrid screen

Um Proteine zu identifizieren, die spezifisch an die identifizierte Repressor-Bindestelle des
pipe-Enhancers binden, wurde ein Yeast-One-Hybrid-Screen durchgefiihrt (Wang and Reed,
1993). Dazu wurde das Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit verwendet
(Clontech). Die Yeast-One-Hybrid-Methode beruht darauf, dass potentielle DNA-bindende
Proteine (die ,Beute®) fusioniert mit der Gal4-Aktivierungsdoméane in Hefezellen transformiert
werden, und dort durch die Bindung an eine spezifische Zielsequenz (den ,Kdder®) die
Expression eines Reportergens (HIS3) induzieren, welche es dem verwendeten Hefestamm
(Y187) erlaubt auf Minimalmedium (ohne Histidin) zu wachsen.

Zunachst wurde eine Ovarien-spezifische cDNA-Bibliothek hergestellt. Die Bildung der
cDNA-Gal4-Fusionen erfolgte mittels homologer Rekombination in den pGADT7-Rec2
Vektor innerhalb entsprechend transformierter Hefezellen (Material und Methoden).

In den pHIS2.1 Kdder-Vektor wurden als Zielsequenz drei Tandem-Wiederholungen der
ermittelten 31bp Repressorbindestelle (s. Abb. 1.2.24) kloniert (3pipe-rep-pHIS2.1).

Mit Hilfe einer Reihe von Testtransformationen wurde ermittelt, dass eine 75 mM
Konzentration des Inhibitors 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) die Hintergrund-Expression des
HIS3 Reportergens als Folge unspezifischer Wechselwirkungen vollstandig unterbindet.

Fur den eigentlichen screen wurden daher die Hefezellen nach der Cotransformation mit der
cDNA Bibliothek, dem pGADT7-Rec2 (enthalt LEU2) Vektor und dem 3pipe-rep-pHIS2.1
Vektor (enthalt TRP1) auf SD-Medium ohne Leucin, Tryptophan und Histidin und mit 75 mM
3-AT ausplattiert.

Bei einer Transformationseffiziens von 2,1 * 10° sind nach 7 Tagen

329 Kolonien gewachsen.
Davon wuchsen

289 Kolonien nach erneutem Ausstreichen zur Verifizierung auf Platten mit einer 3-AT
Konzentration von bis zu 100 mM.
Von diesen konnten wir wiederum

271 Kolonien nach Isolierung mittels Kolonie-PCR erfolgreich sequenzieren.

Die Sequenzen wurden gegen das Genom von Drosophila melanogaster geblastet und die
identifizierten Gene auf die annotierten Funktionen hin untersucht. Dabei wurden in den
Fallen, in denen keine experimentellen Daten zugrunde lagen, die unter flybase verfiigbaren
Vorhersagen verschiedener Programme zur Funktion und zu vorhandenen Protein-Domanen
fur die Klassifizierung berucksichtigt.

Die ermittelten Sequenzen zeigten einen enorm hohen Hintergrund von offensichtlichen
falsch positiven Klonen (false positives). Als offensichtliche false positives bezeichne ich
hierbei alle Proteine, fir die keine direkte Bindung an DNA zu erwarten ist. Die Tabelle 2.1
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listet alle ermittelten Sequenzen, gruppiert zu funktional ahnlichen Proteinen, auf. Dabei ist
zu beachten, dass viele Sequenzen mehrfach auftauchten (bis zu 8-mal). Zu den besonders
haufig gefundenen false positives gehdren vor allem Haushaltsenzyme (z.B. Glycolyse
Enzyme), ribosomale Proteine und Komponenten der Eihiille (Chorion- und Vitellinmembran-
Proteine). Dabei handelt es sich jeweils um besonders stark transkribierte Gene, die in cDNA
Bibliotheken in besonders grolRer Menge vorhanden sind und die haufig zu falsch positiven
Resultaten in Hefe Screens flihren ((Wen et al.,, 2000a); personliche Kommunikation
Stephan Wenkel).

Enzyme (vorwiegend klassische Haushaltsenzyme): 62
Ribosomale Proteine: 40
Komponenten der Eihiille (Chorion-, Vitellinmembranproteine): 23
RNA-bindende Proteine: 17
DNA-bindende Proteine: 32

- Histone: 4

- Transkriptionsfaktoren: 13

- sonstige DNA bindende Proteine (z.B. ssDNA bindende

Proteine) 15

Sonstige annotierte Gene: 51
Gene ohne annotierte Funktion: 46
Sequenzierte Kolonien insgesamt: 271

Tabelle 2.1.. Ergebnisse der Sequenzierung der Yeast-One-Hybrid-
Kolonien. Bei den aufgefihrten Zahlen ist zu beachten, dass einige Sequenzen
mehrfach auftraten (identische Sequenz in unterschiedlichen Kolonien).
Dadurch sind in der Tabelle beispielsweise 13 Sequenzen fur
Transkriptionsfaktoren (TF) aufgeflhrt, obwohl insgesamt nur 10 verschiedene
TF identifiziert wurden. Ein weiterer TF wurde auRerdem als Folge einer Blast-
Suche unter den Genen ohne annotierte Funktion identifiziert (siehe Text).

Nur 32 (~12%) der Sequenzen gehdren zu DNA bindenden Proteinen, wobei in diesem Fall
allerdings mehrfach auftretende (maximal doppelt), identische Sequenzen seltener sind.
Davon konnten wir 10 als potentielle Transkriptionsfaktoren identifizieren, von denen
wiederum 3 doppelt gefunden wurden (Tabelle 2.2.). Die in der Tabelle 2.1. aufgeflihrten
Gene ohne annotierte Funktion, haben wir noch einmal genauer analysiert und insbesondere
Uber eine Blast-Suche mit der jeweiligen Sequenz die Funktion homologer Gene in anderen
Organismen Uberprift. Dabei wurde ein weiteres Gen identifiziert (CG6770), welches in
insgesamt sechs Kolonien auftauchte und welches eine relativ hohe Homologie (68%
Identitat, 82% Ahnlichkeit) zu dem Transkriptionsfaktor p8 aus Artemia franciscana hat.
Dieses Protein kommt auch in Mausen vor und ist dort als ein ungewéhnlicher HMG-Box
Transkriptionsfaktor identifiziert worden, der eine Rolle als Effektor von ras-Signalwegen
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spielt (Vasseur et al., 2002). Dieses Gen wurde daher in die weitere Analyse der Kandidaten-
Transkriptionsfaktoren mit einbezogen.

Anzahl ) Anzahl .
mehrfach N verwendetes | Expressions- RNAI-
Gen efunden verfugbarer EST muster EMSA getesteter Effekt
9 ESTs RNAi-Linien
.. . . kein
apt 71 LD45581 nur Nahrzellen| kein Shift 1 Effekt
CG11876 120 GHO08474 nur Nahrzellen| kein Shift keine /
CG12942 6 LD46263  |nur Nahrzellen| kein Shift 2 kein
Effekt
. . . kein
CG4936 19 LD08906 nicht getestet [ kein Shift 2 Effekt
selbst kloniert in .. . . kein
CG6770 6X 112 TOPO nur Nahrzellen| kein Shift 2 Effekt
CG8273 6 GMO01981  |nur Nahrzellen| kein Shift 2 kein
Effekt
. . . kein
E(bx) 2X 47 RES57757 nur Nahrzellen| kein Shift 1 Effekt
schwache . . kein
lolal 88 LD14504 uniforme Expr. kein Shift 3 Effekt
mbf1 2X 83 GH10148  |nur Nahrzellen| kein Shift 2 kein
Effekt
schwache . . kein
NFAT 69 LD10950 uniforme Expr. kein Shift 1 Effekt
. . . kein
Ssdp 2X 40 GM14473  |nur Nahrzellen| kein Shift 2 Effekt

Tabelle 2.2.: Im Yeast One-Hybrid screen identifizierte Transkriptionsfaktoren.

Die Tabelle 2.2. zeigt eine Liste aller gefundenen Transkriptionsfaktoren, wobei aufgefuhrt
ist, welche davon mehrfach auftauchten. Obwohl aufgrund des offensichtlich sehr hohen
Hintergrundes von false positives die Relevanz der ermittelten Faktoren zweifelhaft war,
haben wir einige weitere Tests zur Verifizierung der Kandidaten durchgefiihrt. Die weiteren in
der Tabelle aufgefihrten Daten beziehen sich auf diese Experimente und werden im
folgenden Abschnitt erlautert.

1.2.6.2 Analyse der im Yeast One-Hybrid screen identifizierten Kandidatengene

Analyse der Expressionsmuster mittels in-situ-Hybridisierung

Um zu untersuchen, ob fiir die Kandidaten eine Expression innerhalb des Follikelepithels
nachgewiesen werden kann, haben wir zundchst anhand von ESTs (aus der Drosophila
Gene Collection des Berkeley Drosophila Genome Project, BDGP DGC clones,
http://www fruitfly.org/DGC/index.html) antisense Proben fir diese Gene hergestellt und in-
situ-Hybridisierungen durchgefuhrt. Fur CG4936 haben wir bisher keine in-situ-
Hybridisierung durchgefuhrt, da sich mit den bisher verwendeten ESTs keine Probe
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synthetisieren lie®. Fur CG6770 haben wir mittels TOPO®-Cloning (Invitrogen) eine eigene
cDNA hergestellt. Bei der Auswahl geeigneter ESTs fiel auf, dass fur die meisten Kandidaten
eine sehr hohe Anzahl verschiedener ESTs zur Verfugung steht (siehe Tabelle 2.2,
Ausnahmen bilden nur CG8273 und CG12942), was darauf hindeutet, dass diese
Transkriptionsfaktoren besonders stark exprimiert werden. Wie bereits erwahnt, ist eine hohe
Expressionsrate oft der Grund fir falsch positive Kandidaten, so dass die hohe Anzahl an
ESTs die Relevanz der Kandidaten zusatzlich in Frage stellte.

Wir haben flr keinen der getesteten Kandidaten eine deutliche oder spezifische Expression
im Follikelepithel beobachten kdénnen. Die Abbildung 1.2.25. zeigt zwei Beispiele fir die
typischen gefundenen Expressionsmuster. In den meisten Fallen war ausschlieBlich eine
starke Expression in den Nahrzellen erkennbar (siehe als Beispiel CG8273, Abb. 1.2.25. A).
In zwei Fallen (lolal und NFAT) tauchte nach langer Reaktionszeit auch eine schwache
uniforme Expression in den Follikelzellen auf (sieche NFAT, Abb. 1.2.25. B), wobei diese
Farbung nur ganz schwach Uber der Hintergrund-Farbung lag.

B

0G8273 NFAT

Abbildung 1.2.25.: Typische Beispiele fur Expressionsmuster der Kandidaten-Gene aus dem
Yeast One-Hybrid screen. Die meisten Gene zeigten ausschlie3lich eine starke Expression in den
Nahrzellen (A, Beispiel CG8273). In einigen Fallen wurde eine schwache Expression im gesamten
Follikelepithel beobachtet (B, Beispiel NFAT).

Gelretardationsexperimente mit in vitro translatierten Kandidatengenen

Um die Bindung der Kandidaten-Transkriptionsfaktoren an das 31bp pipe-Promotor-
Fragment in vitro zu verifizieren, haben wir Gelretardationsexperimente (EMSAs,
electrophoretic mobility-shift assays) durchgefiihrt (Fried and Crothers, 1981; Garner and
Revzin, 1981). Die Methode des EMSA beruht darauf, dass die Bindung eines Proteins an
ein DNA-Fragment zu einer Verringerung der elektrophoretischen Mobilitat der
proteingebundenen im Vergleich zur nicht gebundenen DNA fiihrt. Verwendet man markierte
DNA-Fragmente, ist die langsamere Wanderung der proteingebundenen im Vergleich zur
freien DNA an einem so genannten ,band-shift“ erkennbar.

Wir haben die Kandidaten-Gene zunachst unter Verwendung der BDGP-ESTs (Tabelle 2.2.)
mit Hilfe von Kaninchen-Retikulozytenlysat oder Weizenkeim-Extrakt (Promega) transkribiert
und translatiert. Die Proteine wurden danach mit einem radioaktiv markierten 31bp pipe-
Promotor-Fragment inkubiert und auf ein natives Polyacraylamid-Gel aufgetragen. Keines
der Kandidaten-Proteine fuhrte zur Retardation der Sonde, die in Form eines band-shifts
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sichtbar ware, so dass sich in keinem Fall eine Bindung in vitro nachweisen liel3 (Tabelle
2.2)).

RNAi-Experimente

Schliellich haben wir, als einen ersten funktionalen in vivo Test, RNAi-Konstrukte fur die
einzelnen Kandidaten (mit Ausnahme von CG11876, fir den keine entsprechende UAS-
RNAiI-Linie verfiigbar war) im Follikelepithel ubiquitéar exprimiert und phanotypische
Auswirkungen auf den Embryo anhand von Kutikula-Praparaten untersucht. Dazu wurden
Linien der VDRC-Sammlung (Vienna Drosophila RNAi Center, http://www.vdrc.at/; (Dietzl et
al.,, 2007) verwendet, die jeweils kurze Gen-Fragmente als invertierte repeats (IRs) in
antisense Orientierung in einem modifizierten pUAST-Vektor (pMF3) enthalten. Durch
Einkreuzen einer Gal4-Treiberlinie lassen sich so hairpin-RNAs (hpRNAs) exprimieren, die
einen spezifischen RNAi-Effekt bewirken sollen. Wir haben die Treiberlinie Cy2-Gal4
verwendet, die eine starke Expression im gesamten Follikelepithel bewirkt. In keinem Fall
konnten wir einen deutlichen Kutikula-Phanotyp identifizieren, der auf eine Stérung der
Dorsoventral-Achse schlieen lieRe (Tabelle 2.2.). Allerdings zeigten auch verschiedene, als
positive Kontrollen getestete, UAS-RNAi-Konstrukte (aos, rho-1, Mad, tld, sog) bei
ubiquitarer Expression im Follikelepithel, unter Verwendung derselben Treiberlinie, nicht die
zu erwartenden Effekte. Die Testexpression eines UAS-aos-RNAi-Konstrukts im Auge, unter
Verwendung einer GMR-Gal4-Treiberlinie, erbrachte dagegen eindeutig den erwarteten
Phanotyp (Gaby Altmann, personliche Kommunikation). Prinzipiell funktioniert die
verwendete in vivo-RNAi-Methode also durchaus, allerdings scheint es grundlegende
Probleme bei der Anwendung im Follikelepithel zu geben, so dass die ermittelten negativen
Ergebnisse fir die Kandidaten-Gene aus dem Yeast One-Hybrid screen keine hohe
Relevanz haben.

1.2.6.3 Gelretardations-Experimente (EMSA) mit Protein-Extrakt aus Ovarien

Um zu untersuchen, ob sich tberhaupt fir Ovarien-spezifische Proteine in vitro eine Bindung
an das 31bp-pipe-Promotor-Fragment nachweisen lasst, haben wir Gelretardations-
Experimente mit Gesamt-Protein-Extrakt aus Ovarien (,crude tissue extract, (Chung et al.,
1996) durchgefiihrt. Wir haben dazu die gleiche Sonde (radioaktiv markiertes 31bp pipe-
Promotor-Fragment) verwendet, wie fir die EMSA-Experimente mit den Kandidatengenen
des Yeast One-Hybrid screens (s. 1.2.6.2). Tatsachlich lasst sich nach Inkubation der Sonde
mit Ovarien-Proteinextrakt ein eindeutiger band-shift erkennen, der auf die Bindung von
Proteinen an das markierte Oligonukleotid zurtickzufiihren ist (Abb. 1.2.26., vergleiche Spur
3 und Spur 8). Die Zugabe verschiedener Konzentrationen (bis zu 1 ng, dem 10-fachen der
eingesetzten Sonde) von unmarkierter Sonde als kaltem Kompetitor fihrt zu einer
Reduzierung des Protein-Sonden-Komplexes, sichtbar an der schwacheren ,band-shift-
Bande®. Das deutet darauf hin, dass der beobachtete band-shift auf eine spezifische Bindung
zurlckzufiuihren ist, was sich durch die Inkubation mit einer ,mutierten Sonde (lane 1)
bestatigen lasst, da in diesem Fall gar kein band-shift auftritt. Die ,mutierte“ Sonde wurde
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nach denselben Regeln entworfen, wie im Falle der intern mutierten pipe-Reporterkonstrukte
(s. Abb. 1.2.23.), dass heil’t, es wurde jede einzelne Base gegen eine nicht-komplementare
Base ausgetauscht.

mut
Sonde normale Sonde
+ + . + WT Protein-Extrakt
WT gk + unmarkierte Sonde
protein Prot.- 0,01ng 0,05ng 0,1ng 1ng
extr. Extr.

1 2 3 4 S 6 8

Abbildung 1.2.26.: EMSA mit Ovarien Protein Extrakt unter Verwendung einer radioaktiv
markierten 31bp Repressor-Element Sonde. Spur 1: mutierte Sonde, inkubiert mit Wildtyp-
Proteinextrakt (WPE); Spur 2: normale Sonde (31bp pipe-Promotor-Fragment) + Protein-Extrakt aus
ngF"s/grkZM Ovarien; Spur 3: WPE + normale Sonde; Spur 4-7: WPE + normale Sonde +
ansteigende Mengen an nicht markierter Sonde; Spur 8: nur normale Sonde. Von der radioaktiv
markierten Sonde wurde jeweils 0,1 ng eingesetzt (mutierte oder normale Sonde). Der Pfeil markiert
den band-shift, der sowohl bei der Zugabe von grk™**/grk’®® Protein-Extrakt, als auch von WPE
auftritt (Spur 2+3). Der Stern markiert eine Bande, die vermutlich auf unspezifische Bindung
zurtckzufihren ist und auch im Falle der mutierten Sonde auftritt. Die in allen Spuren auftretende
starke Bande am unteren Ende des Gels, geht auf ,freie®, ungebundene Sonde zurlick. Die Zugabe
eines nicht markierten Oligonukleotids als Kompetitor reduziert die Konzentration des Sonden-Protein-
Komplexes, sichtbar an dem schwéacher werden der band-shift-Bande (Spur 2-4). Die mutierte Sonde
zeigt bei Inkubation mit WPE keinen band-shift (Spur 1). Der band-shift geht somit auf eine
spezifische Bindung eines oder mehrerer Proteine an das 31bp-DNA-Fragment zurlick.

In vielen Fallen wird die Aktivitat eines Transkriptionsfaktors direkt durch die Veranderung
der DNA-Bindefahigkeit reguliert (z.B. mittels Phosphorylierung (Whitmarsh and Dauvis,
2000)). Da der von uns gesuchte Transkriptionsfaktor direkt ber den EGFR-Signalweg
aktiviert wird, sollte der Faktor in gurken-mutanten Ovarien inaktiv sein. Wir haben deshalb
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untersucht, ob in Proteinextrakt aus gurken-mutanten Ovarien (grk"”:"s/grk286
transheterozygote Weibchen), die Bindefahigkeit des Faktors beeintrachtigt ist. Der band-
shift ist jedoch in vergleichbarer Starke und Position auf dem Gel zu beobachten (lane 2). Da
es sich hier um ein reines in vitro Experiment handelt, kann durch dieses Ergebnis noch nicht
ausgeschlossen werden, dass der beobachtete band-shift auf die Bindung eines EGFR-
aktivierten Transkriptionsfaktors zurtickzufuihren ist. Viele Transkriptionsfaktoren werden
Uber die intrazellulare Lokalisation reguliert, indem zum Beispiel durch Phosphorylierung die
Translokalisation in den Zellkern erméglicht wird (Hill and Treisman, 1995; Hunter and Karin,
1992; Lin et al., 1998). Da der EMSA mit Protein-Extrakt aus homogenisiertem Gewebe
durchgefiihrt wird, haben wahrend der Inkubation des Protein-Extrakts mit der Sonde
theoretisch auch solche Proteine die Méglichkeit an die Sonden-DNA zu binden, die in vivo
nicht im Zellkern vorliegen.
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1.3 Diskussion

1.3.1 Die dorsale Repression von pipe wird durch einen bisher nicht
charakterisierten EGFR-regulierten Transkriptionsfaktor gesteuert

Die ventrale Restriktion der pipe-Expression, die fir die dorsoventrale Achsenbildung des
Drosophila-Embryos entscheidend ist, hangt direkt von der Aktivierung des EGFR-
Signalwegs ab. Die fir die dorsale Repression von pipe verantwortlichen
Transkriptionsfaktoren konnten bisher jedoch nicht identifiziert werden. Die, mit Ausnahme
von Capicua (s. u.), durchweg negativen Resultate der von uns durchgefihrten klonalen
Analyse mit Kandidaten der pipe-Regulation zeigen, dass alle bisher diskutierten potentiellen
Transkriptionsfaktoren keine essentielle Rolle bei der Kontrolle des raumlichen
Expressionsmusters von pipe spielen. Die Transkriptionsfaktoren Pnt und Yan wurden vor
allem deshalb untersucht, weil es sich um die am besten untersuchten kanonischen
Transkriptionsfaktoren downstream des EGFR-Signalwegs handelt. Auch tramtrack wird
durch den EGFR-Signalweg reguliert und wird auRerdem im Follikelepithel exprimiert. Die
konkretesten funktionalen Resultate bezlglich einer Involvierung in die dorsoventrale
Musterbildung des Embryos gibt es flir den Transkriptionsfaktor CF2, allerdings beruhen alle
diese Ergebnisse ausschlieRlich auf mittels Hitzeschock ektopisch exprimierten sense- oder
antisense-Konstrukten. Insgesamt deuten die bisherigen Ergebnisse darauf hin, dass es sich
bei dem entscheidenden Regulator, der fiur die EGFR-Signal vermittelte Repression von pipe
verantwortlich ist, um einen bisher nicht charakterisierten Transkriptionsfaktor handelt. In der
Tat gibt es nur fir eine Minderheit (maximal 200) aller schatzungsweise ca. 1000 in
Drosophila vorkommenden Transkriptionsfaktoren (Levine and Tjian, 2003) Informationen in
Bezug auf die Bindestelle oder interagierende Proteine (Matys et al., 2003).

Obwohl eindeutig demonstriert worden ist, dass die Expression von pipe zellautonom durch
den EGFR-Signalweg auf der dorsalen Seite der Eikammer reguliert wird (James et al.,
2002; Peri et al., 2002), Iasst sich durch die bisherigen Experimente nicht feststellen, ob die
entscheidenden, an den cis-regulatorischen Bereich von pipe bindenden,
Transkriptionsfaktoren direkt oder indirekt durch den aktivierten EGFR reguliert werden.
Insgesamt sind vier stark vereinfachte Haupt-Modelle der pipe-Regulation denkbar
(Abb.1.3.1): A) ,direkte Repression®, B) ,direkte Inaktivierung, C) ,indirekte Repression®
oder D) ,indirekte Inaktivierung®. Bei den beiden Modellen der direkten Regulation (A, B) wird
die Aktivitat des an den pipe-Promotor bindenden Transkriptionsfakors (Aktivator A oder
Repressor R) direkt durch Phosphorylierung downstream des EGFR reguliert. Im Fall der
indirekten Regulation (C, D) wird jeweils die Aktivitat eines Transkriptionsfaktors X durch den
EGFR-Signalweg (durch Phosphorylierung) gesteuert, der daraufhin die Transkription
desjenigen Transkriptionsfaktors (R oder A) reguliert, der auf der Ebene des pipe-Promotors
wirkt. NatUrlich ist auch eine Kombination mehrerer Modelle denkbar.
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Abbildung 1.3.1.: Modelle der pipe-Regulation. Gezeigt sind vier verschiedene, stark vereinfachte,
potentielle Modelle der EGFR-vermittelten, rdumlichen Transkriptionsregulation von pipe. R, A auf
Ebene des pipe-Promotors agierender Repressor (R), bzw. Aktivator (A); X, Y = fur die
Transkriptionsregulation von R oder A  zustdndiger Repressor (X), bzw. Aktivator (Y), P =
Phosphorylierung downstream des EGFR. Pfeilspitzen stehen fiir einen aktivierenden, Balken fir
einen inhibitorischen Einfluss.

Die Identifizierung einer Repressorbindestelle im Rahmen der pipe-Promotor-Analyse deutet
auf den entscheidenden Einfluss eines direkt an den pipe-Promotor bindenden Repressors
hin, so dass auf jeden Fall eines der Modelle A oder C eine Rolle spielen durfte. Ob der an
dieser Stelle des pipe-Promotors agierende Repressor aber direkt oder indirekt Giber den
EGFR-Signalweg reguliert wird, I8sst sich bisher nicht sagen.

Der einzige Transkriptionsfaktor, der in der klonalen Analyse einen eindeutigen Effekt auf die
Expression von pipe zeigte, ist Cic, welcher als essentieller Aktivator bendtigt wird. Wie
bereits im Ergebnisteil ausgefiihrt, schlieRen wir jedoch, aufgrund der uniformen Verteilung
von Cic im gesamten Follikelepithel wahrend der entscheidenden Oogenesestadien, eine
ausschlaggebende Funktion von Cic bei der ventralen Restriktion der pipe-Expression aus.
Cic kann jedoch sowohl im Rahmen der direkten (Modell A), als auch der indirekten
Repression (Modell C) eine Rolle spielen, da in beiden Fallen allein der direkt oder indirekt
durch das EGFR-Signal regulierte Repressor R fiir die dorsale Repression verantwortlich ist.
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1.3.2 Die cis-regulatorische Region von pipe ist modular aufgebaut

Die partiellen Expressionsmuster, die bei einigen unserer Promotor-Deletions-Konstrukte
auftreten (Abb. 1.2.19. u. 1.2.21.A, J, K), deuten auf weitere Aktivatoren hin, die - im
Gegensatz zu dem im gesamten Follikelepithel benétigten Faktor Cic - flr die Expression
von pipe in Teilbereichen des Follikelepithels verantwortlich sind. Ahnliche
Teilexpressionsmuster wurden auch fir pipe-Promotor-Konstrukte beobachtet, die Teile des
ersten Introns von pipe umfassten (unverdffentlichte Daten Franscesca Peri und
Diplomarbeit Martin Technau). Da wir zeigen konnten, dass ein upstream gelegener
Enhancer fir die wildtypische pipe-Expression in ventralen Follikelzellen ausreichend ist,
deuten diese Intron-Reporterkonstrukte auf redundante cis-regulatorische Bereiche hin. (Ein
weiteres redundantes Enhancer-Element, welches die Expression eines LacZ-Reportergens
im wildtypischen pipe-Muster antreibt, ist auRerdem downstream der codierenden Region
von pipe identifiziert worden (Sergeev et al., 2001).) Im Falle der oben genannten Intron-
Reporterkonstrukte wurde neben einer rein posterioren Expression, wie flr die in dieser
Arbeit aufgeflihrten Konstrukte 2000-3000-LacZ, 1000-1300-LacZ und 1050-1300-LacZ
(Abb. 1.2.21. A, J, K), aullerdem ein Expressionsmuster gefunden, in dem nur die
Expression im mittleren Bereich der Eikammer ausbleibt, in dem es sich also um eine
gleichzeitige Teilexpression am anterioren und am posterioren Ende der Eikammer handelt.
Dabei beschrankte sich die Expression jeweils, wie auch fur die in Abbildung 1.2.21.
gezeigten Muster, ausschlie3lich auf die ventrale Seite der Eikammer.

Insgesamt deuten die unterschiedlichen Teilexpressionsmuster auf einen modularen Aufbau
der cis-regulatorischen Region des pipe-Gens hin. Dabei sind wahrscheinlich zumindest flr
den anterioren, den mittleren und den posterioren Teilbereich der pipe-Expressionsdomane
jeweils unterschiedliche Aktivator-Bindestellen, und somit unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren verantwortlich. Tatsachlich sind ahnliche Ergebnisse bei der
Untersuchung der cis-regulatorischen Region eines Chorion Gens (s36) gemacht worden
(Tolias and Kafatos, 1990; Tolias et al., 1993). Die Promotor-Analyse dieses s36 chorion
Gens, das ubiquitar im gesamten Follikelepithel exprimiert wird, demonstrierte, dass eine so
genannte proximale regulatorische Region (PRR) des s36-Promotors spezifisch die
Expression eines Reportergens in den Follikelzellen an den beiden Termini bewirkt. Diese
PRR liel sich wiederum in zwei unterschiedliche Abschnitte aufteilen, welche jeweils die
Expression ausschlieBlich in den anterioren, bzw. den posterioren Follikelzellen antrieben.
An diesem Promotor eines im Follikelepithel der Eikammer exprimierten Gens konnte also
erstmalig konkret demonstriert werden, dass eine durchgehende Expressionsdomane im
gesamten Follikelepithel aus mehreren, getrennt regulierten Teildomanen zusammengesetzt
sein kann, die sich jeweils durch die Bindung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren an
unterschiedliche cis-regulatorische Teilbereiche ergeben. Im Fall von pipe scheint jedoch
dieser modulare Aufbau nur fur die Aktivator-Bindestellen zu gelten, wahrend wahrscheinlich
ein einziger Repressor flir die EGFR-vermittelte, dorsale Repression verantwortlich ist.
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1.3.3 Eine kompetitive Bindung von Aktivatoren und Repressoren an das
identifizierte Bindemotiv kann ausgeschlossen werden

Auf die grobe Unterscheidung von long-range- und short-range-Repressoren wurde bereits
im Ergebnis-Teil kurz eingegangen. Es gibt Hinweise, dass die Distanz, Uber die hinweg ein
short-range-Repressor wirken kann, von der Repressor-Konzentration abhangt. Es ist daher
vorgeschlagen worden, dass short-range-Repressoren insbesondere geeignet sind, auf
einen Transkriptionsfaktor-Konzentrationsgradienten zu reagieren (Hewitt et al., 1999).
Aufgrund der Moglichkeit, dass die dorsale Repression von pipe direkt durch einen Gurken-
Konzentrations-Gradienten reguliert wird, scheint damit ein short-range Repressions-
mechansimus bei der pipe-Regulation nahe liegend. Man unterscheidet drei Hauptarten der
typischen short-range-Repression, die sich unter anderem in der Anordnung der Aktivator-
und Repressorbindungsstellen innerhalb der regulatorischen Region des Zielgens
unterscheiden (Gaston and Jayaraman, 2003; Kulkarni and Arnosti, 2005): 1) ,Kompetitive
Bindung“. Repressoren verhindern die DNA-Bindung von Aktivatoren aufgrund
Uberlappender Repressor- und Aktivator-Bindestellen (Gray and Levine, 1996a; Gray and
Levine, 1996b); 2) ,Quenching“: Repressoren und Aktivatoren binden gleichzeitig an
unabhangigen, benachbarten Bindestellen, wobei die Repressoren die Interaktion der
Aktivatoren mit der generellen Transkriptionsmaschinerie inhibieren (Arnosti et al., 1996;
Gray and Levine, 1996a; Gray et al., 1994); 3) ,Direkte” Repression (auch aktive oder
dominante Repression): Repressoren und Aktivatoren binden an unabhangigen Bindestellen,
wobei die Repressoren direkt mit der generellen Transkriptionsmaschinerie (GTM)
interagieren (Arnosti et al., 1996; Gray and Levine, 1996a; Latchman, 1996). Die
beobachtete ektopische Expression im gesamten Follikelepithel, die bei der Deletion oder
Mutation der Repressor-Bindestelle auftritt, schlie3t die kompetitive Bindung von essentiellen
Aktivatoren und Repressoren an dieselbe Bindestelle aus, da in diesem Fall der Verlust
dieser Bindestelle zu einem volligen Ausbleiben der Expression fihren miisste. Bei der
Repression von pipe sind jedoch sowohl der Mechansimus des Quenching als auch die
direkte Repression denkbar. Im Falle der direkten Repression ist allerdings in mehreren
Fallen gezeigt worden, dass eine Bindung des Repressors in direkter Nahe (~ 100bp) des
basalen Promotors notwendig ist (Arnosti et al., 1996; Gray and Levine, 1996a; Kulkarni and
Arnosti, 2005), die von uns identifizierte Repressor-Bindestelle ist dagegen deutlich weiter
entfernt (~1100 bp). Der Mechanismus des Quenching ist im Rahmen unserer Ergebnisse
besonders wahrscheinlich, da in diesem Fall die Aktivitat jedes Aktivators in der Umgebung
von bis zu 100 bp zur Repressorbindestelle inhibiert wird (Gray and Levine, 1996a). Die
Spezifitat der Repression hangt dabei tatsachlich vor allem von der Lokalisation des
gebundenen Repressors und nicht von der Art des Aktivators ab. Auch das stimmt mit den
Ergebnissen der pipe-Promotor-Analyse Uberein, da wir als Folge der Manipulation der
Repressor-Bindestelle eine weitgehende Derepression fir das gesamte Follikelepithel
beobachten, obwohl es wahrscheinlich unabhangige Aktivatoren fur unterschiedliche
Bereiche des Follikelepithels gibt (s.0.). Allerdings fuhrt auch die direkte Repression der
GTM zu einer allgemeinen Inhibition der Expression, unanhangig von der Art der
gebundenen Aktivatoren. Die Methode des Quenching ist auch in anderen Arbeiten als die
wichtigste Methode der short-range-Repression identifiziert worden (Kulkarni and Arnosti,
2003; Kulkarni and Arnosti, 2005). Der Quenching-Mechanismus bietet insbesondere die
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Madglichkeit, Proteine gleichzeitig als Aktivatoren und Repressoren zu nutzen. Wahrend zwei
unterschiedliche Aktivatoren als separate DNA-gebundene Proteine Aktivierung vermitteln,
fuhrt der Kontakt der beiden in direkter Nachbarschaft gebundenen Faktoren zur Inhibierung
ihrer Aktivitat (Diamond et al., 1990; Jiang et al., 1992). Diese Beobachtung verdeutlicht,
dass die Wirkung eines Transkriptionsfaktors als Aktivator oder Repressor auch vom
jeweiligen Kontext abhangen kann. Auch die strenge Unterteilung in short-range- und long-
range-Repressoren ist nicht immer moglich, da zum Beispiel einige short-range-
Repressoren, genau wie fiir long-range-Repressoren gezeigt worden ist (Chen et al., 1999;
Choi et al., 1999; Watson et al., 2000; Wu et al., 2001) auch Uber die Veranderung der
Chromatin-Struktur durch die Rekrutierung von Histon-Deacetylasen wirken kénnen (Criqui-
Filipe et al., 1999; Struffi and Arnosti, 2005; Sundqvist et al., 1998; Zhang et al., 2001a).
Dabei ist im Falle der short-range-Repressoren die Veranderung der Chromatin-Struktur
lokal begrenzt, weil die bei long-range-Repressoren stattfindende Ausweitung auf einen
grolReren DNA-Bereich unterbleibt. Da eine Veranderung der Chromatin-Struktur
unspezifisch im Bezug auf die vorliegenden Aktivatoren ist, kann auch ein derartiger
Wirkungsmechanismus im Falle der pipe-Repression nicht ausgeschlossen werden.

Auch in Bezug auf die Corepressoren Groucho und CtBP ist eine strikte Trennung zwischen
den Mechanismen der long-range- und der short-range-Repression nicht immer mdglich, da
fur eine vollstandige Repression bestimmter Gene die kombinierte Aktivitat von Groucho und
CtBP bendtigt wird (Cinnamon et al., 2004; Hasson et al., 2001; Nagel et al., 2005). Es ware
daher interessant, den Einfluss von gro/CtBP-doppelt-mutanten Zellklonen auf das pipe-
LacZ-Expressionsmuster zu untersuchen. Darlber hinausgehend gibt es jedoch keine
offensichtlichen Kandidaten fir Transkriptionsfaktoren, die als Regulatoren der pipe-
Expression in Frage kommen.

1.3.4 Sekundare Signalwege spielen bei der dorsalen Repression von
pipe keine entscheidende Rolle

Bereits vor Durchflihrung dieser Arbeit konnte der Einfluss der meisten Signalwege, fir die
ein sekundarer Einfluss auf die pipe-Expression vermutet wurde, aufgrund klonaler
Experimente mit entscheidenden Komponenten dieser Signalwege ausgeschlossen werden.
Konkret getestet wurde insbesondere eine Beteiligung des FGF- und des JNK-Signalweges,
sowie ein Einfluss des Notch-Signalweges Uber die Wirkung von mirror und fringe ((Peri et
al., 2002) und Diplomarbeit Martin Technau).

Der einzige weitere Signalweg, fir den in den letzten Jahren ein potentieller Einfluss auf pipe
diskutiert worden ist, ist der Dpp-Signalweg (Dissertation Bhupendra Shravage und
Francesca Peri). Dabei beruhten die Hinweise auf eine mdgliche Involvierung bei der
Transkriptionsregulation von pipe vor allem auf Experimenten, in denen ein Einfluss auf die
pipe-Expression durch ektopische Aktivierung der Dpp-Signalkaskade gezeigt wurde. Die
von uns durchgefihrte loss-of-function-Analyse mit zwei unterschiedlichen Komponenten
des Dpp-Signalwegs (med und tkv) demonstriert eindeutig, dass auch dieser Signalweg
keine Rolle bei der Regulation der pipe-Expression spielt. Damit deutet alles darauf hin, dass
tatsachlich ausschlieB3lich der Grk-aktivierte EGFR-Signalweg fir die ventrale Restriktion der
pipe-Expression verantwortlich ist. Die Identifizierung des downstream des EGFR-
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Signalwegs agierenden Transkriptions-Repressors stellt daher einen entscheidenden Schritt
bei der Aufklarung der pipe-Regulation dar.

1.3.5 Die identifizierte Repressor-Bindestelle ermdglicht die Isolierung
des pipe-Repressors mittels biochemischer Methoden

Um den entscheidenden Repressor zu identifizieren, der auf der Ebene des pipe-Promotors
fur die dorsale Inhibition der Transkription verantwortlich ist, bietet das im Rahmen dieser
Arbeit identifizierte Repressor-Bindestellen-Element die aussichtsreichsten Madglichkeiten.
Durch die Einschrankung auf einen Bereich von 31 bp ist das relevante Promotor-Fragment
weit genug eingeengt, um fiir weitere biochemische Methoden eingesetzt zu werden. Die
zumeist verwendete Methode, um einen Transkriptionsfaktor zu ermitteln, der an ein
definiertes DNA-Fragment bindet, ist ein Yeast One-Hybrid screen. Wir konnten mit Hilfe
dieser Methode jedoch keinen Transkriptionsfaktor identifizieren, dessen Relevanz sich in
nachfolgenden Experimenten bestatigen lie®. Das Hauptproblem war dabei der viel zu hohe
Hintergrund an falsch positiven Kolonien, der die Relevanz der identifizierten
Transkriptionsfaktoren von vornherein in Frage stellte. Zu falsch positiven Kolonien in Yeast-
One-Hybrid-Screens flihren haufig vor allem hoch exprimierte Gene, deren Transkripte in der
verwendeten cDNA Bibliothek in grof3er Kopienzahl vorhanden sind ((Wen et al., 2000a);
personliche Kommunikation Stephan Wenkel). Unginstigerweise kommen aber gerade die
mRNAs vieler Transkriptionsfaktoren in eukaryotischen Zellen nur in sehr geringer
Kopienzahl vor (Pabo and Sauer, 1992). Es ist gut moglich, dass unter diesem
Gesichtspunkt die Ovarien von Drosophila eine besonders ungulinstige Quelle fiir eine cDNA
Bibliothek darstellen, da in den polyploiden Nahrzellen und Follikelzellen viele Gene in sehr
grol’er Zahl exprimiert werden, wobei zum Beispiel die Chorion Gene zusatzlich zur
allgemeinen Polyploidie auch noch spezifisch amplifiziert werden (Orr-Weaver, 1991). Um
das Problem der ungleichen Transkriptmenge unterschiedlicher Gene zu umgehen, kénnen
cDNA Bibliotheken normalisiert werden, bevor sie flr das Screening eingesetzt werden
(Bonaldo et al., 1996; Soares et al., 1994). Dabei wird der Anteil im Uberschuss vorliegender
mRNAs spezifisch verringert, wohingegen niedrig exprimierte mRNAs selektiv amplifiziert
werden. Im Rahmen des von uns verwendeten Yeast-One-Hybrid Systems (Matchmaker™
Library Construction & Screening Kit verwendet, Clontech) war eine Normalisierung der
cDNA-Bibliothek jedoch nicht mdglich, da diese im Rahmen des vom Hersteller
mitgelieferten Kits hergestellt werden musste, um eine Integration in den Beute-Vektor
mittels homologer Rekombination innerhalb der Hefezellen zu ermdéglichen. Ein zusatzliches
Problem bei der Durchflihrung des Screens, das auch eine weitere Erklarung fir den hohen
Hintergrund falsch positiver Klone bietet, war die relativ hohe Konzentration an 3-AT, die wir
zur Inhibition der Hintergrund-Expression des Reportergens einsetzen mussten. Obwohl laut
Benutzerhandbuch zum von uns verwendeten Kit auch noch mit einer Konzentration von 100
mM gearbeitet werden kann, sind Inhibitor-Konzentrationen von 15-20 mM optimal
(personliche Kommunikation Stefan Wenkel, Angelike Stathopoulos und technischer
Kundendienst Clontech). Es ware daher in unserem Fall mdglicherweise von Vorteil
gewesen, nur eine einzige Kopie des 31bp Repressor-Bindestellen-Fragments in den
Reportervektor zu klonieren, statt der allgemein empfohlenen mehrfachen Kopien (in
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unserem Fall 3 Kopien). Auch der Einsatz autonom replizierender Plasmide im Rahmen des
von uns verwendeten Kits, im Gegensatz zu den klassischerweise stabil in das Hefe Genom
integrierten Vektoren, ist wahrscheinlich von Nachteil und mit verantwortlich fur den hohen
Hintergrund an falsch positiven Kolonien (persdnliche Kommunikation Angelike
Stathopoulos). Schlie3lich stellt moglicherweise auch die Tatsache, dass es sich bei dem
von uns verwendeten Kit um ein sehr neues Produkt handelt, welches noch nicht vielfach
benutzt und getestet worden ist, einen Nachteil dar. In der Tat ist beispielsweise das
Benutzer-Handbuch des Kits inzwischen vollstandig Uberarbeitet und an vielen Stellen
deutlich verandert worden.

Die Tatsache, dass in einem EMSA das 31bp Repressor-Bindestellen-Fragment eine
spezifische Bindung an Protein(e) aus Ovarien-Gesamt-Proteinextrakt zeigt, bietet einen
optimalen Ausgangspunkt flir weitere Experimente. Damit wird vor allem eine weitere
Einschrankung, bzw. Spezifizierung der relevanten Sequenz erleichtert, da der Test
veranderter DNA-Fragmente im Rahmen eines EMSA deutlich schneller und einfacher ist,
als die Klonierung und Expressions-Analyse einer grolen Zahl weiterer Promotor-Reporter-
Konstrukte. Auch DNAsel-Footprinting Experimente (Galas and Schmitz, 1978) zur
genaueren Spezifizierung des relevanten Sequenzbereichs sind mdglich. Die in vivo-
Verifizierung mittels Reporterkonstrukten kann daher in Zukunft auf wenige Konstrukte
begrenzt werden, die im Rahmen weiterer in vitro-Experimente interessant erscheinen.
Insbesondere bietet die beobachtete in vitro-Bindung an das 31bp-DNA-Fragment jedoch die
Méglichkeit, das bindende Protein durch biochemische Methoden zu identifizieren. Zum
Beispiel konnen Biotin-markierte DNA-Fragmente in Kombination mit Streptavidin-
verknipften magnetischen Mikro-beads eingesetzt werden, um die gesuchten Proteine Uber
geeignete Saulen in einem magnetischen Feld aufzureinigen (z.B. uMACS™ FactorFinder
Kit von Milteny Biotec). Nachfolgend lassen sich die an das DNA-Fragment gebundenen
Proteine zunachst durch SDS-PAGE auftrennen und schliellich massenspektrometrisch
identifizieren.

1.3.6 Die funktionell relevanten Bereiche der pipe-upstream-Region sind
evolutionar hoch konserviert

Die bioinformatische Analyse der Promoter-Region von pipe hat zur Identifizierung eines cis-
regulatorischen Motivs (,Motiv B*) geflihrt, dessen Relevanz durch die in vivo Analyse von
Reporter-Konstrukten verifiziert werden konnte. Dabei zeigte sich aulerdem, dass dieses
funktional relevante Motiv in einem besonders hoch konservierten Bereich der upstream-
Region von pipe lokalisiert ist (Abb. 1.2.12.). Auch fir den mittels terminal deletierter
Promotorkonstrukte eingegrenzten gesamten Enhancer-Bereich korreliert die Konservierung
mit der experimentell ermittelten Relevanz. Der Vergleich der verschiedenen
Reporterkonstrukte (Abb. 1.2.19.) deutet daraufhin, dass das essentielle cis-regulatorische
Modul insgesamt in dem Bereich von 985 bis 1135 bp upstream des Transkriptionsstartes
lokalisiert ist. Dabei handelt es sich um den Sequenz-Bereich, der sich von Motiv A bis zu 35
bp upstream von Motiv B erstreckt. Die in Abbildung 1.2.12. markierte Lage der Motive
macht deutlich, dass genau in diesem Bereich insgesamt eine hohe Konservierung vorliegt.
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Die Konservierung der cis-regulatorischen Region von pipe unterstreicht die Nutzlichkeit des
phylogenetischen Ansatzes bei der Suche nach potentiellen TFBS.

Die Beobachtung, dass in unserem Fall die Konservierung der Sequenz tatsachlich ein sehr
verlaBlicher Indikator flir die regulatorische Funktion ist, trifft bei Drosophila jedoch nicht
allgemein auf cis-regulatorische Bereiche zu. Obwohl in einigen Arbeiten vergleichbare
Resultate erzielt worden sind (Grad et al., 2004; Macdonald and Long, 2005; Sinha et al.,
2004), haben verschiedene Studien gezeigt, dass in vielen Fallen cis-regulatorische
Sequenzen nicht deutlich starker konserviert sind, als benachbarte nicht-funktionale
Sequenzen (Berman et al., 2004; Emberly et al., 2003; Moses et al., 2006; Wittkopp, 2006).
Insbesondere lasst sich in vielen Fallen eine funktionelle Konservierung, trotz deutlich
divergierender Sequenzen, nachweisen (Ludwig et al., 2000; Ludwig et al., 1998; Magoulas
et al., 1993; Wolff et al., 1999).

Um das Ausmal der Konservierung flir den gesamten pipe-Enhancer genauer zu
bestimmen, ist es zunachst einmal notwendig, weitere funktionell relevante cis-regulatorische
Motive zu identifizieren, um die Konservierung fur weitere diskrete Motive zu ermitteln. Es ist
durchaus moglich, dass die 100%ige Identitdt des Motiv B bis hin zu Drosophila
pseudoobscura einen Extremfall darstellt, und dass andere funktionell relevante Motive eine
deutlich geringere Konservierung aufweisen. Bisher war es uns noch nicht mdglich, eine
potentielle Aktivator-Bindestelle exakter zu definieren. Die beiden von verschiedenen
Vorhersage-Programmen parallel identifizierten Motive A und C zeigten im Falle einer
Deletion in Reporterkonstrukten keine funktionelle Relevanz. Allerdings ist es denkbar, dass
beide Motive gleichzeitig betroffen sein missen, um einen Effekt zu zeigen. Es konnte sich
beispielsweise um redundante Bindestellen fir denselben Transkriptionsfaktor handeln,
insbesondere da einige Programme beiden Motiven ein gemeinsames Konsensusmotiv
zuordnen. Es ist gezeigt worden, dass in der Tat die Anzahl von Bindestellen fir einen
Transkriptionsfaktor hdher ist, je variabler die Bindestelle flr diesen Faktor ist, und dass
besonders hoch konservierte Bindestellen speziell im Fall von nur einfach gebundenen
Transkriptionsfaktoren auftreten (Bilu and Barkai, 2005).

Ein guter Ausgangspunkt fir die weitere Promotoranalyse ist daher ein Reporterkonstrukt, in
dem die beiden Motive A und C parallel mutiert sind.

1.3.7 Die evolutiondre Konservierung von pipe

Wie in der Einleitung genauer ausgefiihrt, geht die Etablierung der dorsoventralen Achse des
Drosophila Embryos auf ein lokalisiertes Signal zuriick, welches innerhalb des Perivitellin-
Bereichs des Eies, als Folge einer Serin-Protease-Kaskade generiert wird. Bei der
raumlichen Regulation dieser Kaskade hat pipe eine Schlisselfunktion, da es das einzige
bisher identifizierte, in diesen Prozess involvierte Gen ist, das eine asymmetrische
Expression im Follikelepithel zeigt.

Diese herausragende Rolle von pipe deutet auf eine méglicherweise konservierte Funktion
von pipe bei der dorsoventralen Musterbildung innerhalb der Insekten hin. Die hohe
Konservierung von pipe innerhalb der Drosophiliden konnten wir im Rahmen dieser Arbeit
bei der Analyse des cis-regulatorischen Bereichs selbst beobachten (Abb. 1.2.12.). In
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anderen Drosophiliden lassen sich ebenfalls verschiedene Isoformen identifizieren, dabei ist
die Konservierung in Bezug auf die 11 unterschiedlichen, in D. mel. vorkommenden Splice-
Varianten, am hdéchsten fur die Sulfotransferasebox, die innerhalb der im ventralen
Follikelepithel exprimierten Isoform vorkommt und fir die eine Rolle bei der dorsoventralen
Musterbildung nachgewiesen worden ist (pipe-ST2, bzw. pipe-RA (Sen et al., 1998)). In der
Tat lassen sich hoch konservierte pipe-Homologe aber auch in allen anderen bisher
sequenzierten Insekten finden (Dissertation Patrick Kalscheuer und personliche
Kommunikation Jeremy Lynch). In diesen Organismen wird jeweils nur eine einzelne Pipe
Isoform codiert, diese zeigt jedoch wiederum die héchste Homologie zu Drosophila Pipe-ST2
(Dissertation Patrick Kalscheuer, Zhu et al., 2005). Es ist daher wahrscheinlich, dass nur die
Pipe-ST2 Isoform in dem gemeinsamen Vorfahren vorgekommen ist, was wiederum nahe
legt, dass die anzestrale Rolle von pipe die Funktion bei der Regulation der dorsoventralen
Musterbildung des Embryos darstellt.

Das Anopheles gambiae pipe-Homolog wird, wie bei Drosophila, asymmetrisch auf der
ventralen Seite der Eikammer exprimiert (Dissertation Patrick Kalscheuer). Auch die
Expression der pipe-Homologen in Nasonia vitripennis, Gryllus bimaculatus, Oncopeltus
fasciatus und Tribolium castaneum ist untersucht worden, dabei konnte jedoch in keinem Fall
eine asymmetrische Expression beobachtet werden (unveroffentlichte Daten Jeremy Lynch).
Im Fall von Nasonia vitripennis und Tribolium castaneum gibt es auch funktionale
Untersuchungen mittels parentaler RNA-interferenz (pRNAI, Injektion doppelstrangiger RNA
(dsRNA) in Adulte oder Puppen und nachfolgende Analyse der Nachkommen (Bucher et al.,
2002; Lynch and Desplan, 2006)). Dabei zeigte sich jedoch in beiden Fallen kein
dorsoventraler Musterbildungs-Defekt, so dass es bisher aullerhalb der Dipteren keine
Hinweise auf eine konservierte Funktion von pipe-Homologen bei der dorsoventralen
Musterbildung gibt (Jeremy Lynch, persénliche Kommunikation). Auch fur Anopheles
gambiae ist der einzige Hinweis auf eine entsprechende Funktion allein das erwahnte,
asymmetrische Expressionsmuster.

Genau wie alle anderen zehn in D. mel. vorkommenden Pipe Isoformen, wird auch die Pipe-
ST2 Isoform, in den Speicheldriisen exprimiert, und es gibt Hinweise, dass pipe tatsachlich
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung oder der Funktion der Speicheldriisen spielt (Zhu et
al., 2005). Demzufolge kénnte die anzestrale Rolle von pipe auch eine Funktion innerhalb
dieses Organs sein, so dass die Funktion bei der Bildung der Dorsoventral-Achse erst spater
hinzugekommen ist. Es ware daher interessant zu prifen, ob die in anderen Insekten
vorkommenden Pipe-Homologe jeweils in den Speicheldrisen exprimiert werden.

Es gibt aulRerdem Hinweise, dass die Transkription von pipe auch innerhalb der
Speicheldrusen durch ein EGFR-Signal reprimiert wird (Sergeev et al., 2001). Daher sollten
D.mel. auch die Expressionsmuster der verschiedenen pipe-LacZ-Reporterkonstrukte in
diesem Organ analysiert werden.

Auch die zentrale Rolle von Pipe als Schlisselfaktor der dorsoventralen Musterbildung des
Drosophila-Embryos ist neuerdings in Frage gestellt worden. So ist berichtet worden, dass

die Hitzeschock-induzierte, uniforme Expression der pipe-ST2 mRNA die Bildung der
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embryonalen Dorsoventral-Achse in einem pipe-mutanten Hintergrund retten kann (Dave
Stein, persdnliche Kommunikation). Diese Beobachtung wiirde in der Tat bedeuten, dass die
ventrale Restriktion von pipe nicht essentiell ist, und dass es einen weiteren, bisher nicht
identifizierten Faktor geben muss, der entweder alleine oder in redundanter Weise mit Pipe
fur die ventrale Induktion der Protease-Kaskade entscheidend ist.

Die von uns im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Promotor-Fragmente bieten eine gute
Méglichkeit, die Relevanz der ventralen pipe-Expression zu Uberpriifen. Die Expression
eines Pipe-ST2 Rettungs-Konstrukts unter der Kontrolle des von uns identifizierten,
minimalen pipe-Enhancers, sollte zu einer Rettung der pipe-Mutation filhren. Dadurch liel3e
sich insbesondere nachweisen, dass der identifizierte Enhancer tatsachlich fir eine
Expression im endogenen pipe-Muster ausreicht. Im Gegensatz dazu stellt eines der pipe-
Promotor-Fragmente, die zu einer uniformen Expression von pipe im gesamten
Follikelepithel flihren, ein optimales Werkzeug dar, um die Pipe-ST2 Isoform uniform im pipe-
mutanten Hintergrund zu exprimieren. Der Vergleich eines mit Hilfe dieser unterschiedlichen
Promotor-Fragmente einmal ventral und im anderen Fall uniform exprimierten ,Rettungs-
Konstruktes® kann klaren Aufschluss dariiber geben, ob die ventrale Restriktion der pipe-
Expression fir die dorsale Musterbildung des Embryos essentiell ist.
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Teil 2: Analyse der KASH- und der SUN-Doméanen-Proteine

in der Oogenese von Drosophila melanogaster

2.1 Einleitung

Die exakte Lokalisierung des Zellkerns an einer spezifischen Position innerhalb der Zelle
spielt in vielen Zelltypen eine entscheidende Rolle. Die korrekte Positionierung des Zellkerns
hangt dabei von zwei unterschiedlichen Prozessen ab, die jedoch in der Regel miteinander in
Beziehung stehen. Dabei handelt es sich zum einen um die Wanderung des Kerns zum
genauen Zielort innerhalb der Zelle und zum anderen um dessen stabile Verankerung an
dieser Stelle. Unterschiedliche Studien zeigen, dass bei beiden Prozessen sowohl das
Mikrotubuli-, als auch das Aktin-Cytoskelett eine wichtige Rolle spielt (Bloom, 2001; Gomes
et al., 2005; Morris, 2000; Reinsch and Gonczy, 1998; Starr, 2007; Starr and Han, 2003;
Suelmann and Fischer, 2000).

Die Entwicklung der Eikammer wahrend der Oogenese von Drosophila stellt ein ideales
Modellsystem flir die Analyse verschiedener Aspekte der Kernpositionierung dar. Wie in der
Einleitung zu Teil | (Kapitel 1.1.) beschrieben, wandert der Oocytenkern wahrend des
Stadiums 7 der Oogenese in einem Mikrotubuli-abhangigen Prozess vom posterioren Ende
der Eikammer zu einer anterior kortikalen Position, wodurch im Endeffekt die dorsale Seite
der Eikammer definiert wird. Um eine korrekte Ausbildung der dorsoventralen Achse von Ei
und Embryo zu gewahrleisten, muss der Kern konstant an der neuen Position verankert
werden. Mutationen, in denen die anteriore Kern-Wanderung zunachst normal vollzogen
wird, in denen der Kern aber im weiteren Verlauf der Oogenese nicht stabil an der anterior-
kortikalen Position verbleibt, fihren zu starken Defekten der dorsoventralen Musterbildung
(Guichet et al., 2001). Es gibt Hinweise, dass die Motorproteine Kinesin und Dynein in der
Oocyte, neben der gut untersuchten Funktion bei der Kern-Wanderung auch in die
Verankerung des Oocytenkerns involviert sind (Brendza et al., 2002; Duncan and Warrior,
2002; Januschke et al., 2002; Swan et al., 1999).

Auch innerhalb der Nahrzellen spielt die Positionierung der Kerne eine wichtige Rolle.
Wahrend eines spaten Stadiums der Oogenese (ab Stadium 10B) wird das gesamte
Cytoplasma der Nahrzellen innerhalb kurzer Zeit Uber die Ringkanale in die Oocyte
Ubertragen, ein Prozess, der als Nahrzell-Dumping bezeichnet wird (Guild et al., 1997;
Robinson et al., 1997; Spradling, 1993). Fir das Nahrzell-Dumping spielt insbesondere das
Aktin-Cytoskelett eine entscheidende Rolle. Verschiedene Unterpopulationen von
Aktinfilamenten sind in den Dumping-Prozess involviert. Neben dem Aufbau der Ringkanale
und der subkortikalen Aktin-Schicht entlang der Plasmamembranen der Nahrzellen, die eine
Funktion bei der Kontraktion der Nahrzellen wahrend des Dumpings haben (Cooley et al.,
1992; Gutzeit, 1986; Warn et al., 1985; Wheatley et al., 1995), spielt dabei eine Reihe von
cytoplasmatischen Aktin-Bindeln eine entscheidende Rolle bei der Positionierung der
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Nahrzellkerne. Diese Aktinblndel erstrecken sich von den Plasmamembranen in Richtung
der Kerne und halten diese im Zentrum der Zelle, wodurch insbesondere ein Verstopfen der
Ringkanale durch die Zellkerne verhindert wird (Cant et al., 1994; Cooley et al., 1992; Guild
et al., 1997; Mahajan-Miklos and Cooley, 1994a). In den letzten Jahren sind zwei hoch
konservierte Proteinfamilien identifiziert worden, die so genannten KASH-Domanen-Proteine
(Klarsicht/ANC-1/Syne homology) und die SUN-Domanen-Proteine (Sad1/UNC-84), die bei
der direkten Verknipfung der Kernhille mit dem Cytoskelett zusammenwirken (Gruenbaum
et al., 2005; Starr, 2007; Starr and Fischer, 2005; Wilhelmsen et al., 2006).

2.1.1 Die Rolle der KASH-Domanen-Proteine bei der Wanderung und
Verankerung von Zellkernen.

Die Verknupfung der KASH-Domanen-Proteine mit der Kernhille erfolgt jeweils Uber die
namensgebende, C terminale KASH-Domane, die in der dufleren Kernmembran verankert
wird. Die Familie der KASH-Domanen-Proteine lasst sich, abhangig von der Art der
Cytoskelett-Elemente, mit denen eine VerknlUpfung hergestellt wird, in drei Untergruppen
aufteilen. Die erste Gruppe stellt eine Verknipfung mit dem Aktin-Cytoskelett her und
zeichnet sich durch zwei N-terminale Aktin-bindende Calponin-Homologie-Domanen (CH-
Doméanen (Korenbaum and Rivero, 2002)) aus, sowie eine gro3e, Spektrin-artige
stabférmige Domane im Zentrum. Die entsprechenden Homologen in den verschiedenen
Organismen heilRen ANC-1 in C elegans (nuclear anchorage defective) (Hedgecock and
Thomson, 1982; Starr and Han, 2002; Starr and Han, 2003), Msp-300 (muscle specific
protein) in D. melanogaster (Rosenberg-Hasson et al., 1996; Volk, 1992; Zhang et al., 2002),
Syne 1 und 2 (Synonyme: Nesprin 1 und 2, Myne 1 und 2, Enaptin oder NUANCE) in
Vertebraten (Apel et al., 2000; Libotte et al., 2005; Mislow et al., 2002; Padmakumar et al.,
2004; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2001b; Zhang et al., 2007; Zhen et al., 2002). Mit
Interaptin wurde au3erdem ein mdgliches Homolog in Dictyostelium. discoideum identifiziert,
obwohl in diesem Fall die KASH-Doméane nur eine sehr geringe Homologie zu den KASH-
Domanen der anderen Organismen aufweist ((Rivero et al., 1998); Dissertation Huajiang
Xiong). Die zweite Gruppe stellt einen Kontakt zum Mikrotubuli (MT)-Cytoskelett her,
entweder durch direkte Interaktion mit MTs oder durch Bindung an Centrosomen (Reinsch
and Gonczy, 1998). Die bisher identifizierten Homologen dieser Klasse heillen Zyg-12
(Malone et al., 2003) und Unc-83 (McGee et al., 2006; Starr et al., 2001) in C elegans und
Klarsicht (Klar, Synonym: Marbles) in D. melanogaster (Fischer-Vize and Mosley, 1994;
Mosley-Bishop et al., 1999; Patterson et al., 2004; Welte, 2004). Die dritte Klasse kommt nur
in Vertebraten vor und stellt Gber eine Interaktion mit Plectin einen Kontakt zu den
Intermediarfilamenten her (Wiche, 1998), bisher wurde mit Nesprin-3 ein Vertreter dieser
Gruppe beschrieben (Ketema et al., 2007; Wilhelmsen et al., 2005).

Die Funktion der Aktin-bindenden KASH-Domanen-Proteine bei der Verankerung von
Zellkernen, ist besonders gut am Beispiel von C. elegans ANC-1 beschrieben worden
(Hedgecock and Thomson, 1982; Starr and Han, 2002). Auch in Saugern konnte eine
Beteiligung der Syne-Proteine an der Verankerung von Zellkernen am Aktin-Cytoskelett
nachgewiesen werden (Grady et al.,, 2005), daneben sind jedoch auch Funktionen
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beschrieben worden, die nichts mit der Kern-Positionierung zu tun haben, wie zum Beispiel
eine Rolle bei der Architektur des Zellkerns (Libotte et al., 2005) oder bei der Morphologie
des Golgi-Apparates (Beck, 2005; Gough and Beck, 2004; Gough et al., 2003).

Beide Syne-Proteine kommen als Folge von alternativem splicing und alternativer
Transkriptions-Inititations- und Terminations-Signale in vielen verschiedenen Isoformen vor,
wobei auch Varianten beschrieben worden sind, die entweder keine KASH-Doméane oder
keine Aktin-bindende Doméane besitzen (Libotte et al., 2005; Padmakumar et al., 2004;
Zhang et al., 2002).

2.1.2 Drosophila Msp-300

Auch der Msp-300-Locus in Drosophila ist sehr komplex und codiert mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine groRe Zahl verschiedener Isoformen (Zhang et al., 2001b), darunter
vermutlich auch solche ohne eine KASH-Domane, bzw. ohne N-terminale CH-Domanen. In
flybase sind zurzeit drei Splice-Formen von Msp-300 annotiert (Abb. 2.1.1.): Msp-300-RB,
Msp-300-RD und Msp-300-RE. Die Annotationen in flybase beruhen hauptsachlich auf den
verfugbaren Sequenzen partieller cDNAs, da es bisher so gut wie keine experimentellen
Daten bezlglich der tatsachlich exprimierten Isoformen von Msp-300 gibt. Msp-300-RB ist
ein 24 kb-Transkript der 5’-Region des Msp-300-Locus und das resultierende Protein tragt
nur die N-terminalen CH-Doméanen und keine KASH-Doméane. Msp-300-RE (30 kb) wird
durch den mittleren Bereich des Locus transkribiert und codiert ein Protein, welches weder
die CH-Domanen noch die KASH-Domane besitzt und zum gréten Teil aus einem
umfangreichen Exon besteht, das in den anderen Isoformen nicht vorkommt. Das 35 kb-
Transkript Msp-300-RD codiert ein sehr grofles Protein (11707 aa) mit einer Domanen-
Struktur, die homolog zu den ANC-1/Syne Proteinen mit sowohl den N-terminalen CH-
Domanen, als auch der C-terminalen KASH-Domane ist.

St1ok

siz0k  St3k 5140k 5150k 5160k 5470k 5180k 5190k 5200k
G-A (W-STOP)

in Msp-300575 g4 g1
Msp-300-RD
D—r—I-DIJ:MD-D 1 o H T

Mep-300-RB

d Msp-300-RE

Abbildung 2.1.1. Schematische Darstellung des Msp-300-Locus. Gezeigt sind die drei in flybase
annotierten Transkripte Msp-300-RB, -RD und -RE. Das Transkript Msp-300-RD enthalt sowohl die
CH-Domanen, als auch die KASH-Domanen codierende Region und codiert damit fir ein zu ANC-1
und Syne-1 homologes Protein mit einer potentiellen Funktion bei der Verknilpfung des Aktin-
Cytoskeletts mit dem Zellkern. Der rote Pfeil markiert die Position der Nonsense-Mutation im Allel
Msp-300°"°. In blau ist die cDNA MSP1 eingezeichnet, die von Volk (Volk, 1992) zur Generierung
des anti-Msp-300 Antikdrpers verwendet wurde.

Die ersten Arbeiten an Msp-300 befassten sich mit dessen Rolle bei der Muskelentwicklung,
da das Protein in somatischen, visceralen und Herz-Muskelzellen hoch exprimiert wird
(Rosenberg-Hasson et al., 1996; Volk, 1992). Antikérperfarbungen zeigen, dass das Protein
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in Muskel-Vorlauferzellen an Muskel-Muskel- und an Muskel-Ektoderm-Kontaktstellen
(Apodemen) lokalisiert ist und spater an Z-Scheiben der Muskelfibrillen akkumuliert (Volk,
1992). Inzwischen ist auch eine spezifische Lokalisation von Msp-300 in direkter Néhe der
Muskel-Zellkerne beschrieben worden (Montana and Littleton, 2006). Msp-300-mutante
Fliegen zeigen einen Defekt wahrend der Myogenese, wobei die beschriebenen
Muskelphanotypen nur sehr schwach ausgepragt sind. Das Protein hat eine Funktion bei der
Extension der Myotuben in Richtung der Apodeme (Rosenberg-Hasson et al., 1996). Zum
Zeitpunkt dieser frihen Arbeiten waren nur die CH-Domanen identifiziert und die Moglichkeit
einer KASH-Doméanen-Isoform wurde nicht bericksichtigt, so dass die Kernpositionierung
wahrend der Myogenese in Msp-300-Mutanten bisher nicht analysiert worden ist.
Interessanterweise ist auch flr die Syne-Proteine eine Rolle bei der Muskelentwicklung in
Vertebraten beschrieben worden (Apel et al., 2000; Grady et al., 2005; Zhang et al., 2007).

2.1.3 Drosophila Klarsicht

KASH-Domanen-Proteine, die eine Verknlpfung zum Mikrotubuli Cytoskelett vermitteln, sind
nur in Drosophila und C. elegans identifiziert worden, wobei die Homologen aulRerhalb der
KASH-Domane keine Ahnlichkeit auf Ebene der Aminosduren-Sequenz aufweisen.
Mutationen in C. elegans UNC-83 fuhren zu Defekten bei der Kernwanderung entlang von
Mikrotubuli, wobei die Verknipfung zum Centrosom oder Mikrotubuli-organisierenden
Zentrum (MTOC) nicht beeintrachtigt wird, so dass in diesem Fall eine direkte Interaktion mit
den Mikrotubuli vermutet worden ist (McGee et al., 2006; Starr et al.,, 2001; Sulston and
Horvitz, 1981).

Auch fur C. elegans Zyg-12, ein Mitglied der Hook-Protein-Familie (Walenta et al., 2001), ist
unter anderem eine Rolle bei der Mikrotubuli-abhangigen Kern-Wanderung beschrieben
worden, wobei in diesem Fall Uber eine direkte Interaktion mit Dynein eine Verknipfung zum
MTOC hergestellt wird (Malone et al., 2003).

Auch das Drosophila KASH-Domanen-Protein Klar stellt, durch eine Assoziation des N-
Terminus mit Dynein, einen Kontakt mit dem MTOC her (Fischer et al., 2004). Klar spielt eine
entscheidende Rolle bei der Kernwanderung wahrend der Augenentwicklung (Fischer-Vize
and Mosley, 1994; Mosley-Bishop et al., 1999; Patterson et al., 2004), auRerdem kontrolliert
es, durch die Regulierung der Aktivitdt von Motorproteinen, die Bewegung von Lipid-Vesikeln
entlang von Mikrotubuli (Guo et al., 2005; Welte et al., 1998).

Ahnlich wie im Falle von Msp-300 werden auch von klar, sowohl durch alternatives Spleiien
als auch durch die Verwendung unterschiedlicher Promotoren, verschiedene Isoformen
exprimiert, wobei auch Isoformen ohne KASH-Domane beschrieben worden sind (Guo et al.,
2005). Fur eine der Isoformen mit KASH-Domane ist eine Expression in den Nahrzellen und
der Oocyte nachgewiesen worden (Guo et al., 2005). Alle bisher beschriebenen klar-Allele
sind homozygot lebensfahig und fertil. Allerdings flhrt ein kiirzlich generiertes Deletions-Allel
zu Sterilitdt bei homozygoten Weibchen (Michael Welte, persdnliche Kommunikation).
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2.1.4 Die Funktion von SUN-Domanen-Proteinen bei der Kernlokalisation
der KASH-Domanen-Proteine

Das erste Mitglied der evolutionar hoch konservierten Familie der SUN-Domanen-Proteine,
UNC-84, wurde wiederum in C. elegans genauer untersucht. Der Name leitet sich von den
beobachteten Problemen bei der Koordination von Bewegungen in unc-84-Mutanten her
(uncoordinated movement), die ebenfalls auf Defekte bei der Kernpositionierung
zurtickgehen (Horvitz and Sulston, 1980; Malone et al., 1999; Sulston and Horvitz, 1981).
Die einzige konservierte Domane in UNC-84 ist die C-terminale SUN-Domane, deren Name
sich von der deutlichen Homologie zum C-Terminus des S. pombe-Proteins Sad1 herleitet
(Sad1/UNC-84-Doméane) (Hagan and Yanagida, 1995; Lee et al., 2002; Malone et al., 1999).
SUN-Domanen-Proteine sind inzwischen in den meisten Organismen identifiziert worden,
darunter ein weiteres in C. elegans (Sun-1, auch matefin oder MTF-1 (Fridkin et al., 2004)),
vier in Saugern (Sun1-3 und SPAG (Dreger et al., 2001; Hasan et al., 2006; Hodzic et al.,
2004; Padmakumar et al., 2005)), sowie zwei in Dictyostelium discoideum (Dd Sun-1 und -2;
Dissertation Huajiang Xiong). Auch in Drosophila finden sich mit CG18584 und CG6589 zwei
putative Proteine mit einer SUN-Domane. Fast alle bisher untersuchten SUN-Domanen-
Proteine lokalisieren an der inneren Kernmembran. Eine Ausnahme stellen die SUN-
Domanen-Proteine SUN3 und SPAG4 in S&ugern dar, welche vorwiegend an den ER-
Membranen detektiert worden sind (Crisp et al., 2006; Hasan et al., 2006).

In den meisten Organismen haben SUN-Doméanen-Proteine eine entscheidende Funktion bei
der Rekrutierung der KASH-Domanen-Proteine zur Kernhulle (Starr and Fischer, 2005;
Wilhelmsen et al., 2006). Das ist erstmals fiir das C. elegans Protein UNC-84 gezeigt
worden, welches sowohl mit ANC-1, als auch mit UNC-83 interagiert und jeweils flir die
Lokalisation dieser Proteine in der Kernhille bendtigt wird (Lee et al., 2002; Starr and Han,
2002; Starr et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dass Mutationen in der SUN-
Domane, die zu einer Mislokalisation der KASH-Domanen-Proteine fihren, die Lokalisation
von Unc-84 selbst nicht verandern (Lee et al., 2002; Malone et al., 1999; Starr and Han,
2002; Starr et al., 2001). Das zweite in C elegans identifizierte SUN-Domanen-Protein, SUN-
1, ist essentiell flr die korrekte Lokalisation und Funktion von ZYG-12 (Fridkin et al., 2004;
Malone et al., 2003). Auch fir Sun-1 und Sun-2 in Sdugern konnte eine Funktion bei der
Kernpositionierung durch die Rekrutierung der verschiedenen KASH-Domanen-Proteine
nachgewiesen werden (Crisp et al., 2006; Haque et al., 2006; Padmakumar et al., 2005;
Wilhelmsen et al., 2005). Im Gegensatz dazu konkurrieren im Falle von Dictyostelium
discoideum das putative KASH-Homolog Interaptin und das SUN-Homolog Sun-1 bei der
Kernmembran-Lokalisation um dieselben Bindestellen (Dissertation Huajiang Xiong). Wie
bereits erwahnt, zeigt auch die Membran-bindende Domane von Interaptin nur eine sehr
geringe Homologie zu allen anderen KASH-Domanen, so dass es sich méglicherweise bei
Interaptin nicht um ein wirkliches Ortholog handelt.

Neben der in den meisten Fallen beobachteten Rolle der SUN-Doméanen-Proteine bei der
Kernpositionierung, sind auch andere Funktionen beschrieben worden, wie zum Beispiel die
Regulation der Kern-Form (Dictyostelium Sun-1; Dissertation Huajiang Xiong) oder eine
Involvierung in Prozesse wie Fett-Metabolismus, Keimzell-Proliferation und Telomer-
Clustering (Fridkin et al., 2004; Greer and Brunet, 2005; Niwa et al., 2000).
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Insgesamt deutet die in vielen Organismen beobachtete Interaktion von SUN- und KASH-
Domanen-Proteinen jedoch auf konservierte Mechanismen bei der Kernverankerung und der
Kernwanderung hin. Die Abbildung 2.1.1. zeigt eine Zusammenfassung der analysierten
Funktionen verschiedener KASH- und SUN-Doménen-Proteine, bei denen die KASH-
vermittelte Verknupfung mit der Kernmembran eine Rolle spielt.

KASH SUN

Funktion Protein Protein ©rganismus
Kernverankerung AI\IJC1 UNC-84 C.elegans
(direkte Verkniipfung : ) Legende
des Zellkerns mit Aktin) Syne-1,-2 Sun1,2 Sauger
SUN-Doméne {)(f}
Verkniipfung des Nesprin-3 / SUN-Protein
Zellkerns mit IF Uber ~— prmsomce Sunt,?2 Sauger e Sy e O
. . . = L. v
die Bindung an Plectin clH- SpektitTapaats |
Domaénen Drfaﬁr\r?ér;e
.
SUN-1 C.elegans
Kernwanderung Intermediar- Plectin

(indirekte Verkniipfung von <

Zellkern und Centrosom) ...\,;:l’v —
17 CG18584 ? D.melanogaster| /\\

\ %' Dynein
Kernwanderung UNC-83 ‘ ‘
(unbekannter Mechanismus) = é UNC-84 C.elegans ‘ iﬂlgl- . “mn
ppara

Verknipfung von
Zellkern und Golgi

Lamin

Syne-1,-2

Kernhll
Organisation ) Srnnuke
der Kernmatrix / Sauger

Abbildung 2.1.1. Modelle fur die am besten untersuchten Funktionen von KASH- und SUN-
Domanen-Proteinen verschiedener Organismen.
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2.1.5 Ziele der Arbeit (2)

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, eine mogliche Funktion der KASH-Domanen-
Proteine Msp-300 und Klarsicht, sowie des SUN-Domanen-Proteins CG18584, bei der
Kernpositionierung wahrend der Oogenese von Drosophila zu untersuchen. Dazu sollte,
durch die Generierung von Deletions-Allelen, der Funktionsverlust von Msp-300 und
CG18584 analysiert werden. Insbesondere haben wir auRerdem untersucht, ob die in
anderen Organismen beobachtete Interaktion zwischen SUN- und KASH-Domanen-
Proteinen in Drosophila konserviert ist und ob Msp-300 und Klarsicht redundante Funktionen
haben.
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2.2 Ergebnisse

2.2.1 Die Expression von Msp-300 und Klarsicht wahrend der Oogenese

Ein polyclonaler Antikorper gegen den mittleren Bereich des Msp-300-Proteins (codiert durch
die cDNA MSP1, siehe Einleitung, Abb. 2.1.1.; Rosenberg-Hasson et al., 1996; Volk, 1992),
wurde von uns verwendet, um die Lokalisation von Msp-300 in Drosophila-Eikammern zu
analysieren. Die Antikdrperfarbungen zeigen, dass Msp-300 wahrend aller Oogenese-
Stadien exprimiert wird (Abb. 2.2.1. A-D) und bereits wahrend sehr friiher Stadien
insbesondere in der Oocyte konzentriert ist (Abb. 2.2.1. A). Sowohl in der Oocyte, als auch in
den Nahrzellen akkumuliert Msp-300 am Aktinkortex und insbesondere an der Membran der
Zellkerne, wobei das Kernplasma frei von Protein ist (Abb. 2.2.1. C, D). Vor allem in der
Oocyte liegt eine grofle Menge des Proteins auch im Cytoplasma vor (Abb. 2.2.1. A, B). Im
Gegensatz zu den Keimzellen zeigen die Follikelzellen nur eine sehr schwache Farbung.
Dabei akkumuliert das Protein in der Nahe der Follikel-Zellkerne in einem punktférmigen
Muster (Abb. 2.2.1 C’, Pfeilspitzen). Auch in den Follikelzellen ist speziell im Kernplasma
kein Protein nachzuweisen (Abb. 2.2.1 C). Ahnliche Resultate bezlglich der Lokalisation von
Msp-300 in Ovarien sind inzwischen auch fir Farbungen mit einem polyklonalen Antikérper
beschrieben worden, der gegen den C-terminalen Bereich des Proteins, inklusive der KASH-
Domane, generiert wurde (Yu et al., 2006).

Fur Klarsicht ist bereits gezeigt worden, dass es wahrend der Oogenese exprimiert wird und
dass es, in Abhangigkeit von der KASH-Domane, an der Kernhille der Nahrzellen, der
Oocyte und der Follikelzellen akkumuliert ((Guo et al., 2005) und Abb. 2.2.1. E-F). Der
direkte Vergleich der Protein-Verteilung von Klar und Msp-300 verdeutlicht gewisse
Unterschiede. Klar zeigt keine spezifische Anreicherung in der Oocyte und nur eine sehr
schwache Farbung im Cytoplasma (Abb. 2.2.1 E). AuRerdem wird Klar auch in den
Follikelzellen stark exprimiert und zeigt dabei die gleiche uniforme Lokalisation rund um die
Zellkerne, wie in den Nahrzellen und der Oocyte, im Gegensatz zur der punktformigen
Akkumulation im Falle von Msp-300 (Abb. 2.2.1 C' u. F’).

Die in den Antikorperfarbungen beobachtete Verteilung der Proteine lasst auf eine mogliche
Funktion von Msp-300 und Klar in der Oogenese schlielten. Insbesondere liegt dabei die
Vermutung nahe, dass diese Funktion in irgendeiner Weise mit der Kernhille
zusammenhangt.
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Msp-300

DAPI

Klar

Abbildung 2.2.1.: Lokalisation von Msp-300 und Klarsicht in Drosophila-Eikammern. (A-D) anti-
Msp-300 Antikdrperfarbungen (rot). (C, D) Co-Farbung des Aktin-Cytoskellets (FITC-Phalloidin, griin),
(C, C’) konfokale Bilder. (A) Msp-300-Lokalisation im Germarium (links unten) und in Eikammern
(Stadien 1-7). Die Anreicherung von Msp-300 markiert die Oocyte bereits im Germarium und bleibt
wahrend spaterer Stadien im Cytoplasma der Oocyte erhalten. Die Farbung ist in den Nahrzellen
schwacher und nur ganz blass in den Follikelzellen. Das Protein akkumuliert in Nahrzellen und in der
Oocyte an der Kernhille. (B) Eikammer, frihes Stadium 9, (C) Eikammer, Stadium 10A. Msp-300
akkumuliert an der Kernhtlle der Oocyte wahrend das Kernplasma frei von Protein ist. In Follikelzellen
akkumuliert Msp-300 in punktférmigen Strukturen nahe der Follikelzellkerne (C’, Pfeile). (E-F) Anti-Klar
Antikorper (rot), F-Aktin (FITC-Phalloidin, grin) und DNA (DAPI, blau) Farbungen. (E) Eikammern
zunehmend alterer Stadien (links oben: Stadium 3, rechts unten: Stadium 9). (F) Dorsalansicht einer
Stadium 10B Eikammer. Klarsicht ist von frihen Oogenese-Stadien an sichtbar und akkumuliert in
Nahrzellen, in der Oocyte und in den Follikelzellen (F’) an der Kernhdille.

2.2.2 Die KASH-Doméane von Msp-300 lokalisiert an der Kernmembran

Fur die Msp-300-Homologe von C.elegans und Saugern ist gezeigt worden, dass die KASH-
Domane fir die Lokalisation an der Kernhiille ausreichend ist (Grady et al., 2005; Starr and
Han, 2002; Zhang et al., 2001b). Um zu untersuchen, ob das auch fir die KASH-Domane
von Msp-300 zutrifft, haben wir ein KASH-Domanen-GFP-Fusionsprotein in den pUASp-
Vektor kloniert. Unter Verwendung der tub-Gal4-VP16-Treiberlinie haben wir mit Hilfe des
UAS-Gal4-Systems (Brand and Dormand, 1995; Rorth, 1998) dieses Konstrukt in der
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Keimbahn Uberexprimiert und die Expression durch anti-GFP Antikérperfarbung analysiert
(die Beobachtung des GFP-Signals an lebendem Material erbrachte identische Ergebnisse).
In der Tat konnten wir eine deutliche Akkumulation an der Kernhille der Nahrzellen (Abb.
2.2.2. A, B) und, etwas schwacher ausgepragt, an der Kernhlille der Oocyte (Abb. 2.2.2. C)
beobachten. Wahrend das Kernplasma jeweils vollkommen frei war, trat das KASH-GFP-
Konstrukt vor allem in den N&hrzellen auch im Cytoplasma auf, wobei es dort vorwiegend
filamentose Aggregate bildete (Abb. 2.2.2. A, B). In der Oocyte war die Konzentration im
Cytoplasma deutlich geringer, dabei zeigten konfokale Schnitte, dass das Fusionsprotein
dort vor allem in der Nahe des Zellkortex akkumulierte (vergleiche unterschiedliche konfokale
Schnittebenen in Abb. 2.2.2. D; und D).

Die in den Farbungen beobachtete Akkumulation um die Zellkerne zeigt, dass auch die
KASH-Domane von Drosophila Msp-300 fir die Lokalisation des Proteins an der Kernhiille
ausreicht und deutet darauf hin, dass die in Antikérperfarbungen beobachtete Lokalisation
des Proteins an der Kernhiille sehr wahrscheinlich auf eine von dem verwendeten Antikorper
detektierte KASH-Domanen-Isoform von Msp-300 zurlckzufthren ist.

A KASH-GFP

Abbildung 2.2.2.: Lokalisation eines GFP-Msp-300-KASH-Doméanen-Fusionsproteins in den
Nahrzellen und der Oocyte von Stadium 10B-Eikammern. Eine pUASp-GFP-KASH-Linie wurde
mit einer Keimbahn spezifischen tub-Gal4-VP16-Treiberlinie kombiniert. (A-D) anti-GFP
Antikérperfarbungen. Das GFP-KASH-Konstrukt ist in Nahrzellen (A, D) und in geringerer Menge in
der Oocyte (C, D) im Cytoplasma lokalisiert. Es akkumuliert jeweils an der Kernhille und ist vom
Kernplasma ausgeschlossen. (B) Im Cytoplasma liegt das Fusionsprotein zum Teil in Form von
filamentdsen Aggregaten vor. (D) Konfokale Schnitte durch das Zentrum der Eikammer (D1) und
nahe des Oocyten-Kortex (D2) zeigen, dass das Konstrukt in der Oocyte nahe des Kortex akkumuliert.

In Sauger-Gewebekultur und bei Mausen, sowie in C. elegans, fiihrt die Uberexpression
eines GFP-KASH-Domanen-Fusionsproteins, zu starken dominant-negativ. mutanten
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Phanotypen (Grady et al., 2005; Libotte et al., 2005; Starr and Han, 2002; Zhen et al., 2002).
Uberraschenderweise konnten wir als Folge der Uberexpression unseres GFP-KASH-
Konstrukts keine dominant negativen Effekte wahrend der Oogenese beobachten. Ahnliche
Resultate wie die oben beschriebenen, sowohl in Bezug auf die beobachtete Lokalisation in
den Keimbahn-Zellen, als auch in Bezug auf das Fehlen irgendwelcher dominant negativen
Phanotypen, wurden inzwischen auch bei der Keimbahn-spezifischen Uberexpression eines
anderen Msp-300-KASH-Domanen-GFP-Fusionsproteins gemacht (Yu et al., 2006).

Wir haben auch ein GFP-Fusionskonstrukt flr die beiden Calponin-Homologie-(CH)
Doméanen des Msp-300-Locus kloniert. Diese GFP-CH-Konstrukt zeigte jedoch, sowohl bei
der direkt durch einen maternalen tubulin-Promotor getriebenen Expression (mtub-GFP-CH),
als auch bei Aktivierung eines pUASp-GFP-CH Konstrukts durch verschiedene Keimbahn-
spezifische Treiberlinien (nos-Gal4 VP16, tub-Gal4 VP16), lediglich eine uniforme Verteilung
in allen Keimzellen und keine spezifische intrazellulare Lokalisation. Auflerdem wurden auch
fur dieses Konstrukt keinerlei phanotypische Auswirkungen als Folge der Uberexpression
beobachtet.

2.2.3 Keimbahnklone des Allels Msp-300°?" fithren zu einem Defekt des
Nahrzell-Dumpings

Es ist beschrieben worden, dass die EMS-induzierte Mutante jf22”° (Msp-300°?’° (Szidonya
and Reuter, 1988)) eine Mutation im Msp-300-Locus tragt, da der oben beschriebene und
verwendete anti-Msp-300-Antikdrper sowohl in homozygot mutanten Embryonen, als auch in
Western-Blots kein Protein detektiert (Rosenberg-Hasson et al., 1996). Auch in Msp-300°%7°-
mutanten Eikammern lasst sich das Msp-300-Protein weder mit dem von uns verwendeten
Antikérper, noch mit dem oben erwahnten alternativen Antikdrper gegen die KASH-Domane
nachweisen (Abb. 2.2.5. und Yu et al., 2006). Msp-300°*"°-homozygote Embryos zeigen
einen Muskelphanotyp, der jedoch in Embryonen, die transheterozygot fiir eine den
gesamten Msp-300-Locus umfassende Deletion sind, starker ausgepragt ist (Rosenberg-
Hasson et al., 1996). Das deutet darauf hin, dass das Msp-3003275-AIIeI kein Nullallel ist.

Um die molekulare Natur des Msp-300°"*-Allels zu identifizieren, haben wir genomische
DNA aus Msp-300°"°-homozygoten Fliegen isoliert (Msp-3005"° FRT40A / Msp-3005"°
Fliegen sind semiletal, s.u.) und den gesamten Msp-300-Locus sequenziert. Dabei konnten
wir eine Nonsense-Mutation im sechsten Exon der annotierten Msp-300-Transkripte Msp-
300-RB und Msp-300-RD identifizieren (G/C zu A/T Transition in Codon 2163, s. Einleitung,
Abb. 2.1.1.). Dieselbe Nonsense-Mutation ist inzwischen unabhangig auch von einer
anderen Gruppe beschrieben worden (Yu et al., 2006). Diese Mutation verkirzt die
annotierte Syne-homologe Isoform von Msp-300 (Msp-300-PD) um mehr als zwei Drittel.
Allerdings ist hierbei zu beachten, dass es bisher keine experimentellen Daten zu den
tatsachlich in Drosophila exprimierten Msp-300-Isoformen gibt.

Es ist gezeigt worden, dass Keimbahnklone fiir das Msp-300°">-Allel zu einem Dumping-
Phanotyp flihren (Yu et al., 2006). Ein solcher Phanotyp wird hervorgerufen, wenn der
Prozess des Nahrzell-Dumpings defekt ist, also der Transfer des gesamten Nahrzell-
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Cytoplasmas in die Oocyte wahrend des Stadiums 10B der Oogenese (Cant et al., 1994;
Cooley and Theurkauf, 1994; Cooley et al.,, 1992). Auch wir konnten den beschriebenen
Dumping-Phanotyp in Msp-300°"°-mutanten Eikammern beobachten, indem wir nach
Rekombination des Msp-300°*"*-Allels auf ein FRT40A-Chromosom mit Hilfe des FLP-DFS
Systems (Chou and Perrimon, 1992) Keimbahnklone induziert haben (Abb. 2.2.3.). Im Zuge
der Generierung des Msp-300°°7° FRT40A-Chromosoms konnten wir aulRerdem feststellen,
dass die Letalitit des urspriinglichen Msp-300°*"°-Chromosoms durch eine sekundére
Mutation verursacht wird. Das Auftreten eines beachtlichen Anteils lebensfahiger Msp-300°*
> FRT40A / Msp-300°*"°-Fliegen (30% der erwarteten Genotypen iiberleben), in denen sich
kein Msp-300-Protein mittels Antikérperfarbung nachweisen lasst, zeigt, dass das Allel Msp-
300°°7° semiletal ist.

Der Oogenese Phanotyp war in Msp-300°*"°-homozygoten Weibchen, in denen sowohl die
Keimbahn als auch die somatischen Follikelzellen mutant fir Msp-30052'75 sind, identisch mit
dem nur Msp-300°°"-homozygote Keimbahnklone tragender Weibchen. Diese
Ubereinstimmung der Phéanotypen zeigt, dass Msp-300°*"° keinen Defekt in den
somatischen Follikelzellen hervorruft. Auch in Msp-300°*7°-homozygoten Follikelzellklonen
konnten wir, im Gegensatz zu den von Yu et al. (Yu et al., 2006) beschriebenen subtilen
Defekten, keinerlei Veranderung in der Lokalisation oder Morphologie der Follikelzellkerne
beobachten (nicht gezeigte Daten).

Weibchen mit MSP-300°*7°-Keimbahnklonen und MSP-300°*"°-homozygote Weibchen legen
weniger Eier als wildtypische Fliegen, und die abgelegten Eier sind im Durchschnitt deutlich
kleiner (um etwa 60%) und haben deformierte dorsale Anhange (Abb. 2.2.2.B). Die
Tatsache, dass keine ventralisierten Eier abgelegt werden, zeigt, dass die Wanderung oder
Verankerung des Oocytenkerns nicht beeintrachtigt ist. (Bereits geringfiigige Defekte in der
Oocytenkern-Positionierung filhren zu stark ventralisierten Eiern (Brendza et al.,, 2002;
Duncan and Warrior, 2002; Januschke et al., 2002; Swan et al., 1999)).

Die Farbung von Msp-300°"°-mutanten Eikammern mit anti-Lamin Antikdrpern zur
Visualisierung der Kernhille und mit Phalloidin zur Markierung von F-Aktin zeigte, in
Eikammern ab Stadium 10B, Defekte innerhalb des Nahrzellclusters. Die Plasmamembranen
der Nahrzellen brechen teilweise auseinander und die Nahrzellkerne sind haufig nicht wie
beim Wildtyp im Zentrum der Zellen lokalisiert, sondern wandern in benachbarte Nahrzellen
oder in die Oocyte ein (Abb. 2.2.3. D-F). Die cytoplasmatischen Aktinbindel in den
Nahrzellen werden jedoch normal ausgebildet, solange die Membran der Zelle vollstandig
intakt ist (Abb. 2.2.3. G, I). Der Oocytenkern ist haufig auch in deutlich defekten Eikammern
am anterioren Kortex lokalisiert (Abb. 2.2.3.F, markiert durch den Stern). Nur in seltenen
Fallen beobachteten wir eine Fehlpositionierung des Oocytenkerns, die jedoch vermutlich auf
einen indirekten Effekt zurlickzufiihren ist. Wir gehen davon aus, dass der Oocytenkern
durch mechanische Krafte, verursacht durch aus den kollabierten Nahrzellen in die Oocyte
eindringendes Cytoplasma und Zellkerne, verdrangt wird. In friheren Stadien ist der
Oocytenkern immer an der anterior kortikalen Position lokalisiert. Wie bereits erwahnt, deutet
auch die normale dorsoventrale Polaritdt der abgelegten Eier, auf eine fehlerfreie
Positionierung des Oocytenkerns hin.
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Abbildung 2.2.3.: Ei- und Eikammer-Phanotypen als Folge Msp-300°*">- und Msp-300°*">;
klar®*- mutanter Ovarien. (A) Wildtyp-Ei, (B) Eier resultierend aus Msp-300°*"°-Keimbahnklonen.
Die Eier sind deutlich kleiner als wildtypische Eier und tragen fehlgebildete dorsale Anhange,
charakteristisch fiir Defekte des Nahrzell-Dumping. (C) Eier resultierend aus Msp-300°"-
Keimbahnklonen induziert in klar®'?-homozygoten Weibchen. Der Phanotyp der Eier von Msp-300°°-
mutanten Weibchen wird im klar®'*-mutanten Hintergrund nicht verstarkt. (D-K) Die Architektur von
Msp-300°"° und Msp-300°*"°; klar®"*-doppelt mutanten Eikammern zeigt identische Defekte. Aktin in
grun (FITC Phalloidin), DNA in blau (DAPI, G-l), Kernmembranen in rot (anti-Lamin, D-E). (D, G)
Wildtyp-Eikammern (E, F) Msp-300""°-mutante Eikammern, (H, 1) Msp-300%7°; kiar®"*-doppelt
mutante Eikammern. (E) Fehlpositionierte N&hrzellkerne, zusammengedrangt an der Nahrzell-
Oocyten Grenze. Der Pfeil weist auf eine Nahrzelle mit intaktem Zell-Kortex und normalen
cytoplasmatischen Aktin-Biindeln hin. (F) An der korrekten anterior kortikalen Position lokalisierter
Oocytenkern (Stern), in die Oocyte eindringende Nahrzellkerne sind posterior des Oocytenkerns
lokalisiert. (H) Auseinander gebrochene Nahrzellmembranen und zusammengedrangte Nahrzellkerne.
(I) Nahrzellen mit defekten Zellkortizes und Aktinbiindeln in direkter Nahe einer Nahrzelle mit intaktem
Zellkortex und wildtypischen Aktinblindeln (Pfeil).

In jlingster Zeit ist beobachtet worden, dass die Uberexpression einer bestimmten Klar-
Isoform (6-Klar) in der Keimbahn zu einer Misslokalisation des Oocytenkerns in Eikammern
spater Stadien (nach Stadium 11) fihrt. Die anfangliche Wanderung des Kerns ist dabei
jedoch nicht beeintrachtigt (Poster-Prasentation fly meeting San Diego 2007, Cotton et al.).
Klar-8 Nullalele zeigen hingegen keinen Phanotyp. Da Klar das einzige in Drosophila
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identifizierte KASH-Domanen-Protein neben Msp-300 ist, und genau wie Msp-300 in den
Nahrzellen und der Oocyte an der Kernhulle lokalisiert, haben wir untersucht, ob Msp-300;
klar doppelt mutante Eikammern einen zusatzlichen oder starkeren Phanotyp zeigen. Das
Allel klar®™? fiihrt zu einer Deletion der KASH-Doméne und zu einem vollsténdigen Verlust
der Oogenese-spezifischen Klar Isoformen (Guo et al., 2005), wie die meisten klar-Allele ist
aber auch dieses Allel lebensféhig und fertil. Die Induktion von Msp-300°*"°-Keimbahnklonen
in einem klar®'*homozygoten Hintergrund fiihrt zu keiner erkennbaren Verstirkung oder
Veranderung des Msp-300°°-Phanotyps (Abb. 2.2.3.). Sowohl die Eiphdnotypen (Abb.
2.2.2. B, C), als auch die beschriebenen Defekte der Eikammern waren bei einfach- und
doppelt-mutanten Weibchen identisch (vergleiche Abb. 2.2.3. E, F und H, I). Um die
Phanotypen der Einzel- und der Doppeltmutanten statistisch auszuwerten, haben wir jeweils
die Lange der abgelegten Eier gemessen. Wahrend wildtypische Eier im Durchschnitt 0,6
mm lang und nie kirzer als 0,56 mm sind, haben wir die Eier der mutanten und der doppelt
mutanten Weibchen in drei GréRRenklassen eingeteilt: wildtypisch (0,5mm-0,6mm), mittelgrof’
(0,4mm-0,5 mm) und klein (0,4 mm). Die Msp-300-mutanten Weibchen legten 28%
wildtypische, 47% mittelgroRe und 25% kleine Eier (n=111). Die Gelege doppelt mutanter
Weibchen zeigten eine vergleichbare GréRenverteilung (34% wildtypische, 46% mittelgrol3e,
20% kleine Eier, n=103).

2.2.4 Generierung molekular definierter Deletionen des Msp-300-Locus

Wie oben beschrieben, handelt es sich bei dem einzigen, bisher verfligbaren Allel Msp-
300°"° nicht um eine Nullmutation. Um eine Funktionsverlust-Mutante von Msp-300 zu
generieren, haben wir eine molekular definierte Deletion des gesamten Lokus erzeugt, indem
wir Fliegenstamme der Exelixis Drosophila Stock Collection verwendeten (Thibault et al.,
2004). Dabei handelt es sich um P-Element- oder piggyBack-Insertions-Stamme, die FRT-
Stellen (flipase recombination targets) tragen. Wenn zwei solcher Stdmme mit FRT-Stellen in
geeigneter Orientierung und Lage in frans zueinander gebracht werden, kann es es durch
Hitzeschock-induzierte Expression des Enzyms Flipase zur Rekombination zwischen den
FRT-Stellen kommen (Parks et al., 2004). Als Folge davon wird der genomische Bereich
zwischen den beiden FRTs deletiert. Genauere Informationen zur Herstellung der Msp-300-
Deletionen sind unter Material und Methoden zu finden.

Insgesamt wurden drei Msp-300-Deletionen von uns generiert, deren genaue Lage in der
Abbildung 2.2.4. schematisch dargestellt ist: Eine ca. 101 kb grof3e Deletion des gesamten
Locus (Df(2L)Msp-300-compl, Abb. 2.2.4. D), eine 37,7 kb grol3e Teildeletion (24,9 kb des
transkribierten Bereichs), die den N-terminalen Bereich des Proteins inklusive der Aktin-
bindenden Calponin-Homologie-Domanen betrifft (Df(2L)Msp-300-5’, Abb. 2.2.4. B), und eine
ca. 63,3 kb grol3e Teildeletion (61,1 kb des transkribierten Bereichs), die den C-terminalen
Bereich inklusive der KASH-Doméne betrifft (Df(2L)Msp-300-3’, Abb. 2.2.4. C). In der
Abbildung ist zu erkennen, dass im Falle der Deletionen Df(2L)Msp-300-compl und
Df(2L)Msp-300-3’ zusatzlich das downstream von Msp-300 gelegene Gen Cyp28d2
vollstandig deletiert ist. Dieses Gen codiert fir ein Protein der Cytochrom P450 (CYP)
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Superfamilie, von denen es 90 Mitglieder in Drosophila gibt und bei denen es sich um
Stoffwechsel-Enzyme handelt, die eine Rolle bei der Synthese von Steroidhormonen und
Vitaminen, sowie (unter anderem im Fall der Cyp28-Unterfamilie) beim Abbau von
Fremdstoffen spielen (Danielson et al., 1997; Tijet et al., 2001). Spezifische Auswirkungen
auf Entwicklungsprozesse als Fole der Deletion dieses Gens sind sehr unwahrscheinlich.

A Msp-300-RD )
Calponin homaology - damains EngBcil
N —it =
£G14035 Msp-300-RE EngBdZ
R S a5 g =
Msp-300-RE
[ -
DFf (21) Msp-300-5' (d07933-d01768) [T} i — I *D =
no CH domains ' rcnmfwu
C Df (2L) Msp-300-3° (d01768-f05524) c
o § no KASH domain 1
D Df (2L) Msp-300-comp! (d07933-f05524) &
s complete deletion

Abbildung 2.2.4.: Mit Hilfe von Exelixis-Insertionen generierte Deletionen des Msp-300-Locus.
(A) Darstellung des Msp-300-Locus mittels GBrowse. Gezeigt sind die drei aktuell annotierten Msp-
300 Splice-Varianten, sowie ein Teil des upstream gelegenen Gens CG74035 und die beiden
downstream gelegenen Gene Cyp28d7 und Cyp28d2. AulRerdem ist die Lage der von uns
verwendeten Exelixis-Insertionen durch Pfeilspitzen markiert (turkis). (B-C) Lage der unterschiedlichen
Deletionen. Der transparente Bereich zwischen den roten Klammern ist jeweils deletiert. (B) Deletion
des 5 Teils von Msp-300 (Df(2L)Msp-300-5’), inklusive der CH-Domanen codierenden Region. (C)
Deletion des 3’ Teils von Msp-300 (Df(2L)Msp-300-3’), inklusive der KASH-Domane codierenden
Region. (D) Deletion des gesamten Msp-300-Locus (Df(2L)Msp-300-compl). Im Fall von Df(2L)Msp-
300-5’ und Df(2L)Msp-300-compl ist jeweils auch das Gen Cyp28d2 vollstandig deletiert (C,D).

Die Deletionen Df(2L)Msp-300-compl und Df(2L)Msp-300-5" sind letal, die Deletion
Df(2L)Msp-300-3’ ist semiletal (ca. 5% homozygote Uberlebende).

Die statistische Auswertung der Eigelege der Msp-300-Deletions-Stamme ergab, dass die
Letalitat jeweils wahrend der Larvenentwicklung auftritt (s. Tab. 2.1.). Im Falle der
semiletalen Deletion Df(2L)Msp-300-3’ stirbt aulRerdem ein deutlicher Teil der Gberlebenden
Larven (<8%) nach der Verpuppung. Bezuglich der in Tabelle 2.1 aufgeflihrten Resultate der
statistischen Auswertung, ist bei der reduzierten Anzahl der Puppen, welche die larvale
Letalitat anzeigt, zu beachten, dass eine Reduktion um 25% aus dem Vorhandensein des
CyO-Balancers resultiert, der in Homozygotie ebenfalls zu larvaler Letalitat fihrt. Die im Falle
der letalen Deletionen beobachtete Verpuppungsrate von ungefahr 50% zeigt jeweils an,
dass die Letalitdt wahrend der Larvalentwicklung auftritt.
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geschlipfte Larven Puppen Adulte homozygote Adulte
Eier befruchtete Anteil bzgl
gesamt Eier Anteil bzgl. Anteil bzgl. Anteil bzgl. ’
Anzahl befr. Eier Anzahl befr. Eier Anzahl befr. Eier Anzahl Adulter
insges.
Df(ZL)MS‘é‘;go'C"mp' T 1029 966 895 92.65% 458 47.41% 447 4627% | keine /
Df(z”“ffy‘gwo'S' / 1021 978 911 93.15% 484 49.49% 466 4765% | keine /
Df(ZL)""CSyp(;3°°‘3' / 1017 982 914 93.08% 679 69.14% 604 61.51% 31 5.13%

Tabelle 2.1.: Statistische Auswertung der Eigelege der Msp-300-Deletions-Stamme. Die
Deletionen Df(2L)Msp-300-compl und Df(2L)Msp-300-5’ sind larval letal, erkennbar an dem deutlich
reduzierten Anteil sich verpuppender Larven. Hierzu ist zu beachten, dass eine Reduktion um 25% auf
das Vorhandensein des CyO-Balancers zuruckzufiihren ist, der in Homozygotie ebenfalls zu larvaler
Letalitat fuhrt. Die Deletion Df(2L)Msp-300-3’ ist semiletal, wobei die meisten Individuen als Larven
sterben, einige jedoch auch nach der Verpuppung (vergl. den Anteil verpuppter Larven und
geschlupfter Adulte). Ungefahr 5% der schliipfenden Adulten sind homozygot fiir die Deletion.

Df(2L)Msp-300-3-homozygote Fliegen, in denen auch der fir die KASH-Domane codierende
Teil des Msp-300-Locus deletiert ist, haben wildtypische Augen. Die KASH-Domanen-
Isoformen von Msp-300 haben somit, im Gegensatz zu Klar, keine essentielle Funktion bei
der Kernwanderung wahrend der Augenentwicklung. Ahnliche Beobachtungen sind
inzwischen auch fir eine mittels homologer Rekombination hergestellte Msp-300-KASH-
Deletion gemacht worden (Poster Prasentation, fly meeting San Diego 2007, Xie et al.).
Nach Rekombination der Deletionen auf FRT-Chromosomen haben wir auferdem fir die
letalen Deletionen Zellklone in der Augenimaginalscheibe induziert. Auch in diesen Fallen
konnten wir keinen Augenphanotyp beobachten, schliellich fliihrte auch die Kloninduktion im
klar-mutanten Hintergrund zu keiner Verstarkung des klar-Augen Phanotyps (nicht gezeigt).

2.2.5 Der Dumping-Defekt wird nicht durch den Funktionsverlust von
Msp-300 verursacht

Uberraschenderweise legen Df(2L)Msp-300-3-homozygote Weibchen wildtypische Eier. Der
Verlust der KASH-Domane verursacht also nicht den beobachteten Dumping-Phanotyp. Die
Induktion von Keimbahnklonen fiir jede der drei Deletionen, fiihrt in keinem Fall zu einem
erkennbaren Eiphanotyp. Auch die Aktin-Farbungen der entsprechenden Eikammern mit
Phalloidin zeigten keine Abweichung vom Wildtyp. Diese Resultate deuten darauf hin, dass
der beobachtete Dumping-Phanotyp, der durch Msp-300°?"°-Keimbahnklone hervorgerufen
wird, nicht auf die Mutation in Msp-300 zurlickgeht, sondern auf eine weitere, auf demselben
Chromosomenarm lokalisierte Mutation.

Diese Vermutung konnten wir durch Rettungsexperimente bekraftigen. Die Duplikation
Dp(2;1)B19, die den gesamten Msp-300-Locus umfasst, konnte die Letalitdt aller von uns
generierten Msp-300-Deletionen retten, nicht jedoch den Dumping-Phanotyp des Msp-
300°"°-Allels. Dieses Ergebnis steht in direktem Gegensatz zu der angeblich beobachteten
Rettung des Msp-300°*”° Dumping-Phanotyps durch dieselbe Duplikation (Yu et al., 2006).
Komplementationstests zeigten auRerdem, dass alle Deletionen das Msp-300°"°-Allel
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komplementieren. Interessanterweise komplementieren sich auch die beiden Deletionen
Df(2L)Msp-300-5" und Df(2L)Msp-300-3’. Das deutet darauf hin, dass in dem 5’- und dem 3’-
Bereich des Msp-300-Locus jeweils unabhdngige Genprodukte codiert werden.

Fur alle Deletionen gilt schlief3lich, dass sich in homozygot mutanten Eikammern mit dem
von uns verwendeten Antikorper kein Protein mehr nachweisen lasst (Abb. 2.2.5. B-D).

Df2L)Msp-300-comp!

DFf(2L)Msp-300-5'

Df(2L)Msp-300-3'

Abbildung 2.2.5.: In Eikammern, die homozygot fur die verschiedenen Msp-300-Deletionen oder
fur das Allel Msp-300%*" sind, lasst sich mittels anti-Msp-300 Antikérper Farbungen kein
Protein nachweisen. (A-E) Stadium 9 Eikammern, anti-Msp-300 Farbung in rot, (A’-E’) zusatzliche
DAPI Farbung in blau (A) Wildtyp-Eikammer, Msp-300 akkumuliert am Aktinkortex und an der
Kernhiille der Nahrzellkerne, sowie im Cytoplasma der Oocyte (vergl. Abb. 2.2.1.). (B-E) mutante
Eikammern, jeweils homozygot fir die links unten angegebenen Deletionen, bzw. Allele. Die
Eikammern zeigen jeweils keine Farbung durch den verwendeten anti-Msp-300 Antikdrper.

2.2.6 Msp-300 und Klar haben keine essentielle Funktion in der
Oogenese

Um zu untersuchen, ob die parallele Eliminierung der klar-Funktion zu einem Oogenese
Phanotyp fuhrt, haben wir fir die einzelnen Msp-300-Deletionen jeweils Keimbahnklone im
klar®"2-mutanten Hintergrund erzeugt. Auch in dieser doppelt mutanten Situation sind die
abgelegten Eier wildtypisch und die Eikammern zeigen keine Anomalien in Phalloidin und
anti-Lamin Farbungen. Weder die allgemeine Architektur der Eikammern, noch die
Lokalisation der Keimzell-Kerne ist betroffen.

Der Knock-out des Msp-300-Homologs Nesprin-2 in der Maus fuhrt zu Kernmembran-
deformationen in Form von kegelférmigen Ausbuchtungen, die bereits bei geringer
Vergrofierung in DAPI Farbungen deutlich sichtbar sind. Die Nesprin-2-defizienten Mause
sind jedoch lebensfahig, fertil und zeigen keine Abnormitaten gegentber Wildtyp-Tieren
(Dissertation Hafida Zaim).
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Abbildung 2.2.6.: Der gleichzeitige Verlust von Msp-300 und Kklar hat keine erkennbaren
Auswirkungen auf die Oogenese. (A,B) Oocytenzellkerne von St. 9 Eikammern, Kernmembranen in
rot (anti-Lamin), Aktin in grin (FITC Phalloidir:g $A) Wildtyp, (B) Eikammer eines Weibchens mit
Df(2L)Msp-300-compl-Keimbahnklonen im kla X2 mutanten Hintergrund. Die Morphologie des
Ooc tenkerns ist unverandert. (C-H) St. 10 Eikammern mit Df(2L)Msp-300-compl-Follikelzellklonen im
klar™"?-mutanten Hintergrund. Kernmembranen in rot (anti-Lamin), Df(2L)Msp-300-compl-mutante
Zellklone sind durch die Abwesenheit von GFP (grin) markiert. (C-D) Aufsicht, (F-H) Konfokale
Schnitte. Die Zellkerne innerhalb der mutanten Follikelzellklone zeigen im Vergleich zu den
benachbarten Zellen keine Unterschiede in der Morphologie oder der Lokalisation. (I-L) St. 10
Eikammern, DAPI in bIau (LK) Wildtyp Eikammern (J,L) Eikammern mit Df(2L)Msp-300-compl
Follikelzellklonen im klar™'*-mutanten Hintergrund. (I-J) gurken (rot) in-situ-Hybridisierung (K,L) oskar
(rot) in-situ-Hybridisierung. Die Lokalisation von gurken- und oskar-Transkripten ist in mutanten
Eikammern im Vergleich zum Wildtyp nicht veréndert.
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Im Gegensatz dazu zeigen in Drosophila sowohl die Nahrzellkerne (nicht gezeigt) als auch
die Oocyten-Zellkerne (Abb. 2.2.6.A, B) in Msp-300-Del: Klar®'? Eikammern keinerlei
morphologische Veranderung in anti-Lamin Farbungen.

Auch in Follikelzellklonen fiir die unterschiedlichen Msp-300-Deletionen im klar®*"?
Hintergrund war jeweils keine Veranderung in der Morphologie oder der Lokalisation der
Zellkerne im Vergleich zum Wildtyp festzustellen (Abb. 2.2.6. C-H).

Als Folge der Uberexpression der §-Isoform von Klar ist eine Reduzierung und veranderte
Lokalisation der Grk RNA beobachtet worden (Poster-Prasentation, fly meeting San Diego
2007, Cotton et al.). Um zu untersuchen ob Msp-300 und Klar eine redundante Rolle bei der
RNA-Lokalisation spielen, haben wir an Msp-300-Del: klar®*'? doppelt mutanten Eikammern
fluoreszente in-situ-Hybridisierungen flr grk und osk RNA durchgefiihrt. In beiden Fallen war
keine Veranderung in der Menge oder der Lokalisation der RNA im Vergleich zum Wildtyp zu
erkennen (Abb. 2.2.6. I-L).

2.2.7 Msp-300-defiziente Fliegen sterben im ersten Larvenstadium

Wie oben beschrieben, sind die Deletionen des Msp-300-Locus larval letal (bzw. semiletal,
im Falle von Df(2L)Msp-300-3’). Eine maternale Funktion von Msp-300 konnten wir
ausschlielen, da bei den Nachkommen von Weibchen, die Keimbahnklone der Msp-300-
Deletionen tragen, jeweils keine Letalitat auftritt, wenn diese mit wildtypischen Mannchen
gekreuzt werden. Durch Einkreuzen eines GFP markierten Balancers (CyO, Kr-GFP (Casso
et al., 2000)) konnten wir den Zeitpunkt der Letalitat genauer ermitteln. Es stellte sich heraus,
dass die Larven wahrend des ersten Larvenstadiums sterben. Da Msp-300 in allen
Muskelzellen hoch exprimiert wird und Msp-300°°-mutante Embryonen einen schwachen
Myogenese-Phanotyp zeigen (Rosenberg-Hasson et al.,, 1996; Volk, 1992), liegt die
Vermutung nahe, dass die Letalitdt der Deletionen auf einen Defekt im Muskelsystem
zurtckgeht. Die homozygot mutanten Larven zeigen jedoch zunachst keine phanotypischen
Auffalligkeiten und bewegen sich normal. Die Bewegungen werden mit der Zeit langsamer
und die Larven sterben jeweils vor Eintritt in das zweite Larvenstadium. Durch
mikroskopische Analyse des Muskelsystems lebender Larven in polarisiertem Licht konnten
wir keine phanotypischen Unterschiede in der Anordnung und Bewegung der Muskeln
zwischen wildtypischen und homozygot mutanten Larven beobachten. Die Aufdeckung einer
potentiellen Funktion von Msp-300 bei der Myogenese bedarf daher einer detaillierteren
Analyse des larvalen Muskelsystems in Msp-300-mutanten Embryonen.

Da Msp-300 auch in der viszeralen Muskulatur exprimiert wird, haben wir untersucht, ob
mutante Larven (homozygot fir Df(2L)Msp-300-compl), als Folge eines Defekis bei der
Nahrungsaufnahme verhungern. Durch Fatterung mit gefarbter Hefe zeigte sich jedoch, dass
die Nahrung normal aufgenommen und bis in den Darm transportiert wird (Abb. 2.2.7.).
Hierdurch kann zumindest ein mechanischer Defekt bei der Nahrungsaufnahme
ausgeschlossen werden.
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Df(2L)Msp-300-compl.

Abbildung 2.2.7.: Die Nahrungsaufnahme ist in Msp-300-loss-of-
fuction Larven nicht beeintrachtigt. Gezeigt ist eine Df(2L)Msp-
300-compl-homozygote Larve (anterior links), die mit Carminrot
gefarbter Hefe gefittert wurde. Die Rotfarbung des Darms am
posterioren Ende der Larve (Pfeil) zeigt, dass die Hefe
aufgenommen und bis in den Darm transportiert worden ist.

2.2.8 Die Kernmorphologie wahrend der frihen Embryogenese wird
durch den Verlust von Msp-300 und klar nicht verandert

Neben der Oogenese und der Augenentwicklung, ist die kortikale Wanderung der Zellkerne
bei der Bildung des syncytialen Blastoderms, wahrend der frilhen Embryogenese, ein
weiteres Muster-Beispiel fir die Rolle der Kernwanderung wahrend der Entwicklung von
Drosophila. Ein Versagen dieses Prozesses ist flir den Embryo letal. Da die Deletion des
gesamten Msp-300-Locus erst wahrend des ersten Larvenstadiums zu Letalitat fuhrt, kann
die syncytiale Kernwanderung in Msp-300-mutanten Embryonen jedoch nicht gravierend
beeintrachtigt sein.

Im Verlauf der frGthen Embryogenese kommt es auch zu einer Veranderung der
Kernmorphologie, in Form einer deutlichen (~2,5 fachen) Elongation der zuvor kugelférmigen
Zellkerne. Die Gene kurzkern (kur) und kugelkern (kuk, auch charleston, char) spielen dabei
eine entscheidende Rolle, da in beiden Fallen eine Beeintrachtigung der Genfunktion zu
einem Abrunden der Zellkerne fuhrt (Brandt et al., 2006; Pilot et al., 2006). Da kuk-defiziente
Fliegen lebensfahig und fertil sind, scheint die im Wildtyp stattfindende Elongation der
Zellkerne jedoch keine essentielle Funktion zu haben (Brandt et al., 2006).

Um zu untersuchen, ob klar und Msp-300 eine redundante Funktion bei der Regulation der
Kernmorphologie oder Lokalisation in der frihen Embryogenese haben, haben wir
homozygot klar®™"2-mutante Weibchen, die Df(2L)Msp-300-compl-Keimbahnklone tragen, mit
Df(2L)Msp-300-compl/CyO; klar®'*/klar”'? Mannchen gekreuzt. Da das in dem von uns
verwendeten CyO, Kr-GFP-Balancer verwendete Kr-GFP Konstrukt in der frihen
Embryogenese nicht exprimiert wird, und da sich auch Msp-300 mit dem von uns
verwendeten Antikorper in der frihen Embryogenese nicht nachweisen lasst, konnten wir die
aus der oben genannten Kreuzung resultierenden homozygoten Df(2L)Msp-300-compl-
Embryonen nicht direkt identifizieren. Allerdings sollten 50% der Nachkommen homozygot
fur die Msp-300-Deletion und das klar-Allel sein. Wir konnten bei Gber 100 untersuchten
Embryonen keinerlei Veranderung der Kernmorphologie (oder Lokalisation) zu irgendeinem
Zeitpunkt in der frihen Embryogenese feststellen. Die Abbildung 2.2.8. zeigt als Beispiel die
unveranderte Anordnung und Form der elongierten Zellkerne wahrend der Zellularisierung.
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Df(2L)Msp-300-compl KBK; klarBX12
wildtype X ‘
Df(2L)Msp-300-compl/CyQO; klarBX12

Abbildung 2.2.8.: Die Kernmorphologie und —Lokalisation wahrend der Zellularisierung im
frihen Embryo wird durch den Verlust von Msp-300 und klar nicht verandert. (A) Wildtyp
Embryo, (B) Beispiel eines Embryos aus dem Gelege der Kreuzung eines Weibchens mit Df(2L)Msp-
300-compl-Keimbahnklonen im klar™'?-mutanten Hintergrund, gekreuzt mit Df(2L)Msp-300-compl /
CyO; klar®™' Mannchen. Bei Uber hundert analysierten Embryonen trat in jedem Fall der hier
gezeigte, wildtypische Phanotyp auf. Fluoreszent markiertes Weizenkeim-Agglutinin (wheat-germ-
agglutinin, WGA, rot) markiert die Kernmembranen, Antikdrper gegen Phosphotyrosine (griin) die
einwandernden Plasmamembranen.

2.2.9 Versuche zur Identifizierung der sz75-Dumping-Mutation

Um die Mutation zu identifizieren, die den Dumping-Phanotyp in Msp-300°*"°-homozygoten
Fliegen (oder in Weibchen mit Msp-300°*°-Keimbahnklonen) hervorruft, haben wir eine
Reihe von Komplementationstests durchgefihrt. Da der Phanotyp in Keimbahnklonen
auftritt, die spezifisch fur den linken Arm von Chromosom 2 waren (Chr. 2L), konnten wir uns
bei der Suche nach der Dumping-Mutation auf diesen Chromosomenarm beschranken.

Auf Chr. 2L liegen drei Gene, deren Mutation bekanntermallen zu einem spezifischen
Dumping-Phanotyp fuhrt: chickadee (chic), kelch (kel) und quail (qua) (Cooley et al., 1992;
Mahajan-Miklos and Cooley, 1994b; Matova et al., 1999; Tilney et al., 1996; Xue and Cooley,
1993). Obwohl sich der fir diese Gene beschriebene Dumping-Phanotyp im Detail von dem
von uns beobachteten unterscheidet, ist nicht auszuschlief3en, dass wir es mit einem neuen
Allel fur eines der 0.g. Gene zu tun haben, welches einen veranderten Phanotyp hervorruft.
Daher haben wir mit den verfligbaren Allelen der genannten Gene (s. Material und
Methoden) Komplementationstests gegen Msp-300°%"° durchgefiihrt. Die Eigelege
transheterozygoter Fliegen waren jedoch in allen Fallen wildtypisch.

Um die Lage der Dumping-Mutation ansatzweise zu kartieren, haben wir auRerdem mit den
Linien des Bloomington Deficiency Kit fur Chromosomenarm 2L Komplementationstests
durchgefiihrt. Auch in diesem Fall traten flr alle Defizienzen transheterozygote Weibchen mit
Msp-300°%"° auf, die jeweils wildtypische Eier ablegten. Das Ergebnis der Defizienzkartierung
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deutet darauf hin, dass die von uns gesuchte Mutation in einer der Regionen liegt, die von
den Defizienzen des Kits nicht abgedeckt werden. Diese Lucken machen insgesamt
ungefahr 5% von Chr. 2L aus (http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit-info.htm).
Es ist jedoch auch moglich, dass sich die Mutation mit Hilfe von Defizienzen nicht kartieren
I&sst (siehe Diskussion).

2.2.10 Deletion des Drosophila SUN-Domanen-Homologs CG18584/CG3287
(Df(2R)d06841-f07700)

Von den beiden in Drosophila identifizierten SUN-Domanen-Proteinen CG18584 und
CG6589 zeigt das erstgenannte die hdchste Homologie zu C. elegans Unc84 und Maus
SUN1, welche jeweils mit den typischen KASH-Domanen-Proteinen ANC-1, bzw. Nesprin-1
und -2 interagieren. Fir CG18584 wurde aufRerdem kurzlich gezeigt, dass es in Eikammern
sowohl in Keimzellen, als auch in Follikelzellen an der Kernhiille lokalisiert (Kracklauer et al.,
2007). CG6589 zeigt die hochste Homologie zu C. elegans MTF-1/SUN-1, welches mit Zyg-
12 interagiert. Obwohl Zyg-12 eine ahnliche Funktion wie Klar ausubt unterscheidet es sich
deutlich von Klar, so zeigt die KASH-Domane von Zyg-12 nur eine sehr geringe Homologie
zu allen anderen identifizierten KASH-Domanen, und die Eingliederung von Zyg-12 als
KASH-Doméanen-Protein beruht vorwiegend auf der funktionellen Homologie mit Kiar.
CG6589 wird aulRerdem ausschlieBlich in Mannchen exprimiert (Poster-Prasentation, fly
meeting San Diego 2007, Kracklauer et al.).

Wir haben, wie weiter oben im Fall von Msp-300 beschrieben, fir CG18584 eine Deletion mit
Hilfe von Exelixis-Insertionen hergestellt (Df(2R)d06841-f07700). Neben der kompletten
Deletion des CG18584-Locus ist in diesem Fall auch ein Grofdteil des annotierten Gens
CG3287 deletiert (s. Abb. 2.2.9.). Die molekulare Funktion von CG3287 ist unbekannt.

1 L
2700k 2701k

L L
2702k 2703k 7!

L L
2699k 2704k

CG3287-RB CG18584 (unc-84 Homolog)
- — I { I > [ -
C63267-RC N
CG3287-RB -
o —— Df (2R) d06841-f07700

vollstédndige CG 18584 Deletion, partielle CG3287 Deletion

Abbildung 2.2.9.: Mit Hilfe von Exelixis-Insertionen generierte Deletion von CG18584/C(G3287.
Im oberen Teil der Abbildung sind die annotierten Transkripte der Gene CG3287 und CG18584 (auch
klaroid, homolog zu C.elegans unc-84) dargestellt, auBerdem ist die Lage der verwendeten Exelixis
Insertionen durch Pfeilspitzen markiert (tirkis). Darunter ist die genaue Lage der Deletionen
Df(2R)d06841-f07700 gezeigt, der transparente Teil zwischen den roten Klammern ist deletiert.

Es gibt jedoch Hinweise, dass in dem als CG18584 annotierten Gen der 5-Bereich der
Sequenz fehlt bzw. falsch annotiert ist, und dass die beiden Gene CG3287 und CG18584 zu
einem gemeinsamen Locus gehoren und CG3287 den 5-Teil des Drosophila SUN-
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Domanen-Homologs codiert (personliche Kommunikation Martin Kracklauer und Bernhard
Hampoelz). Ich werde daher im Folgenden diesen Locus als CG3287/CG18584 bezeichnen.
Der Translationsstart von CG3287 liegt 3' von der Insertion P{XP}d06841 (innerhalb des
zweiten Exons der annotierten Splice-Variante CG3287-RB), so dass in unserer Deletion die
codierenden Bereiche beider einzeln annotierten Gene (CG3287 und CG18584) vollstéandig
deletiert sind. Damit handelt es sich bei der von uns generierten Deletion Df(2R)d06841-
f07700 mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine vollstandige Funktionsverlust-Mutation flr
beide Gene.

Die Deletion Df(2R)d06841-f07700 fuhrt zu Semiletalitédt (ca. 4% Homozygote), wobei die
homozygoten Fliegen einen ,raue Augen“-Phanotyp zeigen, der identisch mit dem kiar
Phanotyp ist. Der Augenphanotyp wird in Df(2R)d06841-f07700; klar®'?-doppelt-mutanten
Individuen nicht verstarkt. Der beobachtete, klar identische Augenphanotyp, ist inzwischen
auch fir eine mittels homologer Rekombination hergestellte Mutation beschrieben worden, in
der die gesamte annotierte CG18584-Region ausgetauscht ist, wahrend die CG3287-Region
nicht verandert ist (das hat zu der Namensgebung klaroid fir CG18584 geflihrt (Kracklauer
et al., 2007)). Fliegen, die flir diese Funktionsverlust-Mutation des CG18584-Locus
homozygot sind, sind lebensfahig und fertil, so dass die beobachtete Semiletalitat im Fall des
von generierten Deletions-Allels auf die zusatzliche Deletion des CG3287-Abschnitts
zurlckzufuhren ist.

Innerhalb von CG3287 gibt es zwei P-Element-Insertionen, P{XP}d06841 und
P{EPgy2}CG3287FY%%% (s. Abb. 2.2.9.). Aufgrund der oben angesprochenen Hinweise
anderer Gruppen, dass die Annotationen bezliglich CG3287 und CG18584 fehlerhaft sind
und dass diese getrennt annotierten Gene einen gemeinsamen Locus bilden, haben wir die
beiden P-Insertions-Fliegenstdmme genauer analysiert. Dabei konnten wir im Fall der
Insertion P{EPgy2}CG32875Y%3%% Semiletalitat und einen klar-artigen ,raue Augen“-Phanotyp
identifizieren. Diese Insertion fihrt damit anscheinend zu einem Phanotyp, der mit unserer
Gesamtdeletion vergleichbar ist. Diese Beobachtung bestatigt somit die Vermutung, dass
CG3287 und CG18584 Teile eines gemeinsamen Locus sind.

In den Ovarien Df(2R)d06841-f07700-homozygoter Weibchen lassen sich keinerlei
Kernlokalisationsdefekte beobachten. Ubereinstimmend mit den Resultaten beziiglich der
KASH-Domanen-Proteine zeigt damit auch der Funktionsverlust des einzigen in Weibchen
exprimierten SUN-Domanen-Proteins keine Auswirkungen auf die Oogenese.

2.2.11 In CG3287/CG18584-defizienten Eikammern unterbleibt die
Kernhullen-Lokalisation von Msp-300 und Klarsicht

In C. elegans und Saugern ist gezeigt worden, dass die Lokalisation und Verankerung von
KASH-Domanen-Proteinen an der dulleren Kernmembran auf einer direkten Interaktion mit
SUN-Domanen-Proteinen in der inneren Kernmembran beruht, und dass Mutationen der
SUN-Domanen-Proteine zum Verlust der Akkumulation von KASH-Domanen-Proteinen an
der Kernhille fihren (Haque et al., 2006; McGee et al., 2006; Padmakumar et al., 2005;
Starr and Han, 2002).

Tatsachlich unterbleibt sowohl in anti-Klar als auch in anti-Msp-300 Antikdérperfarbungen an
Df(2R)d06841-f07700 Ovarien die im Wildtyp beobachtete Akkumulation an der Kernhille
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(Abb. 2.2.10.), wohingegen die bereits in frihen Oogenesestadien beobachtete allgemeine
Akkumulation von Msp-300 in der Oocyte (Abb. 2.2.1.A) nicht beeintrachtigt wird (nicht
gezeigt). Dieses Resultat zeigt, dass das Drosophila SUN-Domanen-Protein
CG3287/CG18584 bei beiden Drosophila KASH-Proteinen fiir die Lokalisation an der
Kernhiille essentiell ist.

A WT | B Dft2R)d06841-f07700 FEES

Abbildung 2.2.10.: In Df(2R)d06841-f07700-homozygoten Eikammern unterbleibt die
Kernhillen-Lokalisation von Msp-300 und Klar. (A-D) Stadium 9 Eikammern. DNA in blau (DAPI),
die Lage des Oocytenkerns ist durch einen Stern markiert (A,B) anti-Msp-300 in rot (C,D) anti-Klar in
rot (B’,D’) Normarski Aufnahme zur Visualisierung des Oocytenkerns. (A,C) Wildtyp Eikammern, (B,D)
Df(2R)d06841-f07700 Eikammern.
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2.3 Diskussion

2.3.1 Drosophila KASH-Domanen-Proteine haben keine Funktion in der
Oogenese

Die beschriebenen Funktionen der KASH- und der SUN-Domanen-Proteine bei der
Kernpositionierung in C.elegans und in Vertebraten haben uns veranlasst, die
entsprechenden  Drosophila-Homologe auf eine potentielle  Funktion bei der
Kernpositionierung wahrend der Oogenese hin zu untersuchen. Msp-300 wurde zunachst
aufgrund der spezifischen Expression im gesamten Muskelsystem des Drosophila-Embryos
identifiziert (Volk, 1992). Wir konnten zeigen, dass Msp-300 auch wahrend der Oogenese
exprimiert wird und dort speziell in den Keimzellen vor allem an der Kernhille und am Aktin-
Kortex akkumuliert. Klarsicht wird ebenfalls wahrend der Oogenese exprimiert und lokalisiert
sowohl in den Keimzellen als auch in den somatischen Follikelzellen an der Kernhdlle.
Obwohl diese deutliche Expression der beiden in Drosophila identifizierten KASH-Domanen-
Proteine auf eine mogliche Funktion wahrend der Oogenese hinweist, konnten wir zeigen,
dass der Funktionsverlust der beiden Proteine wahrend der Oogenese keine phanotypischen
Auswirkungen hat.

Durch die Generierung einer molekular definierten Deletion des gesamten Msp-300-Locus
stand uns erstmals ein nachweisliches Nullallel zur Verfliigung. Dieses Deletions-Allel
verdeutlicht auch, dass es sich bei dem einzigen bisher verfigbaren mutanten Allel Msp-
300°"°, entgegen der friiheren Darstellung (Yu et al., 2006) nicht um ein loss-of-function-Allel
handelt. Wir konnten beobachten, dass dieses Nonsense-Allel nur semiletal ist, da nach
Rekombination des Allels auf ein FRT-Chromosom transheterozygote Fliegen auftreten, die
homozygot fiir das Msp-300°7°-Allel sind. Im Gegensatz dazu sind sowohl die
Gesamtdeletion Df(2L)Msp-300-compl als auch die Teildeletion Df(2L)Msp-300-5’ absolut
letal. Die Tatsache, dass Fliegen, deren Keimbahn homozygot fur die Gesamtdeletion von
Msp-300 ist, keine Defekte in der Oogenese aufweisen, beweist insbesondere, dass der in
Msp-300°%"°-Keimbahnklonen beobachtete Dumping-Phénotyp (Yu et al., 2006) nicht auf das
Msp-300%*"°-Allel  zuriickzufiihren ist, sondern auf eine andere, auf demselben
Chromosomenarm lokalisierte Mutation. Bestatigt wird das durch die Beobachtung, dass
eine den Msp-300-Locus umfassende Duplikation (Dp19) zwar die Letalitat der Msp-300-
Deletionen retten kann, nicht jedoch den Dumping-Phanotyp des Msp-300°?"*-Allels. Diese
Beobachtung steht wiederum in direktem Gegensatz zu der frGheren Darstellung bei Yu et al.
(Yu et al., 2006).

Aufgrund der Tatsache, dass auch der gleichzeitige Funktionsverlust von Msp-300 und
Klarsicht wahrend der Oogenese zu keinem offensichtlichen Phanotyp fuhrt, lasst sich auch
eine redundante Funktion der beiden KASH-Doméanen-Proteine in der Oogenese weitgehend
ausschliellen. Allerdings hat sich unléangst herausgestellt, dass moglicherweise unter den
bisher verfugbaren klar-Allelen, entgegen bisheriger Darstellung (Fischer-Vize and Mosley,
1994), keine Nullallele sind. Wahrend alle bisher untersuchten klar-Allele homozygot
lebensfahig sind, ist eine kurzlich hergestellte vollstandige Deletion des gesamten klar-Locus
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semiletal (personliche Kommunikation Michael Welte und Poster-Prasentation, fly meeting
San Diego 2007, Jain et al.). Dabei zeigen die Uberlebenden homozygoten Fliegen unter
anderem einen bisher nicht beobachteten Defekt bei der Eiablage. Wir konnten allerdings
weder an den Eiern noch an den Ovarien dieser Fliegen morphologische Defekte erkennen.
Aulerdem ist der klar-Locus intensiv auf unterschiedliche Isoformen hin untersucht worden
und verschiedene Antikdrper gegen unterschiedliche Bereiche der codierten Proteine sind
generiert worden (Fischer et al., 2004; Guo et al., 2005; Kracklauer et al., 2007; Mosley-
Bishop et al., 1999). Alle bisherigen Untersuchungen deuten darauf hin, dass die wahrend
der Oogenese exprimierten Isoformen von Klar durch das von uns verwendete Allel klar®™?
eliminiert werden. Insbesondere ist in diesem Allel nachweislich die KASH-Doméne deletiert
(Guo et al., 2005). Da Msp-300 und Klar auRerhalb der KASH-Doméane keinerlei Homologie
aufweisen, ist eine redundante Funktion beider Proteine nur fir die entsprechenden KASH-
Domanen-lsoformen zu erwarten. Eine weitere Bestatigung daflir, dass eine KASH-
Doméanen vermittelte Funktion in der Oogenese keine Rolle spielt, liefert die von uns
generierte Deletion des CG3287/CG18584-Locus. Diese Deletion flhrt zu einem
Funktionsverlust des einzigen in Weibchen exprimierten Drosophila SUN-Domanen-
Homologs (s.u.). Dieser Funktionsverlust bewirkt, dass beide KASH-Domanen-Proteine nicht
wie im Wildtyp an der Kernhulle lokalisieren. Diese Mislokalisation der KASH-Doméanen-
Proteine hat jedoch keinen sichtbaren Oogenese-Phanotyp zur Folge.

Insgesamt gehen wir daher davon aus, dass Msp-300 und Klar tatsachlich keinerlei
redundante Funktion in der Oogenese haben. Die endgiltige Klarheit dariber kann jedoch
erst durch die Analyse von Eikammern erhalten werden, die doppelt mutant fir die
kompletten Deletionen beider Gene sind. Dazu muss zunachst die oben genannte kiar-
Deletion auf ein FRT-Chromosom rekombiniert werden, was momentan verfolgt wird.

2.3.2 Die Kernhullen-Lokalisation von Msp-300 und Klar basiert auf der
Interaktion der KASH-Domane mit dem SUN-Domaéanen-Protein
CG3287/CG18584

Fur Klar ist gezeigt worden, dass die in Eikammern exprimierte Isoform eine KASH-Domane
enthalt. Auch fir Msp-300 deutet die Kernlokalisation darauf hin, dass wir mit unserem
Antikérper eine (oder mehrere) KASH-Domanen-Isoform(en) nachweisen. Die Beobachtung,
dass eine GFP-Fusion der Msp-300 KASH-Domane ebenfalls an der Kernhiille akkumuliert,
deutet darauf hin, dass in der Tat die KASH-Domane flir die beobachtete Kernlokalisation
verantwortlich ist. Wie zu erwarten, geht als Folge einer gezielten Deletion der KASH-
Domane tatsachlich die Kernhillen-Lokalisation von Msp-300 verloren (Poster-Prasentation,
fly meeting San Diego 2007, Xie et al.). Auch eine in der Augen-Imaginalscheibe exprimierte
GFP-Fusion der Klar-KASH-Domane akkumuliert an der Kernhulle (Kracklauer et al., 2007).
Aulerdem gilt auch fir Klar, dass sich in mutanten Allelen, in denen insbesondere die
Expression der KASH-Domane betroffen ist, keine Kernhiillen-Lokalisation detektieren lasst
(Guo et al., 2005).

Alle diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass parallel zu den Orthologen in anderen
Organismen, auch die Drosophila KASH-Domanen-Isoformen von Msp-300 und Klar mittels
der KASH-Domane an der Kernmembran lokalisieren.
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Die Untersuchung des SUN-Domanen-Proteins CG3287/CG18584 (Klaroid) zeigt auflerdem,
dass auch in Drosophila eine Interaktion der KASH-Domanen-Proteine mit den SUN-
Domanen-Proteinen flir die Kernlokalisation entscheidend ist. Die Analyse des
CG3287/CG18584-Deletionsallels (Df(2R)d06841-f07700) demonstriert, dass CG3287/
CG18584 in Eikammern sowohl mit Klar, als auch mit Msp-300 interagiert. Der in
Df(2R)d06841-f07700-homozygoten Fliegen auftretende klar-identische Augenphanotyp
zeigt, dass CG3287/ CG18584 aulRerdem im Auge fur die Funktion von Klar essentiell ist.
Von den beiden in Drosophila vorkommenden SUN-Domanen-Proteinen CG3287/CG18584
und CG6589 (Giacomo), weist CG3287/CG18584 die hohere Homologie zu den typischen
SUN-Orthologen anderer Organismen auf. Wie in der Einleitung ausgefuhrt, sind CG3287
und CG18584 in flybase als zwei getrennte Gene annotiert, wobei urspriinglich das Gen
CG18584 als SUN-Domanen-Homolog identifiziert wurde. Die ldentifikation von CG18584
als typisches SUN-Domanen-Homolog ist jedoch zweifelhaft, da sich fiur CG18584, im
Gegensatz zu allen bisher identifizierten Orthologen, keine potentiellen Transmembran-
Domanen (TM) identifizieren lassen (Starr and Han, 2003). Die Beobachtung, dass sich
dagegen innerhalb der Aminosaure-Sequenz von CG3287 tatsachlich zwei deutliche TM
identifizieren lassen (persdnliche Kommunikation Martin Kracklauer), ist somit ein wichtiger
Hinweis darauf, dass CG3287 und CG18584 als Teil eines Gesamttranskriptes exprimiert
werden, welches das typische SUN-Domanen-Ortholog in Drosophila codiert. CG6589, das
andere Drosophila-Protein mit einer SUN-Domane, wird nur in Mannchen exprimiert und hat
dort eine essentielle Funktion bei der Spermatogenese, die jedoch wahrscheinlich
unabhangig von einer Interaktion mit KASH-Domanen-Proteinen ist (Poster-Prasentation, fly
meeting San Diego 2007, Kracklauer et al.). Wir gehen daher davon aus, dass
CG3287/CG18584 das einzige Drosophila SUN-Protein ist, das bei der Interaktion mit
KASH-Proteinen eine Rolle spielt. Wie im Fall von Msp-300 gibt es jedoch auch fir
CG3287/CG18584 bisher wenige experimentelle Daten bezuglich der tatsachlich
exprimierten Isoformen.

Die Uberexpression der KASH-Domane flhrt im Fall von ANC-1 in C.elegans und von Syne-
1 in der Maus zu deutlichen, dominant-negativen Effekten, wahrscheinlich aufgrund der
Verdrangung des endogenen Proteins von in limitierter Zahl vorhandenen Bindestellen an
der Kernhtlle durch das ektopisch exprimierte GFP-Fusionsprotein (Grady et al., 2005;
Libotte et al., 2005; Starr and Han, 2002; Zhen et al., 2002). Da unsere Ergebnisse deutlich
machen, dass Msp-300 und klar in der Oogenese keine essentielle Funktion haben,
Uberrascht es zunachst nicht, dass wir als Folge der Uberexpression der Msp-300-KASH-
Doméane in Form des GFP-KASH-Konstrukis keine dominant negativen Phanotypen
beobachtet haben. Es ist jedoch gezeigt worden, dass auch die Uberexpression eines Msp-
300-KASH- oder eines Klar-KASH-Konstrukts in der Augenimaginalscheibe keine
phanotypischen Auswirkungen hat, obwohl bei der Funktion von klar in der
Augenentwicklung die KASH-Domane eine entscheidende Rolle spielt (Fischer et al., 2004;
Kracklauer et al., 2007; Patterson et al., 2004). Das deutet darauf hin, dass im Gegensatz zu
der Situation in C. elegans und in der Maus die Bindestellen fir die KASH-Domane in der
Kernhlle nicht in limitierter Zahl vorhanden sind. Da im Vergleich zu der anti-Msp-300-

87



Teil 2: KASH- und SUN-Dominen-Proteine Diskussion

Antikorperfarbung ein groRerer Anteil des GFP-KASH-Konstrukts im Cytoplasma lokalisiert
(das gilt auch im Falle des beschriebenen Klar-GFP-KASH-Konstrukts (Kracklauer et al.,
2007)), ist es auch moglich, dass in dem GFP-Konstrukt Bereiche fehlen, die fur eine
optimale Bindung an die Kernhtille bendtigt werden.

2.3.3 Die essentielle Funktion von Msp-300 besteht moglicherweise nicht
in der Kernpositionierung

Da die komplette Deletion des Msp-300-Locus letal ist, muss Msp-300 eine essentielle
Funktion in der Entwicklung von Drosophila haben. Die starke Expression im gesamten
embryonalen Muskelsystem und der im Fall von Msp-300°*"° beobachtete Muskel-Phanotyp
deuten darauf hin, dass Msp-300 eine Funktion bei der Myogenese hat (Rosenberg-Hasson
et al.,, 1996; Volk, 1992). Allerdings konnten wir zeigen, dass im Hintergrund des Msp-
300°"°-Allels weitere Mutationen vorliegen, so dass die Analyse des Muskelph&notyps mit
,sauberen“ Allelen wiederholt werden muss. Insbesondere konnten wir nachweisen, dass
das Msp-300°7°-Allel nicht letal ist. Bei der Analyse des Muskelphénotyps wurde die
beobachtete embryonale Letalitat darauf zurlickgefiihrt, dass die Larven, als Folge des
Muskeldefekts, nicht aus dem Chorion schlipfen kénnen. Die embryonale Letalitat geht
jedoch auf sekundare Mutationen im Hintergrund des Msp-300°*"*-Allels zuriick.

Die Msp-300-Gesamtdeletion zeigt, dass der Funktionsverlust von Msp-300 tatsachlich zu
larvaler und nicht zu embryonaler Letalitat fihrt. Wir konnten bisher weder durch Farbung
des embryonalen Muskelsystems mit anti-Myosin-Antikdrpern, noch durch die
lichtmikroskopische Untersuchung des larvalen Muskelsystems einen deutlichen
Muskelphénotyp erkennen. Allerdings ist auch der fiir das Msp-300°*">-Allel beschriebene
Muskeldefekt sehr schwach ausgepragt, so dass die Analyse der Funktion von Msp-300 in
der Myogenese wahrscheinlich einige Erfahrung bei der Analyse des Muskelsystems
erfordert. Ob die larvale Letalitat der Msp-300-Gesamtdeletion auf einen Muskeldefekt oder
auf andere physiologische Defekte zurlckzufuhren ist, bleibt daher bislang ungeklart.

Auch Uber die Funktionen von Msp-300 auf zellularer Ebene bisher nur spekuliert werden.
Die Tatsache, dass fur das Vertebraten KASH-Protein Syne-1 eine Funktion bei der
Kernverankerung in der Muskelentwicklung beobachtet wurde, hat zu der Vermutung gefiihrt,
dass der Msp-300°"°-Muskelphanotyp in Drosophila ebenfalls auf einen Kernverankerungs-
Defekt zurlickgeht (Grady et al., 2005; Zhang et al., 2007). Die von uns nachgewiesene
Konservierung der SUN-Protein—KASH-Protein Interaktion in Drosophila ist bisher der
deutlichste Hinweis, dass eine KASH-Isoform von Msp-300 in Drosophila exprimiert wird.
Allerdings zeigt die Tatsache, dass eine spezifische Mutation von CG18584, in welcher auch
der die SUN-Domane codierende Teil mutiert ist, nicht letal ist (Kracklauer et al., 2007), dass
die Letalitat der Msp-300-Deletionen (bzw. die Semiletalitat im Fall von Df(2L)Msp-300-3’),
hdchstwahrscheinlich nicht auf eine Funktion zurlickgeht, bei der die Kernlokalisation der
KASH-Domane eine Rolle spielt.

Auch der Vergleich der von uns generierten Teildeletionen des Msp-300-Locus deutet darauf
hin, dass eine Msp-300-Isoform mit einer N-terminalen, Aktin-bindenden CH-Domane und
einer C-terminalen KASH-Domane keine essentielle Rolle in der Entwicklung von Drosophila
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spielt. Die Deletion der 5’-Region des Locus, die auch den CH-Domanen codierenden Teil
deletiert, den KASH-Domanen codierenden Abschnitt aber ganzlich unbeschadigt lasst, ist
absolut letal. Dagegen ist die komplementare Teildeletion, bei der die KASH-Domane
deletiert ist, nur semiletal. Das deutet darauf hin, dass Msp-300-Isoformen, welche nur die
Aktin-bindenden CH-Domanen enthalten, eine bedeutendere Rolle spielen, als spezielle
KASH-Domanen-Isoformen. Dariliber hinaus komplementieren sich die beiden
Teildeletionen, so dass der Verlust einer ANC-1-homologen Isoform mit beiden spezifischen,
terminalen Domanen (CH und KASH) keine Letalitat verursacht. Allerdings ist auch der
Funktionsverlust der KASH-Doméane von Syne-1 oder Syne-2 in entsprechend defizienten
Mausen nicht letal, obwohl im Fall von Syne-1 eine deutliche Mislokalisation von Zellkernen
in Skelettmuskeln auftritt. Erst ein Doppel-Knockout der KASH-Doméanen beider Syne-Gene
fuhrt zu Letalitat (Zhang et al., 2007). Es ist daher mdglich, dass Msp-300 eine Funktion bei
der Kernlokalisation (z.B. in Skelettmuskeln) hat, aber dass die Msp-300-gesteuerte, korrekte
Lokalisation der Zellkerne nicht essentiell fur die Lebensfahigkeit ist.

Obwohl die KASH-Domane namensgebend fiir die Proteinfamilie ist, sind in vielen Fallen
bedeutende Funktionen fir Isoformen ohne KASH-Domane beschrieben worden, die nichts
mit der Lokalisierung von Zellkernen zu tun haben. Besonders gut untersucht ist die Funktion
KASH-loser Isoformen von Klar, die statt der KASH-Domane eine so genannte LD (lipid
droplet)-Domane besitzen, die Lipid-Vesikel bindet (Guo et al., 2005). Diese Isoform wird fur
den geregelten Transport von Lipid-Vesikeln im frihen Embryo bendtigt, indem Uber Dynein
eine Verknupfung der Vesikel mit dem Mikrotubuli-Cytoskelett hergestellt wird (Welte et al.,
1998). Dabei ist der N-Terminus von Klar nicht allein fur die Verknupfung mit Dynein
verantwortlich, sondern spielt darliber hinaus eine Rolle bei der Regulation von
Motorproteinen (Gross, 2003; Gross et al., 2000; Jackle and Jahn, 1998; Welte, 2004). Auch
KASH-lose Isoformen von Syne-1 sind beschrieben worden, die eine bedeutende Rolle bei
der postsynaptischen Endocytose (Cottrell et al., 2004) spielen. Ob fur die Funktion von
Syne-1 bei der Organisation der Kernmatrix die KASH-Domane eine Rolle spielt, ist bisher
nicht geklart (Libotte et al., 2005; Zhang et al., 2005). Auch flr eine ganze Reihe weiterer
Funktionen von KASH-Familien Proteinen, die keine offensichtliche Involvierung des
Zellkerns zeigen, ist die Bedeutung der eigentlichen KASH-Domane unklar. So hat zum
Beispiel Klarsicht auch eine Rolle bei dem polarisierten Wachstum von Membranen wahrend
der Entwicklung der Speicheldrise (Myat and Andrew, 2002). Auch die Funktionen von
Syne-1 bei der Organisation des Golgi-Apparates (Beck, 2005; Gough and Beck, 2004;
Gough et al., 2003) oder bei der Kinesin-abhangigen Kontrolle der Cytokinese (Fan and
Beck, 2004) bendtigen mdoglicherweise keine KASH-Domane, da eine Syne-1-Isoform
identifiziert worden ist, die sowohl eine Golgi-, als auch eine Kinesin-bindende Domane, aber
keine KASH-Domane besitzt. Schliellich hat auch ANC-1 eine Funktion neben der
Kernverankerung, namlich die Verankerung und die Kontrolle der Form von Mitochondrien
(Hedgecock and Thomson, 1982; Starr and Han, 2002). Auch hier ist bisher nicht geklart, ob
dabei die KASH-Domane eine Rolle spielt.

Alle diese Beispiele verdeutlichen, dass die Kontrolle der Kernlokalisation nur eine von vielen
Funktionen der unterschiedlichen KASH-Protein-Isoformen ist. Die KASH-vermittelte
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Verknupfung mit verschiedenen Cytoskelett-Elementen stellt moglicherweise lediglich einen
Sonderfall dar.

Um die zellularen Funktionen von Msp-300 in Detail zu untersuchen, ist zunachst eine
Analyse der tatsachlich exprimierten Protein-Isoformen notwendig. Auflerdem wird die
Generierung weiterer Mutationen, die spezielle Isoformen betreffen, eine bedeutende Rolle
spielen. Die von uns generierten, molekular definierten Deletionsallele bieten jedoch vorerst
einen guten Ansatzpunkt fir die funktionale Untersuchung von Msp-300. Dabei ist zunachst
die detaillierte Untersuchung des Muskelsystems in Msp-300-defizienten Larven ein guter
Ausgangspunkt. Allerdings ist dazu, wie bereits angedeutet, eine gewisse Expertise
notwendig, da es sich héchstwahrscheinlich um einen sehr schwach ausgepragten Phanotyp
handelt.

2.3.4 Der in Msp-300°>-mutanten Eikammern beobachtete Dumping-
Phanotyp

Wie bereits erwahnt, wird der in Msp-300°°-mutanten Eikammern beobachtete Dumping-
Phanotyp héchstwahrscheinlich nicht durch das Msp-300°?"°-Allel, sondern durch eine bisher
nicht identifizierte Mutation auf Chromosomenarm 2L hervorgerufen, im Folgenden sz75
genannt. Ein Dumping-Phanotyp wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Mutationen
verursacht (Spradling, 1993). Die meisten Dumping-Mutationen beeinflussen das Aktin-
Cytoskelett (Hudson and Cooley, 2002; Mahajan-Miklos and Cooley, 1994a; Robinson and
Cooley, 1997). Ausnahmen davon sind Mutationen, die einen Defekt bei der Nahrzell-
Apoptose verursachen, welche fir die Initiation des Dumping-Prozesses essentiell ist (dcp-1
(McCall and Steller, 1998)), sowie Mutationen, die die Kontraktion der Nahrzellen
beeintrachtigen, welche die primare Grundlage fir den Transfer des Nahrzell-Cytoplasmas
wahrend des Dumpings ist (spaghetti-squash (Edwards and Kiehart, 1996; Wheatley et al.,
1995)). Die Beobachtung, dass in sz75-mutanten Eikammern Nahrzell-Kerne und -
Cytoplasma in die Oocyte gepresst werden, zeigt jedoch, dass der Dumping-Prozess initiiert
wird und dass die kontraktilen Krafte in den Nahrzellen nicht beeintrachtigt sind.

Aktin-abhangige Dumping-Phanotypen treten entweder als Folge eines generellen Defekts
des gesamten Aktin-Cytoskeletts auf (z.B. armadillo (Peifer et al., 1993)), oder als Folge
eines spezielleren Defekts bei der Bildung der Ringkanale (kelch, cheerio; Src64 (Dodson et
al., 1998; Kelso et al., 2002; Robinson and Cooley, 1996; Robinson et al., 1997; Xue and
Cooley, 1993)) oder der cytoplasmatischen Aktinblindel innerhalb der Nahrzellen (singed,
quail, chickadee (Bryan et al., 1993; Cant et al., 1994; Cooley et al., 1992; Guild et al., 1997;
Mahajan-Miklos and Cooley, 1994b; Matova et al., 1999; Rittenhouse and Berg, 1995)). Ein
genereller Effekt der sz75-Mutation auf die Organisation des Aktin-Cytoskeletts kann
ausgeschlossen werden, da homozygot mutante Fliegen neben dem Oogenese-Phanotyp
keine weiteren phanotypischen Auffalligkeiten zeigen. In Bezug auf den Dumping-Phanotyp
konnten wir auRerdem in allen Fallen, in denen die Membran einer Nahrzelle vollstandig
intakt war, cytoplasmatische Aktin-Blindel innerhalb der Nahrzellen finden, die in
Organisation und Aufbau von Wildtypischen nicht zu unterscheiden waren. Desorganisierte
Aktin-Bundel traten ausnahmslos in Nahrzellen mit defekten Membranen auf. In Phalloidin-
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Farbungen erscheinen auflerdem alle Ring-Kanale zunachst korrekt angelegt zu werden;
dasselbe ist auch in Antikérperfarbungen gegen htsRC, einem spezifischen Ringkanal-
Marker, beobachtet worden (Yu et al., 2006). Auch hier korreliert der spater beobachtete
Verlust von Ring-Kanalen mit dem Auseinanderbrechen der Nahrzellmembranen. Um einen
Effekt auf die Struktur und Funktion der Ringkanale ausschliellen zu kénnen, ist jedoch eine
detailliertere Analyse notwendig. Moéglicherweise liegt die primare Ursache fir den Dumping-
Phéanotyp im Fall von sz75 aber auch in dem Zusammenbrechen der Nahrzellmembranen.
Bevor der sz75 Dumping-Phanotyp im Detail analysiert wird, ist es jedoch sinnvoll, zunachst
die zugrunde liegende Mutation zu identifizieren. Als Folge der von uns durchgefuhrten
Defizienz-Kartierung der Dumping-Mutation reduziert sich der genomische Bereich, in dem
die Mutation liegt, auf die Licken, die durch die verfigbaren Defizienzen nicht abgedeckt
werden, also auf ungefahr 5% von Chromosomarm 2L. Allerdings sollten vor einer weiteren
Feinkartierung der Mutation mit Konzentration auf diese Bereiche die Ergebnisse der
Defizienzkartierung durch eine grobe Rekombinationskartierung mit phanotypischen oder
molekularen Markern verifiziert werden, um zu Uberprifen, ob sich der Dumping-Phanotyp
Uberhaupt kartieren lasst. Es ist beispielsweise denkbar, dass es sich um einen
synthetischen Phanotyp (Guarente, 1993; Lucchesi, 1968) handelt, der nur auftritt, wenn
zwei unabhangige Mutationen gleichzeitig homozygot vorliegen.

Obwohl wir, aufgrund der normalen Oogenese bei Funktionsverlust von Msp-300 und der
Tatsache, dass der Dumping-Phanotyp durch die Msp-300 Duplikation nicht gerettet werden
kann eine Rolle von Msp-300 bei der Generierung des Dumping-Defekts in sz75-
homozygoten Ovarien weitgehend ausschlielen, moéchte ich abschlieRend auf eine, wenn
auch sehr unwahrscheinliche Méglichkeit der Beteiligung des Msp-300°*">-Allels an diesem
Phanotyp  eingehen. In  seltenen Fallen sind so genannte rezessive
Funktionsgewinnmutationen (gain-of-function-Mutationen) beschrieben worden, wie zum
Beispiel fiir das torso-Allel tor™ (Klingler et al., 1988; Strecker et al., 1989). Dabei handelt
es sich um neomorphe Allele, die erst bei homozygotem Vorliegen zu einem gain-of-function-
Phanotyp flihren. Da sich jedoch normalerweise, wie zum Beispiel auch flir das genannte
tor™3-Allel, der mutante Phanotyp durch eine zweite Kopie des Wildtyp-Allels retten Iasst
(Klingler et al., 1988), ist auch diese Mdglichkeit im Falle des Msp-300°*">-Allels extrem
unwahrscheinlich. Wir kénnen jedoch nicht vollstidndig ausschlieffen, dass der Dumping-
Phanotyp auf einem Dosis-abhangigen Effekt einer rezessiven gain-of-function-Mutation
zurtckgeht, der erst zum Tragen kommt, wenn zwei Kopien des mutanten Allels vorliegen
und der unabhangig von der Zahl der Wildtypkopien des Gens auftritt. Auch dieser sehr
spezielle Fall lasst sich jedoch vermutlich im Rahmen einer Rekombinationskartierung
klaren, weil sich dadurch das Msp-300-Allel und die den Dumping-Phanotyp verursachende
Mutation trennen lassen sollten, falls es sich um zwei unabhangige Mutationen handelt.

91



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Allgemeine Reagenzien und Ausristung

Wenn nicht anders angegeben wurden Standartreagenzien und allgemeiner Laborbedarf der

folgenden Firmen verwendet:

* Generelle Reagenzien/Chemikalien: Amersham, Boehringer, Fluka, Gibco BRL, Invitrogen,
Merck, NEB, Qiagen, Promega, Roche, Roth und Sigma

* Plastik-Laborbedarf: Eppendorf, Falcon, Roth, Sarstedt

3.1.2 Drosophila melanogaster Fliegenstdmme

Abkurzungen:

BL: Bloomington Stock Center, Indiana University
SSR: Stammsammlung AG Siegfried Roth
EX: Exelixis stock collection, Harvard Medical School

VDRC: Vienna Drosophila RNAi Center

Genotyp Stamm-Nummer/Quelle
w[1118] BL 6326
w, Gla/ CyO; MKRS / TM2 SSR

pipLacZ / pipLacZ; Sb/TM3ser

Dave Stein, University of Texas, Austin

pipC14/TM3 Dave Stein, University of Texas, Austin
Df(3L)A13/TM6B Dave Stein, University of Texas, Austin
grk HF48 cn bw/ CyO SSR

grk HK36, cn bw sp/ CyO SSR

y1 w67c¢23; P{SUPor-P}Msp-300[KG01198] BL 13707

Msp-300 [sz75]/CyO

Gunter Reuter, Martin Luther Univ., Halle

Df emcE12/TM6c,sb (klar Def)

Michael Welte, Univ. of Rochester

klar mBX12

Michael Welte, Univ. of Rochester

klar delta1-18

Michael Welte, Univ. of Rochester

klonale Analyse mittels FLP/FRT System:

w+; LacZ; pntD88 FRT82B/ SM6a-TM6B

Matthew Freeman, MRC Lab. of Mol.Biol., Cambridge

yan [XE18] FRT 40A/CyO

Matthew Freeman, MRC Lab. of Mol.Biol., Cambridge

LacZ; pnt [delta 88] FRT82B/ SM6a-TM6B

Antonio Baonza, Universidad Autonoma de Madrid

ttk [1e11] FRT 82B / TM6B

Antonio Baonza, Universidad Autonoma de Madrid

Df(2R)y27, cn/ CyO

Tien Hsu, Med.l Univ. of South Carolina, Charleston

FRT 40A Df(2R)y27, cn/ CyO

SSR

FRT82B fetU6/TM3, Sb

Donald Morisato, Evergreen State College, Olympia

FRT 82B gro E48/TM3

Ze'ev Paroush, Hebrew University, Jerusalem

FRT 82B CtBP P1590/TM3

Ze'ev Paroush, Hebrew University, Jerusalem

tkv a12 FRT 40A (neo)/CyO

Matthew Freeman, MRC Lab. of Mol.Biol., Cambridge

w; Med 13 FRT 82B (w+)/TM3 sb

Manfred Frasch, Friedrich-Alexander Univ., Erlangen
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y[1] w[1118]; P{Car20y}25F P{neoFRT}40A BL 1816

ywhsflp; If/CyQO; 82B GFP FRT/TM6 tb Stefan Luschnig, Universitat Zirich
hsflp ; If ; +/SM6-TM6 SSR

Gal4-Treiberlinien:

w; Cy2-Gal4 SSR

w; ; P{GAL4::-VP16-nos.UTR}/TM6

Ruth Lehmann, New York University Medical Center

w[1118]; P{mata4-GAL-VP16}V2H/CyO

BL 7062

Exelixis-Insertionen:

PBac{WH}f05524 (3' Msp-300) EX
PBac{RB}e04257 (3' Msp-300) EX
P{XP}d07495 (5' Msp-300) EX
P{XP}d07933 (5' Msp-300) EX
P{XP}d10678 (5' Msp-300) EX
PBac{PB}c03240 (5' Msp-300) EX
PBac{RB}e04156 (5' Msp-300) EX
PBac{WH}f05156 (in Msp-300) EX
PBac{PB}c06031 (in Msp-300) EX
P{XP}d09701 (in Msp-300) EX
PBac{RB}e00938 (in Msp-300) EX
PBac{WH}f00429 (in Msp-300) EX
PBac{WH}f02461 (in Msp-300) EX
P{XP}d01980 (3'CG18584) BL 19169
PBac{WH}f07700 (3'CG18584) EX
CG3287 [P9967] (5' CG18584) BL
P{XP}d06841 (5'CG18584) EX
CG3287[EY03560] (5' CG18584) BL 2000
PBac{WH}f00899 (5' CG18584) EX
Deletionen:

w1118; Df(2L)Exel6011, P{XP-

U}Exel6011/CyO BL 7497
Df(2L)BSC109 BL 8674
Df(2L)sc19-1 BL 615
Df(2L)tkv3 BL 1164
Dumping-Allele auf Chr 2L:

y[1] w[67c23]; qual[EY03072] BL 19665
qua[6-396]/SM1 BL 4571
qua[8-1062)/SM1 BL 4572
w[*]; kel[DE1] cn[1]/CyO BL 4893
y[1] w[67c23]; kel[KG03947] BL 13269
y[1] w[67c23]; chic[EY13121])/CyO BL 21408
P{ry[+17.2]=A92}chic[11]/CyO; ry[506] BL 2201
y[1] w[67c23]; P{w[+mC]=lacW}chic[k13321] |BL 11087
chic[01320] cn[1])/Cy0O; ry[506] BL 4891
Bloomington Deficiency-Kit fur Chr 2L:

Df(2L)net-PMF BL 3638
Df(2L)BSC4 BL 6283
Df(2L)BSC106 BL 8672
Df(2L)BSC16 BL 6608
Df(2L)ast2 BL 3084
Df(2L)dp-79b BL 3133
Df(2L)BSC37 BL 7144
Df(2L)dpp[d14] BL 6648
Df(2L)C144 BL 90
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Df(2L)JS17 BL 1567
Df(2L)BSC28 BL 6875
Df(2L)BSC31 BL 6965
Df(2L)drm-P2 BL 6507
Df(2L)ed1 BL 5330
Df(2L)sc19-8 BL 693
Df(2L)ED250 BL 9270
Df(2L)BSC110 BL 8835
Df(2L)BSC109 BL 8674
Df(2L)Exel6011 BL 7497
Df(2L)cl-h3 BL 781
Df(2L)E110 BL 490
Df(2L)BSC5 BL 6299
Df(2L)BSC6 BL 6338
Df(2L)BSC7 BL 6374
Df(2L)spd[j2] BL 2414
Df(2L)Dwee1-W05 BL 5420
Df(2L)XE-3801 BL 4956
Df(2L)BSC41 BL 7147
Df(2L)BSC142 BL 9502
Df(2L)Trf-C6R31 BL 140
Df(2L)TE29Aa-11 BL 179
Df(2L)BSC111 BL 8836
Df(2L)ED611 BL 9298
Df(2L)N22-14 BL 2892
Df(2L)BSC17 BL 6478
Df(2L)Mdh BL 1045
Df(2L)BSC50 BL 8469
Df(2L)J2 BL 3366
Df(2L)BSC143 BL 9503
Df(2L)BSC32 BL 7142
Df(2L)BSC145 BL 9505
Df(2L)BSC36 BL 7143
Df(2L)FCK-20 BL 5869
Df(2L)Prl BL 3079
Df(2L)BSC30 BL 6999
Df(2L)BSC159 BL 9594
Df(2L)b87e25 BL 3138
Df(2L)BSC147 BL 9506
Df(2L)TE35BC-24 BL 3588
Df(2L)r10 BL 1491
Df(2L)cact-255rv64 BL 2583
Df(2L)TW137 BL 420
Df(2L)pr-A16 BL 567
Df(2L)TW161 BL 167
Df(2L)Exel6049 BL 7531
Df(2L)BSC151 BL 9510
Df(2L)C' BL 4959
VDRC pUAST-RNAI-Stamme:

w; UAS-NFAT-RNAI 30566 VDRC
w; ;UAS-CG12942-RNAi 32127 VDRC
w; ;UAS-CG12942-RNAi 32128 VDRC
UAS-E(bx)-RNAI 46645 VDRC
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w; UAS-mbf1-RNAi 12751 VDRC
w; ; UAS-mbf1-RNAi 12752 VDRC
w; ; UAS-CG4936-RNAi 6252 VDRC
w; UAS-CG4936-RNAi 6253 VDRC
w; ; UAS-apt-RNAi 4289 VDRC
w; ; UAS-lolal-RNAi 9571 VDRC
w; ; UAS-lolal-RNAi 9572 VDRC
w; UAS-lolal-RNAi 9573 VDRC
w; ; UAS-CG6770-RNAI 35824 VDRC
w; UAS-CG6770-RNAI 35825 VDRC
w; UAS-Ssdp-RNAi 28608 VDRC
w; UAS-Ssdp-RNAi 28610 VDRC
w; ; UAS-CG8273-RNAi 28885 VDRC
w; UAS-CG8273-RNAi 28887 VDRC

Im Rahmen dieser Arbeit selbst generierte Flie

enstamme:

w; Gla/CyO; 3000-us-pip-GFP/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 3000-us-pip-LacZ/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1150-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1135-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1100-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1050-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1000-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 500-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 2000-3000-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 570-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 670-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 800-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 850-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 900-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 950-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 975-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 985-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1000-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1050-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1100-1300-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-AA-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-AB-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-AC-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutA-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutB-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutC-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutD-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutE-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutF-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1500-mutG-us-pip-LacZ/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 3kb-usPip:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 3kb-usPip-Hsp70:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 3kb-usPip:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 3kb-usPip-Hsp70:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; 1kb-usPip:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1kb-usPip-Hsp70:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt
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w; Gla/CyO; 1kb-usPip:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 1kb-usPip-Hsp70:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; 1000-usPip:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1000-usPipHsp70:pipST2/CyO;MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 1000-usPip:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 1000-usPip-Hsp70:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; 1100-usPip:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; 1100-usPip-Hsp70:pipST2/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 1100-usPip:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; 1100-usPip-Hsp70:pipST2/TM2

selbst hergestellt

w; pUASp-Msp300-KASH-GFP/CyO;MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO;pUASp-Msp-300-KASHGFP/TM2

selbst hergestellt

w; pUASMGFP6-Msp300-ABD/CyQO;MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO;pUASMGFP6-Msp-300-ABD/TM2

selbst hergestellt

w; tub-Msp-300-ABD-GFP/CyO; MKRS/TM2

selbst hergestellt

w; Gla/CyO; tub-Msp-300-ABD-GFP/TM2

selbst hergestellt

w; Df(2L)Msp-300-compl/CyO, Kr-GFP

selbst hergestellt

w; Df(2L)Msp-300-5'/Cy0O, Kr-GFP

selbst hergestellt

w; Df(2L)Msp-300-3'/CyO, Kr-GFP

selbst hergestellt

w; FRT 40A, Df(2L)Msp-300-compl/CyO

selbst hergestellt

w; FRT 40A, Df(2L)Msp-300-5/CyO

selbst hergestellt

w; FRT 40A, Df(2L)Msp-300-3'/CyO

selbst hergestellt

w; Df(2R)d06841-f07700/CyO

selbst hergestellt

3.1.3 Antikodrper und fluoreszente Marker

Primére Antikorper:

Maus anti-Lamin T40 ((Buchenau et al., 1997), 1:400),
Maus anti-Phosphotyrosin (clone PY-20, Sigma, 1 : 200)
Meerschweinchen anti-Msp-300 ((Volk, 1992), 1:500),

Maus anti-Klar-C ((Guo et al., 2005), 1:5),

Kaninchen anti-beta-Galactosidase (cappel, 1 :100, praabsorbiert an w’’"®-Ovarien),
Maus anti-beta-Galactosidase (Promega, 1 : 1000),

Maus anti-GFP (Roche, 1 :500),

Kaninchen anti-GFP (Molecular Probes, 1 : 200, praabsorbiert an w''’8-Ovarien),
Schaf anti-DIG-alkalische Phosphatase (Roche, 1 : 2000)

Schaf anti-DIG-HRP (Boehringer, 1 : 50)

Kaninchen anti CF2 ((Mantrova and Hsu, 1998), 1 : 2000)
Ratte anti-Cic ((Goff et al., 2001), 1 : 500; erhalten von Gerardo Jiménez, IBM Barcelona)

Sekundéare Antikorper:

Alexa 555-konjugiert Ziege anti-Maus IgG (Molecular Probes, 1:400),

Alexa 555-konjugiert Ziege anti-Kaninchen IgG (Molecular Probes, 1:400),

Alexa 555-konjugiert Ziege anti-Meerschweinchen 19G (Molecular Probes, 1:400),
Alexa 555-konjugiert Ziege anti-Ratte IgG (Molecular Probes, 1:400),

Alexa 488-konjugiert Ziege anti-Maus IgG (Molecular Probes, 1:400),

Alexa 488-konjugiert Ziege anti-Kaninchen IgG (Molecular Probes, 1:400),
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AulBerdem wurden folgende fluoreszente Marker eingesetzt:

Rhodamin-gekoppeltes Wheat Germ Agglutinin (MoBiTec, 1:2500),
FITC-gekoppeltes Phalloidin (Molecular Probes, 1:250),
Rhodamin-gekoppeltes Phalloidin (Molecular Probes, 1:250),

DAPI (Roche, 1:2000)

3.1.4 Oligonukluotide / PCR-Primer

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma Aldrich oder Eurogentec synthetisiert. Das
lyophilisierte Pellet wurde in Wasser in einer Konzentration von 50pmol/ul aufgenommen und
diese Stammldsung bei -20° C gelagert. Fur den Einsatz in PCR-Reaktionen wurden Aliquots
mit einer Konzentration von 5pmol/ul angesetzt.

Pipe-Reportergen-Konstrukte

interne Deletions-Konstrukte (fusion PCR):

Oligo-Name Sequenz

PiRpUs CGAATTTAAGCGTTTACCCA

PiRpUsApp ACTGTAACTGACTTGTCCACCGAATTTAAGCGTTTACCCA
Pi6D GTGGACAAGTCAGTTACAGTGAG

Pi6DApp TGGGTAAACGCTTAAATTCGGTGGACAAGTCAGTTACAGTGAG
PiRpBUs CAATTGCAAAAAAATGGAAAAAC

PiRpBUsApp CAGCAACAAGTTGAAAATCAATTGCAAAAAAATGGAAAAAC
PiRpBDs ATTTTCAACTTGTTGCTG

PiRpBDsApp TTTCCATTTTTTTGCAATTGATTTTCAACTTGTTGCTG
PiRpCUs TTGTGTTTATCTGGTAAT

PiRpCUsApp AAGTAAAATTAAAACGAAATTTGTGTTTATCTGGTAAT
PiRpCDs ATTTCGTTTTAATTTTACTTTT

PiRpCDsApp ATTACCAGATAAACACAAATTTCGTTTTAATTTTACTTTT
terminale Deletions-Konstrukte:

1,3kbUsPip_Lo | GCAATAGGCAGCAACTTTACA

1050UsPip_Lo TTGTCGGTCCTAAAAATGTGG

1100UsPipLo CCGGAATTCCGGCAATTGTAATCGAGAAATTTACACG
1115UsPipLo CCGGAATTCCGGTTTTGCAATTGTTATCGAGAAATTTAC
1125UsPipLo CCGGAATTCCGGTTTTCCATTTTTTTGCAATTGTTATCG
1135UsPipLo CCGGAATTCCGGAGGCTGGCGTTTTTCCATTTTT
1150UsPip_Lo TTTTATGTTGAGGCTGGCGTTTTT

1200UsPipLo CCGGAATTCCGGTAAACACAAGACATGTGCCGCCA
170Us-Bam CGCGGATCCGCGTTAGCAAACTTCGGGATCTAA
270Us-Bam CGCGGATCCGCGCTAAGCTCATTGACCCTTATTC
2kbD-Bam CGCGGATCCGCGAGCTTTTTTGGCGAATGAGT
2kbD-Eco CCGGAATTCCGGAGCTTTTTTCCGCTTACACA
3End-Bam CGCGGATCCGCGTTTATTTAAAAACTAGTTATTTTA
3End-Eco CCGGAATTCCGGTTTATTTAAAAACTAGTTATTTTA
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400Us-Bam CGCGGATCCGCGAGGTACGAATTTTTTAATTTACGAG
450Us_Bam CGCGGATCCGCGTATACCTTTACTCTTTTATTTAAGTGTGTC
5,5D-Eco CCGGAATTCCGGCTAATTCTCCCTTCCTCTATGAAG
5,5UBam CGCGGATCCGCGCTTCATAGAGGAAGGGAGAATTAGAAT
500Us_Bam CGCGGATCCGCGATCTTTTTCAGGTACCTTAACTTTTAAC
550Us_Bam CGCGGATCCGCGCACTAACTGGCGTCAGACGGCTG
565UsBam CGCGGATCCGCGCTGACTTGTCCACTAACTGG
575UsBam CGCGGATCCGCGCGGCTGTCGAATTTAAGCGT
585UsBam CGCGGATCCGCGCTGTCGAATTTAAGCGTTTACCCA
5end-Bam CGCGGATCCGCGCCCGATTTTCATTTCCTTTCACCG
5End-Eco CCGGAATTCCGGCCCGATTTTCATTTCCTTTCACCG
6,5D-Eco CCGGAATTCCGGCAACATATTGTGAGCGACCACAATT
6,5kbUBam CGCGGATCCGCGGCTGTCCAATTGTGGTCGCTCAC
600Us_Bam CGCGGATCCGCGCCGCATAGGTCCACATTTTTAGGAC
620UsBam CGCGGATCCGCGCCGCATAGGTCCACATTTTTAGGA
625UsBam CGCGGATCCGCGCCACATTTTTAGGACCGACAAAAAACT
650Us_Bam CGCGGATCCGCGTTATTAAACTTTTTTTATTTCAGCAACAAG
6D-Eco CCGGAATTCCGGGTGGACAAGTCAGTTACAGTGAG
6kbUBam CGCGGATCCGCGCTCACTGTAACTGACTTGTCCACT
7,5D-Eco CCGGAATTCCGGGCCCGCATCCGGGCAGCAATC
7,5kbDEco CCGGAATTCCGGATCCGGGCAGCAATCGGTGG
7,5kbUBam CGCGGATCCGCGCGAGGATGTCCACCGATTGCTGCC
700Us_Bam CGCGGATCCGCGTCGATAACAATTGCAAAAAAATGG
7D-Eco GGACCGGAAATCGCTAACGAGGCGT

7kbDEco CCGGAATTCCGGGACCGGAAATCGCTAACGAGGCG
7kbU-Eco CCGGAATTCCGGACTAGTGATTAGTTTGATAAGCT
delta1D-Bam CGCGGATCCGCGCGTAAGGCCCAACTCACTTG
delta1D-Eco CCGGAATTCCGGCGTAAGGCCCAACTCACTTG
delta2D-Bam CGCGGATCCGCGCGCCTGGCCATCGGAAATGG
delta2D-Eco CCGGAATTCCGGCGCCTGGCCATCGGAAATGG
ExD-Bam CGCGGATCCGCGGTAAGTGTGGTCTTCAGCCG

ExD-Eco CCGGAATTCCGGGTAAGTGTGGTCTTCAGCCG

ExU-Bam CGCGGATCCGCGCGATCGCGGCTTGACTGAAT

ExU-Eco CCGGAATTCCGGCGATCGCGGCTTGACTGAAT

interne Mutations-Konstrukte (fusion PCR):

MutAfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutAfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutArev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutArevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutBfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutBfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutBrev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutBrevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutCfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutCfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutCrev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
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MutCrevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutDfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutDfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutDrev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutDrevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutEfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutEfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutErev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutErevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutFfv TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutFfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutFrev TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutFrevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutGfvPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC
MutGrevPI TGATGGTGGACCAGGGGCCTGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGC

Klonierung pipe-rescue-Konstrukte:

5eHspPr_Bam

CGCGGATCCGCGGAGCGCCGGAGTATAAATAGAG

3eHspPr Bam

CGCGGATCCGCGCTGCAGATTGTTTAGCTTGTTCAG

Sequenzierung pipe-ST2-cDNA:

pip13 ATCGCCGAGCTCTACGGACG

pip501 CCATGCATCTGAACAATA

pip1001 AAAAGACAGACCCTTTAC

pip1372 TTAGTGAAGATTGTTCTC

pip872 TGCGCCTATATATAGCTC

pip361 CTGCAGCTTCACCTCCAT
Sequenzierung pipe-Promotor-Region:

sq462 CACATTTAGCCTGGTTTCTT

sq930 GACCATGCTCAATGACTTTG

sq1410 TGTCCACACAGCCATAACCG

592440 GCTGAGAAAGGCGCACAGAAG

592850 CGCCGAGTTATTTAAGCAAAAC
sq3540 GAAAAGCAAATTCTCACACCCT
$93990 GAAGTGAGCTGCGCTTTTGT

sq7630 GGAACATCGAACGAGATGCT

$q7200 GGAGGGATCTACCTTGAATGTATTTTG
$gq6730 GTGTTTGCACCTAGGGCCAAT

$96320 GTTTTTATGTTGAGGCTGGCG

sg5870 TTGTGGACAGCAAGTGGGGA

sq5410 AGATTAATGTCAGATGTGGGG

sq4440 AGATGGGTTTATGTAGATCGACGAG
Oligos fir Klonierung Yeast One-Hybrid screen Konstrukt:
mIuNY1Heco CGCGTCGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGCAAAATCGTGTAAATTTCTCGATAAC

AATTGCAAAATCGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGCAAAA

ecoNY1HmMIuRC

AATTTTTTGCAATTGTTATCGAGAAATTTACACGATTTTGCAATTGTTATCGAGAAA
TTTACACGATTTTGCAATTGTTATCGAGAAATTTACACGA

Oligos fur EMSA:
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MT_NY1Hmut GATGTGCCCGGGAGATCGCCACCGGTACCCC
MT_NY1HmMutRC | GGGGTACCGGTGGCGATCTCCCGGGCACATC
MT_NY1H TCGTGTAAATTTCTCGATAACAATTGCAAAA

MT_NY1Hrevc

TTTTGCAATTGTTATCGAGAAATTTACACGA

Klonierung Msp-300-GFP-Fusionsproteine:

newABD5e GAGCAAGAACGTGTGCAGAAG

newABD3e CTGGAAGACCACCTTCTCCTT

ABD3eXba CTAGTCTAGACTAGATATGTCATGATACTCTTCTC
ABD3eNot AAGGAAAAAAGCGGCCGCATATGTCATGATACTCTTCTC
ABD5eBam CGCGGATCCGCGAGCAAGAACGTGTGCAGAAG
KASH-5e-Bglll GGAAGATCTTCCCAACACCGATGGCGGCGATGCT
KASH-3e-Notl AAGGAAAAAAGCGGCCGCAGATCGTGTTTCATTGCACTAAT
Test-Primer Exelixis-Insertionen/Deletionen:

WH3eOut CCTCGATATACAGACCGATAAAAC

RB3emIN TGCATTTGCCTTTCGCCTTAT

XP5eOutLo TTTACTCCAGTCACAGCTTTG

XP5elnUp AATGATTCGCAGTGGAAGGCT

XP3eOutUp TACTATTCCTTTCACTCGCACTTATTG

XP3elnLo CAATAAGTGCGAGTGAAAGGAATAGTA

MSP-abd5inner

TTTATACGTGTTCCACCGCTTCGCA

MSP-abd3outer

CTCTTCTCGTCCGGCTTGGGTACGTC

kash3e-inner

GCAACTCGACAGCTTTACGTGG

kash5e-outer

CCGCACCCAACACAGAAAATGC

3eMspLo TTGGCTAAGCTGGCTAAATGAATA
3eNesLo AAGGGAACGGTTTTAGTAGCAT
neu3eMspUp GGTCAAGGCCAAGTCGCAGAGC
neuUsMspUp TAGCGCAACAGGATAGAAAGGTG
neuUsMspLo CTCGCATGCTTCACTTTATTCTGG
neu5eMspUp ATCCGCATCCATATCCGCAACAG
neu5eMsplLo CTTGACGTACATTTGCTGCCTTAT
neuNes3eUp GTCCGAGCTTCCGCATCTGG
2upUsMspUp TGCAGCAGAAGGAGGAGGATTT
1upUsMspUp ATTCGGTTTTTGTTTATTAGTT
1dsUsMspUp TCTGCTGTCATCACTACTGTCAAT
2dsUsMspUp TTTTGGACGGGACTATGGGATTTA
2us3eMspUp GAGCACATAGCCCAAACGGAACA
1us3eMspUp ATGGGACCAATGTGAACGCAAGAT
2ds3eMsplLo TAATGGTTGTAATAGTGGTCGTGT
2us3eNesUp ATAGGCCCCTGCGTTAATCTGTAG
1us3eNesUp CTGTTGAAAATGATAAAGCGTGTG
1ds3eNesLo TTGTACTGCCTAATGAGATGATGC
2ds3eNesLo CGCCGCATTCAGTCCCTTTTTC
UsDf6011Up TCTTTCGGCTCTTTTCTACACA
DsDf6011Lo AATTCCCCGCTTAGCCCCAAAAA
dsDf6011b TCGTTGGAGCTGCCGTTCA
dsDf6011c CAGTAGCTCTCGTCCTTCTTGTTG
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usd01768fw GAATGTATCGCCTTAAGAGCAACT
dsd01768rv TCCCAGTGTCACCCGAAAATGTC
usd06841fw ATACCCTTTACCGAATACCGAGTG
dsd06841rv TTGCCCGGGTTTTCTTACTGATAC
d06841us b GACCTTAAGAATCAGAACATA
d06841us ¢ CTCACCCAGTTGCTCCTTTCA
usf05524fv GGCGATGCATTACTTTGAGACTGG
dsf05524rv AATGCCCCTCTTCTTCCAGTAGC
usf07700fv GTATCCCTGGAACACGCACAC
dsf07700rv TTAAATTCGCTTCAAACGCACTCA
USd1768a CGGCAACACTGTATCAAGCAACCA
USd1768b GTTTGTTGGTTTTTGCTGAGTGAG
USd1768c TATTATATGTGCGAAGCCCAACT
DSf05524a TTAAAGGAAAAATAGCAATGT
DSf05524b GTCTTGACGTTTACATTGA
DSf05524c¢ TAAAATCGGATGGCCAACCTACA
MspDfTsUp ATCCATCCTCACATTCCTT
MspDfTsLo TCATTTAGTTTCCAGCCATCCAGT
d07933us CATCCATCAAAAAGTGGTACG
d07933ds AAAAGATGCGAGAATTCGGG
d07933ds b AAGCCACGTTGCCTCTCCTG
d07933ds ¢ TCGTCTGATTCTCCTCGGTTAGTT
PCR-Produkte zur Sequenzierung des Msp-300°*" Allels:
MspA_ fv AGCAAGAACGTGTGCAGAAGA
MspA rev TGACCGCTTGGCATTATCA
MspB_fv TGGAGGAGCACAAGCTCTTCT
MspB_rev CGTTCTCATAGCGTTTTTGCA
MspC_fv TTGACGAGCTGCGTAATTTG

MspC rev CATCCTGAATAGTGGCCAGTT
newMspD fv TTGGACTATTGCTCCGACAT
MspD_rev ATCCAGCAGATCCTCGAGCTT
MspE_ fv TAAGAACCGCCTGTTGGAAT
MspE_rev CTCTTTCACAATTGGCAGCA
newFfv GGTTGGCAGCGTATTTTAGA
newFrev TGATATAAACATGAAAGCCGC
MspG_fv GGTAAGGCCGAAATAAAAAAG
MspG_rev AAAACAATGGCAAGCAGCGT
MspH_fv CATCGCTCTCATTGGGAAAA
MspH_rev TGCTTGGTTATTGTTCGCGT
Mspl_fv ATTATCGAAGGCGAGCCCA

Mspl rev TCGGTAGTTGTTGTTGTGGTG
MspK_fv CGAGGAAAAGCCAATTGTTG
MspK_ rev AAACTTTCCAAAACAGACGGA
MspL. fv TCCCAAGAAAGAAGCTCCACA
MspL_rev TCAACAGTTGGTTCAACAACG
MspM fv GAAAACTAAGGTGGTGGAAGC
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MspM_rev TCTTCTTTGGGTTCCTCCAA
MspN_fv AAGTGCATCCCCAATACGAA
MspN_rev CGTGGCAACTTCTTCGATTA
MspO fv TTGACGGAAAGGTGGTGAG
MspO_rev ACAAATCGATCCCTAAACGC
MspP_fv CGCAAAGCAACTGAACGTTT
MspP_rev TTATGCTTGCTGTGGGACTT
MspR_fv GAGCATAAAAATTGGCTGGG
MspR _rev TTTCATGTTCGGCTTGTCGA
newFfv GGTTGGCAGCGTATTTTAGA
newFrev TGATATAAACATGAAAGCCGC
Sequenzierungs-Primer zur Sequenzierung des Msp-300°*"° Allels:
MspA1 AGGAGCAAAGAACGTGTGC
MspA2 GACTGCATTTTGTAAGTT
MspA3 TGCCATTAACCCGGCAAG
MspA4 CGAATTAATTTTTATGAGCC
MspA5 ATTTGCGTTTACCTATTG
MspA6 GGCGATTAAATTAGAAAG
MspA7 CGATGTCATGACCGGGAA
MspA8 AGTTAAATGCCTGCTCGT
MspA9 GGGTGAAAGTTTAAATTG
MspA10 GTACACTTCAATTCCAAA
MspA11 ACTGGGTGACTAATGCCT
MspA12 TGGAGAAGACCACCGAGT
MspB1 TGGAGGAGCACAAGCTCT
MspB2 GCGCAGCTGGAACCAATT
MspB3 CGATGAGGTGGATAAGAT
MspB4 AATCCATGTTGGTGGAGA
MspB5 TTGTCCAACAAATTGGGC
MspB6 AGCTGGAGGATCTGATCG
MspB7 AACGTCAGGTCAGGATCTG
MspB8 CATCAATCGCAACGTGGA
MspB9 CGTTCAACAACGAGATCT
MspB10 GAGAAATGGACAGAGCTG
MspB11 CATTCATGACGAAGGTTC
MspB12 AGGATGCCAAGAAGGATT
MspB13 CTGCGTAATTTGTACCCA
MspC1 TTGACGAGCTGCGTAATT
MspC2 AACTGGCTGCGTGACGTT
MspC3 CCCGATAATCGCGAACGT
MspC4 ACGAGACGACATTTGAAA
MspC5 ACCCTGAAGAATCTGTGC
MspC6 GCAGAACCACAAGCTGCT
MspC7 AAGGCAAACAGAAGGATG
MspC8 GCTCTAAATGCAGCTGGA
MspC9 TGAGCTGCAGAAGGCTCA
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MspC10 CAGAGTTGGTCCAGAGTT
MspC11 GATGAAACGGAGAATGCC
MspC12 TAAGTCCCAGATCGACAC
MspC13 CAAAAGAACTGGATAAGA
MspD1 GAAAAATTGGACTATTGC
MspD2 GCCTTCCAGGCGCAAAAA
MspD3 ACCACAAACTGAACCTGT
MspD4 GAACTGCAAACCGAATGG
MspD5 CGATAAACAAGCTCTGGC
MspD6 CTCTACTAACTTTGGCCA
MspD7 GAGAAGTTCCGCGTCATT
MspD8 GCAGACCTTCCTGCAGAA
MspD9 GAGAAGGATAATGTGGAG
MspD10 GGAGCTGATGACCAAGGT
MspD11 CTCAGGAGCAGATTAAAC
MspD12 CAAGCTCGAGGATCTGCT
MspE1 TAAGAACCGCCTGTTGGA
MspE2 CTATCATATTTTCTTAAAACC
MspE3 CATGTGGGCAAGCTGAAT
MspE4 TAAAGTTTTGATCCTTGC
MspES5 TCGCAAGTCTCAACTCCT
MspE6 TCCACTTACCTCTGCTGA
MspE7 ACTTAGCAATGCCGATAA
MspE8 CATGAAGTACACCGATGT
MspE9 CAATGATGGTGTCAAAAC
MspE10 CTGGCGGGAATACCAACA
MspE11 GTGCCACTAACTTACATA
MspE12 ACAGCTGTTGTTGTTGCT
MspE13 CAGCTGTTTGGTTGTTGT
MspF1 TACGTCAGTGCCCCCATA
MspF2 AGATTCTAACTCGTGCTT
MspF3 TGTATAGAAAAATCTATA
MspF4 GCCTGGGAAAAGGCACTT
MspF5 TTCGTTTATTGTATAGCC
MspF6 TTTGTAGTACTTATCAGC
MspF7 AAAAGCTGCCAAGTCAAG
MspF8 ATGCCAAAAACAAAACAC
MspF9 CTCTCAGTCTGCTATTTC
MspF10 CATGTTGCCAGCAACATT
MspF11 ATAATATAATGTCATTCC
MspF12 GATTTTAAAGCAGAATATAGG
MspF13 AAACTTTGACCAAATGAG
MspG1 GGTAAGGCCGAAATAAAA
MspG2 TATTTCCGCAGCGCCTTC
MspG3 GAGCGAACAGCAACGAGT
MspG4 TCGTCAGGTGTGTTTGTT

103




Material und Methoden

MspG5 AGATTTATTTTGCTTGCC
MspG6 TGATATGCGTCATATGCT
MspG7 AAACTCTCTTGTAGCCAA
MspG8 CAGCTGCAGGACAAGCTA
MspG9 GTCAAGACCAACGGTCAG
MspG10 CAATCCAACACCATCACT
MspG11 TCAAGGCCAAGTCGCAGA
MspG12 TTTGAAATCGTTTTGCCC
MspG13 GGCCCAAAAGCATTTTGA
MspH1 CATCGCTCTCATTGGGAA
MspH2 TTGGGGCAGCTCTTGCTA
MspH3 AAAAAACCTGGTGTCGTT
MspH4 CAAACATTCGATCCATGC
MspH5 GTATAATTTATGAGGGAG
MspH6 CGATACTCAGAACACGAC
MspH7 TGACCGAACTAGATCTCG
MspH8 GACGACAGATCCACAGCA
MspH9 TCTTGCTACTGTTGTCCA
MspH10 TCTCCACCACAAAGAACA
MspH11 TGTGGTTGAATCAGCCGT
MspH12 AGCGCCTTCGAAGAAGGA
MspH13 TGTTTTTTCAGATTCTGC
Mspl1 ATTATCGAAGGCGAGCCC
Mspl2 AAGGATGCTGCCCATAAT
Mspl3 AACTCTTCCACCTATTCA
Mspl4 ACGACGCGGACTACAAAG
Mspl5 GTCAATGTAATCATCGAT
Mspl6 TCCGAACTAAAGCTAGAT
Mspl7 GAAAATTCCGTGATTGAA
Mspl8 ACTAAGCTGATCCCTGTT
Mspl9 CCACCAAAGTCGGTAAGC
Mspl10 GAGCCCAAAAAACCAGTT
Mspl11 AAGCCAGCATATGCCGGT
Mspl12 GAAAAGCCAATTGTTGAA
Mspl13 GAACCCAAAAAGCCAGCA
MspK1 CGAGGAAAAGCCAATTGT
MspK2 GATGATGTCAGTCAATTG
MspK3 GGGATGGTAAATCGTATG
MspK4 TCATACGGCTGTCACAAC
MspK5 GTTGCTCTGCCCGAAGAT
MspK6 ATTGATCATATGACTGAC
MspK7 GTGGAAAGAACTTATAGA
MspK8 GTCGAACTGGAGAAGAAA
MspK9 AACCTATGAACTTCTCTG
MspK10 TGAAGTTTCTGTTGTGGA
MspK11 CCCAAGAAGGTAGTAGAA
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MspK12 ATGTCTTGGACGAACCTA
MspK13 AAAGCCAATTGTTGAAGT
MspK14 AAAGATGAAGTTCTACCA
MspK15 AGCAGAATGCAGAAATTC
MspL1 TCCCAAGAAAGAAGCTCC
MspL2 AGGAAAAGAAAACTAAGG
MspL3 GGCCGTTGTTGAACCAAC
MspL4 GTAACGCCCGAGACACAA
MspL5 TCGTTTCTCAAACCACGG
MspL6 CTTAGAAGAAAAACCGAA
MspL7 GTTGAGTCTGCAGTTCCT
MspL8 TGACTACAGTTGTAGAAG
MspL9 ACCACTATCATGGTCGTC
MspL10 GAACCTGAAGATAAGAAA
MspL11 TCCAGAGCCCATCGTTGA
MspL12 TGAGGAACCAGTGGTTGA
MspL13 CCCCATCGCAACCACTAT
MspL14 AGAGACTCGCTTCACGGA
MspL15 GGAAAAGAAAACTAAGGT
MspM1 GAAAACTAAGGTGGTGGA
MspM2 GAAGTGACTTTTGTTGAG
MspM3 AACCCACTCCAGTAAGTG
MspM4 TGTAGCAGAGGCTCTTAT
MspM5 CAACCAACCGGTGAAAGC
MspM6 AAGTTGTTAAGAAGTCTG
MspM7 TTCAAAGAAACGAAATCG
MspM8 AAGCAAAAGTCTAAGCGA
MspM9 CTGAAGAACCCAAAAAGC
MspM10 CGACGAAGAGGAACCAGT
MspM11 GATTCCAAGTCCATTACA
MspM12 CGGAGAAGAAACCTGAAG
MspM13 GAACTTCTCAGACAGTGA
MspM14 ACCGAGACAACTGTGTTC
MspM15 TAACGAAAGAACCGTATT
MspN1 AAGTGCATCCCCAATACG
MspN2 TGAACCCAGTAAATTGCT
MspN3 TAGCGAAGCGGAACTCGA
MspN4 AAAGTGTACCACTGGCAC
MspN5 AGCAGCAGCAGCAGAAAT
MspN6 CAGCAGCAGATCAGGGAA
MspN7 ACTTGCACGTTTTAATAC
MspN8 CTCGAAAATAGTCTCCCG
MspN9 AAGCATTTATTCGCATTC
MspN10 TTATTAATCTAAGGCCGA
MspN11 GCAATCTCGAAGTACACG
MspN12 TCAAGGATCGCCAGCAGT
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MspN13 CAGTTCAGGTGGTGACCA
MspN14 AGCAAGTTGTACAGCAGC
MspN15 CATCGACGGAAAGGAGCA
MspO1 TTGACGGAAAGGTGGTGA
MspO2 TATCAACGAGATTTGGCC
MspO3 AACAAAATCAAGACTGAC
MspO4 CACAGAAAACCTTCCAAA
MspO5 GATTGTGGAGGATGCCGT
MspO6 GTAGAGATTTCCAGCCAA
MspO7 CGGAACCCTATGAACTGG
MspO8 GCCAGTGCATATAACTGA
MspO9 TCTGAACAGATTAAGGAA
MspO10 ATCTGGACAAGTGGCACA
MspO11 ATCCAGTTCCCTCGAGCA
MspO12 ATAGCCAACAAGTTGCAG
MspO13 CCCAGGCCATTGAACTCA
MspO14 AGGCCAAGATCTCGGTCA
MspO15 CGCAAAGCAACTGAACGT
MspP1 CGCAAAGCAACTGAACGT
MspP2 ATGTGGAGCTCTTTACGT
MspP3 TCAAGTCGCTGGAGCAGC
MspP4 TAGGTGCACATATCTTTT
MspP5 CAACTGTCATTTCACACA
MspP6 GGCACTCACAGCCCTAAT
MspP7 ATTGGCCTCCATATCTCT
MspP8 TGGATATTTTGCATATGC
MspP9 ATTTCTGTTTTGCACTTC
MspP10 CACTTTTGGCCCCCTCAT
MspP11 AGCAACTGCGTCAGCTGA
MspP12 GATCATGCAGCGCAATGG
MspP13 TTGCAGCAGGAATTCGGA
MspP14 AACAGGCAGCCAAGCAGCT
MspP15 GGGCGAGGTCCTTAATCT
MspR1 GAGCATAAAAATTGGCTG
MspR2 ATCAACAGACCTCCAAAG
MspR3 CATCACGGAATGCCAGAA
MspR4 ACTCCAAAAACAACTATG
MspR5 CTCCGACCTCCTGTTGTT
MspR6 AGCTCCACCCTCAAACAT
MspR7 GAACTAGAGAGATGCGAA
MspR8 CTATTAGCAAGTAATTCG
MspR9 TTTTAAATGCTCCAGAAC
MspR10 TACTACATTATCAACCTC
MspR11 CCCACGGTGAGGACTACA
MspR12 AACCTACTGAACCGAACA
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3.1.5 Plasmide

pipe-LacZ:

pCRRR2.1-TOPO:

pipe 5’ in bluescript, 8kb der 5’-cis-regulatorischen Region von pipe in
pBluescript® kloniert (Sen et al., 1998) [Karte des zugrundeliegenden
pBluescript®-Vektors unter www.stratagene.com]

Invitrogen

pCasper-4: (Thummel and Pirrotta, 1992), EMBL accession number: X81645

pUASp-PL: (Rorth, 1998)

pipeST2-pBS-SK*:  pipe cDNA Isoform ST2 in pBluescript® (Sen et al., 1998)

pH-Stinger: eGFP-Reportervektor zur Promotor/Enhancer-Analyse ((Barolo et al.,
2000); GenBank Accession Number AF242365)

C4PLZ: BGal-Reportervektor zur Promotor/Enhancer -Analyse (Wharton and
Crews, 1993)

tub-GFP: Vektor zur Klonierung N-terminaler GFP-Fusions-Proteine (erhalten
von Jens Januschke, Parc Cientific de Barcelona)

pUASpmGFP6: Vektor zur Klonierung N-terminaler GFP-Fusions-Proteine (erhalten

von Andrea Brand, University of Cambridge)

3.1.6 Software

Neben den unter 3.7. aufgefiihrten Programmen zur bioinformatischen Analyse der cis-
regulatorischen Region von pipe wurde die folgende Software sowohl auf Macintosh
Computern (iMAC, G4), als auch auf Standart PCs benutzt:

Photoshop® CS2 (Adobe), lllustrator 10 (Adobe), Lasergene 1.62 (DNAstar) und Microsoft
Office 2002 (Microsoft).

3.1.7 Mikroskopie

Als Mikroskop, sowohl flir Normarski- und Fluoreszens-, als auch fir normale Durchlicht-
Mikroskopie, wurde das Axioplan 2 von Zeiss benutzt, ausgeristet mit einer HBO 100W UV
Lampe und einer AxioCam color 412-312 Digital-Kamera. Dabei wurde die Software Axio
Vision Version 2.0.5 (Carl Zeiss Vision GmbH) auf einem Standart PC verwendet. Fir einige
Bilder wurde zusatzlich ein Zeiss-Apotom (Carl Zeiss) verwendet. Als Fluoreszenz-
Stereomikroskop wurde das Leica MZ16FA mit der Kamera Leica DFC490 benutzt.

Fur die konfokale Mikroskopie wurde das TCS SP2 Laser Scanning Spectral Confocal
Microscope (Leica) und die zugehdrige Leica Confocal Software, LCS, (Leica) verwendet.
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Methoden:
3.2 Arbeiten mit Fliegen

Die Haltung der Fliegen erfolgte unter Standartbedingungen (siehe Ashburner, 1989;
Wieschaus and Nusslein-Volhard, 1986).

3.2.1 Keimbahn Transformation

Transgene Fliegen wurden mittels DNA-Mikroinjektion in Blastoderm-Embryos, wie bei
Spradling and Rubin (Spradling and Rubin, 1982) beschrieben, hergestellt. Die Konstrukte
wurden jeweils in einer Konzentration von 0.3 pyg/ml zusammen mit 0.1 pg/ml A2-3 helper
DNA (Laski et al., 1986) in Injektionspuffer (0.1 mM Phosphat Puffer [pH 7.4], 5 mM KCI) mit
2% Phenolrot injiziert.

Die geschliipften Fliegen wurden mit w''’®-Balancer-Stammen verkreuzt. In der nachsten
Generation wurden Fliegen mit rotlichen Augen selektioniert und homozygote oder
balancierte Stamme etabliert.

3.2.2 Genetische Mosaik-Analyse

Follikelzellklone wurden mittels der FLP/FRT-Technik generiert (Xu and Rubin, 1993). Zur
Induktion der Klone wurde entweder die Follikelzell-spezifische Rekombinationskassette
e22c-Gal4, UAS-FLP (Duffy et al., 1998) oder eine mittels Hitzeschock induzierbare Flipase
verwendet (hs-FLP'?). Im Falle der Hitzeschock-Flipase wurden adulte Weibchen 1 Stunde
lang bei 37°C einem Hitzeschock unterzogen. Die Weibchen wurden anschlieRend mit w’’"®
Méannchen verkreuzt und 2 bis 5 Tage (abhangig von der verwendeten Mutation) in frisch
beheften Réhrchen gehalten, bevor die Ovarien zur Antikérperfarbung prapariert wurden.

Die erzeugten loss-of-function-Klone waren durch die Abwesenheit von GFP markiert. Da
kein Antikdrper gegen Pipe zur Verfigung stand, wurde die Expression von pipe durch die
Verwendung eines pipe-LacZ-Reporterkonstrukts verfolgt, welches das Gen S-Galaktosidase
im wildtypischen pipe-Muster exprimiert (Peri et al., 2002; Sen et al.,, 1998). Da das
urspringliche pipe-LacZ-Reporterkonstrukt nur auf dem zweiten Chromosom vorlag, wurde
im Falle von mitotischen Klonen von mutanten Genen auf dem zweiten Chromosom, eine
pipe-LacZ-Reporterlinie verwendet, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt worden ist (3kb-
us-pipe-LacZ) und bei der das Reporterkonstrukt auf dem dritten Chromosom integriert ist.
Das . B-Galaktosidase Protein wurde mittels | anti-p-Galaktosidase Antikérperfarbung
nachgewiesen.

3.2.3 Induktion von Keimbahnklonen unter Verwendung des FLP-DFS
Systems

Zur Generierung von Keimbahnklonen wurde das FLP-DFS Sytem (Chou and Perrimon,
1992; Chou and Perrimon, 1996) verwendet. Dazu wurden Fliegen generiert, die eine per
Hitzeschock induzierbare Flipase trugen und die auferdem transheterozygot fur die
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gewlnschte Mutation und das OvoD7-Allel, jeweils auf einem FRT-Chromosom, waren.
Diese Fliegen wurden bereits als Larven (drei Tage nach Eiablage) in einem 37°C
Wasserbad eine Stunde lang einem Hitzeschock unterzogen, um FRT vermittelte mitotische
Rekombination zu induzieren (Xu and Rubin, 1993). Diese Hitzeschockbehandlung wurde
noch an drei darauf folgenden Tagen wiederholt und die spater schlipfenden Fliegen nach 3
Tagen auf frischer Hefe analysiert, indem die Eigelege untersucht und/oder die Ovarien
prapariert wurden.

3.2.4 Herstellung gezielter Deletionen unter Verwendung von Exelixis
XP-, WH- und RB-Transposon-Insertionen

Um unter Verwendung der durch Exelixis zur Verfugung stehenden, FRT-tragenden
Insertionen (Thibault et al., 2004) gezielte, molekular definierte Deletionen zu erzeugen,
wurde wie bei (Parks et al., 2004) beschrieben vorgegangen. Allerdings stellte sich im
Verlauf der Experimente heraus, dass die von Exelixis genannten Insertionsorte der XP-,
WH- und RB-Transposons nicht immer korrekt waren. Daher wurde fiir alle geeigneten
Insertionen zunachst der Insertionsort Uberprift und bestimmt. Dazu wurden Test-Primer
entworfen, die jeweils 500-1000 bp 5 und 3’ des angegeben Insertionsortes binden. Mit
diesen Primern wurde dann anhand genomischer DNA der entsprechende Bereich mittels
Expand Long Template PCR System (Roche) amplifiziert und nach Aufreinigung mit Hilfe
des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham) sequenziert. Wenn der
Integrationsort bestatigt werden konnte, wurde die entsprechende Insertion zur Herstellung
einer Deletion eingesetzt (Parks et al., 2004).

Die erzeugten Deletionen wurden wiederum unter Verwendung der Test-Primer mit
anschliellender Sequenzierung molekular charakterisiert.

3.2.5 Rekombination von Mutationen/Deletionen auf FRT-Chromosomen

Um mit dem Allel Msp-300°°, sowie mit der Cf2-Deletion Df(2L)y27 und den von uns
generierten Msp-300-Deletionen Follikelzellklone, bzw. Keimbahnklone erzeugen zu kénnen,
mussten diese jeweils auf ein geeignetes FRT-Chromosom rekombiniert werden. Die FRT-
Chromosomen trugen jeweils hinter einem Hitzeschockpromotor das NeoR Gen, welches
Resistenz gegeniiber dem Antibioticum Geneticin (G418) verleiht, so dass FRT tragende
Fliegen auf G418 haltigem Futter selektioniert werden konnten. Zur Herstellung von G418-
Futterrohrchen wurde normales Futter in kleinen Futterréhrchen mit einer Pipettenspitze
durchléchert und dann 330 pl einer G418 Ldsung in einer Konzentration von 25 mg/ml
aufgetragen und eintrocknen lassen.

Mutante Stdmme wurden dann mit dem P[neoFRT] Stamm verkreuzt und zunachst zwei
Tage auf normalem Futter bei 25°C gehalten. Dann wurden die Kreuzungen in G418 haltige
Roéhrchen auf 29°C Uberfuhrt und taglich in frische G418 haltige Réhrchen Gbertragen, wobei
die alten Rdéhrchen nach zwei Tagen wieder zurlck auf 25°C dberfihrt wurden. Die
schlipfenden (G418 resistenten) Mannchen wurden einzeln gegen Balancer-Stamme
gekreuzt. Wenn sich die daraus isolierten balancierten Stdamme als letal erwiesen, wurden
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Komplementations-Kreuzungen gegen den urspriinglichen mutanten Stamm durchgefiihrt,
und schlieBlich von denjenigen Linien, die keine Komplementation zeigten, Stamme etabliert.

3.2.6 Rettung der Msp-300-Deletionen und Versuch der Rettung des
Dumping-Phanotyps des Msp-300°*"°-Allels

Die Duplikation Dp(2;1)B19 (Reuter and Szidonya, 1983), welche auch den gesamten Msp-
300-Locus enthalt, wurde benutzt, um die Letalitat der im Rahmen dieser Arbeit generierten
Msp-300-Deletionen, bzw. den Dumping-Phanotyp des Msp-300°“"°-Allels zu retten. Zur
Rettung der Letalitat der Deletionen wurden Weibchen des Genotyps Dp(2;1)B19, y[1] ed[1]
dp[o2] cl[1])/ Dp(2;1)B19, y[1] ed[1] dp[o2] cI[1]; Df(2L)sc19-9/In(2L)Cy[L]J{[R] In(2R)Cy, Cy[1]
amos[Roi-1] cn[2] sp[2] (Bloomington Stamm Nummer 3815) gegen die jeweiligen Msp-300-
Deletion/CyO Mannchen gekreuzt. (Dabei ist zu beachten, dass der Cy-balancer des
Defizienz-Stammes anhand des amos[Roi-1]-Allels eindeutig von dem Standart CyO
balancer der Msp-300-Deletions-Stdamme unterschieden werden konnte.) Die schlipfenden
Dp(2;1)B19, y[1] ed[1] dp[o2] cI[1]/Y; Msp-300-Deletion/CyO Mannchen wurden dann gegen
Msp-300-Deletion/CyO Weibchen gekreuzt und Uberprift ob geradfligelige Fliegen
schlipfen (Homozygotie der Msp-300-Deletion im Hintergrund der Duplikation).

Zur Klarung der Frage, ob der Dumping-Phanotyp des Msp-300°?"°-Allels durch die o.g.
Duplikation gerettet werden kann, war es von Vorteil, dass nach Rekombination des Msp-
300°7° Allels auf das FRT***-Chromosom und darauf folgender Kreuzung gegen den
urspriinglichen Msp-300°9"° Stamm, lebensfahige Msp-300°?"°/Msp-300°*"° FRT*** Fliegen
auftraten. In Weibchen dieses Genotyps ist der Dumping-Phanotyp unverandert zu
beobachten und die Ovarien zeigen keine Msp-300 Antikdrper-Farbung. Es wurde daher
durch Einkreuzen der Duplikation Dp(2;1)B19 aus dem Bloomington Stamm 3815 (wie oben
fur die Rettung der Msp-300-Deletionen beschrieben) weibliche Fliegen des folgenden
Genotyps generiert: Dp(2;1)B19, y[1] ed[1] dp[o2] cl[1]/+; Msp-3005"°/Msp-300°7° FRT*%
und deren Ovarien und Eigelege untersucht.

3.2.7 Defizienz-Kartierung der Dumping-Mutation auf dem Msp-300%*"-

Chromosom

Um die den Dumping-Phénotyp hervorrufende Mutation auf dem Msp-300°°-Chromosom zu
kartieren wurden durch Kreuzen gegen die Defizienz-Stamme des Bloomington-deficiency-kit
fur Chromosom 2L (siehe Tabelle der verwendeten Drosophila melanogaster-Stamme)
transheterozygote Weibchen erzeugt und deren Eigelege analysiert. Es wurden jeweils 5-6
Msp-300°7°/CyO Weibchen gegen 2-3 Mannchen eines Defizienz-Stammes gekreuzt. Die
geradfliigeligen weiblichen Nachkommen (Msp-300°°/Defizienz) wurden dann mit w''’®
Mannchen zusammengesetzt und die abgelegten Eier auf einen Dumping-Phanotyp hin
untersucht.

110



Material und Methoden

3.2.8 Komplementations-Tests des Msp-300°*">-Chromosoms gegen
bekannte Dumping-Mutanten

Um zu untersuchen, ob es sich bei der den Dumping-Phanotyp hervorrufenden Mutation auf
dem Msp-300°*"°-Chromosom um ein neues Allel einer bereits bekannten Dumping-Mutation
handelt, wurden durch Kreuzen gegen die im Bloomington stock center verfigbaren, auf dem
linken Arm von Chromosom 2 lokalisierten Allele bekannter Dumping-Mutanten (siehe
Tabelle der verwendeten Drosophila melanogaster-Stamme), transheterozygote Weibchen
erzeugt und deren Eigelege analysiert. Dabei wurde vorgegangen, wie unter 3.2.7 fir die
Defizienz-Kartierung beschrieben.

3.2.9 Analyse des Fressverhaltens Msp-300-mutanter Larven

Um zu untersuchen, ob die larvale Letalitat der Msp-300-Deletionen auf einen Defekt bei der
Nahrungsaufnahme zurlckzufuhren ist, haben wir mutante Larven (Selektion durch
Abwesenheit des CyO-Kr-GFP balancers) mit Carmine Red (Sigma) gefarbter Hefe gefiittert
(Pankratz and Hoch, 1995) und die Aufnahme der Hefe unter dem Stereomikroskop verfolgt.

3.2.10 Analyse des larvalen Muskelsystems in polarisiertem Licht

Aufgrund der doppelbrechenden Eigenschaften der Muskeln, lasst sich das larvale
Muskelsystem in einem Polarisationsmikroskop analysieren. Dazu wurden Larven des
ersten Larvenstadiums auf einen Objekttrager mit einem Tropfen PBS Ubertragen und
vorsichtig mit einem Deckglas abgedeckt. Daraufhin wurde das Praparat durch Absaugen
eines Teils der Flussigkeit abgeflacht. Das Praparat wurde schlieRlich im Mikroskop
zwischen zwei gekreuzte Polarisatoren platziert, so dass die gestreifte Muskulatur im
Durchlicht deutlich hervortrat (nach Michael Bate, personliche Kommunikation).

3.2.11 Anfertigung von Eihillen-Praparaten und embryonalen Kutikula-
Praparaten

Zur Analyse der embryonalen Kutikula wurden Fliegen des gewtlinschten Genotypes in
bellfteten Rohrchen auf beheften Apfelsaftagarplatten zur Ei-Ablage gebracht. Die Eier
(Wildtyp alter als 24 h, Mutanten alter als 48 h) wurden dann mit einem Pinsel abgesammelt
und in einem Drahtkorb mit Wasser gewaschen, anschliefiend fir 3-5 Minuten mit 50%
NaOCI dechorionisiert, danach sofort wieder gewaschen, und schlief3lich in einer Mischung
aus Hoyer's-Medium und Milchsaure, im Verhaltnis 1:1, eingebettet.

Eihdllen wurden mit Wasser gewaschen und in demselben Medium eingebettet. Die
eingebetteten Praparate wurden vor dem Fotografieren mindestens 24 Stunden lang bei
60°C inkubiert.
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3.2.12 Antikorper-Farbung und in-situ-Hybridisierung

3.2.12.1 Fixierung von Embryonen fur Antikdrper-Farbungen

Die mittels 50% NaOCI dechorionisierten Embryonen wurden mit Wasser gewaschen, in ein
Heptan-Fix Ubertragen (5 ml 4% Formaldehyd in PEMS (0,1 M Pipes, 2 mM MgSO,, 1 mM
EGTA, pH 6,9) + 5 ml Heptan) und darin 20 Minuten leicht geschittelt. Danach wurde die
untere Phase (Formaldehyd) entfernt und das gleiche Volumen an Methanol zugegeben.
Durch starkes Schitteln wurden die meisten der Embryonen devitellinisiert und sanken
daher auf den Boden des Glas-Reaktionsgefaltes. Das Heptan und der Grofdteil des
Methanols wurden abgenommen und die Embryonen im Methanol in ein Eppendorf-
Reaktionsgefalt tiberfihrt. In dem Methanol konnten die Embryonen dann bei —20°C gelagert
werden.

3.2.12.2 Fixierung von Ovarien fur Antikorper-Farbungen und in-situ-
Hybridisierungen

Am Abend vor der Durchflihrung der Fixierung wurden 20 bis 40 Weibchen des gewlinschten
Genotypes in frische Futterrdhrchen transferiert, um die Weibchen zur Eiablage anzuregen
und somit die Bildung neuer Eikammern zu gewahrleisten. Am darauffolgenden Tag wurden
die Ovarien dann unter dem Stereomikroskop in eiskaltem PBST herausprapariert und
anschlieend fixiert. Fur Antikorperfarbungen wurden die Ovarien 10 Minuten in 4%
Formaldehyd in PBS fixiert. Fir in-situ-Hybridisierungen wurden die Ovarien zunachst 20
Minuten fixiert in 200 pl 4% Formaldehyd in PBST, 20 ul DMSO und 600 yl Heptan fixiert,
danach wurde die Heptan-Phase vollstandig entfernt und die Ovarien weitere 5 Minuten in
500 ul 4% Formaldehyd (in PBST) fixiert. Zum Schluf® wurden die Ovarien 4 mal kurz mit
PBST gewaschen. Die fur in-situ-Hybridisierung bestimmten Ovarien wurden, falls noétig, zur
Lagerung bei —20 °C in Methanol tUberfuhrt.

3.2.12.3 Antikdrper-Farbung von Embryonen

Die Drosophila-Embryonen wurden (ber mehrere Tage hinweg taglich gesammelt und
danach fixiert, um eine maoglichst grolle Anzahl an Embryonen fur die in-situ-Hybridisierung
zur Verfiigung zu haben.

Die fixierten Embryonen wurden durch 3 maliges Waschen mit PBST rehydriert. Zum
Blocken von unspezifischen Antikérper-Binde-Stellen wurden die Embryonen dreimal je 30
Min. mit 1% BSA in PBST inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikérper wurde bei
4°C Uber Nacht durchgefiihrt. Am folgenden Tag wurden die Embryonen dann zunachst
zweimal kurz mit PBST gewaschen und dann durch viermaliges Waschen je 30 Min. lang mit
1% BSA in PBST wiederum unspezifische Bindungsstellen blockiert. Mit dem sekundaren
Antikorper wurden die Embryonen ca. 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Embryonen zweimal kurz und dreimal je 30 Min. lang mit PBST gewaschen und
anschlief3end in Vectashield (Linaris) Einbettungs-Medium eingebettet.
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3.2.12.4 Antikorper-Farbung von Ovarien

Zum Blocken von unspezifischen Antikérper-Binde-Stellen wurden fixierte Ovarien 1 Stunde
in 1% BSA in PBST (1% Triton) inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikdrper wurde
bei 4°C uber Nacht in PBST (0,3% Triton) durchgefuhrt. Am folgenden Tag wurden die
Ovarien zunachst zweimal kurz mit PBST gewaschen und dann durch ein- bis zweistindige
Inkubation in 10% Ziegenserum (in PBST, 0,1% Triton) wiederum unspezifische
Bindungsstellen blockiert. Mit dem sekundaren Antikorper wurden die Ovarien fir ca. 2-3 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Ovarien dreimal kurz mit PBST
gewaschen.

Wenn es sich um einen mit Fluoreszensfarbstoff gekoppelten sekundaren Antikorper
gehandelt hat, wurden die Ovarien einfach in Vectashield (Linaris) Einbettungs-Medium
eingebettet.

3.2.12.5 Optimierte Phalloidin-Farbung von Ovarien zur Visualisierung der
Nahrzell-Aktin-Bundel

Um die Phalloidin-Farbung der Aktin-Strukturen innerhalb der Nahrzellen zu optimieren,
wurde das oben stehende Protokoll zur Antikérperfarbung von Ovarien etwas abgewandelt
(nach (Guild et al., 1997). Die isolierten Ovarien wurden 20 Min in 4% Formaldehyd plus 0,1
% Triton X-100 fixiert. Die Farbung der Ovarien erfolgte in PBS plus 4% Formaldehyd, 0,1 %
Triton X-100 und FITC-gekoppeltem Phalloidin (Molecular Probes, 1:250). Im Weiteren
wurde wie oben beschrieben vorgegangen.

3.2.12.6 Antikorperfarbung von Imaginalscheiben

Frisch praparierte Imaginalscheiben wurden in 4% Formaldehyd (in PBS) 30 Minuten fixiert
und anschlieRend 3 mal fur 10 Minuten in PBT (PBS, 0,3% Triton X-100) gewaschen und
dann 30 Minuten in 5% Ziegenserum geblockt. Mit dem primaren Antikérper wurden die
Imaginalscheiben 1,5 Stunden bei RT oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen, je 20 Minuten in PBT, erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (2
Stunden bei RT). Die Imaginalscheiben wurden anschlieRend dreimal 20 Minuten
gewaschen und schliellich in VectaShield (Linaris) eingebettet.

3.2.12.7 In-situ-Hybridisierung von Ovarien

Die in-situ-Hybridisierungen wurden mit Digoxigenin-markierten Sonden durchgefuhrt. Die
Ovarien wurden wie oben beschrieben prapariert und fixiert und anschlieRend 5 Minuten in
MeOH/PBST (1:1) rehydriert. Nach mehrfachem, kurzem Waschen in PBST wurden die
Ovarien erneut 20 Min. in 4% Formaldehyd (FA in PBST) fixiert und anschlielend 10
Minuten mit Proteinkinase K (50ug/ml in PBST) inkubiert. Der Proteinase K-Verdau wurde
durch eine Inkubation mit Glycinlésung (2mg/ml Glycin in PBST) fir 2 Min. abgestoppt.
Anschlielend wurden die Ovarien wieder mehrfach kurz mit PBST gewaschen und noch
einmal fur 20 Min. in 4% FA /PBST refixiert. Nach drei Waschschritten mit PBST wurden die
Ovarien 10 Min. in  1:1 Hybridisierungslosung/PBST (Hybridisierungslésung, HL: 50%
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Formamid; 5XSSC; 50ul/ml Heparin; 0,2% Tween) und anschlieBend weitere 10 Min. in
100% HL inkubiert. Danach erfolgte eine einstindige Prahybridisierung bei 55°C in HL+DNA
(100ug/ml ss DNA bei 55°C). Die Inkubation mit der RNA-Sonde (50ul HL+DNA + 1l
Sonde) wurde Uber Nacht, bei 55°C durchgefiihrt. Am nachsten Tag wurden die Ovarien
folgenden Waschschritten unterzogen: drei mal kurz in 55°C warmer HL, vier mal 30 Min. bei
55°C in warmer HL, 10 Min. in 4:1 HL/PBST bei 55°C, 10 Min. in 3:2 HL/PBST bei 55°C, 10
Min. in 2:3 HL/PBST bei 55°C, 10 Min. in 1:4 HL/PBST bei RT. Hiernach wurden
unspezifische Bindestellen geblockt, indem die Ovarien zweimal 20 Min. in PBST/1% BSA
bei RT inkubiert wurden. Die nachfolgende Inkubation mit AP-konjugiertem Anti-Digoxigenin
Antikorper erfolgte fiir 2 Std. bei RT oder tber Nacht bei 4°C.

Anschlieend wurden die Ovarien zunachst dreimal kurz und dann noch dreimal je 15 Min. in
PBST gewaschen. Danach wurde dreimal 5 Min. in RNA-AP-Puffer (100mM NaCl, 50 mM
MgCl,, 100 mM Tris, pH 9,5, 0,2 % Tween20) gewaschen. Nach Zufabe von 500pl
Farbeldsung (0,5 ml RNA-AP-Puffer + 2,2 ul NBT [Nitrobluetetrazolium] + 1,7ul X- Phosphat)
wurden die Ovarien schlie3lich in Glasschalchen Uberfuhrt und solange inkubiert, bis eine
Farbreaktion erkennbar wurde (0,5-3 Stunden). Dann wurde die Farbereaktion durch
mehrmaliges Waschen mit PBST abgestoppt und die Ovarien zurlick in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal® Uberfihrt. Nach einer Inkubation in 50% Glycerin (in PBST) fur mindestens
10 Min. wurden die Ovarien schlieRlich in 100% Glycerin Uberfihrt und unter Verwendung
von Glasspacern eingebettet.

3.2.12.8 Fluoreszente in-situ-Hybridisierung von Ovarien

Frisch praparierte Ovarien wurden 25 Min. in 4% Formaldehyd (in PBS) fixiert und
anschlieflend dreimal 10 Min. in PBT (PBS, 0,3% Triton X-100) gewaschen. Danach wurden
die Ovarien 5 Min. in PBT/Hybridisierungslosung (Hyb.: 50% Formamid; 5XSSC; 50ul/ml
Heparin; 0,1% TritonX;100ug/ml ssDNA) und danach noch mal 5 Min. in reiner Hyb
inkubiert. Nach der Prahybridiserung in Hyb. Uber eine Std. bei 65°C erfolgte die
Hybridisierung mit der RNA-Sonde (0,5 ng/ml in 100 pl Hyb.) bei 65°C Uber Nacht. Die
Ovarien wurden am nachsten Tag folgenden Waschschritten bei 65°C unterzogen: 20 Min. in
Hyb., 20 Min. in PBT/Hyb (1:1) und 5 mal 20 Min. in PBT. Dann erfolgte die Inkubation mit
HRP-konjugiertem anti-DIG Antikdrper (1:50 in PBT) fur eine Stunde bei RT. Danach wurden
die Ovarien 3-mal je 10 Min. mit PBT gewaschen. Die Farbung erfolgte anschlieend mit
Hilfe des Cy3 Tyramide Signal Amplification (TSA) kit (PerkinElmer). Die Cy3-Stamm-Ldsung
wurde 1:50 verdinnt eingesetzt und die Amplifikationsreaktion flr 25 Min. in Dunkelheit
durchgefiihrt. Danach wurden die Ovarien einmal kurz in PBT gewaschen. Nach einer 10
minutigen Inkubation mit DAPI (1:2000 in PBT) wurden die Ovarien nochmals kurz mit PBT
gewaschen und schlielllich in VectaShield (Linaris) eingebettet.

3.2.13 Extraktion genomischer DNA aus adulten Fliegen

Adulte Fliegen wurden 5 Min. bei -80°C gefroren und danach in 50-100ul Puffer A (100mM
Tris-HCI, pH 7.5, 100mM EDTA, 100mM NaCl, 0,5% SDS) mit einem sterilen Pistill
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homogenisiert bis nur noch Kutikula-Bruchstiicke sichtbar sind. Danach wurde die
Gesamtmenge des Puffers auf 400ul aufgeflllt und der Ansatz 30 Min. bei 65°C inkubiert.
Nach Zugabe von 800pl 1:2 [SM]KaCl : [6M]LiCl haben wir das Gemisch fur 10 Min. auf Eis
prazipitieren lassen und anschlieRend zentrifugiert (15 Min., 14.000 rpm, 4°C). Der
Uberstand wurde auf zwei Eppendorf GefaRe aufgeteilt und nach Zugabe von 7/10 Volumen
Isopropanol erneut zentrifugiert (15 Min., 14.000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 1ml kaltem 100% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(14.000 rpm, 10 Min., 4°C) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet nach Trocknung (ca.
10 Min.) in 75 pl TE7TRNAse (1ul 10mg/ml RNAse pro 100 ul) gelést. Nach einer Inkubation
fur 30 Min. bei 37°C wurde die isolierte DNA einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlielender Ethanol-Prazipitation unterzogen. AbschlieRend wurde das Pellet in einem
geeigneten Volumen (meist 50ul) TE aufgenommen.

3.3 Molekularbiologische Arbeiten

Alle molekularbiologischen Techniken wurden nach Standart-Protokollen durchgefiihrt
(Sambrook et al., 1989).

3.3.1 Klonierungsarbeiten

3.3.1.1 Klonierung der pipe-Reportergen-Konstrukte

Klonierung terminaler Promoter/Enhancer-Deletions-Konstrukte:

Alle pipe-LacZ-Konstrukte, bei denen es sich im Vergleich zum urspringlichen 8kb-pipe-
LacZ-Konstrukt um jeweils terminal verkirzte Enhancer-/Promotorfragmente handelte
(proximale und/oder distale Deletionen), wurden folgendermafien kloniert: Mittels PCR
(Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) wurden die Teilfragmente mit Hilfe des pipe-
LacZ-Plasmids (Sen et al., 1998) als template amplifiziert. Dabei war jeweils dem proximalen
Primer eine BamHI Schnittstelle und dem distalen Primer eine EcoRI Schnittstelle angefligt.
Die PCR wurde flr Produkte kleiner als 3 kb mit dem Expand High Fidelity PCR System
(Roche) durchgefihrt, fur groRere Produkte mit dem Expand Long Template PCR System
(Roche). Die PCR Produkte wurden mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (Amersham) aufgereinigt und danach Uber Nacht einem Doppelverdau mit BamHI und
EcoRI unterzogen. Schliel3lich wurden die verdauten PCR Produkte Uber ein praparatives
Gel mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham) isoliert und in
den entsprechend doppelt verdauten Vektor C4PLZ, bzw. pHstinger ligiert. Die PCR
Reaktionen wurden gemal den Angaben in den Anleitungen zu den verwendeten PCR kits
durchgefihrt.

Fusions-PCR fir interne Deletionen, bzw. Mutationen:

Im Falle interner Deletionen oder intern veranderter (,mutierter) Sequenz-Bereiche (mutierte
potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen), wurde eine Fusions-PCR durchgefihrt. Dazu
wurde folgendermalien vorgegangen:
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Fir das proximale Fragment wurde ein Vorwarts-Primer (A) mit angehangter BamHI
Schnittstelle, fir das distale Fragment ein reverser Primer (B) mit angehangter EcoRI
Schnittstelle benutzt. AuRerdem wurde fur das proximale Fragment ein reverser Primer (C)
entworfen, der eine Erweiterung von mindestens 10 Basenpaaren enthielt, die im Falle einer
gewunschten Deletion komplementar zum 5 Ende des distalen Fragmentes war, bzw. im
Falle einer gewlnschten ,Mutation®, aus der gewiinschten mutierten Sequenz bestand.
Ebenso enthielt der Vorwarts-Primer (D) des distalen Fragmentes eine Erweiterung, die
entweder komplementar zum 3’-Ende des proximalen Fragmentes (gewunschte Deletion)
oder komplementar zur gewinschten mutierten Sequenz (gewunschte ,Mutation®) war.

Dann wurden zunachst mit Hilfe des Expand High Fidelity PCR System (Roche) zwei
separate PCRs fur das proximale (Primer A und C) und das distale Fragment (Primer B und
D) durchgefuhrt. Die beiden PCR Produkte wurden mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Amersham) Uber ein Agarose Gel aufgereinigt und dann 100ng von
jedem Produkt in der folgenden PCR zusammen mit den Primern A und B eingesetzt. Es
wurde wiederum das Expand High Fidelity PCR System (Roche) verwendet. Folgende PCR
Parameter wurden fur den Fusionsschritt benutzt:

Erhitzen auf 94°C 1 Minute, gefolgt von 5 Zyklen mit 30 Sek. bei 94°C, 1 Minute bei einer
Temperatur von 55°C und 3,5 Minuten bei 72°C. Direkt im Anschluld daran erfolgte eine
Standart-PCR nach den Angaben des Expand High Fidelity PCR System (Roche) fir die
entsprechende ProduktgréRe und die verwendeten Primer A und B.

Im Weiteren wurde genauso vorgegangen, wie weiter oben fir die Klonierung terminaler
Deletionen beschrieben.

3.3.1.2 Klonierung von pipe-rescue- und uniform exprimierenden pipe-ST2-
Konstrukten

Zur Klonierung der pipe-rescue-Konstrukte, sowie der Konstrukte die zu einer uniformen
Expression der pipe-ST2-Isoform fihren sollten, wurde zunadchst der gewinschte
Enhancer/Promotor Abschnitt aus jeweils einem der bereits klonierten pipe-C4PLZ Plasmide
mittels EcoRI/BamHI Doppelverdau ausgeschnitten und in den ebenso geschnittenen Vektor
pCasper4 ligiert. Im nachsten Schritt wurde das so entstandene pipe-Teilpromotor-pCasper4
Plasmid einem Doppelverdau mit BamHI und Xhol unterzogen. Die pipe-ST2 cDNA wurde
durch einen ebensolchen BamHI/Xhol Doppelverdau aus dem Plasmid pipe-ST2-pBS-SK+
(Sen et al., 1998) ausgeschnitten und schlieRlich jeweils in den gewlnschten pipe-
Teilpromotor-pCasper4 Vektor ligiert. Da sich zeigte, dass die so klonierten pipe-
Teilpromotor-pipe-ST2-pCasper4 Plasmide keine gewlinschte pipe-ST2 Expression in
transgenen Fliegen bewirkten, wurde in die bereits klonierten Plasmide zwischen
Enhancer/Promotor-Fragment und pipe-ST2-cDNA noch die Sequenz des Hsp70 Minimal-
Promotors hinein kloniert. Dazu wurde zunachst mittels Expand High Fidelity PCR System
(Roche) mit den Primern 5eHspPr_Bam und 3eHspPr_Bam und dem Vektor pH-Stinger
(Barolo et al., 2000) als template die Hsp70 Minimalpromotor Sequenz amplifiziert. Wie flr
die anderen Klonierungen im Detail beschrieben wurde schlieRlich die BamHI verdaute
Hsp70 Sequenz in den jeweiligen pipe-Teilpromotor-pipe-ST2-pCasper4 Vektor ligiert.
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Mittels Test-PCR und abschlieRender Sequenzierung wurden die Konstrukte mit korrekter
Orientierung des Hsp70 Minimalpromotors selektioniert.

3.3.1.3 Klonierung von GFP-Fusionsproteinen

pUASp-KASH-GFP:

Zunachst wurde die KASH-Domane mittels PCR an genomischer DNA unter Verwendung
der Primer KASH-5e-Bglll und KASH-3e-Notl (die beiden Primer enthielten jeweils eine
angehangte Bglll, bzw. eine Notl Schnittstelle) amplifiziert. Nach einer Saulenaufreinigung
wurde das PCR-Produkt Gber Nacht einem Bglll/Notl Doppelverdau unterzogen, danach
Uber Gelelektrophorese aufgereinigt und schlielllich in den ebenso verdauten tub-GFP
Vektor (tub-KASH-GFP) ligiert.

Das daraus resultierende KASH-GFP Fusionskonstrukt wurde durch einen sequentiellen
Pstl/Notl Verdau wieder aus dem tub-KASH-GFP ausgeschnitten und in den pUASp-Vektor
kloniert.

UASMGFP6-Msp-300-ABD (und tub-Msp-300-ABD-GFP):

Anhand einer cDNA-Bibliothek (hergestellt unter Verwendung von oligo(dT)-Primern mit Hilfe
des Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit von Invitrogen) wurden mittels Expand
High Fidelity PCR System (Roche) unter Verwendung der Primer newABDSe und
newABD3e die beiden Aktin-bindenden Calponin-Homologie-Domanen (CH-Domanen), im
Folgenden ABD genannt, amplifiziert und zundchst mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits
(Invitrogen) in den Vektor pCR?2.1-TOPO kloniert. Dieser Vektor diente als template fiir eine
weitere PCR mit dem oben genannten Kit und den Primern ABD5eBam und ABD3eXba
(bzw. ABD5eBam und ABD3eNot). Nach einer Saulenaufreinigung wurde das jeweilige PCR-
Produkt Uber Nacht einem BamHI/Xbal (bzw. BamHI/Notl) Doppelverdau unterzogen,
danach Uber Gelelektrophorese aufgereinigt und schlieBlich in den entsprechend verdauten
Vektor pUASpmGFP6, bzw. tubGFP ligiert.

Klonierung des Reportervektors fir den Yeast One-Hybrid screen

Siehe unter 3.6.1, Synthese des target-Elements und Klonierung in den pHIS2 Vektor.

3.3.2 Sequenzierung und Verarbeitung der Sequenzdaten

Die zyklischen Sequenzierungsreaktionen (25 Zyklen: 30 sec, 96°C; 15 sec 50°C; 4 Min.,
60°C, gefolgt von 5 Min. bei 60°C) wurden unter Verwendung des Big Dye termination
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgefuhrt. Pro Probe
wurden 0,5l Big Dye Terminator Ready Reaction Mix, 1,5 ul Big Dye Sequenzierungspuffer,
200-700 ng Plasmid, bzw. 100 ng PCR Produkt (pro 1 kb; 1/10 der Lange) der zu
sequenzierenden DNA und 10pmol Primer in einem Gesamtvolumen von 10 pl eingesetzt.
Nach abgeschlossener Sequenzierungsreaktion wurde das Volumen mit ddH,O auf 20 pl
aufgeflllt. Die anschlieRenden Sequenzierungen wurden durch einen Sequenzierungs-
Service mittels eines ABI Prism 377XL DNA Sequencers (Applied Biosystems) durchgefuhrt.
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Sequenzdaten von Drosophila melanogaster und anderen Drosophiliden wurden Uber das
Internet bezogen (http://www.flybase.org/blast/; The Flybase Consortium, 2003). Die
resultierenden Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Lasergene/DNASTAR-Biocomputing
Software-Paketes der Firma DNASTAR Inc. (Madison, Wisconsin) ausgewertet.

3.3.3 Sequenzierung des Msp-300°?">-Allels

Zur molekularen Charakterisierung des EMS induzierten Allels Msp-300°° wurde der
gesamte Msp-300-Locus sequenziert. Dazu wurde zunachst genomische DNA aus
homozygot Msp-300°"°-mutanten Fliegen (FRT40A Msp-300°"° | Msp-300°"°) isoliert.
Anhand dieser genomischer DNA wurden mittels Expand Long Template PCR System
(Roche) jeweils ungefahr 5 kb gro3e, um ca. 400-500 bp Uberlappende PCR-Produkte
hergestellt, die zusammen den gesamten Locus abdeckten. Die PCR Produkte wurden dann
mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham) aufgereinigt und
unter Verwendung von jeweils ca. 500 bp auseinander liegenden Sequenzierungsprimern
vollstédndig sequenziert.

3.4 Gelelektrophorese von Proteinen

3.4.1 Untersuchung der DNA-Bindungsaffinitat von Proteinen in
Gelretardationsexperimenten (nach Benezra et al., 1990)

Zur Uberpriifung der DNA-Bindungskapazitdt von Proteinen wurden 5%ige, native
Polyacrylamid-Gele (36,5 ml ddH20, 5 ml 10 X TBE, 8,3 ml Polyacrylamid/Bisacrylamid
(29:1), 320 ul 10%iges APS und 20 ul TEMED) verwendet. Nach der Polymerisation lief das
Gel in 1 X TBE-Puffer mindestens 2 Std. bei 160 Volt vor. Je 40 pl der in DNA-
Bindungspuffer gelosten Proteine wurden auf das Gel aufgetragen und fur 2-3 Std. bei 160
Volt in 1 X TBE-Puffer aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel auf 3MM Papier
aufgezogen und 1 Std. bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Fur die nachfolgende
Autoradiographie wurde der HyperfilmMP von Amersham verwendet. Die Autoradiographie
erfolgte bei -70°C flr mindestens 12 Stunden.

3.4.2 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-
PAGE)

Die in vitro Translation der fir Gelretardations-Experimente verwendeten Proteine wurde in
12,5%igen SDS-Polyacrylamidgelen untersucht. Die Gele bestanden zu etwa drei viertel aus
einem Trenngel und einem daruber liegenden Sammelgel. Das Trenngel bestand aus einer
Lésung von 11,85 ml ddH,0, 15,65 ml 30%igem Polyacrylamid/Bisacrylamid (30:1), 9,5 ml
Trenngelpuffer (s.u.), 560 yl 10%igem APS und 25 pl TEMED. Fur das Sammelgel wurden
5ml ddH,0, 2,22 ml Sammelgelpuffer (s.u.), 1,5 ml 30%iges Polyacrylamid/Bisacrylamid
(30:1), 140 pl 10%iges APS und 25 yl TEMED vermischt.
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Ein Aliquot von 5 pl der Translationsreaktion wurde mit 20 pyl SDS-Probenpuffer (s.u.)
vermischt und 2 Min. bei 95°C erhitzt. Hiervon wurde nun jeweils 20 ul auf das Gel
aufgetragen. Zur Abschatzung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine wurde der
Mid-Range Marker der Firma Promega verwendet. Das Gel lief flr 4-5 Std. bei 160 Volt in 1
X SDS-Polyacrylamid-Laufpuffer (s.u.). Anschliefiend wurde das Gel 15 Min. in Farbeldsung
(s.u.) geschittelt und der Farbstoff anschlieBend in Entfarbeldsung (s.u.) solange
ausgewaschen, bis die Proteine deutlich sichtbar waren. Dann wurde das Gel auf 3MM
Papier aufgezogen und 2 Std. bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Die Autoradiographie
erfolgte bei -70°C flr mindestens 12 Std..

4 X Trenngelpuffer (100 ml): 18,17 g Tris, 4 ml 10% SDS, pH 8,8.

4 X Sammelgelpuffer (100 ml): 6,06 g Tris, 4 ml 10% SDS, pH 6,8.

SDS-Probenpuffer (20 ml): 2 ml Glycerol, 4 ml 10% SDS, 4 mg Bromphenolblau, 2,5 ml 4 X
Sammelgelpuffer. Unmittelbar vor Benutzung wurden je 20 pl Puffer mit 1 pl B-
Mecaptoethanol zugegeben.

10 X SDS-Laufpuffer (11): 30 g Tris, 144 g Glycin, 100 ml 10% SDS

Farbeldsung: 250 ml Isopropanol, 100 ml Eisessig, 650 ml ddH.0, 2,5 g Coomassie brilliant
blue

Entfarbelésung: 70 ml Eisessig, 830 ml H,Odd

3.5 Gelretardationsexperimente (Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA) (nach Benezra et al., 1990)

In Gelretardationsversuchen werden radioaktiv markierte, doppelstrangige Oligonucleotide
mit Proteinen vermischt, deren DNA-Bindungsaffinitat untersucht werden soll. Binden
Proteine an die DNA, verandert sich die Laufeigenschaft des Oligonucleotids im elektrischen
Feld. In einem Polyacrylamidgel kann man gebundene von ungebundenen Oligonucleotiden
trennen und somit die spezifischen DNA-Bindungseigenschaften der Proteine
dokumentieren.

3.5.1 In vitro Translation mit Kaninchen-Retikulozytenlysat oder
Weizenkeim-Extrakt

Retikulozytenlysat aus Kaninchen, bzw. Weizenkeim-Extrakt, enthalt alle notwendigen
Komponenten, um ein bestimmtes Gen, das in einem Vektor hinter der Kontrolle eines
SP6/T3/T7 Promotors vorliegt in einem Ansatz zu transkribieren und nachfolgend zu
translatieren. Es wurde in den meisten Fallen mit Kaninchen-Retikulozytenlysat der Firma
Promega (TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems) nach den Vorschriften des
Herstellers gearbeitet. In einigen Fallen, in denen das Kaninchen-Retikulozytenlysat keine
ausreichende Expression des gewlnschten Proteins erbrachte, wurde alternativ mit
Weizenkeim-Extrakt (TNT® Coupled Wheat Germ Extract System, Promega) gearbeitet.

In beiden Fallen wurde gemal dem Protokoll des Herstellers verfahren. Zum Testen der
Expression verschiedener ESTs wurden 10ul-Reaktionen angesetzt, fir EMSA-Experimente
25ul-Reaktionen.
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3.5.2 Herstellung von radioaktiv. markierten doppelstradngigen
Oligonucleotiden

Das einzelstrangige 31bp-pipe-Repressorelement-Oligonucleotid wurde mittels T4-
Polynucleotidkinase mit einem radioaktiv markierten Phosphorsaurerest versehen. Die
Reagenzien wurden dazu wie folgt vermischt:

1ul 31bp-Pipe-Repressor-Bindeelement (10pmol, ~100ng)

4ul 10 X Kinasepuffer

5ul (y-P*)-dATP(Amersham)

1ul T4-Polynukleotidkinase (10U) (Biolabs)
Die Reaktion wurde flir 1 Std. bei 37°C inkubiert. In einer Sephadex G-50 Saule wurde das
Oligonucleotid von den (y-P*?)-dATP Nucleotiden getrennt. Das Volumen wurde mit TE-
Puffer auf 500ul Gesamtvolumen vergréfert, so dass 1 ng markiertes Oligonucleotid in 5pl
vorlag. 1/100 des Gesamtvolumens wurden zur Abschatzung des radioaktiven Einbaus
entnommen (cpm Bestimmung, basierend auf der Cerenkov Strahlung). Zu 1 ng des
markierten wurden 10 ng des unmarkierten komplementaren Oligonucleotids gegeben und
das Endvolumen mit TE auf 20upl erhdht. Nach zweiminatigem Erhitzen bei 95°C und
anschlielendem langsamen Abkuhlen (1 Std.) auf RT lag das doppelstrangige Nukleotid in
einer Konzentration von 0,1 ng/ul vor und wurde bei -20 °C gelagert. Der zehnfache
Uberschuss an unmarkiertem Oligonucleotid fiihrte dazu, dass alle markierten
Oligonucleotide in doppelstrangiger Form vorlagen.

3.5.3 Herstellung von Ovarien-Proteinextrakt (,crude tissue extract®)

Der Ovarien ,crude tissue extract® wurde wie bei (Chung et al., 1996) beschrieben isoliert.
Dazu wurden adulte Ovarien in 10 Volumen Homogenisierungs-Puffer (10mM TRIS-HCI,
1mM EGTA, 1mM EDTA, 6mM MgCl,, 2mM DTT, 0,1% Glycerol, 400mM KCI, 100ug/mi
PMSF, 100ug/ml TPCK) mittels eines Pistills homogenisiert und anschlieRend 30 Min. bei
14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppi Uberfiihrt und die
Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976) bestimmt. Fir EMSA-
Experimente wurden 10-20ug crude extract mit 0,1ng radioaktiv markierter Probe (s. 3.5.2.)
und 1ug poly dI-dC als unspezifischem Kompetitor in DNA-Bindungspuffer (s. 3.5.4) 20
Minuten inkubiert.

3.5.4 Dimerisierung und DNA-Bindung der Kandidaten-Transkriptions-
faktoren

Die Kandidaten-Transkriptionsfaktoren wurden wie in 3.5.1 beschrieben in Retikulozytenlysat
oder Wizenkeimextrakt transkribiert und translatiert. Da viele Transkriptionsfaktoren als
Homodimere an DNA binden wurden die Translationsreaktionen im Anschluf? fir 20 Min. bei
37°C inkubiert um eine Dimerisierung der Proteinmonomere zu fordern. 18ul der
Translationsreaktion wurden mit 1ul Poly(dl-dC) (1ug/ul), 1ul (=0,1 ng) des markierten 31bp-
pipe-Repressorelement-Oligonucleotids und 20 pl des unten beschriebenen DNA

120



Material und Methoden

Bindungspuffers vermischt und fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Danach wurde das gesamte
Volumen auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen (s. 3.4.1).
2 X DNA-Bindungspuffer: 40 mM Hepes pH 7,6, 100 mM KCI, 2 mM EDTA, 10 % Glycerol

3.6 Herstellung einer Ovarien-spezifischen cDNA-Bibliothek und
Durchfihrung eines Yeast One-Hybrid screens

Zur Durchfiihrung des Yeast One-Hybrid screens wurde das Matchmaker™ Library
Construction & Screening Kit verwendet (Clontech). Dabei wurde nach den Angaben im User
Manual verfahren, daher vermerke ich hier nur Abweichungen davon, bzw. die tatsachlich
verwendete Methode, falls Alternativen moglich waren.

Fur allgemeine Hefearbeiten wurde nach den Angaben im Yeast Protocols Handbook von
Clontech vorgegangen.

3.6.1 Synthese des target-Elements und Klonierung in den pHIS2
Vektor (VII.B. und C. im User Manual)

Drei Tandem Kopien einer potentiellen Repressorbindestelle von 31 Basenpaaren mit einer
Mlul-Schnittstelle am 5 Ende und einer EcoRI-Schnittstelle am 3 Ende, wurden als
einzelstrangige Oligos synthetisiert (Sigma Aldrich), wie im Manual beschrieben hybridisiert
und anschlie®end direkt in den entsprechend verdauten pHIS2-Vektor kloniert.

3.6.2 Ermittlung der Hintergrund HIS3 Expression (VII. D. im User
Manual)

Eine Konzentration von 75 mM 3-AT wurde als ausreichend ermittelt, um bei dem klonierten
Reporterkonstrukt eine Hintergrund-Expression von HIS3 zu unterdriicken.

Im screen wurden daher SD/-His/-Lei/-Trp + 75 mM 3-AT Platten verwendet (XI.B.2. im User
Manual)

3.6.3 Herstellung kompetenter Hefe-Zellen nach der LiAc-Methode
(Appendix B im User Manual)

Abweichend von den Angaben im User Manual (unter Punkt 3.) wurden 50-100ul der
Vorkultur in 50ml YPDA Ubertragen.

3.6.4 Generierung einer Ovarien cDNA Bibliothek (IX. im User Manual)

Es wurde zunachst mit Hilfe des uMACS mRNA Isolation Kit - Small Scale (Milteny Biotec)
mRNA aus frisch praparierten Drosophila-Ovarien isoliert. Dazu wurden 40-50 Ovarien in
Graces Insect Medium prapariert und in einem Eppendorf-Gefald auf Eis gesammelt. Nach
Entfernen des Graces Mediums wurden 100ul Lysis Puffer zugegeben und die Ovarien sofort
in flussigem Stickstoff gefroren. Nach erneuter Zugabe von 1ml Lysis Puffer wurden die
Ovarien dann mit einem Pistill zerkleinert und schlieBlich durch auf- und abpipetieren und
anschlieltendes Vortexen flir 3 Min homogenisiert. Zur Reduzierung der Viskositat wurde das
Lysat mit Hilfe einer LysateClear Column zentrifugiert, wie im Manual zum yMACS mRNA
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Isolation Kit unter ,Protocol for the isolation of mMRNA from cells® beschrieben. Auch die
weiteren Schritte der mRNA Isolierung erfolgten genau nach den Angaben dieses Protokolls.
Fir die Erst-Strang cDNA Synthese wurde der Oligo (dT) Primer (CDS lll Primer) eingesetzt.

3.6.5 Identifizierung der positiven cDNA Inserts

Um die cDNA Inserts zu identifizieren, die eine positive Interaktion mit dem Reportervektor
zeigten, wurde die Methode des PCR Colony Screenings eingesetzt (XIll. B. im User
Manual).

Dabei wurde nach den Angaben im User Manual vorgegangen, allerdings wurden eigene
Primer (synthetisiert von Sigma Aldrich) verwendet und in den meisten Fallen wurde mit dem
REDTag™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma Aldrich) gearbeitet. Nur in den Fallen, in
denen mit Hilfe des ReadyMix kein Produkt erzeugt werden konnte, wurde der im User
Manual empfohlene Advantage 2 PCR Polymerase Mix verwendet.

Das PCR Produkt wurde auf einem Gel getestet, und wenn nur eine klare Bande vorlag,
direkt mit Hilfe des 5 AD LD-insert primers sequenziert. Die Sequenz wurde dann direkt
gegen das Drosophila-Genom geblastet (unter http://www.flybase.org/blast/) und dadurch
das Insert identifiziert.

3.6.6 Isolierung der cDNA-Insert-pGADT7-Rec[2]-Plasmide (Bait-
Plasmide)

Die Plasmid-Isolierung erfolgte mit(s. XlIl. B. im User Manual) Hilfe des Yeastmaker™

Yeast Plasmid Isolation Kit (Clontech) nach den Angaben des Herstellers.

3.7 Identifizierung cis-regulatorischer Elemente mit Hilfe von
Bioinformatik-Software

Um die verschiedenen frei verfligbaren Bioinformatik-Programme nutzen zu koénnen, die
aufgrund der Bericksichtigung phylogenetischer Daten (phylogenetic footprinting, siehe
Einleitung) besonders viel versprechend zur Identifikation potentieller cis-regulatorischer
Module eingesetzt werden kdnnen, mussten zunachst die Sequenzen der homologen pipe-
Promotor/Enhancer-Regionen anderer Drosophiliden identifiziert und erfasst werden.

Dazu wurde die Sequenz des ersten Exon des Drosophila melanogaster (D.mel.) pipe-
Locus, welches hoch konserviert und bei D.mel. in allen 11 Splice-Varianten vorhanden ist,
gegen die seinerzeit verfigbaren Genome der verschiedenen Drosophiliden (D. yakuba, D.
erecta, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. mojavensis, D. virilis) geblastet
(_http://www.flybase.org/blast/). Dadurch wurde zunachst jeweils der Contig identifiziert, der
die Sequenz des pipe-Locus enthielt. Danach wurde jeweils eine Sequenz von drei
Kilobasen upstream des identifizierten ersten Exons mit den 500 bp der D. mel
Promotor/Enhancer Sequenz alignt (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/), die zum damaligen
Zeitpunkt als der Bereich identifiziert worden war, der eine potentielle Repressor-Bindestelle
enthalt und eine deutliche Konservierung aufweist. Dadurch konnte anhand der Homologie
der relevante Bereich auf jeweils ungefahr 500 bp eingeschrankt werden. Die so
identifizierten cis-regulatorischen Bereiche wurden als Input in den unterschiedlichen
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Programmen eingesetzt. Wenn nicht anders angegeben waren die Programme online
verfugbar und eine Installation auf dem eigenen Rechner nicht nétig.

Fir die in der Arbeit dargestellten Daten wurden insbesondere die folgenden Programme
verwendet:

Zum Vergleich und Alignment cis-regulatorischer Sequenzen verschiedener Spezies:

UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002);_http://genome.ucsc.edu/index.html)

(inclusive des PhastCons tools (Siepel et al., 2005))

VISTA Browser (Brudno et al, 2003; Frazer et al, 2004; Kent, 2002)
http://pipeline.lbl.gov/cgi-bin/gateway?2)

GenomeVISTA ((Bray et al., 2003; Couronne et al., 2003; Kent, 2002);
http://pipeline.Ibl.gov/cgi-bin/GenomeVista)

bayes aligner ((Zhu et al, 1998); http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/bayesian/
bayes/bayes align12.pl)

GeneDoc ((Nicholas et al., 1997); http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html; Installation
auf Windows-PC nach download von der angegebene Adresse)

Zur Identifizierung potentieller cis-regulatorischer Module (enhancer prediction):

Lwf-scan (inklusive Lwf-train) ((Nazina and Papatsenko, 2003);
https://webfiles.berkeley.edu/~dap5/data_01/tools.html; Software fir win32 Benutzer-
oberflachen, Kommandozeilen gesteuert, download von der angegebenen Adresse und
Installation auf Windows-PC

Darstellung des Ergebnisses mittels:

Gnuplot (freeware, Plotting-Utility zur Darstellung der Lwf-scan Ergebnisse, download: siehe
Lwf-scan)

Zur ldentifizierung potentieller Transkriptionsfaktor-Bindestellen:

MEME/MAST ((Bailey and Elkan, 1994; Bailey and Elkan, 1995b; Bailey and Gribskov,
1998); http://meme.sdsc.edu/meme/website/intro.html)

Most ((Pizzi et al., 2005); http://telethon.bio.unipd.it/MOST/servlet/cluster4), verwendet das
Verbumculus Software Tool (Apostolico et al., 2003; Apostolico et al., 2000)

AlignACE ((Hughes et al., 2000); http://atlas.med.harvard.edu/)

DiAlign  ((Morgenstern,  1999;  Morgenstern,  2004); http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/dialign/)

FootPrinter ((Blanchette et al., 2002; Blanchette and Tompa, 2002; Blanchette and Tompa,
2003); http://bio.cs.washington.edu/software.html)

MotifSampler (and accompanying tools) ((Thijs et al., 2001; Thijs et al.,, 2002);
http://www.esat.kuleuven.ac.be/~thijs/Work/MotifSampler.html)

JASPAR ((Lenhard and Wasserman, 2002; Sandelin et al., 2004); http://jaspar.cgb.ki.se/cqgi-
bin/jaspar_db.pl)

Credo ((Hindemitt and Mayer, 2005); http://mips.gsf.de/proj/regulomips/credo.htm)
SOMBRERO ((Mahony et al., 2005a; Mahony et al., 2005b);
http://bioinf.nuigalway.ie/sombrero/; download von der angegebenen Adresse und
Installation auf Linux-System)

WeederH (Pavesi et al., 2006; Pavesi et al., 2007; http://159.149.109.16/modtools/)

Zur Darstellung der Sequenz-Logos:

WebLogo (Crooks et al., 2004; Schneider and Stephens,1990;http://weblogo.berkeley.edu/)
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5 Anhang

5.1 Ergebnisse der Alignment-Programme bayes aligner und ClustalW

Im Folgenden zeige ich die Resultate der Alignment-Programme, die im Ergebnisteil,
aufgrund der weitgehenden Ubereinstimmung der mit unterschiedlichen Programmen
erzielten Ergebnisse, nicht konkret aufgefihrt wurden.

bayes aligner

Der bayes aligner (,bayes aligner web application for phylogenetic footprinting®,
http://bayesweb.wadsworth.org/cgi-bin/bayes_align12.pl) dient speziell der Analyse
paarweiser Alignments cis-regulatorischer Regionen. In diesem Fall werden die Alignments
durch den so genannten ,Bayes block aligner® Algorithmus (Zhu et al., 1998) erstellt, der
eine bayessche (,Bayesian®) Variante des klassischen Smith-Waterman Algorithmus (Smith
and Waterman, 1981) verwendet. Die Verwendung des bayes aligners ist Uber eine frei
zugangliche Internetseite moglich, wobei hier aber, im Gegensatz zum UCSC Genome
Browser und zu GenomeVISTA, die einen direkten Zugang auf bereits alignte Genome
ermdglichen, zwei zu alignende Sequenzen im FASTA Format als Input bendtigt werden.
Wir haben fiir die einzelnen paarweisen Alignments jeweils 1,5 kb der pipe-upstream-Region
von D. mel. mit 3 kb der isolierten upstream-Region der verwandten Drosophila-Spezies
gewahlt. Die Entscheidung flr das Alignment zunachst einen im Vergleich mit dem D.mel.
Referenzgenom deutlich gréReren Sequenzbereich einzusetzen, war durch das eventuelle
Vorliegen grélerer Licken (Gaps) innerhalb der Alignments begriindet. Obwohl die bereits
besprochenen Ergebnisse des UCSC und des VISTA Browers das Vorhandensein hoch
konservierter Sequenzabschnitte zeigen, ist in beiden Fallen nicht zu erkennen, ob auch die
Position dieser potentiellen cis-regulatorischen Module zum Transkriptionsstart, bzw. die
Position einzelner Module untereinander, konserviert ist, da die Alignment-Gaps nicht
visualisiert werden (sofern nicht bis auf die Sequenz herangezoomt wird).

Der bayes aligner konnte in allen gegen D. mel. getesteten Drosophiliden konservierte
Blocke identifizieren. Im Folgenden zeige ich nur das Ergebnis fur den Vergleich mit D. virilis,
da der Vergleich mit dieser evolutionar am weitesten entfernten Spezies (~ 40 Mio. Jahre)
eine besonders hohe Konservierung anzeigt. Der Output des bayesian aligners zeigt jeweils
die Wahrscheinlichkeit der Konservierung fur jede einzelne Base, einmal in Form eines
Graphen (Abb. 5.1. A) und einmal in Form eines Temperatur-Plots, in dem der Grad der
Konservierung direkt in der Sequenz durch einen Farbcode angezeigt wird (Abb. 5.1. B).
Anhand des Temperaturplots ist die Position der konservierten Basen direkt abzulesen und
man erkennt zunachst zwei hoch konservierte Bereiche nahe des Transkriptionsstartes
(Basen 15-53 und 91-106), die wahrscheinlich zum eigentlichen Kern-Promotor gehdren.
Aulerdem gibt es einen kurzen, konservierten Bereich bei 729-740. Insbesondere fallt aber
der Bereich zwischen Position 979 und 1129 auf, der mehrere, nahe beieinander liegende
hoch konservierte Blocke enthalt (979-995, 1005-1012, 1053-1068 und 1096-1129). Dieser
Bereich entspricht wiederum ungefahr der schon mit Hilfe der beiden anderen Programme
identifizierten hoch konservierten Region.
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A Probability of residue conservation in query sequence
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Abbildung 5.1.: Darstellung der Ergebnisse des bayes aligners fur das Alignment von 1,5 kb
der pipe-upstream-Sequenz von D. mel. mit 3 kb der pipe-upstream-Sequenz von D. vir. (A)
Graph der Wahrscheinlichkeit der Konservierung jeder Base in der Referenzsequenz (D.mel.). Der
gelbe Rahmen markiert den ~500 bp Bereich, der fur die Analyse mittels TFBS-Vorhersage-
Programmen verwendet wurde. Die Lage der identifizierten Motive A-C (s. Abb. 2.14.-2.17.) ist durch
Pfeile gekennzeichnet. (B) Temperatur-Plot zur Darstellung der Konservierung an jeder Position in der
Sequenz. Rot steht fiir hdchste Konservierung, blau fir geringste. Die Lage der identifizierten Motive
A-C ist durch farbige Unterstreichung gekennzeichnet.
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Multiples ClustalW-Alignment:

Die Abbildung 5.2. zeigt ein CustalW (Thompson et al., 1994) Alignment der ~500 bp
Repressor-Bindestellen-Region (Koordinaten der D. mel.-Sequenz: -936 bis -1453 bp
upstream des Transkriptionsstartes, siehe Kap. 1,2,2,1, Abb. 1.2.12.), die flr die Analyse
mittels TFBS-Vorhersage-Programmen eingesetzt wurde, dargestellt mit Hilfe des GeneDoc-
Alignment Editors (Nicholas et al., 1997). Man erkennt die hohe Konservierung vor allem in
den ersten ca. 300 bp. Innerhalb dieser Region sind auch nur sehr wenige und nur sehr
kurze Licken fest zu stellen.

ot.A
S500repDmel GECETEAG, 82
500repDeim TEAG, EE]
S00repSech T®AG 82
S500cepDyvak TEAG: 39
S00repDere T®AG: 86
S00repDann T(8T G 36
S00repDpse T®T G’ 90
S00repDper TETG! o, HE- 1]
S00repDmo] : —TEIT AT T GoEAA- - -AAAA-————— A : 74
S00repDvir 2 24
SO00repDgri : TETTGTGATTTTTTTAAATEATTHANCCT AT Becilaocararrorfad 104
tgt ta tt [l a
500repDmel 1381
500repDeim 188
S00repSech 131
S00repDyvak 139
S00repDere 134
S00cepDann 135
500repDpse 1490
S500repDper 1490
500repDmo] 170
500repDvir 124
500repDgri 209
abkhaaac AtTgttta ot
220 %
S00repDmel : TT AAT C 277
S00repDsim : TGGEE T— i | 283
S00repSech : TEA A G C 277
S00repDyvak : TGGES T -G C| 284
S00repDere : TGGE C-G ) 281
S00repDann : TGGE CTGA C| 286
S00repDpse @ AGGH C-ChA SGT 289
S00repDper : AGGS LWAC— C A AGT 289
500repDmo] : CTGE LVAT - TEEAT T T GC| \I 272
S500repDvir CAAADGTENTTTTAACT! GCACTTAACA SR AT AR GAAT AT ACACT TR 229
S00repDgri : CAAATTLENSITAAGCCC TCAG@GT TTTRTTI-——-EGATCAAACTGT M TTT GCCACT CECAAGT THRIC GARE 310
caaafaa a aa gcca acat Aa ak a aa aaa
20 *
500repDmel : T-TTATCTGGTA Cl 351
500repDeim : T-TTATCTGGTA: (! 357
S500repSech @ T-TTATCTGGTA Cl 351
500repDyak : T-TTATGTGGTTTTT--TATGGAT --ATAATCAAA———-GETAIMMICT EC 374
S00repDere : T-TTGTATGGTA A Cl AR 355
S00repDann : T-GTGGATAATGGAAAGCATTTCT--GTAATTAGCACCTGATAGANGARAGE- A A AR : 38§
S500repDpse : N-NNNMNNNMNNMNNNNNNNMNNNNNNGTTIGGTAATAATTGAAAGIMMICT ET 384
S500repDper : C-TCGTATGTATGTATATGE TTGGTAATAATT GAAACGIMMICT ET 378
500repDmo] : C-TGGIGCGCCCTG: GTGGCTIGTT-TTATAT TT C A K 360
500repDvir : AGAATCACGTAGTAGA GCAGCATTT-—--AACAGNITTECCCCTTA A A : 316
500repDgri : CATGGAATCTGTTTGTAAGAATACTTGAGGCTTTTTGGGTATTGTA}\.@A 409
* * 460 *
500repDmel : CT-GCCTATTGC CC. TCCACTGAGATAAT GCT 451
S00repDsim : CT-ECCTATTGC CC. TCCACGAAGATAAT GCT 457
S500rep8ech : C-—————————-| CC, TCCACGGAGATAAT GCT 441
500repDyak : CT-GCCTATTGC CC, TCGATTGAGATAAT GCT 47 4
500repDere @ TT-GCCTATTGC CCGANTCGACT GAGATAAT GCT 453
500repDann : TT-GCGAGTTGC ———GATTGTCTICCATCGAT GAT 430
S500repDpse : CGAGCAGATGAC GAATTCCAGTGEC T 487
S00repDper : CGAGCAGATGAC GAATTCCAGTGGEC T T 481
S00repDmo] : ACAATAAATGATTA-AARMA-HGTTCAAACKHTCAATT--GGITTT GCCl 461
500repDvir : TC-——————- ATTTAC, TCGACACHCTATTTTACAATT T CGCTAT! : 411
500repDgri : ACATTAGAAAATG AAR CGETTGCCTTAGCCAGACCTCGCTGATT CT——TTGATTTATTTCCATAT A 512

a £ a t a A a t ac

Abbildung 5.2..: ClustalW Alignments der ~500 bp pipe-upstream-Region, die in den TFBS-
Vorhersage-Programmen verwendet wurde. Die Lage der mittels TFBS-Vorhersage-Programmen
identifizierten Motive A-C (s. Abb. 2.14.-2.17.) ist durch farbige Rahmen gekennzeichnet.
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5.2 Ausfihrliche Darstellung der TFBS-Vorhersage-Programme

Im Folgenden stelle ich das im Ergebnisteil nicht behandelte Programm MEME/MAST vor.
Aullerdem gebe ich fur die im Ergebnisteil aufgefuhrten, von uns verwendeten Programme
(mit Ausnahme der bereits ausfiihrlich behandelten Software CREDO), konkrete Angaben zu
den verwendeten Parametern, sowie Beispiele fur die jeweils ausgegebene graphische
Darstellung der Resultate. Dartber hinaus gehe ich ganz kurz auf Vor- und Nachteile der
einzelnen Programme ein.

MEME/MAST System

Das MEME Motif discovery tool (Multiple EM for Motif Elicitation (Bailey and Elkan, 1994))
lasst sich auch Uber das Programm CREDO (s.u.) verwenden, es ist jedoch auch fiir die
direkte Verwendung aufgrund der sehr benutzerfreundlichen Bedienung und insbesondere
aufgrund der sehr ausfihrlichen und ansprechenden Darstellung der Resultate besonders
geeignet. AuRerdem wichen im Fall von MEME die Ergebnisse bei der direkten Benutzung
von den mittels CREDO erhaltenen Resultaten ab, daher stelle ich MEME an dieser Stelle
ausfuhrlicher dar. MEME dient der Auffindung von Motiven in einer Gruppe ahnlicher DNA
Sequenzen (in unserem Fall homologe cis-regulatorische Regionen). Als Motive werden
dabei hoch konservierte Regionen erfasst. Das Programm ist also nicht spezifisch auf die
Identifizierung cis-regulatorischer Motive ausgelegt und erlaubt in der Tat zum Beispiel auch
Proteinsequenzen als Input. Die Motive werden in der Reihenfolge nummeriert, wie sie von
MEME gefunden werden, wobei normalerweise die statistisch signifikantesten Motive zuerst
gefunden werden. Die statistische Signifikanz eines Motivs basiert auf dem log
Wahrscheinlichkeits-Quotienten (log likelihood ratio), der Lange und der Anzahl der Vorfalle,
sowie auf der Hintergrund-Basen-Haufigkeit und der GréRe des Trainigs-Satzes. Die mittels
MEME identifizierten Motive kdénnen direkt als Input fir das MAST Motif Alignment and
Search Tool (Bailey and Gribskov, 1998) verwendet werden.

Die meisten von uns gewahlten Programm-Parameter entsprachen der Standart Einstellung,
abweichend davon haben wir eine beliebige Anzahl von Wiederholungen fur das Auftreten
eines einzelnen Motivs innerhalb der Sequenzen zugelassen. Aulzerdem wurde die GroRe
der Motive auf einen Bereich zwischen 6 und 20 Zeichen (=Basen) und der Gesamt-Output
auf die 10 besten Motive eingeschrankt.

Die Abbildung 5.3. zeigen die verschiedenen Daten und graphischen Darstellungen fir eines
der von MEME ermittelten Motive. Eine Ubersichtszeile (Abb. 5.3.A) gibt an, aus wie vielen
Basen das Motivs besteht (width), wie oft es auftritt (sites), sowie den log
Wahrscheinlichkeits-Quotienten (log likelihood ratio, lir) und die statistische Signifikanz (E-
value). Das Alignment darunter zeigt die Sequenzen fir jedes Auftreten des Motivs inklusive
der benachbarten Basen auf jeder Seite, sortiert nach dem P-Wert und unter Angabe der
genauen Lage. Abbildung 5.3.B zeigt unterschiedliche Darstellungen zur Konservierung der
einzelnen Basen-Positionen. Die ermittelte Konsensus-Sequenz (das Motiv) wird in Form
einer vereinfachten positions-spezifischen Wahrscheinlichkeitsmatrix (.simplified position-
specific probability matrix, PSPM) angegeben. Das ,information content“-Diagramm darunter
stellt den Grad der Konservierung flir jede Basen-Position graphisch dar. Die mehrstufige
Konsensus-Sequenz zeigt die am starksten konservierten Basen an jeder Position
(.multilevel consensus sequence). Abbildung 5.3.C zeigt in Form von mittels MAST erstellten
Block Diagrammen eine schematische Darstellung der Lage jedes Vorkommens des Motivs
in den einzelnen Sequenzen. Die Orientierung des Motivs ist jeweils durch + oder —
angegeben.

145



Anhang

A MOTIF1 width=15 sites=17 Ilr=233 E-value=1.2e022
Simplified A :::2:::627:::::
NAME  STRAND START P-VALUE SITES pos-specifie C-- : 51: 7: 2 7: 26:
500repDyalc -+ 35 123e-09  GTCCGCTGAC TGGCGTCAGACEGCT GTCGGACTTA probability G : 88396: : 62: ad: 1
500reptDerec + 32 123209  GTCCACTGAC TGOCGTCAGACEGCT GTCGTACTAL bl ARQRE G EE et o
500repDmel + 28  1.2%e-09 GTCCACTAAC TGGCGTCAGACEGCT GTCGAATTTA bits 25
500repDnr + 444  2.87e-09 GTTTTCGGAC TGGCGTCTGACGECT G 2.2
500repDannan + 32 287e-09  ACCCACCGGC TLUCLTCTUACHLCT GTGTTTAAGC 20
500repDyak + 266 2.60e-08  TGRAATGCGT TLUCLLCACATLTCT TATTTTTATG 1.7 I
500repDimel A 259 2.60e-08  CGAAATGCGT TLLCLUCACATHTCT TGTGTTTATC | Information 1.5 l
500repDpsen T 34 1.25e-07  GTTCACCARAA TGUCUTCTLTCLUCT GTGCCAGACT content l,II I I II
500reprDerec + 263 2.00e-07  TGRARTGCGT THUAGGCACATGTCT TATTTTTGTA | (19.8 bits) 1.0 ] 1IN
500repDannan  + 268 3.54e-07  GRAATTATGT TGUCHGCACATHCCH ARAGTGTGGA 0.7 nmn
500repDimel - 198 6.3%e-07 TGTTTTTATG TTGAGGCTGGCETTT TTCCATTTTT O.SI I II II “I
500reprDerec - 56 693e-07  TGCAGATAGT TGTGGGCAAACHCTT TAGTACGACH 2 ' I IN
500repDyak - 205 B.62e-07 TGGTTTTATG TT TTGGCHTTT TTCCATTTTT 0.0
500reprDerec - 202 B62e-07 TGGTTTTATG TT TTGGCGTTT TTCCSTTTTT
500replyak - 59 2.06e-06 TGCAGATAGT TGT TARACGCTT ALGTCCGACA Multilevel TGECEGCAGACGTCT
500repDpsen - 60  4.73e-06 TGCAGATAGT TGT TARATGCTT GAGTCTGGCA consensus T TTTCGT GT
500repDannan - 202 801e-06  ATTTTGCATG TTCACGTTGGCHTTT TTTCAGTTTT | sequence. ¢
Name ;"‘:‘:;:; Monfs

500rcpDmel  [6.4¢-07 + 5 +1
500repDyak  2.1¢-06 #1— -1 -1 +1
S500reprDerec (8.6e-07 +1 -1 -1 +1
S500repDannan | fe-06 +1 ik +1
500repDpsen 4 Te-06 +1 -1
S00repDvir  [2.9e.09 +1
s | ] | [ | | | [ \ [ | [ o I I I

25 5 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Abbildung 5.3.: Darstellung des MEME-Motivs 1. Erlauterungen im Text

MEME ermoglicht dartiber hinaus eine Gesamtdarstellung aller gefundenen Motive in Form
eines kombinierten Block-Diagramms (Abb. 5.4.). Jedes Motiv lasst sich aufgrund der Farbe
und der Nummerierung identifizieren. Diese sehr Ubersichtliche Darstellung erleichtert

insbesondere den direkten Vergleich des Aufbaus der cis-regulatorischen Module zwischen

den einzelnen Spezies.

EN SUMMARY OF MOTIFS
Combined block diagrams: non-overlapping sites with p-valae < 0.0001
Name Combined
p-value
500repDmel | 3.42e-38 +1 +6 - +10 45
500repDyake | 2.8%2-44 +1 5 +10 +5
500reprDerec | 1.378-43 +1 46 ——+10 +5
500repDannan | 1.432-28 +1 45 Bl +
500repDpsen | 8.08e-25 [ -9 ] +6 E
500reptDmej  1.04e-07 -10
500repDvir | 2.03e-04 E -10 +1
SCALE | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
1 25 50 5 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Abbildung 5.4.: MEME-Zusammenfassung. Kombiniertes
gefundenen Motive.

Block-Diagramm aller von MEME

MOST

Wir haben, wenn nicht die Standarteinstellungen benutzt wurden, folgende Parameter
verwendet: Es wurde unter Verwendung der Score Funktion ,counted sequences / expected
sequences” nach Kernmotiven mit einer Lange von 7 bp gesucht, wobei beide DNA-Strange
bericksichtigt wurden. Alle daraufhin identifizierten 388 Worter (,surprising words*)
wurden fir das Clustering eingesetzt, wobei die Zuordnung einzelner Worter zu mehreren
Clustern erlaubt und der ,Similarity theshold“ auf 80% gesetzt wurde. Um die Zahl der
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Ergebnisse in einem Uberschaubaren Rahmen zu halten, wurden von den so ermittelten 227
Clustern flr die nachfolgende Erweiterung der Motive nur solche Cluster eingesetzt die in
mindestens vier Sequenzen gefunden wurden und dabei den folgenden Kriterien
entsprachen: CQ-Wert (consensus quality) > 1,7 bei auftreten in allen sieben Sequenzen,
CQ-Wert > 1,78 bei Auftreten in 6 Sequenzen, CQ > 1,88 bei Auftreten in 5 Sequenzen und
CQ-Wert >1,8 bei Auftreten in 4 Sequenzen. Die verbleibenden 53 Cluster wurden dann
unter Verwendung der multi-value Score Funktion und eines Schwellenwertes von 95% um
je drei bp zu beiden Seiten erweitert. Schliellich wurden die Cluster ausgewahlt, die nach
der Erweiterung mit einem beliebigen CQ-Wert in mindestens 6 Sequenzen vorkamen, bzw.
mit einem CQ-Wert > 1,4 in 5 Sequenzen und mit einem CQ-Wert > 1,9 in 4 Sequenzen. Am
Ende verblieben 23 Cluster, die diesen Kriterien entsprachen und in die Gesamtauswertung
(1.2.2.4) mit einbezogen wurden.

A CSDE';?UEE'"SC"ES Select STRINGS OCCURRENCES |TOTAL SEQUENCES ':%';'JSAES?,',’S
222 ARCARACTICRARR O 3 6 5 1.537
131 WICGAGARATTTA @] 4 3 [3 1.443
90 TARACRATCRGYT D L g [ 1. 506
70 ATTTACACGRATT O 1 5 g 2.000
78 TTTACACGARTTT ] i 5 [5 2 000
80 GITATCEAGRAART D 1 5 5 2.000
79 ARRATTCGIGIAR O 1 4 L 2.000
74 AATTTACACGAAT O 1 5 5 2.000
71 TGITATCGRGARR O 1 5 5 2.000
g1 AIISITATCGRAGR I:l 2 5 5 1.944

MOTIF 131: GAGAAAT MOTIF 131: WICGAGAAATITA

D CONSENSUS| STRINGS TOTAL TOTAL |CONSENSUS CONSENSUS
SEQUENCE OCCURRENCES|SEQUENCES| QUALITY SEQUENCE

131 GAGARAT 2 10 &

Matrix of nudeotides frequendes in motif positions Matrix of nucleotides frequencies in motif positions
1 z 3 1 3 = Z 3 5 3 g | 9 [ 10

0000 | 0,111 1 000 [0 0001 000]1_000]1. 000]0. 0000, 333]0.
0. 000 | 1.000 | 0.000 | 1000 | 1.000 }1 000 0.333 | 0,556 0000 |0_000]0.000]0. 000]0. 000]0. 000]0.000]0.
0000 0.000 0.000 0.000 0.000 §0.000j0. 0.000 | 0,222 0000 |1 000J0. 0000, ooojo.ooojo_333]o.ooolo.

1000 0000 1.000 0.000 0.000 Jo. ooojo. 0.667 ] 0111 0 000 o ooojo. ooojo ooojo. 0000 667]0. 667
0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 |0 ooofo. T = A T
G Py & P
STRINGS OCCURRENCES
ATCGAGAAATTTA 13.000 5
STRINGS 0cC SEQ TCGGAGAAAGAGT 12300 2
GAGAAAT 7 3 TCAGAGAAAGAGT. 11_400 1}
GAGAAAG 3 2 TTTGAGAAATTTA 1_2 100 :E
D S0 replmel SEG
= 3 ’ color code:
S00re pOyak SEQ 70 b ATTTACACGAATT
1 3
3 71 b TGTTATCGAGAAA
S0 reple e SEQ 74 D AATTTACACGAAT
»
1 78 b TTTACACGAATTT
WorepDerranSED 79 b AAAATTCGTGTAA
1 4 80 b GTTATCGAGAAAT
OrepOpe U SEQ 81 I ATTGTTATCGAGA
b 30 b TAAACAATCAGYT
200 Fe gl ) SEC
D 131> WTCGAGAAATTTA
Orepren SEO 2220 AACAAGTTGAAAA

Abbildung 5.5.: Darstellung der MOST Resultate.

Die Abbildung 5.5. A zeigt einen Ausschnitt aus der Tabelle der am Ende verbleibenden, von
MOST identifizierten Motive. Die Tabelle gibt an, wie viele verschiedene Versionen des
Motivs auftreten (strings), wie oft (occurrences) und in wie vielen Sequenzen (total
sequences) das Motiv insgesamt zu finden ist. AulRerdem zeigt die Abbildung als Beispiel ein
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Motiv (131) vor und nach der Erweiterung in der von MOST angebotenen Darstellung (Abb.
5.5. B, C). Die unterschiedliche Gewichtung fiir die Konservierung der Kernregion im
Vergleich zu den Randbereichen, ist anhand der Matrix deutlich zu erkennen. Jeweils 10
Motive lassen sich, sowohl vor als auch nach der Erweiterung, gleichzeitig graphisch
darstellen (Abb. 5.5. D). Allerdings stellte sich heraus, dass die graphische Darstellung
fehlerhaft ist, da nur ein Teilbereich jeder Sequenz dargestellt wird, was in der Abbildung
daran ersichtlich ist, dass nicht alle der gewahlten Motive angezeigt werden. Dieses Problem
konnte von uns weder durch eine Veranderung der Browser-Optionen noch durch die
Verwendung alternativer Browser umgangen werden.

Das MOST Programm ist insgesamt in der Bedienung relativ zeitaufwandig und kompliziert.
Um den Output in einem vernunftigen Rahmen zu halten, ist die manuelle Eliminierung einer
grolien Zahl von Motiven, die nicht bestimmten Parametern entsprechen, unumganglich. Die
nicht sehr benutzerfreundliche und teilweise sogar unvollstandige (im Falle der graphischen
Ubersicht) Darstellung der Ergebnisse, erschwert dabei die Selektion. Im Endeffekt wurde
die von anderen Programmen automatisch vorgenommene Vor-Selektion der Ergebnisse
von uns daher als Vorteil gegeniber MOST angesehen. Wir haben dieses Programm
trotzdem verwendet und hier vorgestellt, weil die unterschiedliche Behandlung des
Kernmotivs im Vergleich zu den Randbereichen, einen sinnvollen Ansatz darstellt, und weil
die primare Erfassung der Motive, im Gegensatz zu vielen anderen Programmen, nicht auf
der Konservierung beruht.

SOMBRERO

SOMBRERO wurde als Kommandozeilen gesteuertes Programm auf einem Linux Rechner
verwendet. Der erste Schritt ist die Generierung eines Hintergrund-Modells, welches auf der
Grundlage der intergenischen Regionen flir das der Analyse zugrunde liegende Genom
erzeugt wird. Fur Drosophila steht auf der SOMBRERO homepage ein Hintergrund Modell
zum download bereit, welches von uns verwendet wurde.

Im Folgenden gehe ich wieder kurz auf die von uns gewahlten Einstellungen ein, soweit
diese nicht den Standartwerten entsprachen. Wir haben fir jede Motiviange zwischen 8 und
20 (Basen) eine separate SOM erzeugt. SOMBRERO wertet die verschiedenen SOMs aus
und prasentiert die wahrscheinlichsten Transkriptionsfaktor-Bindestellen fir alle Motiv-
Langen in einer Liste (,Best Patterns®, oben rechts in Abb. 5.6.A). Die Grof3e der SOM wurde
von uns auf 10 (Spalten) x 20 (Zeilen) eingestellt. AuRerdem haben wir SOMBRERO mit
Hilfe der ,—prior® Option initialisiert, wodurch ein Hintergrund-Binde-Profil der SOM auf der
Grundlage bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen eingelesen wird. Das auf der
SOMBRERO homepage zum download angebotene Binde-Profil fir Drosophila wurde auf
der Grundlage des Pollard datasets (http://rana.lbl.gov/ ~dan/bergman2004_matrices.html)
erstellt.

Abbildung 5.6.A zeigt die SOMBRERO Resultate in der Darstellung des ,SOMBRERO
results viewer®. Die farbigen Blocke stellen die Knoten der SOM dar, die jeweils ein Motiv
reprasentieren, wobei der Farbcode anzeigt, wie stark das jeweilige Motiv ,Uberreprasentiert*
ist. In der Abbildung ist die SOM fir eine Motivlange von 14 bp angewahlt, Uber das ,L-mer
Length® drop-down Menul lasst sich die jeweilige SOM flir jede beliebige Motivlange
(zwischen 8 und 20, s.0.) anzeigen. Wir haben ausschlieRlich die in der "Best Patterns" Liste
aufgefiihrten Konsensussequenzen in die Endauswertung mit einbezogen.

Fir das in dieser Liste angewahlte Motiv (Motiv 22 in Abb. 5.6.A) sind in der Tabelle rechts
unten die einzelnen Versionen fur jedes Auftreten innerhalb der verschiedenen Sequenzen
aufgelistet. Durch die ,Enforce Threshold® Funktion, die in diesem Fall angewahlt wurde,
werden schwachere Treffer des Motivs eliminiert, so dass die Tabelle nur 18 von insgesamt
27 Treffern auffihrt. (Die Konsensus-Sequenz fir das Motiv wird jedoch auf der Grundlage
aller 27 Treffer erstellt.) Die Treffer sind in der Liste nach dem jeweiligen Informationsgehalt
(information content) als MalR fiir die Signifikanz des Motivs sortiert.

Wie in Abbildung 5.8. B zu sehen, lasst sich die Lage dieser Treffer in den einzelnen
Sequenzen in einer Ubersichtsgraphik schematisch darstellen. Die Treffer 1-5 mit dem
hochsten Informationsgehalt sind von der Position und der Orientierung, sowie von der
Sequenz, besonders hoch konserviert (bis hin zu D. pseu.). Die anderen weniger
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signifikanten Treffer des Motivs sind von der Position nicht gut konserviert und eher zufallig
verteilt. Eine Ausnahme bilden einzig Nummer 9 und 10, die in D. mel. und D. erec. von der
Position und der Sequenz her identisch sind.
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Abbildung 5.6.: SOMBRERO - Darstellung der Resultate durch den SOMBRERO results viewer.

Obwohl SOMBRERO als Kommandozeilen gesteuertes Programm etwas komplizierter in der
Bedienung ist und eine gewisse Einarbeitung erfordert, ist die Darstellung der Ergebnisse
sehr benutzerfreundlich gestaltet und die automatisierte Vorauswahl der signifikantesten
Motive halt den Output in einem praktikablen Rahmen.
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WeederH

WeederH stellt eine Weiterentwicklung des Weeder Algorithmus dar, der speziell fir die
Identifizierung von Motiven in einer Reihe von Sequenzen co-regulierter Gene entwickelt
wurde (Pavesi et al.,, 2004). Diese urspringliche Programm-Version hat in einer
vergleichenden Studie von 13 Motiv-Vorhersage-Programmen die besten Resultate erbracht
(Tompa et al., 2005). Die von uns eingesetzten Sequenzen sind im Ergebnisteil aufgefihrt.
WeederH verlangt auRerdem noch eine konkrete Angabe zur genomischen Lage der
eingesetzten Sequenzen (upstream-Sequenzen in unserem Fall).

Die von WeederH identifizierten Motive lassen sich als track im UCSC Genome Browser
anzeigen (Abb. 5.7.). In der Abbildung ist auch der bereits vorgestellte Konservierungs-track
mit angewahlt, in der oberen Halfte ist die Lage der identifizierten Motive durch Balken
markiert, dabei zeigt die dunkelste Schattierung die héchste Signifikanz an. Eine Liste der
ermittelten Motive wird aulterdem als Text-Datei zur Verfligung gestellt, sortiert nach der von
WeederH ermittelten Signifikanz der Motive. Fir eine Abschatzung der Signifikanz eines
Motivs gibt WeederH flr jedes Motiv eine Punktzahl an, die auf der Grundlage verschiedener
statistischer Werte (z.B. Hintergrund-Haufigkeit, erwartete Treffer) kalkuliert wird. In der
Abbildung sind die finf besten Motive entsprechend beschriftet. Mit besonders hohen
Punktzahlen stechen Motiv 1 (39.1438) und 2 (19.0047) hervor (der Wert fur Motiv 3 liegt bei
unter 10).

chr3L: 19331768[ 193315688] 1a331968] 19332a68] 193321 88]
SErashfmartin, technauEun i—koe 1n, de_1198145242735, Tt bed
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19, 6847 EmrAOtit 2
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Abbildung 5.7.: WeederH - Darstellung der Ergebnisse im UCSC Genome Browser.

Die Bedienung von WeederH ist sehr einfach. Die Ergebnisse werden zwar nur in sehr
simpler Form prasentiert, aber die Mdglichkeit der Anzeige im UCSC Genome Browser
gestattet daflir weitere Informationen, wie zum Beispiel Daten beziglich der Konservierung,
parallel anzuzeigen. Leider gibt WeederH keine Konsensus-Sequenzen fiur die ermittelten
Motive an, so dass diese gegebenenfalls selbst erstellt werden missen.

150



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste Teil befasst sich mit der
Transkriptionsregulation des Gens pipe, dessen spezifische Expression in ventralen
Follikelzellen der Eikammer fur die Bildung der dorsoventralen Achse des Drosophila-
Embryos entscheidend ist. Die Repression der pipe Expression in dorsalen Follikelzellen
hangt von der Aktivierung des EGF-Rezeptors durch den, in der Oocyte asymmetrisch
lokalisierten, TGF-a artigen Liganden Gurken ab. Der Einfluss verschiedener Kandidaten der
pipe Transkriptionsregulation wurde von uns mittels klonaler Analyse getestet. Dabei zeigte
sich, dass alle EGFR-regulierten Transkriptionsfaktoren, fir die eine mdgliche Rolle bei der
Kontrolle der pipe Expression vermutet worden ist, nicht fir die EGFR-Signal vermittelte,
dorsale Repression von pipe verantwortlich sind. Parallel zu diesen Experimenten wurde die
cis-regulatorische Region von pipe auflerdem mit Hilfe bioinformatischer Methoden,
basierend auf der evolutionaren Konservierung funktionaler Elemente (phylogenetic
footprinting), sowie durch die Analyse einer Reihe von Promotor-Reporter-Konstrukten
untersucht. Dadurch konnten wir ein cis-regulatorisches Element von 31bp identifizieren,
welches flr die dorsale Repression von pipe eine essentielle Rolle spielt. In
Gelretardationsexperimenten konnten wir in vitro eine spezifische Bindung von Proteinen aus
Extrakten von Ovarien an dieses Element nachweisen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Analyse der KASH (Klarsicht/Anc-1/Syne
Homologie)- und SUN (Sad1/UNC-84)-Doméanen-Proteine in Drosophila. KASH-Domanen-
Proteine anderer Organismen lokalisieren an der duReren Kernmembran und spielen unter
anderem eine Rolle bei der VerknlUpfung des Zellkerns mit Cytoskelett-Elementen; wir waren
daher insbesondere an einer moglichen Funktion dieser Proteine bei der Kernpositionierung
in der Oogenese interessiert. In C elegans und in Vertebraten hangt die Membran-
Lokalisation der KASH-Proteine von einer direkten Interaktion mit den SUN-Proteinen ab, die
in der inneren Kernmembran lokalisiert sind. In Drosophila findet man zwei KASH-Proteine,
Msp-300 und Klarsicht (Klar), sowie zwei SUN-Proteine CG18584/CG3287 (auch Klaroid,
Koi) und CG6589, von denen CG6589 jedoch nur in Mannchen exprimiert wird. Bisher ist nur
Klar intensiv untersucht worden, welches unter anderem eine Rolle bei der Kernwanderung
wahrend der Augenentwicklung spielt. Wir haben Deletionen von Msp-300 und
CG18584/CG3287 generiert. Die Gesamtdeletion von Msp-300 flhrt zu larvaler Letalitat,
Teildeletionen deuten darauf hin, dass Msp-300-Protein-Isoformen ohne eine KASH-Domane
in Drosophila eine essentielle Funktion haben. Msp-300 und Klar werden wahrend der
Oogenese exprimiert und lokalisieren in den N&hrzellen und der Oocyte an der Kernhlle.
Der gleichzeitige Funktionsverlust beider KASH- Proteine hat jedoch keine Auswirkungen auf
die Oogenese. Damit konnten wir eine frihere Veroffentlichung widerlegen, die eine Funktion
von Msp-300 bei der Positionierung der Nahrzellkerne aufzeigt. Die Deletion des SUN-
Homologs CG18584/CG3287 fihrt zu einem Verlust der Kernmembran-Lokalisation beider
KASH-Proteine. Die Funktion der SUN-Proteine bei der Lokalisation der KASH-Proteine ist
somit auch in Drosophila konserviert. Die Deletion des SUN-Domanen-Homologs ist
semilethal und homozygote Fliegen zeigen einen klar-identischen Augenphanotyp, die
Oogenese ist in homozygoten Weibchen jedoch nicht betroffen. Auch CG18584/CG3287 hat
somit keine essentielle Funktion in der Oogenese.
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Abstract

This thesis is subdivided into two parts. The first part deals with the transcriptional regulation
of the gene pipe, whose specific expression in the ventral follicle cells of the egg chamber is
crucial for the establishment of the dorsoventral axis of the Drosophila embryo. The
repression of pipe in dorsal follicle cells depends on the activation of the EGF receptor
(EGFR) in these cells by the TGF-a like ligand Gurken, which is localised asymmetrically
inside the oocyte. We have tested the influence of several candidates for the transcriptional
regulation of pipe via clonal analysis. By these means, we have been able to show that all
EGFR regulated transcription factors which have been assumed to play a role in the control
of pipe expression, are not involved in the EGFR mediated dorsal repression of pipe. Parallel
to these experiments we have analysed the cis-regulatory region of pipe by using
bioinformatical methods, based on the evolutionary conservation of functional elements
(phylogenetic footprinting), and additionally by the analysis of several promoter reporter
constructs. This approach led to the identification of a 31 bp cis-regulatory element which
plays a crucial role in the dorsal repression of pipe. In a band shift assay we could
demonstrate that proteins from ovarian extracts bind specifically to this element.

The second part of the thesis deals with the analysis of the KASH (Klarsicht/Anc-1/Syne
Homologie) and SUN (Sad1/UNC-84) domain proteins in Drosophila. KASH domain proteins
of other organisms localise to the outer nuclear membrane and play a role among others in
the connection of the nucleus with cytoskeletal elements. Thus, we were especially
interested in a possible function of these proteins in nuclear positioning during oogenesis. In
C elegans and vertebrates the membrane localisation of the KASH proteins depends on a
direct interaction with the SUN proteins, which localise at the inner nuclear membrane. In
Drosophila two KASH proteins - Msp-300 and Klarsicht (Klar) - have been identified, as well
as two SUN proteins, namely CG18584/CG3287 (synonym Klaroid, Koi) and CG6589, of
which CG6589 is only expressed in males. So far only Klar has been intensively investigated,
which plays a role among others in nuclear migration during eye development. We generated
deletions of Msp-300 and CG18584/CG3287. The complete deletion of Msp-300 leads to
larval lethality, partial deletions indicate that Msp-300 isoforms without a KASH domain have
an essential function in Drosophila. Both Msp-300 and Klar are expressed during oogenesis
and localise in the nurse cells and the oocyte at the nuclear envelope. However the
concomitant loss-of-function of both KASH-proteins has no effect on oogenesis. Thus we
could disprove an earlier publication which described a function for Msp-300 in the
positioning of the nurse cell nuclei. The deletion of the SUN homolog CG18584/CG3287
leads to the loss of the correct localisation of both KASH proteins at the nuclear membrane.
Hence the requirement of the SUN proteins for the localisation of the KASH proteins is
conserved in Drosophila. The deletion of the SUN domain homolog is semilethal and
homozygous flies show an eye phenotype identical to klar, however oogenesis is not affected
in homozygous females. Thus also CG18584/CG3287 has no essential function in
oogenesis.
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