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Einleitung

1. Einleitung

Die Taufliege Drosophila melanogaster ist in der Biologie eines der best untersuchten
Modellorganismen. Auf Grund seiner kurzen Generationszeit von nur 10 Tagen und seiner
grolen Anzahl von Nachkommen hat sich Drosophila besonders zur Durchfiihrung grof3
angelegter genetischer Screens zur Identifizierung von Genen und deren Funktion wahrend
der Entwicklung bewahrt. Hierfir kann auf eine Vielzahl molekularer und genetischer
Techniken zurlickgegriffen werden, wie der Adaption des aus Saccharomyces cerevisiae
stammenden FLP/FRT Rekombinationssystems zur Generierung von mitotischen Klonen in
Zellen und des UAS/Gal4-Systems zur zell- und gewebespezifischen Expression von Genen
(Fischer et al., 1988; Golic et al., 1991; Brand und Perrimon, 1993; Xu und Rubin, 1993).
Durch diese Techniken kann der multizellulare Organismus Drosophila phanotypisch nach
Mutationen in nahezu jeder Zelle in jedem Stadium der Entwicklung untersucht werden. Seit
dem Jahr 2000 ist das Drosophila Genom durchsequenziert: Es umfasst ca. 13000 Gene
(Adams et al., 2000; Rubin et al., 2000). Trotz der frihen evolutionédren Trennung vor ca. 700
Millionen Jahren sind viele entwicklungsbiologische Prozesse, wie z.B. die Bildung der
dorso-ventralen Achse im Embryo oder der Wnt Signaltransduktionsweg zwischen
Drosophila und Vertebraten, konserviert (Holley et al., 1995; Logan und Nusse, 2004). Fur
mindestens 62% der bekannten Krankheitsgene im Menschen lassen sich homologe Gene in
Drosophila finden (Fortini et al., 2000; Rubin et al., 2000). Daher wird Drosophila auch als
Modell zur Erforschung zahlreicher Krankheiten, wie z.B. Parkinson oder Alzheimer,

eingesetzt (Bilen und Bonini, 2005; Sang und Jackson, 2005).

Ein weiteres aktuelles Gebiet zellbiologischer Forschung ist die Entstehung und Etablierung
von Polaritat in Zellen. Das Verhalten der polarisierten Zelle ist von der asymmetrischen
Verteilung der Proteine innerhalb der Zelle abhangig. Diese spezifische Verteilung erfolgt oft
schon Uber die Lokalisierung der entsprechenden mRNA. Die Zellpolaritat Iasst sich wahrend
der Oogenese von Drosophila gut untersuchen. Denn bereits die Lokalisierung von drei
verschiedenen mRNA an unterschiedlichen Positionen in der Oocyte entscheidet Uber die
spatere korrekte Ausbildung der beiden Hauptachsen des Embryos (St Johnston, 1995; van
Eden und St Johnston, 1999; Riechmann und Ephrussi, 2001; Huynh und St Johnston, 2004;
St Johnston, 2005; Steinhauer und Kalderon, 2006).
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1.1 Die Oogenese von Drosophila melanogaster

Das adulte weibliche Fortpflanzungsorgan von Drosophila besteht aus zwei Ovarien, die je
ca. 16 Ovariolen enthalten. Die Ovariolen setzen sich aus dem Germarium und dem
Vitellarium zusammen. Das anterior gelegene Germarium beherbergt die Stammzellen der
Keimbahn und der somatischen Follikelzellen und ist der Entstehungsort der Eikammern. Die
sich zum fertigen Ei entwickelnden Eikammern wandern im Vitellarium zum posterior
gelegenen Uterus. Die Eikammern bestehen aus dem somatischen, einschichtigen
Follikelepithel und den Zellen der Keimbahn. Das einschichtige Follikelepithel umhiillt dabei
schitzend die Keimbahn und sekretiert spater die Eihillen. Die Keimbahn besteht aus der
Oocyte, der spateren Eizelle, und den Nahrzellen. In den Nahrzellen werden groRe Mengen
an Proteinen und mRNA produziert und in die Oocyte transportiert. Die Entwicklung der
Eikammern zum fertigen Ei lasst sich auf Grund von spezifischen morphologischen
Eigenschaften in 14 Stadien (Abb. 1) unterteilen (King, 1970; Mahowald und Kambysellis,
1980; Spradling, 1993). Hierbei definiert Stadium 1 die neu gebildete Eikammer und Stadium
14 das reife Ei.

Stadium 11
Stadium 8

Stadium 12
Stadium 9 «&"

Stadium 13
Stadium 10A

-

Stadium 10B - . Stadium 14

Abb. 1: Entwicklung der Eikammern in Drosophila melanogaster.
Lichtmikroskopische Aufnahme unterschiedlich reifer Stadien von Eikammern. Abb. modifiziert nach
King (1970).

Das fertige Drosophila Ei ist oval und hat eine Lange von ca. 0,5 mm sowie einen
Durchmesser von ca. 0,2 mm. Die ventrale Seite ist konkav, wahrend die dorsale Seite leicht

abgeflacht ist. Auf der anterioren Seite liegt die Mikropyle, durch die die Spermien eintreten.
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Posterior befindet sich die Aeropyle. Auf der dorsalen Seite befinden sich zwei filamentdse
Anhange, die der Sauerstoffaufnahme dienen, sowie das Operculum, der Schlupfort der

Larve.

1.2 Spezifizierung und Positionierung der Oocyte

Die Oogenese beginnt im anterioren Bereich des Germariums durch die asymmetrische
Zellteilung einer Stammzelle, die zur Bildung einer neuen Stammzelle und eines
Cystoblasten flhrt (Abb. 2: 1) (Deng und Lin, 1997). Der Cystoblast durchlauft vier mitotische
Teilungen mit unvollstandiger Cytokinese und bildet eine 16-zellige Cyste. Die 16 Zellen der
Cyste sind durch cytoplasmatische Briicken, die sog. Ringkanale, miteinander verbunden
(Abb. 2: 1) (Spradling, 1993). Die beiden Zellen, die liber vier Ringkanale verfiigen, werden
zu Pro-Oocyten und treten in die Meiose ein (Abb. 2: 2a). Eine der Pro-Oocyten entwickelt
sich zur Oocyte (Abb. 2: 2b). Die andere Pro-Oocyte und die Ubrigen 14 Zellen der Cyste
entwickeln sich zu den polyploiden Nahrzellen. Bei der Spezifikation der Oocyte ist die
asymmetrische Segregation des Fusoms wahrend der vier mitotischen Teilungen
entscheidend. Das Fusom ist ein vesikuldres Organell reich an Cytoskelett-Proteinen und
Dynein, das die Zellen der Cyste durch die Rinkanale verbindet (Lin et al., 1994; de Cuevas
et al.,, 1996). Bei der Mitose ist das urspringliche Fusom immer mit einem Pol der
mitotischen Spindel assoziert, wahrend auf der gegenlberliegenden Seite, im neu gebildeten
Ringkanal, sich neues Fusomenmaterial bildet (Storto und King, 1989; de Cuevas und
Spradling, 1998). Das neu gebildete Fusomenmaterial fusioniert dann mit dem schon
existierenden Fusom. Das urspriingliche Fusomenmaterial endet folglich immer in einer der
beiden Pro-Oocyten. Aus dieser Pro-Oocyte soll sich dann nach der heute gultigen
Lehrmeinung die Oocyte entwickeln (de Cuevas und Spradling, 1998; Huynh und St
Johnston, 2004).

Das Fusom reguliert zudem die Bildung eines polarisierten Mikrotubuli-Netzwerks, welches
nach dem Abbau des Fusoms die Zellen der Cyste miteinander verbindet (Theurkauf et al.,
1992; Grieder, et al., 2000; Bolivar et al., 2001). In der Region 2b des Germariums kommen
die Minus-Enden der Mikrotubuli in der Oocyte zu liegen (Abb. 2). Die weitere Spezifizierung
der Oocyte erfolgt durch die Akkumulation der Centrosomen sowie oocyten-spezifischer
mRNA und Proteine zunachst in beiden Pro-Oocyten und schlie3lich in der zuklnftigen
Oocyte (Huynh und St Johnston, 2004).
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Abb. 2: Spezifizierung der Oocyte.

Schematische Darstellung des Germariums mit der Spezifizierung der Oocyte aus den Stammzellen.
Das Germarium lasst sich in die vier Regionen 1, 2a, 2b und 3 unterteilen. In Region 1 des
Germariums (links) teilt sich der aus den Stammzellen hervorgegangene Cystoblast in vier mitotischen
Teilungen mit unvollstandiger Cytokinese in eine Cyste. Die 16 Zellen der Cyste sind durch
cytoplasmatische Briicken miteinander verbunden, durch die sich das Fusom (rot) zieht. In Region 2a
findet die Selektion der Pro-Oocyten (rosa) statt. Die Centrosomen (blaue Punkte), mRNA und
Proteine (griin) akkumulieren zunachst in den beiden Pro-Oocyten und schlief3lich in Region 2b in der
Oocyte (gelb). Die Minus-Enden der Mikrotubuli (blau) befinden sich nun in der Oocyte, wahrend die
Plus-Enden der Mikrotubuli durch die Ringkanale in die Nahrzellen ragen. Zudem wandern die
somatischen Follikelzellen (grau) ein und umschlieRen die Cyste. Auf dem Weg zur Region 3 des
Germariums erfolgt die posteriore Positionierung der Oocyte innerhalb der sich bildenden Eikammer.
Gleichzeitig lokalisieren die Minus-Enden der Mikrotubuli und spezifische cytoplasmatische
Komponenten am posterioren Kortex. Abb. modifiziert nach Huynh und St Johnston (2004).

Nach der Spezifizierung der Oocyte wird diese innerhalb der Cyste posterior zu den
Nahrzellen positioniert (Gonzalez-Reyes und St Johnston, 1994). In Region 2a/b wird die
Cyste durch die einwandernden somatischen Follikelzellen umschlossen (Abb. 2) (Margolis
und Spradling, 1995). Die posteriore Positionierung der Oocyte erfolgt dann durch die
transiente Hochregulierung der Expression des Adhasionsmolekiils Cadherin sowohl in der

Oocyte als auch in den posterioren Follikelzellen (Godt und Tepass, 1998; Gonzalez-Reyes
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und St Johnston, 1998). Die nun fertige Eikammer verlasst das Germarium und tritt in das

Vitellarium ein, in dem die Eikammer auf dem Weg zum Uterus zum fertigen Ei heranreift.

1.3 Polarisierung der Oocyte und Ausbildung der Achsen

Die Etablierung der anterior-posterioren (AP) Achse und der dorso-ventralen (DV) Achse des
Drosophila Embryos erfolgt wahrend der Oogenese durch die Polarisierung des Mikrotubuli-
Cytoskeletts der Oocyte und der darauf folgenden spezifischen Lokalisation dreier mRNA.
Dieser Prozess erfordert den Austausch von Signalen zwischen der Oocyte und dem

umschlieenden Follikelepithel. Dieser Vorgang ist in Abb. 3 dargestellt.

Oocyte

Oocytenkern T

1.Gurken ¥ <>
Signal =
—_— A P

terminale |
Follikelzellen = 7, posteriore

" e\ Follikelzellen

Mikrotubuli :
D 2. Gurken

Abb. 3: AP und DV Achsenbildung.

Schematische Darstellung der posterioren Region einer Eikammer. (1.) Das erste Grk Signal in den
Stadien 5-6 flihrt zur Spezifizierung der terminalen Follikelzellen in posteriore Follikelzellen. (2.) Die
posterioren Follikelzellen geben ein noch unbekanntes Signal an die Oocyte zurick, was zur
Umstrukturierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts und der Ausbildung der AP Achse fiihrt. (3.) In den
Stadien 6-7 wandert der posterior gelegene Oocytenkern zur anterior-dorsalen Seite der Oocyte, wo
(4.) das zweite Grk Signal in den Stadien 9-10 die DV Achsenbildung initialisiert. Abb. modifiziert nach
Anderson (1995).
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In den frGhen Stadien der Oogenese befindet sich das Mikrotubuli-Organisationszentrum
(MTOC) und somit die Minus-Enden der Mikrotubuli am posterioren Ende der Oocyte,
wohingegen die Plus-Enden in die Nahrzellen hineinreichen (Abb. 3: 1.) (Theurkauf et al.,
1992). Entlang dieses Mikrotubuli-Netzwerks werden mRNA und Proteine mittels des
Dynein-BicD-Egl-Komplexes aus den Nahrzellen in die Oocyte transportiert (Bullock und Ish-
Horowicz, 2001). Hierbei ist die zunachst posteriore Lokalisation der gurken (grk) mRNA und
des Grk Proteins in der Oocyte von entscheidender Bedeutung. Das Gen grk kodiert flr
einen sekretierten TGF-a-artigen (transforming growth factor-a-like) Liganden (Neuman-
Silberberg und Schipbach, 1993), welcher den in den Follikelzellen exprimierten EGF-
Rezeptor (epidermal growth factor receptor) aktiviert (Livneh et al., 1985; Wadsworth et al.,
1985; Schejter et al., 1986; Shilo et al., 1986; Price et al., 1989). In den Stadien 5-6 erfolgt
das erste Grk Signal (Abb. 3: 1.) aus der Oocyte, welches die angrenzenden somatischen
Follikelzellen zu posterioren Follikelzellen determiniert (Gonzalez-Reyes et al., 1995; Roth et
al., 1995). Ein noch unbekanntes Signal (Abb. 3: 2.) dieser posterioren Zellen an die Oocyte
in den Stadien 6-7 flhrt dann zum Zusammenbruch des posterioren MTOC und zur
Neuausrichtung des Mikrotubuli-Cytoskeletts in der Oocyte (Abb. 3: 3.) (Theurkauf et al.,
1992).

Obwohl bisher kein direktes Signal von den posterioren Follikelzellen an die Oocyte
nachgewiesen werden konnte, geben u. a. Arbeiten an den Genen merlin, lamininA, Dlar und
dystroglycan Hinweise auf die Existenz dieses Signals (Deng und Ruohola-Baker, 2000;
Frydman und Spradling, 2001; MacDougall et al., 2001; Poulton und Deng, 2006). So fuhrt
das Ausschalten der Gene in den posterioren Follikelzellen zu Polarisationsdefekten in der
Oocyte. Dagegen haben die Gene keinen Einfluss auf die Differenzierung der posterioren
Follikelzellen. Dies deutet darauf hin, dass das erste Grk Signal von den terminalen
Follikelzellen erkannt und umgesetzt werden kann, die Weiterleitung des Signals an die
Oocyte aber ausbleibt. Das in den Follikelzellen apikal lokalisierte Gen merlin kodiert fiir ein
Protein, das mit der Familie der Ezrin-Radixin-Moesin Protein verwandt ist (McCartney und
Fehon, 1996). Diese Proteine sind an der Verknipfung von Aktinfilamenten an
Transmembranproteine beteiligt (Tsukita et al., 1994; Turunen et al., 1998; Mangeat et al.,
1999). Daher wird angenommen, dass Merlin das unbekannte Signal nach apikal lokalisiert
(MacDougall et al., 2001). Dagegen handelt es sich bei LamininA, Dlar und Dystroglycan um
Komponenten der extrazellularen Matrix (Gutzeit et al., 1991). Hierbei kdnnte das Signal
durch Verstarkung oder Verringerung der Adhasion zwischen posterioren Follikelzellen und

Oocyte an die Oocyte weitergegeben werden (Poulton und Deng, 2007).
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Durch die Umstrukturierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Stadium 7 kommt es zur
Ausbildung eines anterior-posterioren Gradienten von Mikrotubuli, bei dem die Minus-Enden
der Mikrotubuli nun vom anterioren und lateralen Kortex nucleieren, wahrend die Plus-Enden
der Mikrotubli zum posterioren Pol gerichtet sind (Theurkauf et al., 1992; Clark et al., 1994;
1997; Cha et al, 2001; 2002). Wie es zur Bildung der Mikrotubuli am anterioren und lateralen
Kortex kommt, ist weitgehend unverstanden. Verschiedene Komponenten des y-Tubulin-
Ring-Komplexes sowie die Centrosomen-Komponente Centrosomin lassen sich mittels
Antikorperfarbung am gesamten Kortex der Oocyte nachweisen (Cha et al., 2002). Dies
weist darauf hin, dass der gesamte Kortex als Entstehungsort fir Mikrotubuli dienen kann.
Fur die Verankerung der Minus-Enden der Mikrotubuli am Oocytenkortex ist die Struktur des
Aktin-Cytoskeletts bedeutsam (Wang und Riechmann, 2008). Durch die Umstrukturierung
des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Stadium 7 wird zudem die Wanderung des Oocytenkerns
vom posterioren Pol zum anterioren Kortex der Oocyte induziert (Abb. 3: 3.). Die Position
des Oocytenkerns definiert dort die dorsale Seite der Oocyte (Spradling, 1993). Die
verstarkte Akkumulation von MTOC-Markern an der Kernhille weist darauf hin, dass der
Oocytenkern Entstehungsort der Mikrotubuli sein kdnnte (Januschke et al., 2006). Zudem
konnte gezeigt werden, dass nach vollstandiger Depolymerisation der Mikrotubuli in der
Oocyte die Neupolymerisation immer in Assoziation mit dem Oocytenkern steht. Die Autoren
postulieren daher, dass der Oocytenkern Ausgangspunkt fur die Entstehung der Mikrotubuli
ist, die dann von dort entlassen, entlang des Kortex transportiert und verankert werden
(Januschke et al., 2006).

Bei der Lokalisierung der Plus-Enden der Mikrotubuli zum posterioren Pol spielt die Kinase
Par-1 eine entscheidende Rolle. In par-1 mutanten Oocyten nucleieren die Minus-Enden der
Mikrotubuli am gesamten Kortex der Oocyte, wohingegen die Plus-Enden in die Mitte der
Oocyte hineinragen (Shulman et al., 2000; Tomancak et al., 2000). Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass eine Isoform von Par-1, Par-1 N1, schon im Stadium 7 mikrotubuli-unabhangig
am posterioren Pol lokalisiert wird (Doerflinger et al., 2006). Es wird postuliert, dass Par-1 N1
dort fur die erste Rekrutierung der Plus-Enden der Mikrotubuli nach posterior zustandig ist.
Dadurch kénnen geringe Mengen von oskar (osk) mRNA posterior lokalisiert und translatiert
werden, Osk Protein rekrutiert dann weiteres Par-1 nach posterior. Dies soll dann zu einer
positiven Rickkopplung fihren, indem mehr posteriores Par-1 mehr positive Plus-Enden
nach posterior zieht und somit mehr osk mRNA posterior lokalisiert werden kann (Doerflinger
et al., 2006; Zimyanin et al., 2007).

Gleichzeitig mit der Wanderung des Oocytenkerns im Stadium 7 zum anterioren Pol der

Oocyte wird die grk mRNA zwischen Oocytenkern und anteriorem Kortex lokalisiert
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(Neuman-Silberberg und Schiipbach,1993). Dort erfolgt dann das zweite Grk Signal (Abb. 3:
4.) an die umgebenden Follikelzellen, welches die Bildung der DV Achse initialisiert
(Gonzalez-Reyes et al., 1995; Roth et al., 1995).

1.4 Spezifische Lokalisierung von mRNA bei Achsenbildung

Die Polarisierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts fuhrt neben der Lokalisierung der grk mRNA
auch zur spezifischen Lokalisierung der osk mRNA und bicoid (bcd) mRNA (Abb. 4). Am
posterioren Pol der Oocyte wird die osk mRNA positioniert, wo sie die Bildung des
Polplasmas induziert (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991). Das Polplasma enthalt
Determinanten, die fir die Bildung des Abdomens und der Keimbahn gebraucht werden
(Ephrussi und Lehmann, 1992). Dagegen wird die bcd mRNA anterior lokalisiert und definiert
dort nach der Fertilisation durch die Bildung eines Morphogen-Gradienten von Bcd Protein
den Kopf und den Thorax des Embryos (St Johnston et al., 1989; Driever, 1993). Mutationen
in osk bzw. bcd fihren zum Verlust der posterioren bzw. anterioren Strukturen im Emryo.
Dagegen fuhrt die Missexpression von Osk bzw. Bcd zur ektopischen Ausbildung von
posterioren bzw. anterioren Strukturen (Ephrussi und Lehmann, 1992). Daher ist die

spezifische Lokalisation der mRNA von essentieller Bedeutung.

Abb. 4: Lokalisierung von mRNA in der
Oocyte

Schematische Darstellung der posterioren
Region einer Eikammer im Stadium 9. Mit
der Polarisierung des Mikrotubuli-
Cytoskeletts im Stadium 7 erfolgt der
Transport und die Lokalisierung der mRNA
osk (grun), bcd (blau) und grk (pink) zum
posterioren, anterioren bzw. anterior-
dorsalen Pol der Oocyte. Der Transport
erfolgt  Ober  vermutlich  verschiedene
Populationen von Mikrotubuli (grine, pinke,
blaue und gelbe Striche), die vom anterioren
b o Kortex, vom Oocytenkern und dem lateralen
Kortex nucleieren. Abb. modifiziert nach
MacDouaall et al. (2003).

Da die Lokalisierung der grk, bcd und osk mRNA von der Polarisation des Mikrotubuli-
Cytoskeletts abhangt, wird davon ausgegangen, dass diese mRNA durch die minus-end
bzw. plus-end gerichteten Mikrotubuli-Motoren Dynein und Kinesin | nach anterior und

posterior transportiert werden (Clark et al., 1994; Pokrywka und Stephenson, 1995).
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Sowohl der Transport von bcd mRNA zum anterioren Pol der Oocyte als auch der Transport
von grk mRNA in die anterior-dorsale Ecke der Oocyte scheint abhangig von Dynein zu sein.
So fiihrt die Uberexpression von Dynamitin, einer Untereinheit des Dynactin-Komplexes, der
fur die Aktivitat des Dynein entscheidend ist, zur Misslokalisation der grk mRNA (Duncan und
Warrior, 2002; Januschke et al., 2002). Weitere Hinweise liefern Injektionsexperimente von
fluoreszenter grk mRNA in die Oocyte (MacDougall et al., 2003). So wird die injizierte grk
mRNA zunachst nach anterior transportiert und dann in einem zweiten Schritt nach dorsal
zum Oocytenkern. Erfolgt eine Co-Injektion von grk mRNA und Dynein Antikdrper, wird grk
mRNA nicht lokalisiert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen zudem Dynein und grk

mRNA in unmittelbarer Nahe von Mikrotubuli (Delanoue et al., 2007)

Fir die Lokalisation von bcd mRNA wird das Protein Swallow bendtigt. Es bindet direkt an
die leichte Kette der Untereinheit von Dynein (Schnorrer et al., 2000). Ferner konnten Cha et
al. (2001) zeigen, dass injizierte bcd mRNA nur dann korrekt am anterioren Kortex der
Oocyte lokalisiert wird, wenn die injizierte bcd mRNA zuvor mit dem Cytoplasma der
Nahrzellen in Kontakt gekommen ist. Die bcd mRNA bendtigt folglich - im Gegensatz zur grk
mRNA - die Interaktion mit Faktoren aus den Nahrzellen fir die korrekte Lokalisation. Einen
dieser Faktoren stellt das Gen Exuperantia dar (Cha et al., 2001). Die unterschiedliche
Zusammensetzung von Transport-Komplexen erklart auch, wie dasselbe Motorprotein zwei
verschiedene mRNA zu unterschiedlichen Positionen innerhalb der Oocyte transportieren
kann. Zudem wird postuliert, dass es verschiedene Subpopulationen von Mikrotubuli in der
Oocyte gibt, die strukturelle und biochemische Unterschiede durch post-translationale
Modifikationen oder assoziierte Proteine aufweisen kénnen (Abb. 4) (Cha et al.,, 2001;
Schnorrer et al., 2002; MacDougall et al., 2003).

Im Gegensatz zur bed und grk mRNA benétigt die posteriore Lokalisation der osk mRNA das
plus-end gerichtete Motorprotein Kinesin | (Brendza et al., 2000; Duncan und Warrior, 2002;
Palacios und St Johnston, 2002) sowie die Assoziation weiterer Proteine, die mit der osk
mRNA Ribonucleoprotein (MRNP)-Partikel bilden. Eine direkte Assoziation der osk mRNP
mit Kinesin | ist noch nicht gezeigt worden. Es ist daher unklar, ob Kinesin | die osk mRNP
direkt transportiert oder ob es sich eher um einen indirekten Transport handelt. Kinesin |
kontrolliert wahrend der Oogenese alle Bewegungen des Cytoplasmas und kénnte so die
Diffusion der osk mRNA zu einem posterior lokalisierten Anker unterstitzen (Glotzer et al.,
1997; Palacios und St Johnston, 2002).

Eine Reihe von weiteren Genen ist bekannt, die flir die posteriore Lokalisation der osk

mRNA von Bedeutung sind, nachdem das Mikrotubuli-Cytoskelett polarisiert wurde. Das
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dsRNA bindende Protein Staufen (Stau) co-lokalisiert mit der osk mRNA wahrend der
gesamten Oogenese (St Johnston et al., 1991; 1992). In stau Mutanten akkumuliert die osk
mRNA in den frGhen Stadien der Oogenese zwar in der Oocyte, wird aber im Stadium 9 nicht
zum posterioren Pol transportiert, sondern verbleibt im anterioren Bereich der Oocyte
(Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al, 1991).

Ahnliche osk-Phanotypen zeigen hypomorphe Allele von mago nashi (mago) und y14 (auch
tsunagi genannt) (Newmark und Boswell, 1994; Micklem et al., 1997; Hachet und Ephrussi,
2001; Mohr et al., 2001). Auch sie co-lokalisieren mit osk mRNA - wenngleich auch nur
transient - am posterioren Pol im Stadium 9. Mago und Y14 sind Komponenten des Exon-
Exon-Junction-Komplexes (EJC), die speziell an gespleite mRNA binden (Le Hir et al.,
2000; 2001; Kataoka et al.,, 2001; Kim et al., 2001). Fur Hrp48 aus der Familie der
hnRNPA/B (heterogenes nucledres Ribonucleoprotein A/B) konnte gezeigt werden, dass es
direkt an die osk mRNA bindet und wie Stau wahrend der gesamten Oogenese mit osk
mRNA co-lokalisiert (Huynh et al., 2004; Yano et al., 2004). Fur diese und weitere Faktoren
wird postuliert, dass sie gemeinsam mit osk mMRNA dynamische mRNP bilden. Diese mRNP
sind nicht nur fir den Transport der mMRNA zum posterioren Pol verantwortlich, sondern auch
fur die dortige Verankerung der osk mRNA und seine dortige Translation. Wie diese mRNP

gebildet werden und wie die mRNP mit Kinesin | interagiert, ist noch weitgehend unklar.

Die spezifische und gerichtete Lokalisation von grk, bcd und osk mRNA in den Stadien 7-10
ist essentiell fur die Etablierung und Ausbildung der Achsen. Im spaten Stadium 10 andert
sich der Mechanismus der mRNA Lokalisierung aufgrund der erneuten Umstrukturierung des
Mikrotubuli-Cytoskeletts. Das Mikrotubuli-Cytoskelett depolarisiert und bildet kurze, parallel
verlaufende Mikrotubuli entlang des Oocytenkortex (Theurkauf et al., 1992). Die zuvor
ungerichteten Cytoplasma-Bewegungen in der Oocyte werden ab Stadium 10B gerichtet und
funf mal schneller (Gutzeit, 1986; Bohrmann und Biber, 1994). Dieser Prozess wird
,ooplasmic streaming“ genannt. Es wird davon ausgegangen, dass das ,ooplasmic
streaming” durch den Kinesin | gerichteten Transport von Vesikeln entlang den subkortikalen
Mikrotubuli erfolgt (Palacios und St Johnston, 2002; Serbus et al., 2005). Nahezu gleichzeitig
beginnt das Nahrzell-Dumping, bei dem die nun degenerierenden Nahrzellen ihr Cytoplasma
und die darin enthaltenen mRNA und Proteine in die Oocyte entleeren (Gutzeit, 1986). Der
grofite Teil der bcd mRNA wird zu diesem Zeitpunkt anterior lokalisiert und erfordert den
kontinuierlichen und aktiven Transport entlang den Mikrotubuli (Weil et al., 2006). Dagegen
wird die osk mRNA ab Stadium 9 stabil am posterioren Kortex verankert. Bei der
Verankerung sind verschiedene aktin-bindende Proteine und das Osk Protein selbst
erforderlich (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991; Rongo et al., 1995; Tetzlaff et al.,
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1996; Jankovics et al., 2002; Polesello et al., 2002; Babu et al., 2004). Injektionsexperimente
mit osk MRNA in spaten Stadien der Oogenese und Lebendbeobachtungen mit einem Osk-
GFP Fusionsprotein weisen darauf hin, dass die spate Lokalisation der osk mRNA nicht tber
einen gerichteten Transport, sondern durch Diffusion und Abfangen der osk mRNA am

posterioren Pol erfolgt (Glotzer et al., 1997; Snee et al., 2007).

1.5 GFP-Stau-Screen

Zusatzlich zu den oben genannten Genen sind weitere Gene bekannt, die an der
Ausbildung der Polaritat der Oocyte und somit an der Achsenbildung in Drosophila beteiligt
sind. Die Mehrzahl dieser Gene wurde in Screens flur weiblich-sterile und maternal-letale
Mutationen entdeckt (NuUsslein-Volhard et al., 1987; Schipbach und Wieschaus, 1989;
1991). Der Nachteil dieser Screens war, dass sich nur homozygot lebensfahige Mutanten
identifizieren lieRen. Um diesen limitierenden Schritt zu umgehen und essentielle Gene zu
finden, die an der Polarisierung der Oocyte beteiligt sind, wurde ein Screen in
Keimbahnklonen mittels des FLP/FRT/DFS-Systems in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe um Daniel St Johnston (Cambridge, England) in unserem Labor durchgeflihrt
(Januschke, 2001; Huynh, 2002; Martin et al., 2003). Im Folgenden wird der Screen GFP-
Stau-Screen genannt. Die Verwendung des FLP/FRT/DFS-Systems macht es maoglich,
homozygot mutante Keimbahnklone in heterozygoten Muttern zu generieren (Xu und Rubin,
1993; Chou und Perrimon, 1996).

Zur ldentifizierung von mutanten Linien wurde die Lokalisation des Fusionsproteins GFP-
Stau sowie die Position des Oocytenkerns in den mutanten Keimbahnklonen analysiert.
Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein aus GFP und dem in der Keimbahn
essentiellen Stau Protein (Schuldt et al., 1998). Das voll funktionsfahige GFP-Stau co-
lokalisiert mit osk mMRNA am posterioren Pol der Oocyte ab Stadium 9. Seine Lokalisation ist
abhangig von der Polarisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts sowie von der Lokalisation der
osk mRNA am posterioren Pol der Oocyte. Dadurch wird es erméglicht, Stérungen der AP
Polaritat der Oocyte zu detektieren, d. h. es kdnnen Gene identifiziert werden, die am Signal
der posterioren Follikelzellen an die Oocyte beteiligt sind, die die Umstrukturierung und
Polarisierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts kontrollieren bzw. die fir die Lokalisation, den
Transport und die Verankerung von mRNA zustandig sind. Als zusatzlicher Marker wurde die
Positionierung des Oocytenkerns verwendet, da die Misslokalisation des Oocytenkerns auf
mutante Gene schliel3en lasst, die die DV Polaritdt der Oocyte bzw. die Wanderung des

Oocytenkerns selbst regulieren.
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In der Arbeitsgruppe um St Johnston wurde nach Mutationen auf dem dritten Chromosom
sowie auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms gesucht (Huynh, 2002; Martin et al.,
2003). In unserem Labor wurde der GFP-Stau-Screen fiir den rechten Arm des zweiten
Chromosoms (2R) durchgefiihrt (Januschke, 2001). Von 5429 EMS (Ethylmethylsulfat)
mutagenisierten Linien wurden 65 homozygot letale Mutationen identifiziert. Durch Kreuzen

der Linien untereinander konnten sieben Komplementationsgruppen identifiziert werden.

Unter den mutanten Linien konnten bisher vier Gene identifiziert werden: vier Allele fur das
Motorprotein Kinesin | (Januschke et al., 2002), ein Allel fir die Serin/Threonin-Kinase Par-1,
zwei Allele fir die 1-Phosphatidylinositol-4-Phosphat 5-Kinase Skittles (Gervais et al., zur
Publikation eingereicht) und ein Allel fur das ATF7IP/MCAF/AM-Protein Ebu gogo (Niccoli et

al., zur Publikation eingereicht).

1.6 Zielsetzung

Die Bildung der AP und der DV Achsen in Drosophila melanogaster manifestiert sich bereits
wahrend der Oogenese durch die Polarisierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts und der
anschlielenden spezifischen Lokalisierung von mRNA in der Oocyte. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Identifizierung von neuen Genen, die an der Oocytenpolaritat beteiligt sind.
Speziell sollten die beiden letalen Komplementationsgruppen 32.17/11.229 und 7.460/7.134
aus dem o. a. GFP-Stau-Screen kartiert und phanotypisch charakterisiert werden. Als
Voraussetzung hierfur wurde zunachst eine molekulare Kartierungskarte fur das Chromosom

2R generiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Steinheim) bezogen.

2.1.2 Losungen/Medien

Die verwendeten Lésungen und Medien wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, in

destilliertem H,O (Milli-Q Water Purification System, Millipore, Eschborn) angesetzt.

Ampicillin:

100 mg/ml Stocklésung in 50% Ethanol

Anderson Sammel-Gel 15%:

30% Acrylamid, 1% Bis-Acrylamid, 1,5 M Tris (Tris-[hydroxymethyl]-Aminomethan) pH 8,8,
10% Ammoniumpersulfat (APS), 1% Temed (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
Apfelsaftagar:

40 g Agar, 11 H,0, 333,4 ml handelsublicher Apfelsaft, 16,7 g handelstblicher Zucker, 2,66 g
flissiges Nipagin

BBT1:

1% BSA (Rinder-Serumalbumin), 1% Triton in PBS

BBT2:

1% BSA, 0,3% Triton in PBS

CAPS 10X (51):

110,65 g 3-Cyclohexylamino-1-Propansulfonsaure, 14 g NaOH, pH 11

DAB 20X:

10 mg/ml Diaminobenzidin in Tris/HCI

DEPC-behandeltes H,0O:

2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) auf 1 | H,O, Giber Nacht bei 37°C schiitteln, autoklavieren
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Extraktions-Puffer:
20 mM Hepes pH 7,5, 400 mM NacCl, 0,1 mM EGTA (1,2-Bis-[2-aminoethoxyethan]-N, N, N,

N’-tetraessigsaure), 10% Glycerol, 1X Protein-Inhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim)

Hoyers-Medium:

20 g Glycerin, 30 g Gummi-Arabicum, 200 g Chloralhydrat, 50 ml H,O
Hybridisierungslésung:

5X SSC, 50% Formamid, 50 pl/ml Heparin, 0,2% Tween20, in H,O (DEPC)
Hybridisierungslésung/DNA:

Hybridisierungslésung mit 100 ug/ml Lachs-Sperma DNA

|P-Puffer

40 mM Hepes 2-(4- [2-Hydroxyethyl] -1-piperazino)-ethansulfonsaure, pH 7,5, 300 mM NacCl,
5 mM MgCl,, 500 mM Saccharose, 2X Protein-Inhibitor-Cocktail (Roche)
Ladepuffer (6X):

0,25% Bromophenol, 0,25% Xylan, 15% Ficoll

Laufpuffer:

60 g Tris, 288 g Glycin, 10% w/v SDS 100 ml (10 g), auf 2|

LB-Medium:

1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH 7, autoklavieren

LB-Agar:

LB-Medium, 15 g/l Agar

Maisgrie®agar (10 1):

85 g Agar-Agar, 766 g Maisschrot (Kiper, Oberhausen), 100 g Sojamehl (Edelsoja,
Hamburg), 180 g Trockenhefe (Biospringer, Maisons Alford, Frankreich), 408 g Ribensirup
(Grafschafter Krautfabrik, Meckenheim), 816 g Malzextrakt (Leyh-Pharma GmbH, Trusetal),
150 ml Nipagin-Ldsung, 45 ml Propionsaure

NBT:

75 mg/ml 4-Nitroblau-tetrazolium-chlorid in 70% DMF (Dimethylformamid)

PBS:

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPOQO,, 1,7 mM KH,POy,, pH 7, 2 ml DEPC/1 |, bei 37°C
uber Nacht schitteln, autoklavieren

PBST:

0,1% TritonX100 in PBS

RNA-AP-Puffer:

100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 9,5, 0,2% Tween20

SDS-Poben-Puffer 5X:

300 mM Tris pH 6,8, 32% Glycerol, 10% SDS, 0,5 M DTT (Dithiothreitol), Bromophenol blau
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SOC-Medium (1 1):

20 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Yeast-Extrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml 250 mM KCI, pH 7, 5 ml 2 M
MgCl,, autoklavieren, 20 ml sterile 1M Glukose

SquiB-Puffer:

10 mM Tris pH 8,2, 1 mM EDTA (Ethylendiamin-N, N, N, N'-tetraessigsaure, Dinatriumsalz),
25 mM NacCl

SSC 20X (11):
175 g NaCl, 88 g Natriumcitrat, pH 7, autoklavieren

Stopldsung:

0,2 M Natriumacetat, 1% Essigsaure, pH 6

Strip-Lésung (250 ml):

16,5 ml 1 M Tris pH 6,8, 50 ml 10% SDS, 1,8 ml R-Mercapthoethanol
TAE 50X (1 1):

242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8

TBS:

25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl

TE-Puffer:

10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA

Transferpuffer:

10% Methanol, 10 mM CAPS-NaOH pH 11

Trenngel:

30% Acrylamid, 1% Bis-Acrylamid, 1,5 M Tris pH 6,8, 10% APS, 1% Temed
tRNA:

20 mg/ml tRNA aus der Backerhefe (Roche)

T1BS:

0, 1% Tween in TBS

Wasch-Puffer:

20 mM Hepes pH 7,5, 400 mM NaCl, 0,01% BSA, 0,5% Triton, 0,5% NP40, 1X Protein-
Inhibitor-Cocktail (Roche)

X-Gal:

100 mg/ml Stocklésung in DMF

X-Phosphat:
50 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat in DMF
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2.1.3 Antikorper, Farbstoffe, Seren

Folgende Antikérper wurden mit den angegebenen Konzentrationen fir Antikérperfarbungen

an Ovarien und Western Blots (W) verwendet:

Priméare Antikdrper:

Anti-1D12 (Gurken) aus Maus, 1:100 (Developmental Studies Hybridoma Bank)
Anti-Aktin aus Kaninchen, 1:10000 (W) (Sigma)

Anti-RGal aus Kaninchen, 1:1000 (Cappel)

Anti-Barentsz aus Kaninchen, 1:50 (van Eden et al., 2001)

Anti-Digoxygenin aus Schaf, 1:50 (Boehringer, Mannheim)
Anti-Digoxygenin-Alkalische-Phosphatase aus Maus 1:5000 (Dianova, Hamburg)
Anti-FMIP (Thoc5) aus Ziege 1:50/1:250 (W) (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-GFP aus Maus, 1:500 (W) (Roche)

Anti-GFP aus Kaninchen, 1:100 (Roche)

Anti-Hamagglutinin (HA) aus Ratte, 1:500 (W) (Roche)

Anti-Hpr1 aus Ratte 1:50 (Rehwinkel et al., 2004)

Anti-Lamin (T40) aus Maus, 1:50 (Buchenau et al., 1997)

Anti-Mago-nashi aus Kaninchen, 1:50 (Hachet und Ephrussi, 2001)

Anti-Oskar aus Kaninchen, 1:100/1:1000 (W) (Markussen, et al., 1995)
Anti-Tho2 aus Ratte 1:50 (Rehwinkel et al., 2004)

Anti-Tyr-Tubulin aus Ratte 1:1000 (SeroTec, Dusseldorf)

Anti-Y14 aus Ratte, 1:50/1:5000 (W) (Hachet und Ephrussi, 2001)

Sekundare Antikorper:

Anti-Maus-Alexa488 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen, Karlsruhe)
Anti-Maus-Alexa555 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen)

Anti-Maus-HRP aus Ziege, 1:2000 (W) (Dianova)
Anti-Ratte-Alexa488 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen)
Anti-Ratte-Alexa555 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen)

Anti-Ratte-HRP aus Ziege, 1:1000 (W) (Amersham, Braunschweig)
Anti-Kaninchen-Alexa488 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen)
Anti-Kaninchen-Alexa555 aus Ziege, 1:400 (Invitrogen)
Anti-Kaninchen-HRP aus Ziege, 1:1000 (W) (Dianova)

Farbstoffe und Seren:
Phalloidin-Rhodamin, 1:200 (Invitrogen)
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Phalloidin-FITC, 1:200 (Invitrogen)
Ziegenserum (Dianova)

Rinder-Serumalbumin (Sigma)

2.1.4 Fliegenstamme

Die hier aufgefihrten Stdmme sind, wenn nicht anders gekennzeichnet,

aus der

Stammsammlung von Prof. Dr. Siegfried Roth (Institut fir Entwicklungsbiologie, Universitat

K8In).

Mutante Stamme aus dem GFP-Stau-Screen:

32.17: dp FRT42B G13/ CyO
11.229: dp FRT42B G13/ CyO
7.460: dp FRT42B G13/ CyO
7.134: dp FRT42B G13/ CyO

Stamme zur Kartierung

al dp®' b1 pr1 Bl ¢ px sp/ CyO Stammsammlung Tubingen
,cpxsp*: al dp® b pr cn vg ¢ a px bw mi sp/ Stammsammlung Tubingen

CyO isogenised 2002
FRT42B/CyO: dp FRT42B G13/ CyO St Johnston, Cambridge, England
FRT42B: w’; dp FRT42B G13/ St Johnston, Cambridge, England

dp FRT42B G13
P{ry[+t7.2]=neoFRT}42D bw[1]
G-salpha60A[R60]/ SM6b, P{eve-lacZ8.0}SB1 Bloomington

Rekombinante Stamme zur Kartierung von 32.17/11.229
1-43 -cpx+/CyO diese Arbeit
1-45 FRT++sp/CyO diese Arbeit

Rekombinante Stamme zur Kartierung von 7.460/7.134
1-100 FRTcpxsp/CyO diese Arbeit

Defizienzte Stamme
596: Df(2R)stan2, b[1] pr[1] P{ry[+t7.2]=neoFRT}42D/

CyO Bloomington
1545: Df(2R)eve, cn[1]/CyO Bloomington
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1702: Df(2R)X1, Mef2[X1]/CyO, Adh[nB]
1719: Df(2R)X3/CyO, Adh[nB]

1743: w[1118]; Df(2R)B5, px[1] sp[1]/CyO, Adh[nB]

5425: w[*]; Df(2R)12/CyO

6864: y[1] w[67c23]; Df(2R)01D09Y-M073/SM6a
6863: y[1] w[67c23]; Df(2R)01D09Y-M092/SM6a
6862: y[1] w[67c23]; Df(2R)01D09Y-M186/SM6a

d03029: P{XP}d03029

d03191: P{XP}d03191

€00053: PBac{RB}CG2264e00053
€00439: PBac{RB}CG2264[€00439]
€01890: PBac{RB}e01890

€01891: PBac{RB}e01891

€02270: PBac{RB}e02270

€03010: PBac{RB}CG18445[e03010]
e04167: PBac{RB}e04167
EX3191-1890

EX3191-53

EX3191-439

EX3191-2270

EX3191-3010

EX3191-4167

EX3029-1891

Stdmme zur Generierung von Keimbahnklonen

stauGFP hs flp; L/ CyO
hs flp; sp/SM6; TM6
P(w+ FRT42B w+ ovoD1)/
MS(2) M(1) wg sp-1/ CyO

thoc5-transgene Stamme

1A w; Gla/ CyO; mtubGFP-thoc5 w+/ TM2
16D w; Gla/ CyO; pUASP2::thoc5 w+/ TM2
2B w; Gla/ CyO; pUASP2::HA-thoc5 w+/ TM2

St Johnston, Cambridge, England

Bloomington

St Johnston, Cambridge, England

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Bloomington
Bloomington
Bloomington
Bloomington
Bloomington
Bloomington
Bloomington
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
Harvard Exelixis
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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Sonstige Stamme

W

w’; Gla/ CyO; MKRS/ TM2

tub Gal4 VG10/ TM3 Sb

w; Bl/ CyO; nos Gal4 Sb/ TM6 Hu

mtub Gal4 VP16; Sco/ CyO

GFP 342 GFPmago 4.1M St Johnston, Cambridge, England

2.1.5 Oligonucleotide

Die Synthese der Oligonucleotide wurden bei den Firmen Eurogentec (Koln) und

Sigma-Aldrich (Steinheim) in Auftrag gegeben.

PLP Oligonucleotide

Bezeichnung

der Oligonucleotide Sequenz der Oligonucleotide 5’-3’

ROO8L GAGACGCGACACAGTTGCACAGA

RO0O8R ACCGCCTTTCAACACCTTCAACAAA

RO17L CTCGACGGTGGGCTGAGATATGAA

RO17R TCAACAAACGAAGGAGAGGAAGGAGTG
RO36L CGAACTCAAGGCACCGAATACGAAA
RO36R TGAATGCAAATTGAAACGCAGCAAG

RO39L CATCGCCGTTCTGCGTTTCAGTTT

RO39R GCCCGCCATTGTTGTTGCTCTTT

R0O46L CCCAACTGAGGGAGCTGCGCTAT

R0O46R GCTTTCCCCATTTTCCCTACCCATTT

RO68L TCACCCTTAAATAGTTTGTGTTGGTCTGAAAA
RO68R TGGGCAGCAATGACAACAATAGACC

R0O83L TCACAAGCCCCTCAACCAATACCATC
RO83R CGATGGCTTTCAAGGGCACACA

R094L GCAACAAGTGCCTGCGAAAAACTG

RO94R CACACACATACACGCACGCTGAAAA

RO96L CAGGATTGATGGAGTTTATTGCTTTGCT
RO96R TGTAAAAATGTAAGTGTAGGGCTTCCGTGT
RO97L GCGTTTCTCTTTCCCCGGCATTT

RO97R GCCCCTTGGGTCATTTGTCCATTC

RO97Li GACAGAGACGGGTATGGTGGAAAAGAGAA
RO97RI TTTGGGAATCGCTCGAAATGGATG

R109L CCTGCCTCCATGCACTGAAAGAAAT

R109R TGTCTGCACAGGGAAATCAGATCAAG
R111L CCCACACATTCGCTAAAATGCAAAA

R111R TCCTTAACCTAATAGAGCAAAAACAAATTAAAAGCA
R114L CGGGACATGAAGAGAATGGGCAAA

R114R GCCGAGAAGGCAGCAGAGGAATAAAA
R114Li CCCCCGAGCTGTCTCCTGGTATTT

R114Ri CGGTACGGTCTTTAGCAACTGTGGTTTG
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R117L
R117R
R120L
R120R
R124L
R124R
R134L
R134R
R139L
R139R

CGTGGCATCGAAAACAAAAACCAAA
GCCCAAGTGAAAGTGATGAAGAGGAGAA
TGTCAACGAATCTCCACGCCTAATGTAA
ACAAAACTCGCAAACGCACACACAC
AGATTCATCTCCTGCCTTACATCAGCTCTAT
AGCCCAGCCCAGACTAAAGTCAGAA
GCCCCGGACTGCTATCCCTGCT
GGCCAGCTTTCTATGCGAATCCTCTATTGT
AAGTAGAGAACTTTCGTATCAGCCCCCTTGA
AGTGACGCAGGCAAAATCGGAGAA

RFLP und SNP Oligonucleotide

Bezeichnung
der Oligonucleotide
2R012L
2R012R
2R016L
2R016R
2R017R
2R017L
2R018L
2R018R
2R019R
2R019L
2R020L
2R020R
2R021L
2R021R
2R022L
2R022R
2R023L
2R023R
2R032L
2R032R
2R033L
2R033R
2R035L
2R035R
2R039L
2R039R
2R041L
2R041R
2R048L
2R048R
2R051L
2R051R
2R053L
2R053R
2R054L
2R054R
2R055L
2R055R
2R061L

Sequenz der Oligonucleotide 5'-3’
CACACACACAGACAGACAGACGGAATGA
GAAAATGGGACGGCGATGGAGAG
GGACAGGACACACACACACAAAGAGACC
GCGTCATCCCAGCATTTATCCAACC
GGTGGTTCAGGTGGTTGTTTCGTGTT
CGTATTCCGTTTCGCTTCACTCATCCT
AACATTGGAGCCTGGTGGAGTTGG
TAGAGCAGAGGGAGCGATGCGAGT
GACAAAGACAACGACAAAGACAACGACAGA
ACCAAAACAACAAAGACCTCCCACCAA
GAGTAGAACCGAAGCCGAGGGGTAAATC
CACAGGAAAACGCAATGAGAGGAGAAAA
CTTAAGGGCGCCTGCGCTGTTTACTTTGTGTA
CTCTTGGGCGGATTTACGATACGGGTCTGTTT
TGCGTCGTGCTCAATGTCCTTTTGT
TCCGATCTGGCTGTGGGATGTGTT
TTTGTGGCGGCGAGTTCATTCCT
TGCGGTATTTGATTTGCTTGGCTTTG
CAGACAACCATCCACCGAAGCACA
CGGGCCATAAGCACCGAGTATTGAC
TTGTTGTTGTTGTGTGTTGCTTGTTGGTT
AAAAGGTGGTGAAGGGGTTGGAAGG
AGGTGCGGAACAACACACACTGAAAA
CAACAAGAGCGGCCCAAAGGTAAAA
CCCCAAAAGGGTAGCAAAACAACCAA
GGAGATAGACCAGGAGCAGGGCAGA
TCGTCCCATTCCCATACCCATACCC
GCAGTTGCTCGCTGCCCGTTTT
GCTCTGGATTGTTTTGCGGTGTAGGA
GAAAGGTGCCAAAGTCCCACGCTAA
GCTAACCAACCAACCATCCGAGCA
GCACACAGCGGCATCCATAAACAA
TGCTACACACACGCACACGAACACTC
CTCCTGCCCACTTGCTCCACTCC
GGTTGCTTGCTTGGTTGCCTGCT
ATCGCCCGTTTCCATTCCCATCT
GGTTTTCCTTCCGTTTGGGCTTTG
ACATTTATTGCGCTGGCATTGTTGG
CACTTCCCATTCCCATTCCCATTCC
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2R061R
2R064L
2R064R
2R067L
2R067R
2R068L
2R068R
2R0O75L
2R075R
2R076L
2R076R
2R081L
2R081R
2R083L
2R083R
2R089L
2R089R
2R094L
2R094R
2R096L
2R096R
2R097L
2R097R
2R103L
2R103R
2R104L
2R104R
2R107L
2R107R
2R109L
2R109R
2R111L
2R111R
2R116L
2R116R
2R118L
2R118R
2R119L
2R119R
2R120L
2R120R
2R127L
2R127R
2R130L
2R130R
2R131L
2R131R
2R132L
2R132R
2R133L
2R133R
2R134L
2R134R
2R135L
2R135R
2R136L

GACCACGGACCACAGACCCCAAC
CCCCATAAAATCGCATAAAAGCGCATAA
CAGACTTCTTCACGCACAAAGGCAAA
GCCTTTCCACCTCCCCATTTTCC
GAGAGCGAGAGAGCATTTCCCCAGA
CGACACCCTGAAATGCGAAAGAACA
AGCAATGGGCAGCAATGACAACAA
CAGGAGGAAAATCGCAGGAAAATCGT
CTGTCCCAGCATCAGTGGCTCGT
ATCTTGCGGCGGCTGGCGGCTTGTAAGTAG
GCGGTGCGACGGCATATGCCAGATTGCTAAATA
CGCATAAAAGAAATGTAAAACCGCAAAA
CCGCAGGAGACAAACAAACCAAC
AAGCCCCCTTCACAAGCCCCTCAACCAATACC
CAATTCCCAGCGCCAACTTGCCCATCTATCAA
GCCAAGCAAAAGGAAAACACACACAAA
CCCATCAGCACCACCCACAATACTC
CCTCTTCTCTCACTCTCTTCACCGCTATCT
TTTCCCCTTCTCACCCACTCACCT
GTGCCTCCTCATTTTCGGTTTTGTTTT
TTTTCTCCGTATTTGCCGTATTTTCCTTTC
TTTGCCCCTGGGTGCGGACCGAAAACTA
GGGGGTATGCGAGGGGATGAATGGGAAGAG
GCCATCTTTTGTGCTTCTGCCTTCTGT
TCTCGCTTTTATCCCCTTCCGTTTCC
GAACGCCAACCGTCGAAGGGGACAGTCGTA
CGCGCCGGCGGCAAGAAGAAGAGC
ACCAAACCAAACCAAACCGAACCAAC
ACCCGCACACCTCATCACCATACC
TCAGGTAAACGACGCAATGGAAGGAA
TCAGAACCAGCCAGCAGCAACAAA
CTTGGGCACATAGACTGCGAACGA
TTTTGATTTGACTAAACGGGGCACTCAC
AGGAGCCAAGCGGTATCAGCAGTTTT
ATTCCGAGCAACGGCACTTTTGG
GCACGACGACAGACGAGTAAACAAACA
AAAGAGCAAGAGCCAGACAAAAGATAAGCA
TTGCTCCCTTCTTGCGCCGCTTTTTATTTGTTTG
GCGGCGCCCGCTGCCTTGAGTATGA
TACCGATGAGATGGCGAAGGCGAAG
AAAAGGACGAGAGGAGGCGGATGGA
GGCGGTGTGAATGCCAAGAACAA
GGGTCAAATGCAAAGTGAAGGCACA
TTGGCCGCGGCTTAACCCTTGGGATTCA
GGCCGAGGGAGGGGGCAACAAGGAAGAC
CACGAGGGGTAAAGTGAGTGGCAGA
GAAAGCAAATAGTGGGCGGAAAGCA
GCATTTGGATTTATGTGCGTGCCGTTTG
CATTGCCACCGAGCCAGGACGAG
CGGAGTGGATTTGAGCCTATTACCAAG
TTCATTTTACGGTCAGTTAGGAGGAAGGA
TGAAACCGATGAGCGTGGAAATGAA
GGAAATGGTGGGGAAGGCGTAGAAA
GCCCTTTGTGAGCGAAACATCCAA
GAAGACAGCGGTTGAGTGGGGAAAA
TTCCTCGCCTTGTTTGGGTTTGTTTT
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2R136R
2R137L
2R137R
2R138L
2R138R
2R140L
2R140R
2R141L
2R141R
2R142L
2R142R
2R143L
2R143R
2R143.AL
2R143.AR
2R143.1L
2R143.1R
2R143.12L
2R143.12R
2R143.BL
2R143.BR
2R143.13L
2R143.13R
2R143.15L
2R143.15R
2R143.2L
2R143.2R
2R143.3L
2R143.3R
2R144L
2R144R
2R145L
2R145R
2R147L
2R147R
2R148L
2R148R

sonstige Oligonucleotide

Bezeichnung

der Oligonucleotide

thoc5L
thoc5LBgll!
thocbR
thoc5RXbal
thoc5RSpel
thoc5aR
thoc5aRXbal
thoc5aRSpel
1CG2970
2CG2970
3CG2970

AGCCAGCCACATCTTCCCTTCCTC
TAGTACCACCGCCAAAAGCAGGCAGATGTTCATAC
AGCCGCATTAATCTTCTTGGCAGTGCATTTACCTT
CTATCACCGCACCGCACCGCACT
CACTGACGAACTGGGACACAACGCAGA
AGGAGGCGGATGAAACGAAACGA
GCTGGCTGGCTGACTGACTGACTG
TGGAGGAGGGTTTTGAGTATCGTGAGG
TCTCTGTGTGTCGGGTCTGGATGTG
CGAAGGACGACAGACGATGACGAAG
GAGGGTGTGGGTGGTTGGGATTG
TTGAGTTTGAAGCACGGTTTTCGAGTG
ATTTGGGCTGGGATTTGGGATCTGT
GGAGTTATGGAAATTATTAAATGGGTGAAT
TGTAGATAGATATGTTACTGGGCCAAAAAC
ATGATGCAGATAACCACCGACGACAG
GGAAACCCTAAAGGCAGCAGACACAG
CCAGGGTTGTCATGCCGGATTAGTT
GGTCACCGATTAGCGCGTCATAGTA
TTCGCAGTTTAGCGTGGGAAAAGACGA
CCCGCCTGATAGCCCTGCAAAAGTT
CTGATTGATGACGCTTCTATATGGGGTGAT
ACGTATAGTTTGCAGGGTGAGCTCGGTTTT
TAAAGGGGCACCGAATCAAATAAAGAAT
GCAACGAAACCGAAGCGATGAGATA
AGACACGCGGGCTCGGCTATTTATT
GATGTTCGAGGGGAGCTTTTGTTGTGA
TGGTAGGCTCCTTCGTAAATATGTTGTTGG
TATTTTATCCGCCTAGGTTCCCGAGTGA
GCAAAGAAGTCGGGAATAGCCAGCA
ATGTCCTTACCACCCACCCCTCCTC
ATAAATACCCGCCAATTGCACCTGCACCCAGTCA
ATTAGCGGCCACGGGGCGTATGAGTGATGTTACA
ACCCACACCCAGCACACAAGCAC
CACACTCCCGCAGACAAGAGGACAA
GAAGTAGTCAGCCCCAACAGCCAACA
AGCCGAGAGCCCAAACATGAAACAC

Sequenz der Oligonucleotide 5’-3’

ATGGAAACAATATTGAACACGC
GGAAGATCTATGGAAACAATATTGAACACGC
TAGCTTTAAATGTTACTTATTTATTG
GCTCTAGATAGCTTTAAATGTTACTTATTTATTG
GGACTAGTTAGCTTTAAATGTTACTTATTTATTG
TCGTAATAAACGCAACTGTGAG
GCTCTAGATCGTAATAAACGCAACTGTGAG
GGACTAGTTCGTAATAAACGCAACTGTGAG
GTTAACCGCGAATCCCATTC
TAAACAAAAGATTCGTTCCG
TGCCCAAACAGAGCGCTATT
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4CG2970
5CG2970
6CG2970
7CG2970
8CG2970
9CG2970
1CG2980
2CG2980
3CG2980
4CG2980
5CG2980
6CG2980
7CG2980
5CG2980R
7CG2980R
1cateninre
2cateninre
3cateninre
4cateninre
5cateninre
6cateninre
7cateninre
8cateninre
9cateninre
10cateninre
grkL

grkR
osk1intrL
osk1intrR
osklongL
osklongR
osk2intrL
osk2intrR
osk3intrL
osk3intrR
d03191L
d01210L
d01891L
e01890R
e02270R
e03029R
e04167R

XP

Xpout

RB

RBout
CG2264seq1
CG2264seq2
CG2264seq6
CG2264seq7
CG2264seq8
CG2264seq9
CG2264seq12
CG2264seq13
CG2264seq14
CG2264seq15

TTTTCAGCTGCCCACCAGGGTT
CACTTTGGCATCACACTACG
GCTGCTCAGCATCTTCAAGA
ATTTTGCAGCGGGATATCCG
TATCCCTCGCTGAAGCAGAT
CCATGATCTTGCCCTCGAAT
TGTTTGCGCAATCGTCTGGT
GCAAGGTAAGTCCGATTTCC
AAGGCACTCGACAAGCAGTA
ACAACTTGGACGACTCACTC
ATTACGCTCTTTCAGCTACG
TACGTACAACTCTTACCGCG
CTCACGCCCCTACAAATACA
CGTAGCTGAAAGAGCGTAAT
TGTATTTGTAGGGGCGTGAG
ATCACACACAAATCTGGGGG
TGTCCGGGATAACTTTCCGT
ATCGAGCCCCTTAAGGACTA
GCCATGGACCTCATCCATTT
CCTACATCAGCCACAACCAT
CACATTGCGCCCACGGAGCG
AACAACGGAGATCTGAACAC
GAAGGTCGATCACGTCATCA
GTATTGAGTTTTGAGTTGAG
AGTCTACACTGTTGGCACTG
CTTCCCGCGCTTGCTGCTCTTT
GTTGCTGCTGCTTCCGGCGATAAT
TGAGCCACGCCCAGAATG
GACAGAGCCCTCCGTTTGAAG
CGAATTGCCGGAGTTGTGG
TGGCGATATCCTTGGTCTTTTCAT
AAAGACCAAGGATATCGCCACCAG
AGCATAAAATCATCGCCCATAAGC
GCACCGCTGGGCAACTA
TTAATACTCCAGACTCGTTTC
CGCCCGTCCGAGTGTATG
CCGGGTCAAGCTAATTATCTCCAT
TTGGGATTGTGGAGAAAGTAAA
CGGCACTGGGAGCACAAATG
ACTGCTCGCCTGTTGCCTGTAT
CTGATTGGGCTGCTATTGGGTAA
TCGCTTGCGGTTTTTGTAGAC
TTTACTCCAGTCACAGCTTTG
AATGATTCGCAGTGGAAGGCT
CCTCGATATACAGACCGATAAAAC
TGCATTTGCCTTTCGCCTTAT
TTGCTCGGTTAATTGATA
ACATGTTCCTTCGCATCC
GATAAGAGCAAAATACAG
TACACAGCTACACAGTTG
TTTCTACCCCGCCCCTTA
GCAAGAGGGGGCAGTTAT
AGTTATATGATGATGACG
AACGAACGTGTTTCTTAT
TGTCACTAAGCTGCCTGA
CATTTAACACACTTTTGC
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CG2264seq16
CG2264seq1R
CG2264seq3R
CG2292For
CG2292Rev
CG2292seq1
CG2292seqg2
CG2292seq3
CG2292seq4
CG2292seq5
CG2292seq6
CG2292seq7

CG2292seq1For
CG2292seq2For

cdc2rkFor
cdc2rkRev
cdc2rkSeq1
cdc2rkSeq2
cdc2rkSeq3
cdc2rkSeq4
CG12920L
CG12920R
CG12920seq1
CG12920seq2
CG12920seq3
CG12920seq4
CG1371L
CG1371R
CG1371FORX
CG1371seq1
CG1371seq2
CG1371seq3
CG1371seq4
CG1371seg5
CG1371seq6
CG1371seq7
CG1371seq8
CG1371seq9
CG1371seq10
CG1371seq11
1371egrseq1
1371egrseq 2
1371egrseq2R
1371egrseq 3
1371egrseq 4
1371egrseq 5
1371egrseq5R
1371egrseq 6
1371egrseq6bR
1371egrseq 7
EgrFOR
EgrREV
egrFor2
egrRev2
egrFORneu
egrREVneu

GTATGTTGGGGCAACAAG
TATCAATTAACCGAGCAA
GTTTGCGTTGTACTTTAA
TTCAGAGCCGATTCCTTAACC
CGACGTCAATGGTGACAAAA
AGGCTAATATACAGTTAC
TGGGCGTGTCACGCACTCG
GACATGTCCACAAGCCAG
CACCGCCCATGAACAACT
TAAAGTGGAATTGGTCCT
TGCTTTCCGCTGCTGCCG
CGGGCAGAGAGATCAGTT
GTAACTGTATATTAGCCT
CGAGTGCGTGACACGCCCA
GCGCCCGCGACAGGAAGG
GTATTGCCCGCGATGACGAGTTT
TTGGCCAATCATGTGAAA
ACCAACTTTAATGCAGCC
ACCGAATGCGTTAAATGC
TCCGATAGCCCGCAAGAA
CGCGCAAAGCCACAACAACGAC
GGTGCGCAAGAACGAGCCAATCAA
CAACTATAATTTTAGTTAGC
CGTGAAACCTTCTTCAAA
GCCAGTTTCGAGCCCTAT
AAATGGAGTTTAGATCCA
GCGACGAGCCAAGCACA
GCCACACTGTTGCCCGTATT
CCCTGGCTGCAAACGTCGGTCTT
GTTCTTGCGCACCTGTGT
GAACACAGGAGAATCCGA
CTTTAAAAATAGAGAAATGC
CAATTGGGCCAAACTTAA
TCTTGTGGGCCACTGCAT
AGAGATTTCCCTGGGGAA
TCTATGGTTAAATTGCTG
CTTGGTAAGTCCCACATT
GCTTGCAACAGGTACTTT
GTGTTGCCGCTAACCACA
GTTAGAGGGTGAGCAGTC
TAAAATTACGAAAACGCC
CCTTACATTTTCGATGAT
GGCCCATCCTTAACGATA
CTATTGCGGCGCATGTCT
TTAACACTGCATAAAACC
AAACTAATTAGCTGACCA
TAGATAAGCCAAATGAAC
ATGAAGCGAAAACCCGGG
TTATGTGCACTTAAAACC
TTATTTAGTGTTATATCG
AATCCGTTGTCCCTCTTGCT
TTTCAATTGCAACTGGTAGCA
AAAACACCACCCCGGGAGAACCTT
CAGATGTTGCCCGGGACAGACG
TCATCATCATCATCGTCGTCATTATCA
TTGGGACGTTCATTTTTAGACACA
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egrREVX
egrseq1
egrseq2
egrseq2R
egrseq3
egrseq3R
egrseq4
egrseqgs
egrseq6
egrseq”’
egrseq8
egrneuseq1
egrneuseq 2
egrneuseq2R
egrneuseq3
egrneuseq 4
egrneuseq 5
egrneuseg5R
egrneuseq 6
egrneuseq 7
egrneuseq 8

CCCCTCGGGCTGCTGATGGTG

GCAAACAAGAACTGATAA
CAATTATGACTGCCGAGA
TCTCGGCAGTCATAATTG
AATTGGGGCTACGTTAAA
AATTGTTACACACTCATT
AATGAACGTCCCAAATGG
ATAAACTCAACAATGCAC
GATAGTTAACTGCGTAAC
ACGAGAGAAACTCTTATC
GAATGCGATTCATCGCCA
AATTGATAACATTGCGTC
TAGGAATGAGTTGTTATG
ATACCTTTACACTCGTTT
TGCAAATTGGACTTTAAC
CCGATTTAAATGCCACTG
CCCTCTAAGAAAGTGACA
TGTATAAATTATGGACTT
ATATATTTTTCGGGTGTC
TACCTCGAATTGTTTACA
TCCGCAAGGAAACACTCA

2.1.6 Verwendete Vektoren und Plasmide

Vektor/Plasmid

Quelle

pCRII-TOPO Invitrogen, Karlsruhe
pUASp2 Riechmann (Rorth, 1998)
pUASp2-HA Riechmann (Rorth, 1998)
tubGFP Januschke J.

pUChst A2-3 Roth (Rubin et al. 1982)
osk-Plasmid Roth

bcd-Plasmid Roth

grk-Plasmid Roth

pCRII-TOPO-thoc5
pCRII-TOPO-Bglll-thoc5-Spel
pUASp2::thoc5
pUASP2::HA-thoc5
tubGFP-thoc5

diese Arbeit, s. 2.2.14
diese Arbeit, s. 2.2.14
diese Arbeit, s. 2.2.14
diese Arbeit, s. 2.2.14
diese Arbeit, s. 2.2.14
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2.1.7 Computer-Software

Adobe Photoshop 6.0
Lasergene Package, DNA-Star
NEBcutter V2.0 (New England Biolabs [NEB], Schwalbach)

2.1.8 Mikroskope

Axioplan2 (Zeiss, Gottingen) mit HBO 100 W UV Lampe und AxioCam color 412-312
Digitalkamera

TCS SP Il Laser Scanning Spectral Confocal Microskope (Leica, Wetzlar)

2.2 Methoden

2.2.1 Fliegenhaltung

Die verwendeten Stdmme von Drosophila melanogaster wurden gezlchtet, wie bei
Ashburner (1989) beschrieben. Die Fliegen wurden normalerweise bei 18°C auf
MaisgrieRagar gehalten. Zur Verkirzung der Generationszeit wurden sie bei 25°C
herangezogen. Um die genetische Reinheit der angesetzten Kreuzungen zu garantieren,
wurden fiir Kreuzungen nur unbefruchtete Weibchen verwendet. Diese Weibchen waren
nicht alter als 8 h (bei 25°C) bzw. nicht alter als 20 h (bei 18°C).

2.2.2 Generierung homozygoter Keimbahnklone mittels FLP/FRT/DFS-Technik

Zur Generierung von homozygot mutanten Keimbahnklonen wurde das FLP/FRT/DFS-
System verwendet (Chou et al. 1993; Xu und Rubin, 1993; Chou und Perrimon, 1996).

2.2.3 Generierung von Exelixis Deletionen

Defizienzen wurden generiert, wie bei Parks et al. (2004) beschrieben. Die Defizienzen

wurden durch PCR-Analyse mit den jeweiligen Oligonucleotiden Uberpriift.
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2.2.4 Herstellung transgener Fliegen

Die Herstellung transgener Fliegen erfolgte Gber P-Element-vermittelte Transformation von
Drosophila-Embryonen (Rubin et al., 1982). Diese Methode erlaubte die stabile Integration
von DNA in das Genom der Fliege. Es wurden die Transformationsvektoren pUASP2,
pUASP2-HA und tubGFP und zusatzlich ein Helferplasmid mit A2-3 Transposase (pUChsTr

A2-3) verwendet.

Mit Chlorix wurden 1/2 h alte w-Embryonen 1-2 min dechorionisiert, mit H,O gewaschen und
auf einer Apfelsaftagarplatte aufgereiht. Dann wurden die Embryonen auf ein Deckglaschen
mit Heptankleber Uberfihrt. Fir etwa 10 min wurden die Embryonen in einem Exsikator
getrocknet und anschlieBend mit 10S-Voltalef-Ol (iberschichtet. Mit Hilfe einer
Mikroinjektionsapparatur wurden dann geringe Mengen an DNA injiziert. Der Injektionsmix
bestand aus 2 pl Transformationsvektor (1 ug/ul), 0,75 pl Helferplasmid (1 pg/ul) und 2,25 ul
H,O. Anschlielend wurde das Deckglaschen mit den Embryonen in eine Petrischale
Uberfiihrt und mit 3S-Voltalef-Ol iberschichtet. Die geschliipften Larven wurden nach 24 h
abgesammelt und in ein Futterréhrchen Uberfihrt. Die geschlipften Fliegen wurden mit w-
Fliegen gekreuzt. In der nachsten Generation konnte nun anhand der roten Augenfarbe nach
transgenen Fliegen gesucht werden. Der Integrationsort des Transgens wurde mit Hilfe eines

Doppel-Balancerstamms flir das zweite und dritte Chromosom lokalisiert.

2.2.5 Ei-Praparation

Um die Morphologie der Eier zu bestimmen, wurden Fliegen des entsprechenden Genotyps
in Legekafige uberfuhrt. Diese wurden mit einer Apfelsaftagarplatte mit zentralem Hefeklecks
verschlossen. Die Eier wurden zum Altern 24 h bei 25°C aufbewahrt, anschlieend mit H,O
gewaschen, dann in Hoyers-Medium/Milchsaure (1:1) eingebettet, mit einem Deckglas

abgedeckt und zur Klarung Gber Nacht bei 60°C inkubiert.

2.2.6 Praparation genomischer DNA

Adulte Fliegen wurden in einem Eppendorfgefal® gesammelt und fur 5 min auf Eis gestellt.
Nach der Zugabe von 50 pl SquiB-Puffer/Fliege wurden die Fliegen mit einer moglichst
groBen Pipettenspitze zerquetscht und mit 2 pl Proteinase-K (5 mg/ml)/ Fliege 30 min bei

37°C inkubiert. Die Inaktivierung der Proteinase-K erfolgte durch 3 min Inkubation bei 95°C,
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bevor 1 Vol. Phenol/Chloroform (1:1) dazugegeben wurde. Nach kurzem Schutteln und 10
min Zentrifugation bei 9600 rpm (5417R, Eppendorf, Hamburg) wurde die DNA aus der
oberen wassrigen Phase in ein neues Eppendorfgefal® Uberfihrt. Diese beiden Schritte
wurden jeweils 1x wiederholt. Danach wurde die LOésung noch 2x mit Chloroform
ausgeschittelt, jeweils 4 min bei 9600 rpm zentrifugiert und die genomische DNA aus der
wassrigen Phase mit dem 2,5-fachen Vol. 100% Ethanol und 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat
prazipitiert. Um bei geringer DNA Konzentration die Ausbeute der Fallung zu erhdhen, wurde
das DNA-Salz-Alkohol-Gemisch 1-2 h auf —20°C gestellt. Nach 30 min Zentrifugation bei
13000 rpm wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und 10
min lang bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstands wurde das Pellet an
der Luft getrocknet und schliedlich in einer geeigneten Menge H,O oder TE-Puffer

aufgenommen und die DNA bei —20°C gelagert.

In der spateren Phase der Arbeit wurde die DNA von rekombinanten Fliegen vereinfacht
prapariert. Nach Proteinase-K Inaktivierung wurden die Zelltrimmer bei 9600 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand mit der genomischen DNA in ein neues Eppendorfgefal
Uberfiihrt und bei -20°C gelagert. Fir eine PCR-Reaktion wurden 2 pl benutzt.

2.2.7 Praparation von RNA

Ca. 100 yl Ovarien von w-Fliegen wurden in DEPC-behandeltem PBST préapariert und in
750 pl Trizol homogenisiert. Die homogenisierten Ovarien wurden dann 10 min bei 13000
rom und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefal Gberfihrt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 200 pl Chloroform dazugegeben und mit der
Hand geschittelt wurde. Nach 12 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut 15 min
bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefal}
Uberfiihrt, mit 500 ul Isopropanol versetzt und 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen, an der Luft getrocknet und das Pellet in 100 yul DEPC-behandeltem H,O

aufgenommen.

Alternativ wurde die RNA mit dem pMACS mRNA Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) isoliert. Dazu wurden Ovarien in Grace's Insect Medium (Sigma) prapariert, das
Medium vollstdndig abgenommen und die Ovarien in flissigem Sickstoff gehalten. Pro
Ansatz wird 1 ml Lysis/Binding Puffer mit 0,7 pyl Mercapthoethanol versetzt. Mit 100 ul des
Puffers wurden die gefrorenen Ovarien mit eine Pistille homogenisiert und dann die restliche

900 pl Puffer dazugegeben. Anschlieliend wurde das Lysat auf ein LysateClear-Column
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gegeben und von da ab nach dem Protokoll des PMACS mMRNA Isolation Kit

weiterverarbeitet.

2.2.8 Quantifizierung von DNA und RNA

Die DNA- und RNA-Konzentration wurden spektralphotometrisch gemessen. Fir die
spektrometrische Bestimmung wurden die DNA- und RNA-L&sungen verdunnt und in einer 1
cm Kivette (UVette 220-1600 nm, Eppendorf) in einem Photometer (BioPhotometer,
Eppendorf) bei 260 nm und 280 nm gemessen. Eine ODyg von 1 entspricht einer DNA-
Konzentration von 50 ug/ml bzw. einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Die Reinheit der
DNA und RNA wurden durch die Messung des Quotienten OD4g,/OD,gq bestimmt.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktionen (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) wurden im

Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgefihrt.

Standard-PCR

Fir eine Standard-PCR an genomischer DNA, cDNA oder Plasmid-DNA wird das Expand
High Fidelity PCR System (Roche) verwendet.

Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Grundschema:
500 ng DNA

0,2 MM dNTP (10 mM)

1x Puffer mit MgCl,

1,75 U Polymerase

je 15 pmol Oligonucleotid

Standard-PCR-Konditionen:

Initiale Denaturierung: 94°C fur 2 min
Zyklus (35x):
Denaturierung der DNA: 94°C fiir 15 sec
Hybridisierung der Oligonucleotide: 55°C flir 30 sec

(je nach Oligonucleotid)
Extension: 68°C fiir 3 min (je nach Produktlange)
Finaler Verlangerungsschritt der Polymerase : 68°C flir 8 min
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Standard-PCR von genomischer DNA fir PLP, RFLP und SNP

Probenansatz:

2yl genomische DNA oder 100 ng genomische DNA

2yl eines jeden Oligonucleotids (5 pmol/pl)

12 yI  Ready-Mix (REDTAQ PCR Reactionmix with MgCl,, Sigma)
9ul  HO

PCR-Konditionen:

Initiale Denaturierung: 94°C fur 5 min

Zyklus (35x):

Denaturierung der DNA: 94°C fur 30 sec

Hybridisierung der Oligonucleotide: 62°C fur 30 sec

Extension: 72°C fur 1 min

Finaler Verlangerungsschritt der Polymerase: 72°C fir 8 min fur RFLP und
SNP

72°C fur 7 min far PLP

2.2.10 Gel-Elektrophorese

DNA-Fragmente wurden mittels Gel-Elektrophorese entsprechend ihrer GréRe aufgetrennt.
Die Gele setzten sich zusammen aus 1% bzw. 2,5% Agarose in 1X TAE. Nach Aufkochen in
der Mikrowelle und anschlieBendem Abkuhlen auf ca. 60°C wurde Ethidiumbromid (Fluka,
Steinheim) zu einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml dazugegeben. Die Loésung wurde dann
in eine Gelkammer (Mupid-21, Eurogentec, Koéln) mit entsprechend groRem Kamm
gegossen. Nach Polymerisation der Agarose wurde der Kamm entfernt, das Gel in die
Gelkammer Uberfiihrt und mit 1X TAE Uberschichtet. Die aufzutragenden Proben wurden mit
1/10 Ladepuffer in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich wurde 5 ul eines GréRenmarkers
(SmartLadder, Eurogentec) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von
50-100 V. Die DNA wurde auf einem Transilluminator bei 366 nm Anregung sichtbar

gemacht und photographiert.
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2.2.11 DNA Sequenzierung

Die DNA wurde mittels des Big Dye termination Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Darmstadt) sequenziert, einer auf PCR basierenden Modifikation des originalen Sanger
Protokolls (Sanger et al., 1977).

10 yl Reaktionsgemisch:

1,5 pl Big Dye Puffer

0,5 pl Big Dye v.3.1

1,5 pl Oligonucleotid (10 mM)

DNA (~250 ng Plasmid-DNA, ~10 ng PCR-Produkt [<1000 bp],
~40 ng PCR-Produkt [>1000 ng])

und mit H,O aufgefllit.

Programm:

Initiale Denaturierung: 96°C flr 1 min
Zyklus (90x):

Denaturierung der DNA: 94°C fiir 30 sec
Hybridisierung des Oligonucleotides: 50°C flir 15 sec
Extension: 60°C fur 4 min

Die fluoreszent-markierten DNA-Fragmente wurden dann mit 10 pl H,O verdinnt und mit

dem ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) separiert und analysiert.

2.2.12 RT-PCR Analyse von osk und grk mRNA

RNA von FRT42B/CyO, 32.17 und 11.229 Fliegen wurde - wie unter 2.2.7 - mit dem pMACS
mMRNA Isolation Kit isoliert und cDNA von osk bzw. grk mit dem SuperScript Ill Reverse
Transkriptase Kit (Invitrogen) hergestellt. An 1 pl cDNA wurde dann eine Standard-PCR (s.
2.2.9) mit den jeweiligen Oligonucleotiden durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden, wie

zuvor unter 2.2.10 beschrieben, auf einem 1% Agarosegel getrennt.
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2.2.13 Ildentifizierung von Polymorphismen

Zunachst wurden genomische DNA-Regionen von FRT42B, FRT42B/CyO, ,cpxsp®,
LCpxsp“/CyO bzw. rekombinanten Fliegen mittels PCR (s. 2.2.9) amplifiziert. Hierzu wurden

die unter 2.1.5 aufgeflhrten Oligonucleotide verwendet.

PLP

Die PCR-Produkte wurden, wie zuvor unter 2.2.10 beschrieben, auf einem 2,5% Agarosegel

getrennt, mittels eines Transilluminators sichtbar gemacht und photographiert.

RFLP

Zur ldentifizierung von RFLP wurden die erhaltenen PCR-Produkte mit den entsprechenden
Enzymen verdaut und anschlieRend auf einem 2,5% Agarosegel elektrophoretisch getrennt.
Bei den Enzymen handelte es sich um Restriktionsendonucleasen vom Typ Il (NEB;
Invitrogen; Roche). Der Verdau von PCR-Fragmenten wurde nach den Angaben des
Herstellers fur das jeweilige Enzym durchgefiuhrt. StandardmaRig wurde fir eine 20 pl
Reaktion 5-10 yl PCR-Produkt, 1/10 10X Puffer, 5-10 Units Enzym eingesetzt und die
Reaktion mit der entsprechenden Menge H,O auf 20 pl aufgefillt. Jeweils 20 pl
Restriktionsverdau der RFLP wurde gelelektrophoretisch (s. 2.2.10) getrennt.

SNP

Nach der PCR-Reaktion (s. 2.2.9) wurden die PCR-Produkte mit dem GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham) aufgereinigt und wie unter 2.2.11 sequenziert Die
Identifizierung der SNP erfolgte durch Vergleich der Sequenzen mittels SeqMan (Lasergene
Package, DNA-Star).

2.2.14 Klonierung von thoc5

RNA von w-Fliegen wird mittels Trizol extrahiert (s. 2.2.7) und cDNA mit Hilfe des
SuperScript Il Reverse Transkriptase Kit (Invitrogen) hergestellt. Aus der cDNA wurde thoc5
mit den Oligonucleotid-Kombinationen thoc5L und thoc5R bzw. thoc5LBglll und thoc5RSpel
durch PCR (s.2.2.9) amplifiziert, mit dem GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham) aufgereinigt, in den pCRII-TOPO Vektor kloniert und transformiert (TOPO TA
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Cloning Kit, Invitrogen). Nach 1 h Inkubation der Transformation bei 37°C wurden die
Eschericha coli Zellen auf X-Gal- und Ampicilin-haltigen LB-Agar-Platten (1:5000 X-Gal und
1:1000 Ampicillin) ausplattiert. Die Aufzucht der Transformanten erfolgte Uber Nacht bei
37°C.

Ferner wurden folgende thoc5-Konstrukte hergestellt: pUASP2::thoc5, pUASP2::HA-thoc5
und tubGFP-thoc5. Dazu wurde thoc5 mit Bglll und Spel aus dem zuvor hergestellten pCRII-
TOPO-Bglll-thoc5-Spel geschnitten. Die Ligation von thoc5 in die zuvor mit BamHI und Xbal
geschnittenen pUASP2- und pUASP::HA-Vektoren bzw. in den mit Bglll und Spel
geschnittenen tubGFP-Vektor erfolgte mittels T4-Ligase (Roche) Uber Nacht bei 16°C. Zur
Transformation der Plasmide wurde je ein Aliquot (40 pl) elektrokompetenter Zellen (DH5-
alpha aus E. col) mit 2 pl der Ligation versetzt und in eine vorgekihlte
Elektroporationskivette (ECU102, PegLab, Erlangen) Uberflhrt. Die Zellen wurden in einem
Elektroporator (EasyjectPrima, Equibio, Ashford, England) bei 1800 V und einer Kapazitat
von 25 pF mit einer Pulsldnge von etwa 4 msec elektroporiert. Anschliefend wurden sie in
900 pl SOC-Medium 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden 100 pl Zellen, 1:10 und 1:100 in
SOC-Medium verdinnt und auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten (100 pl Ampicillin [50
mg/ml] /1 | LB-Agar) ausplattiert. Die Aufzucht der Bakterien erfolgte Uber Nacht bei 37°C.

2.2.15 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus bakteriellen Zellen erfolgte Uber alkalische Lyse mit
Hilfe des QIAGEN Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Hilden) nach Hersteller-Protokoll. Zur
Gewinnung groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurde das QIAGEN Plasmid Midi Kit
verwendet. Nach der lIsolierung und Reinigung wurde die Plasmid-DNA in 50 upl H,O

aufgenommen und die Konzentration mittels Spektralphotometrie bestimmt (s. 2.2.8)

2.2.16 Herstellung von RNA-Sonden

Es wurden RNA-Sonden von bcd, grk, osk und thoc5 hergestellt. Zunachst wurden die
jeweiligen Plasmide (s. 2.1.6) in einem 20 pl Restriktionsverdau (10 mg Plasmid, 1/10 10X
Puffer, 10 Units Enzym [bcd=EcoR1; grk=Sal1; osk=Hindlll, thoc5=HindlIll]) 1 h bei 37°C
geschnitten. Mittels dieser linearisierten Plasmiden  wurden RNA-Sonden wie folgt

prapariert.
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Reaktiongemisch fur Digoxigenin-Sonden:

1/5 5X RNA-Polymerase-Puffer (Roche)

Digoxigenin NTP Mix (Roche)

40 Units RNase Inhibitor (Roche)

1 pg linearisiertes Plasmid

80 Units Polymerase (bcd=T3; grk=T7;0sk=T7; thoc5=T7) (Roche)

Das Reaktionsgemisch wurde mit DEPC-behandeltem H,O auf 20 pl aufgefiillt und 2 h bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung 10 min mit RNase-freier DNase | (Roche)
behandelt. Die Halfte der RNA wurde mit 190 pl H,O (DEPC), 5 ul tRNA (20 pug/ml) und 45 pl
LiCl vermischt und bei -20°C gelagert. Die restlichen 10 pl der RNA wurden hydrolysiert mit
40 ul H20 und 50 ul 2X Carbonat-Puffer und 40 min bei -70°C inkubiert. Danach wurde die
Hydrolysierung mit 100 pl Stopldsung, 5 pl tRNA (20 pg/ml) und 45 pul LiCl beendet. Die
beiden RNA-Sonden wurden dann mit 500 yl 100% Ethanol 10 min bei -20°C prazipitiert und
anschlielfend 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde 2x mit 500 pl 70%
Ethanol gewaschen und 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und die RNA-Sonde in 50 pl

Hybridisierungslosung aufgenommen.

2.2.17 Fixierung von Ovarien

Ovarien wurden in PBST prapariert und fir die in situ Hybridisierung 25 min und fur die
Antikérperfarbung 10 min auf dem Schittler in 4% Formaldehyd in PBST fixiert. Bei der
Fixierung von Mikrotubuli wurde 10% Formaldehyd in PBST verwendet. Die Ovarien wurden

direkt weiter verwendet oder in Methanol bei -20°C gelagert.

2.2.18 In situ Hybridisierung von Ovarien

Durch in situ Hybridisierung (Tautz und Pfeifle, 1989) konnte spezifische mRNA vor Ort (in
situ) in der Zelle nachgewiesen werden. Nach Hybridisierung der mRNA mit einer ihr
komplementaren, Digoxigenin-markierten RNA-Sonde konnte diese RNA nachgewiesen
werden und so deren gewebs- oder zelltypspezifische Expression sowie deren zeitlicher

Verlauf verfolgt werden.

In Methanol gelagerte Ovarien wurden in Methanol/PBST (1:1) rehydriert und mit PBST

gewaschen. Darauf folgte eine 20 min Fixierung mit 4% Formaldehyd, bevor 3x mit PBST
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gespllt und 2x jeweils 5 min mit PBST auf dem Rad gewaschen wurde. Die Behandlung mit
Proteinase-K (50 ug/ml Proteinase-K in PBST) erfolgte flr exakt 5 min. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Glycin (2 mg/ml Glycin in PBST) 2 min lang neutralisiert. Nach 4x
Waschen mit PBST wurden die Ovarien erneut mit 4% Formaldehyd 20 min auf dem Rad
fixiert. Das Formaldehyd wurde 3x ausgespllt und die Ovarien noch 3x jeweils 5 min in
PBST auf dem Rad gewaschen. Dann wurden die Ovarien in die Hybridisierungslosung
Uberfihrt. Dies erfolgte durch 10 min Inkubation in 50%-iger Hybridisierungsldsung
(Hybridisierungsloésung/PBST; 1:1) und anschlieRend in 100%-iger Hybridisierungslésung fur
10 min. Dann wurden die Ovarien in 100%-iger Hybridisierungslésung/DNA 1 h bei 55°C
prahybridisiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde 1 pl RNA-Sonde in 50 ul
Hybridisierungslésung/DNA pro Ansatz zugegeben und tiber Nacht bei 55°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Sondenmix abgenommen und 3x gespilt und 4x jeweils 30 min
mit 55°C vorgewarmter Hybridisierungslésung gewaschen. Die Rehydratisierung erfolgte
durch jeweils 10 min Waschen mit 4:1 Hybridisierungslosung/PBST, mit 3:2
Hybridisierungslésung/PBST, mit 2:3 Hybridisierungslésung/PBST bei 55°C und mit 1:4
Hybridisierungslésung/PBST bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die unspezifischen
Antikorperbindestellen bei Raumtemperatur 2x jeweils 20 min mit 1%-iger BSA-L6sung in
PBST auf dem Rad abgesattigt.

Nach 1x Waschen der Ovarien mit PBST wurde der polyklonale Antikérper - anti-Digoxigenin
gekoppelt an alkalischer Phosphatase (Dianova) - in einer Verdinnung von 1:5000
dazugegeben. Es wurden 500 ul anti-Digoxigenin pro Ansatz Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am nachsten Tag wurde 3x mit PBST gespllt, dann 3x jeweils 15 min mit PBST auf dem
Rad gewaschen. AnschlieRend wurden die Ovarien 3x jeweils 5 min mit RNA-AP Puffer
inkubiert. Wahrend des letzten Inkubationsschrittes wurde die Farbelésung vorbereitet, die
pro Ansatz aus 500 pl RNA-AP Puffer, 2,2 pyl NBT und 1,7 pl X-Phosphat besteht. Die
Ovarien wurden in der Farbeldésung in Glasschalchen Uberflihrt. Da die Farbeldsungen
lichtempfindlich sind, wurde die Reaktion im Dunkeln durchgefihrt und in gewissen
Abstanden unter dem Binokular kontrolliert. Die Reaktion wurde durch 4x Verdinnen mit
PBST beendet, wobei die Ovarien in Eppendorfgefalte zuriick Uberfihrt wurden. Nach der
Farbung wurden die Ovarien fur die Einbettung vorbereitet. Die Ovarien wurden durch
jeweils 5 min Waschen mit 50%, 70% und 100% Ethanol in PBST schrittweise dehydriert.
Die Ovarien konnten zu diesem Zeitpunkt Uber einen langeren Zeitraum bei -20°C gelagert
werden. AnschlieRend wurden sie 2x jeweils 5 min in 100% trockenem Ethanol und 1x
jeweils 5 min in 100% trockenem Aceton gewaschen. Die Ovarien wurden dann in einem 1:1

Gemisch aus 100% trockenem Aceton und Araldit in ein Glasschalchen Uberfihrt. Unterm
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Abzug wurde das Aceton 2 h lang abgedampft und dann die Ovarien in einen frischen
Tropfen Araldit auf einen Objekttrager Ubertragen. Die einzelnen Eikammern wurden mit
dinnen Nadeln separiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Zur Herstellung von

Dauerpraparaten wurden die Objekttrager tiber Nacht bei 60°C gelagert.

2.2.19 Fluoreszente in situ Hybridisierung von Ovarien

Alternativ zur in situ Hybridisierung in 2.2.18 wurde die in situ Hybridisierung wie folgt
durchgefiihrt. Nach der Fixierung (s. 2.2.17) wurden die Ovarien 3x jeweils 10 min mit PBST
auf dem Schittler gewaschen und dann in Hybridisierungslésung uberflhrt. Dies erfolgte
durch 5 min Inkubation in 50%-iger Hybridisierungslésung (Hybridisierungslésung/PBST; 1:1)
und anschliefend 5 min in 100%-iger Hybridisierungsldsung auf dem Schuttler. Dann
wurden die Ovarien in 100%-iger Hybridisierungslésung/DNA 1 h bei 55°C prahybridisiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde 1:50 in Hybridisierungslésung verdiinnte RNA-
Sonde (50 ul pro Ansatz) zugegeben und Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach Abnahme des
Sondenmix am nachsten Tag wurde 20 min mit 55°C vorgewarmter Hybridisierungsldsung
gewaschen. Die Rehydratisierung erfolgte durch 1x Waschen mit 50%-iger
Hybridisierungslésung bei 55°C, bevor 5x jeweils 20 min Waschen bei 55°C mit PBST folgte.
AnschlieBend wurde der Antikérper anti-Dig-HRP in einer Verdlinnung von 1:50
dazugegeben. Es wurden 250 pl Antikdrperlésung pro Ansatz 1 h bei Raumtemperatur auf
dem Schattler inkubiert. AnschlieBend wurden die Ovarien 3x jeweils 10 min mit PBST auf
dem Schuttler gewaschen. Wahrend der letzten Waschung wurde die Farbeldsung
vorbereitet, die pro Ansatz aus 200 pl Amplifikationspuffer und 4 ul Cy3-Farbelésung (TSA
Cy3 Kit, PerkinElmer, Uberlingen) bestand. Die Farbung fand 30 min im Dunkeln auf dem
Schiuttler statt. Anschlielend wurde 2x mit PBST gewaschen, das gesamte PBST
abgenommen und zwei Tropfen Einbettungsmedium (Vectashield Mounting Medium, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) je nach Bedarf mit oder ohne DAPI (4, 6-Diamino-2-
phenylindol Dihydrochlorid) dazugegeben. Nach mindestens 2 h Inkubation bei 4°C wurden
die Ovarien im Einbettungsmedium auf einen Objekttrager uberflhrt, die einzelnen
Eikammern mit diinnen Nadeln separiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Aufbewahrung

der Praparate erfolgte bei 4°C im Dunkeln.

2.2.20 Antikorperfarbung von Ovarien

Nach dem Fixieren (s. 2.2.17) wurden die Ovarien 4x in PBST gewaschen und 1 h in BBT1

inkubiert. Alle Inkubationen erfolgten auf dem Schiittler. Anschliefiend wurden die Ovarien
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Uber Nacht bei Raumtemperatur in BBT2 verdinntem primaren Antikérper (s. 2.1.3)
inkubiert. Am nachsten Tag wurde 4x mit PBST gewaschen und dann die unspezifischen
Antikérperbindestellen 1 h in 10% Ziegenserum, verdinnt in PBST, abgesattigt, bevor eine 3
h Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (s. 2.1.3) erfolgte. Nach 2x Spilen wurden die

Ovarien - wie unter 2.2.18 beschrieben - eingebettet und gelagert.

2.2.21 Western Blot Analyse

Fir den Proteinextrakt wurden Ovarien von 10-15 Fliegen in PBST prapariert. Nach
Abnahme des Uberstands wurden die Ovarien kurz in fliissigem Stickstoff gefroren und dann
15 pl 1X SDS-Probe-Puffer (95°C) pro Ovarienpaar dazugegeben. Die Ovarien wurden 3 min
sonifiziert, gevortext, 3 min bei 95°C inkubiert und erneut gevortext. Nach 1x Wiederholung
wurde der Extrakt bei 13000 rpm 1 min zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und entweder
direkt verwendet oder bei -20°C gelagert. Die Proteine des Ovarienextrakts wurden dann
zusammen mit einem GrélRenmarker (SeeBluePlus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen) auf
einem 15% Anderson-Gel elektrophoretisch getrennt. Anschliefiend wurde das Trenngel
entfernt und ein Stlick Immobilon-P Membran (Millipore) passend zum Gel
zurechtgeschnitten. Die Membran wurde 5 sec in Methanol geschwenkt. Gel und Membran
wurden kurz in H,O gewaschen und dann 10 min im Transfer-Puffer inkubiert. Die Proteine
wurden Uber Nacht im Kidhlraum bei 4°C bei ca. 7 V/cm auf die Membran transferiert. Dazu
wurde der Western Blot in einer mit Transfer-Puffer gefullten Schale in der folgenden
Reihenfolge von unten nach oben aufgebaut: Gitter, nasses Tuch, 2x nasses Whatman-
Papier, Gel, Membran, 2x nasses Whatman-Papier, nasses Tuch, Gitter. Am nachsten Tag
wurde die Membran kurz in H,O gewaschen und die Proteine 10 min in Ponceau S Lésung
(Sigma) angefarbt. Die Membran wurde durch mehrmaliges Waschen mit H,O entfarbt, der
Groélkenmarker mit Kuli markiert und die Membran - nass in Saran gewickelt - photokopiert.
Dann wurde die Membran fiur 1,5 h in 5% PBS-gepuffertem Milchpulver (Bio-
Magermilchpulver, Heirler, Radolfzell) abgesattigt. Nach 5x Waschen der Membran mit
PBST wurde der primare Antikérper in PBST verdinntem 5% Milchpulver dazugegeben und
entweder 2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3x kurzem
Waschen mit PBST wurde 1x 15 min und 2x jeweils 5 min mit PBST gewaschen. Die 1 h
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgte in 5% PBST-gepuffertem Milchpulver.
Danach wurde erneut 3x kurz, 1x 10 min und 2x jeweils 5 min mit PBST gewaschen. Die
Membran wurde zwischen Whatman-Papier getrocknet und 1 min mit dem ECL Kit (Pierce,
Bonn) behandelt. Nach erneutem Trocknen wird die Membran in Saran gewickelt und in
einer Kladde auf Kodak X-Omat AR Film 15 sec bis 5 min exponiert. Anschlieffiend wurden
die Filme im AGFA Curix60 entwickelt.
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Um die Membran erneut zu verwenden, wurde diese 30 min bei 50°C mit Strip-Losung
behandelt. Nach intensivem Waschen wurde die Membran in 5% PBST-gepuffertem
Milchpulver abgesattigt. Die weitere Behandlung erfolgte, wie zuvor beschrieben, wobei die
Inkubationszeiten des primaren und sekundaren Antikérpers auf 45 min bzw. 30 min verkiirzt

wurde.

Bei einer Western Blot Analyse gegen Osk Protein wurde anstelle von PBS und PBST, TBS
und TTBS verwendet.

2.2.22 Co-Immunoprazipitation

Fir die Immunoprazipitation wurden Ovarien von 10 Weibchen in Graces Insect Medium
prapariert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis oder im Kihlaum bei 4°C ausgefihrt. Die
Puffer wurden frisch hergestellt. Die Ovarien wurden 2x jeweils in 1:1 PBS/Extraktions-Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde komplett entfernt und 5 pl Extraktions-Puffer
dazugegeben. Mit einer Pistille wurden die Ovarien manuell homogenisiert und 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Die Interphase wurde in ein neues Eppendorf-Gefald transferiert.
Vom Input wurde 1 pl als Kontrolle entnommen. Der Rest wurde mit dem Antikorper-Mix (2 pl
anti-Mago aus Kaninchen, 2 pl IP-Puffer und 2 yl PBS) 2 h auf dem Rad inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde 55 pl Protein A-Agarose (Roche) mit 1 ml Wasch-Puffer versetzt und fur
5 sec bei 2500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 1ml Wasch-Puffer aufgenommen
und 5 sec bei 2500 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde die
gewaschene Protein A-Agarose mit derselben Menge an IP-Puffer versetzt. 50 ul hiervon
wurden zum Antikorper-Ovarien-Extrakt pipettiert und weitere 2 h auf dem Schittler
inkubiert. Anschliefend wurde die Immunoprazipitation 5 sec bei 2500 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde zur Kontrolle aufoewahrt (IP-Supernatant). Dann wurde 4x mit Wasch-
Puffer gewaschen. Auch hier wurde der erste Uberstand als spatere Kontrolle (1. Waschung)
aufbewahrt. Zu dem Immunoprazipitat und den zuvor entnommenen Kontrollen wurde SDS-
Proben-Puffer pipettiert und die Proben bei 95°C 5 min aufgekocht. Die Proben wurden dann

- wie unter 2.2.21 beschrieben - auf ein Andersen Gel aufgetragen und weiterbearbeitet.

2.2.23 Herstellung eines Peptid-Antikdrpers gegen Thocb

Die Synthese der Peptide, die Immunisierung der New Zealand White Kaninchen und die

Immunoaffinitats-Aufreinigung des Antikérpers wurde bei der Firma Sigma Genosys (Suffolk,
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England) in Auftrag gegeben. Aus der Aminosduresequenz von Thoc5 wurden zwei Bereiche
ausgewahlt, fur die jeweils ein Peptid hergestellt wurde. AKSKGQSTDEARIA aus dem N-
terminalen Bereich von Thoc5, das Uber ein Cystein an das Carrier-Protein KHL (keyhole
limpet haemocyanin) am C-Terminus konjugiert wurde. Aus dem C-terminalen Bereich von
Thoc5 wurde die Sequenz AFAKRSRSRPYKYI verwendet. Dieses Peptid wurde an KLH
Uber ein Cystein N-terminal konjugiert. Beide Bereiche bilden laut Sigma Genosys B-turns.

Zwei Kaninchen wurden mit beiden Peptiden immunisiert.

Immun-Protokoll:

Tag 0 Pra-Immun-Serum Kollektion

Immunisierung (200 ug)

Tag 14 Immunisierung (100 pg)
Tag 28 Immunisierung (100 pg)
Tag 42 Immunisierung (100 pg)
Tag 49 1. Testblutung (5 ml)
Tag 56 Immunisierung (100 pg)
Tag 63 2. Testblutung (5 ml)
Tag 70 Immunisierung (100 pg)
Tag 77 3. Testblutung (5 ml)
Tag 84 Immunisierung (100 pg)
Tag 91 4. Testblutung (5 ml)

Endblutung (90 ml)

Affinitatsaufreinigung

Mit dem Pra-Immun-Serum, den vier Testblutungen und der Affinitdtsaufreinigung beider
Kaninchen wurden die Antiseren auf ihre Spezifitit gegen Thoc5 sowohl mittels
Antikorperfarbungen (1:50, 1:100) an Ovarien aus w-Fliegen als auch mittels Western Blots
(1:250) analysiert. Die Western Blot Analyse wurde mit Ovarienextrakten von w-, GFP-
Thoc5- und HA-Thoc5-Fliegen durchgeflinrt. Sowonhl fiir die Antikorperfarbung als auch flr

die Western Blot Analyse konnte keine Spezifitdt der Antiseren nachgewiesen werden.
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3. ERGEBNISSE

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein GFP-Stau-Screen durchgefiihrt, mit dem Ziel neue Gene
zu identifizieren, die die Ausbildung der AP und DV Achsen in Drosophila kontrollieren.
Hierbei wurden 65 Linien mit mutantem Phanotyp gefunden. Durch Kreuzung der mutanten
Linien untereinander konnten bislang sieben letale Komplementationsgruppen identifiziert
werden. Im Mittelpunkt der Arbeit steht die phanotypische und molekulare Analyse der
letalen Komplementationsgruppe 32.17/11.229. Zudem wurde mit der Analyse der
Komplementationsgruppe 7.460/7.134 begonnen. Als Voraussetzung fir die molekularen

Analysen wurde zunachst eine molekulare Kartierungskarte fir Chromosom 2R generiert.

3.1 Generierung einer molekularen Kartierungskarte fiur Chromosom 2R

Die bei dem in der Einleitung beschriebenen GFP-Stau-Screen verwendete FLP/FRT-
Technik grenzt die Mutationen auf den rechten Arm des zweiten Chromosoms (2R) ein
(Januschke, 2001). Eine relativ neue Methode zur Kartierung von Mutationen bei Drosophila
ist die Kartierung mittels molekularer Marker (Berger et al., 2001; Hoskins et al., 2001; Martin
et al., 2001). Die nahezu vollstadndige Sequenzierung des Drosophila Genoms im Jahr 2000
macht es méglich, direkt auf die molekulare Karte zurlickzugreifen (Adams et al., 2000;
Rubin et al., 2000) und molekulare Marker zu identifizieren. Um diese Technik hier
anwenden zu koénnen, wurde nach Sequenz-Polymorphismen in nicht kodierenden
Bereichen zwischen dem im GFP-Stau-Screen verwendeten FRT42B Chromosom und dem

ovi

zur meiotischen Kartierung genutzten Marker-Chromosom al dp®" b pr cn vg ¢ a px bw mi sp
(,cpxsp®) gesucht. Polymorphismen zwischen zwei verschiedenen 2R Chromosomen, die
gleichmaRig tUber das Chromosom 2R verteilt sind, wurden bereits von Berger et al. (2001)

beschrieben.

Um diese Polymorphismen in der vorliegenden Arbeit verwenden zu koénnen, wurde
zunachst untersucht, ob die dort gefundenen PLP und RFLP auch zwischen den hier
verwendeten Chromosomen FRT42B und ,cpxsp“ auftreten. Dazu wurden PCR-Produkte
von homozygoter genomischer DNA der beiden Stdamme mit den entsprechenden
Oligonucleotiden amplifiziert. Die PCR-Produkte zur Detektierung von RFLP wurden zuvor
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Zusatzlich wurde untersucht, wie sich
die Polymorphismen auf dem Balancer-Chromosom CyO zu den beiden Chromosomen
verhalten. Die zu identifizierenden Mutanten sind homozygot letal und missen daher als

Stamm balanciert GUber CyO gehalten werden. Auch die zur spateren Kartierung erzeugten

42



Ergebnisse

rekombinanten Chromosomen werden durch CyO balanciert. Um sicherzustellen, dass die
Anwesenheit des CyO-Balancers die Detektion der Polymorphismen nicht verhindert, wurden
alle gefundenen PLP und RFLP auch an DNA von FRT42B/CyO und ,cpxsp“/CyO Fliegen
getestet. Insgesamt wurden 45 molekulare Marker getestet. Davon konnten 16 Marker, d.h. 5
PLP und 11 RFLP, nicht verwendet werden, da sich keine PCR-Produkte amplifizieren liel3en
bzw. diese mehr als ein PCR-Produkt aufwiesen. Von den 14 getesteten PLP sind 7 positiv
und von den 25 getesteten RFLP 9 positiv. Die verwendbaren PLP und RFLP und deren
Sequenzen sind in Tab. 1 aufgefihrt. Demnach sind nur ca. 40% der von Berger et al. (2001)
fur Chromosom 2R beschriebenen PLP und RFLP auch polymorph fir das FRT42B

Chromosom und das ,cpxsp“ Chromosom.

Fur die Identifizierung weiterer Polymorphismen wurden PCR-Produkte der negativen RFLP
und weitere amplifizierte Gen-Loci sequenziert und deren Sequenzen verglichen. In 29 von
37 sequenzierten PCR-Produkten konnte mindestens jeweils ein Polymorphismus zwischen
den beiden Chromosomen festgestellt werden (Tab. 1). Bei 82% dieser Sequenz-
Polymorphismen handelt es sich um SNP. Bei den verbleibenden 18% besteht der Sequenz-
Unterschied hingegen aus Deletionen bzw. Insertionen (putativen PLP) oder es wurden
mehrere Basenpaare ausgetauscht. In 69% der Falle fuhrt der Polymorphismus zur
Entstehung oder zum Wegfall einer Restriktionsschnittstelle, also einem putativen RFLP (s.
Tab. 1: Spalte 6).

Ausgehend von den 37 sequenzierten PCR-Produkten von insgesamt ca. 29 kb liegt die
durchschnittliche Anzahl der Polymorphismen zwischen den beiden Chromosomen FRT42B
und ,cpxsp“ bei ca. 6 Polymorphismen pro 1 kb. Die hier identifizierte Frequenz von
Polymorphismen zwischen zwei unterschiedlichen Chromosomen deckt sich mit den
Ergebnissen von anderen Arbeitsgruppen (Berger et al., 2001; Hoskins et al., 2001; Martin et
al., 2001).

Insgesamt wurden 43 verwendbare molekulare Marker mit Polymorphismen zwischen den
Chromosomen FRT42B und ,cpxsp“ zur Kartierung von Mutationen auf dem Chromosom 2R
identifiziert (Tab. 1). Die Lokalisation der molekularen Marker auf dem Chromosom 2R ist in

Abb. 5 nochmals illustriert.
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Abb. 5: Polymorphismus-Karte fiir Chromosom 2R.

Schematische Darstellung des rechten Arms des zweiten Chromosoms mit den sichtbaren Markern
FRT, ¢, px und sp sowie den molekularen Markern (nach oben gerichtete Striche). * markiert die
Existenz eines RFLP, Y die Existenz eines PLP.

3.2 Phanotypische Analyse der letalen Komplementationsgruppe
32.17/11.229

Die letale Komplementationsgruppe 32.17/11.229 besteht aus den beiden Allelen 32.17 und
11.229, die beide homozygot und trans-heterozygot nicht lebensfahig sind. Im Folgenden
wird die Rolle von 32.17/11.229 bei der Ausbildung der AP und DV Achsen speziell in der
Keimbahn untersucht. Zur Generierung von homozygot mutanten Keimbahnklonen wurde
das FLP/FRT/DFS-System verwendet (Chou et al. 1993; Xu und Rubin, 1993; Chou und
Perrimon, 1996).

3.2.1 Stérung der AP Oocytenpolaritat

Die Etablierung der AP Achse des Drosophila Embryos erfolgt wahrend der Oogenese durch
die Polarisation des Cytoskeletts und der damit verbundenen spezifischen Lokalisation von
osk und bcd mRNA am posterioren bzw. anterioren Pol der Oocyte (Riechmann und
Ephrussi, 2001; Huynh und St Johnston, 2004).

Im GFP-Stau-Screen wurde zur ldentifikation von mutanten Linien mit AP-Phanotyp die
Lokalisation des GFP-Stau Transgen in der Oocyte als Marker verwendet. Hierbei handelt es
sich um ein Fusionskonstrukt der beiden Proteine GFP und Staufen, das speziell in der
Keimbahn exprimiert wird (Schuldt et al., 1998). Das voll funktionsfahige transgene GFP-
Stau ist ab Stadium 2 in der Oocyte nachweisbar und co-lokalisiert mit osk mRNA ab
Stadium 9 am posterioren Pol (Abb. 6: A, B) (Schuldt et al., 1998).
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Abb. 6: Misslokalisation von GFP-Stau in Keimbahnklonen von 11.229 und 32.17.

Konfokalmikroskopische Aufnahme von Eikammern im Stadium 9 (A, C, E) und 10 (B, D, F). In dieser
und in den folgenden Abb. sind die Eikammern jeweils, sofern nicht anders angegeben, mit dem
posterioren Pol nach rechts orientiert. GFP-Stau wurde mittels anti-GFP (griin) Antikérper sichtbar
gemacht. (A, B) In wildtypischen Eikammern lokalisiert GFP-Stau am posterioren Pol der Oocyte
(Pfeil). Im Nahrzellcytoplasma bildet das GFP-Stau kleine Partikel. (C-F) In Keimbahnklonen von
11.229 und 32.17 ist GFP-Stau diffus (E, F) in der Oocyte verteilt bzw. lokalisiert nur in geringen
Mengen am posterioren Pol (C, D). Die GFP-Stau Partikelbildung in den Nahrzellen ist stark reduziert.

In Keimbahnklonen der Allele 32.17 und 11.229 akkumuliert GFP-Stau wahrend den frihen
Stadien der Oogenese normal in der Oocyte. Ab Stadium 9 Iasst sich jedoch in 92% der
32.17 und in 100% der 11.229 Eikammern keine wildtypische posteriore GFP-Stau
Lokalisation detektieren. Fir beide Allele zeigt sich GFP-Stau diffus verteilt in der Oocyte von
Eikammern der Stadien 9 und 10 (Abb. 6: C, D) oder lokalisiert zudem in geringen, aber nicht
in wildtypischen Mengen am posterioren Pol (Abb. 6: E, F). In Tab. 2 sind die genauen

prozentualen Verteilungen der Phanotypen von 32.17 und 11.229 aufgefiihrt.
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In wildtypischen Eikammern bildet GFP-Stau im Cytoplasma der Nahrzellen definierte kleine
Aggregate (Abb. 6: A, B). Diese Aggregatbildung ist in Keimbahnklonen beider Allele
drastisch reduziert (Abb. 6: C-F).

Tab. 2: Phanotypen der GFP-Stau Lokalisierung im WT und in Keimbahnklonen von 32.17 und

11.229.
Phéanotyp
Posteriores
Posteriores GFP-Stau Kein
GFP-Stau Signal posteriores | Anzahl der
Signal unterschiedlich | GFP-Stau | untersuchten
Genotyp wie im WT zum WT Signal Eikammern

WT st9
WT stl10

32.17 st9

32.17 stl0

11.229 st9
11.229 st10

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Mutation einen Einfluss auf die Lokalisation der osk
mRNA hat. Ab Stadium 1 akkumuliert osk mRNA in der Oocyte. Dagegen erfolgt die
spezifische Lokalisation der osk mRNA am posterioren Pol im Stadium 9 (Abb. 7: A, B), wo
sie wahrend der gesamten Oogenese positioniert bleibt (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al.,
1991). Keimbahnklone von 32.17 und 11.229 zeigen mutante osk-Phanotypen (Tab. 3). Zwar
akkumuliert osk mRNA in den friihen Stadien in der Oocyte, lokalisiert aber ab Stadium 9
nicht wie im WT am posterioren Pol. So zeigt sich eine diffuse Verteilung der osk mRNA in
der Oocyte fur 32.17 in 45% und fur 11.229 in 55% der Falle (Abb. 7: C, E). In 46% bzw.
43% der Keimbahnklone von 32.17 bzw. 11.229 erreichen geringe Mengen der osk mRNA
den posterioren Pol, wahrend der Grof3teil unspezifisch in der Oocyte verteilt bleibt (Abb. 7:
D, F). Auffallig ist, dass sich der Anteil der Oocyten, in denen die osk mRNA in geringen
Mengen den posterioren Pol erreicht, fir beide Allele im Stadium 10 deutlich héher ist als im
Stadium 9 (Tab. 3).
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Abb. 7: Misslokalisation der osk mRNA in Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen von osk mRNA (rot) in situ Hybridisierungen von Eikammern im
Stadium 9 (A, C, E) und 10 (B, D, F). Die DNA wurde mittels DAPI (blau) sichtbar gemacht. (A, B) In
wildtypischen Eikammern lokalisiert osk mRNA im Stadium 9 und 10 spezifisch am posterioren Pol
(Pfeile). (C-F) In Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229 Iokalisiert die osk mRNA nicht am posterioren

Pol. Die osk RNA ist diffus in der Oocyte verteilt (C, E) und

zusatzlich am posterioren Pol (Pfeile) detektieren (D, F).

lasst sich nur in geringen Mengen

Tab. 3: Phéanotypen der osk mRNA Lokalisierung im WT und in Keimbahnklonen von 32.17 und

11.229.
Phanotyp
Posteriore Keine
Posteriore Lokalisation von posteriore
Lokalisation von osk mMRNA Lokalisation Anzahl der
osk mMRNA unterschiedlich von untersuchten
Genotyp wie im WT zum WT osk mMRNA Eikammern
WT st9+st10 100% 0% 0% 60
| WT st9 100% 0% 0% 30 i
WT st10 100% 0% 0% 30
32.17 st9+stl0 10% 45% 45% 82
| 32.17 st9 6% 15% 79% 34 i
32.17 stl10 12% 67% 21% 48
11.229 st9+stl10 2% 43% 55% 47
| 11.229 st9 0% 11% 89% 19 |
| 11.229 stl10 4% 64% 32% 28 |
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Die posteriore Lokalisation der osk mRNA und des GFP-Stau Proteins im Stadium 9 sind
abhangig von der vorherigen Polarisierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Stadium 7. Daher
wurde untersucht, ob die oben beschriebenen Misslokalisationen von GFP-Stau und osk
mMRNA in 32.17 und 11.229 Keimbahnklonen durch ein defektes Mikrotubuli-Cytoskelett

zustande kommen.

Mit Hilfe des anti-TyrTubulin Antikérpers wurde das Mikrotubuli-Cytoskelett sichtbar
gemacht. Es waren keine offensichtlichen Defekte des Mikrotubuli-Cytoskeletts zu erkennen
(Abb. 8: A-C). In Keimbahnklonen und im WT bilden die Mikrotubuli einen Gradienten von

anterior nach posterior, wobei der posteriore Pol frei von Mikrotubuli erscheint.

Abb. 8: Die Polaritat des Mikrotubuli-Cytoskeletts in Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229.
Konfokalmikroskopische Aufnahme von Eikammern im Stadium 9 . (A-C) Das Mikrotubuli-Cytoskelett
wurde mittels anti-TyrTub (weill) Antikorper sichtbar gemacht. Das Mikrotubuli-Cytoskelett in
wildtypischen Eikammern (A) unterscheidet sich nicht im Vergleich zu Eikammern aus
Keimbahnklonen fur 32.17 (B) oder 11.229 (C). (D, E) Kin-RGal wurde mittels anti-RGal (weil)
Antikorper sichtbar gemacht. Im WT (D) und in 32.17 Keimbahnklonen (E) lokalisiert Kin-3Gal am
posterioren Pol (Pfeile) der Oocyten.

Ein Marker fir die Plus-Enden des Mikrotubuli-Cytoskeletts ist das Fusionsprotein aus dem
plus-end gerichteten Motorprotein Kinesin | und R-Galaktosidase (Kin-RGal) (Clark et al.,
1994). Kin-RGal lokalisiert im Stadium 9 am posterioren Pol der Oocyte (Abb. 8: D) -
unabhangig von osk. In Keimbahnklonen von 32.17 lokalisiert Kin-RGal - genauso wie im WT

- am posterioren Pol im Stadium 9 (Abb. 8: E).
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Offensichtlich hat die Mutation in 32.17 und 11.229 keinen Einfluss auf die Polarisierung des
Mikrotubuli-Cytoskeletts. Die Misslokalisation von osk mRNA und GFP-Stau in den mutanten
Keimbahnklonen ist demnach unabhangig von der funktionalen Ausrichtung des Mikrotubuli-

Cytoskeletts.

Mit seiner Lokalisation ab Stadium 9 wird die osk mRNA exclusiv am posterioren Pol
translatiert (Abb. 9: A) (Ephrussi et al, 1991; Kim-Ha et al.,1991; Ephrussi und Lehmann,
1992). Die Restriktion der Translation von osk am posterioren Pol ist bedingt durch den
korrekten Transport der osk mRNA und die gleichzeitige Repression der Translation
(Wilhelm und Smibert, 2005). Die osk mRNA kodiert fiir zwei Isoformen, Osk"°"9 und Osk>"",
die von zwei alternativen, sich im Leseraster befindenden Startcodons abgelesen werden.
Osk"°" wird sowohl fiir die Verankerung der osk mRNA als auch von Osk®"" am posterioren
Pol der Oocyte bendtigt (Markussen, et al., 1995; Breitwieser, et al., 1996). Osk®™" hingegen
ist fur die Bildung der Polzellen und des Abdomens zustandig (Markussen, et al., 1995;
Breitwieser, et al., 1996; Vanzo und Ephrussi, 2002).

Es wurde untersucht, ob die Mutation - zusatzlich zu ihrer Rolle beim osk mRNA Transport -
auch eine Rolle bei der Translation von osk spielt. Dafir wurde eine doppelte
Antikérperfarbung flr Osk und GFP-Stau durchgefiihrt. Da GFP-Stau wahrend der gesamten
Oogenese mit der osk MRNA co-lokalisiert, wird es hier als Marker flir osk mRNA verwendet
(Schuldt et al., 1998). In Keimbahnklonen flir 32.17 und fur 11.229 konnte kein ektopisch
translatiertes Osk Protein nachgewiesen werden (Abb. 9). Fiur beide Allele ist kein Osk
Protein in der Oocyte detektierbar, wenn GFP-Stau nicht posterior lokalisiert wird (Abb. 9: G-
I, M-O). In den Fallen, in denen geringe Mengen von GFP-Stau posterior lokalisiert sind, ist
auch Osk Protein, ebenfalls nur in geringen Mengen, dort zu identifizieren (Abb. 9: D-F, J-L).
Dieses Ergebnis konnte durch Western Blot Analyse von Osk Protein bestatigt werden (Abb.
10). Im WT wird - wie erwartet - Osk"™" stark exprimiert und Osk"*" in nur geringfiigigen
Mengen (Abb. 10). In den Mutanten dagegen ist die Expression sowohl von Osk*™" als auch
Osk"°" stark reduziert bis nahezu nicht nachweisbar (Abb. 10). In den mutanten
Keimbahnklonen wird die Translation der nicht lokalisierten bzw. misslokalisierten osk mRNA

wie im WT unterdriickt. Die Mutation beeinflusst folglich nicht die Repression der Translation.
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| osk | cFpstu | osiFp-stau

Abb. 9: Keine ektopische Translation von osk mRNA in 32.17 und 11.229 Keimbahnklonen.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern im Stadium 10. Osk wurde mittels anti-Osk (rot)
Antikorper und GFP-Stau mittels anti-GFP (griin) Antikérper sichtbar gemacht. (A-C) In wildtypische
Eikammer wird Osk am posterioren Pol translatiert und co-lokalisiert dort mit GFP-Stau. (D-O) In
Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229 wird Osk nicht ektopisch translatiert. Wenn GFP-Stau diffus in
der Oocyte verteilt ist, wird die osk mRNA nicht translatiert (G-I, M-O). Erreichen geringe Mengen an
GFP-Stau den posterioren Pol, ist auch Osk dort zu detektieren (D-F, J-L).

32.17 Marker WT  11.229

Abb. 10: Repression von Osk Protein in

j— Keimbahnklonen von 32.17
64kDa Osklong und 11.229.
Western Blot gegen Osk und Aktin an
Ovarienextrakten von wildtypischen
- Fliegen und 32.17 bzw. 11.229
50kDa OSkShO'-t Keimbahnklonen. In den Ovarienextraken

der mutanten Keimbahnklone (Bahn 1, 4)
sind beide Osk Isoformen im Vergleich
zum WT (Bahn 3) stark reduziert.

Aktin
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Die mRNA der anterioren Determinante bcd akkumuliert in den Stadien 5-6 in der Oocyte.
Sie lokalisiert ab Stadium 8 zunachst als Ring am anterioren Pol und ist danach am
gesamten anterioren Kortex der Oocyte zu detektieren (Abb. 11: A) (St Johnston et al, 1989).
Die bcd Lokalisation in Keimbahnklonen der Allele 32.17 und 11.229 unterscheiden sich

nicht im Vergleich zum WT (Abb. 11: A, B).

A B

WT 32.17

Abb. 11: Wildtypische Lokalisation der bcd mRNA in Keimbahnklonen von 32.17.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von bcd mRNA (rot) in situ Hybridisierungen. Die DNA wurde
mittels DAPI (blau) visualisiert. (A) Wildtypische Eikammer im Stadium 9. (B) Eikammer von 32.17
Keimbahnklonen im Stadium 9. Es ist kein Unterschied zwischen WT und Keimbahnklonen von 32.17
detektierbar.

3.2.2 Stérung der DV Oocytenpolaritat

Die Polaritat der Oocyte lasst sich aus der Morphologie der Eihdllle ablesen. Charakteristisch
fur die Morphologie des wildtypischen Eies von Drosophila sind die beiden dorsalen
Anhange, die anterior gelegene Mikropyle und die posteriore Aeropyle. Die Fliegen mit
homozygot mutanter Keimbahn fur 32.17 oder 11.229 legen deutich weniger Eier als
wildtypische Fliegen. Bei beiden Allelen weisen die abgelegten Eier einen ventralisierten
Phanotyp auf (Abb. 12). Bei 32.17 auldert sich die Ventralisierung in 74% der Félle in nur
einem dorsalen Anhang (Abb. 12: B) bzw. in rudimentdren Resten (23%) von dorsalen
Anhangen (Abb. 12: C). Ein geringer Prozentsatz von 3% sind kleine sog. ,cup-shaped® Eier
(Abb. 12: D). Die ,cup-shaped” Eier bilden bei 11.229 mit 74% die am starksten vertretene
Gruppe (Abb. 12: G). Sie weisen alle Reste von dorsalen Anhangen auf. Ein geringer Anteil
der Eier (13%) zeigt nur einen dorsalen Anhang (Abb. 12: E) und in weiteren 13% der Falle
sind keine dorsalen Anhange (Abb. 12: F) zu identifizieren. Die Bildung der dorsalen
Anhange und der DV Achse des Embryos wird durch das zweite Grk Signal initiiert. Die
Ventralisierung der Eier deutet auf einen Defekt im zweiten Grk Signal und somit auf eine
Rolle der Mutation bei der DV Achsenbildung hin. Die abgelegten Eier sind nicht befruchtet.

Es entwickelt sich kein Embryo.
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32.17 n=196 11.229 n=s2

Abb. 12: Ventralisierte Eier von 32.17 und 11.229 Keimbahnklonen.

Mikroskopische Dunkelfeld-Aufnahmen von Eiern in dorsaler Ansicht, anterior ist oben. (A)
Wildtypisches Ei. (B-D) Die abgelegten Eier von Mittern mit Keimbahnklonen des Allels 32.17 zeigen
unterschiedliche Grade an ventralisierten Eiern: (B) Eier mit nur einem dorsalen Anhang, (C) Eier mit
rudimentaren Resten von dorsalen Anhangen und (D) ,cup-shaped” Eier. (E-G) Die abgelegten Eier
von Mittern mit Keimbahnklonen des Allels 11.229 sind ebenfalls ventralisiert: (E) nur ein dorsaler
Anhang, (F) kein dorsaler Anhang und (G) ,cup-shaped” Eier mit rudimentaren Resten von dorsalen
Anhangen.

Um zu Uberprifen, ob die Ventralisierung der Eihillen durch eine Misslokalisation des
Oocytenkerns hervorgerufen wird, wurde die Position des Oocytenkerns in Keimbahnklonen
der beiden Allele mittels Antikorperfarbung des nucledren Lamins und mittels Phalloidin
Markierung des Aktin Cytoskeletts untersucht. In den Stadien 6-7 der Oogenese wandert der
Oocytenkern vom posterioren Pol zum anterioren Pol der Oocyte und definiert dort mit dem
zweiten Grk Signal die dorsale Seite der Oocyte und des spateren Embryos. In keiner der
untersuchten Keimbahnklone von 32.17 und 11.229 wurde eine Misslokalisation des
Oocytenkerns detektiert. In allen Fallen wird der Kern wie im WT zur anterior-dorsalen Seite
der Oocyte transportiert (Abb. 13: A, B). Die Phalloidin Markierung lasst dartiberhinaus keine
Defekte im Aktin-Cytoskelett der Oocyte erkennen.

Im spaten Stadium 10 beginnt das Nahrzell-Dumping, d. h. die Entleerung des Cytoplasmas
der Nahrzellen in die Oocyte. Fir beide Allele ist teilweise eine Invagination der Nahrzellen in
die Oocyte zu beobachten (Abb. 13: B). Diese korreliert mit den in beiden Allelen
gefundenen ,cup-shaped” Eiern (vgl.auch Abb. 12: D, G).

60



Ergebnisse
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Abb. 13: Lokalisation des Oocytenkerns.

Konfokalmikroskopische Aufnahme von Eikammern im Stadium 10. Aktin wurde mittels Phalloidin (rot)
und die Zellkerne mittels anti-Lamin (grin) Antikdrper sichtbar gemacht. (A) In wildtypischen
Eikammern wandert der Oocytenkern (*) zum anterioren Pol der Oocyte und definiert dort die dorsale
Seite. (B) In Eikammern von mutanten Keimbahnklonen wandert der Oocytenkern (*) wie im WT zur
anterior-dorsalen Seite. Zudem ist die Invagination der Nahrzellen in die Oocyte zu erkennen (Pfeil).

Die prazise Lokalisation von grk mRNA und Protein in der anterior-dorsalen Region der
Oocyte ab Stadium 8-9 ist entscheidend fiir die DV Achsenbildung. In den friihen Stadien (1-
7) der Oogenese ist die grk mRNA in der gesamten Oocyte nachweisbar, wobei der Grolteil
des Transkripts am posterioren Pol lokalisiert ist. Im Stadium 8 akkumuliert die grk mRNA
transient am anterioren Pol der Oocyte. Danach lokalisiert die grk mRNA - zusammen mit
dem Oocytenkern - am anterior-dorsalem Pol der Oocyte (Abb. 14: A, B) (Neumann-
Silberberg und Schipbach, 1993). Die Allele 32.17 und 11.229 zeigen keinen Einfluss auf
die Lokalisation des grk Transkripts. In allen untersuchten Keimbahnklonen lokalisiert die grk
mRNA am anterior-dorsalen Pol der Oocyte (Abb. 14: C, D). Auffallig ist jedoch, dass die
Menge der lokalisierten grk mRNA im Vergleich zum WT deutlich geringer ist. Dies konnte
sowohl mit fluoreszenter als auch mit nicht-fluoreszenter in situ Hybridisierung beobachtet
werden (Abb. 14). Die geringere Menge an grk mRNA korreliert mit den beobachteten
ventralisierten Ei-Phanotypen (vgl. auch Abb. 12).

Ferner wurde mittels Antikdrperfarbung untersucht, ob die Mutation die Lokalisation des Grk
Proteins bzw. die Translation von grk beeinflusst. In Keimbahnklonen der Allele 32.17 und
11.229 ist Grk Protein nachweisbar und lokalisiert am anterior-dorsalen Pol der Oocyte (Abb.
15: B, C). Jedoch scheint auch hier, wie bei der grk mRNA, die Menge des Proteins im
Vergleich zum WT (Abb. 15: A) reduziert. Die Reduktion des Grk Proteins korreliert mit den
beobachteten ventralisierten Eiformen und den reduzierten RNA Mengen (vgl. Abb. 12). In
8% der Keimbahnklone von 11.229 war kein Grk Protein zu detektieren. Dies entspricht in
etwa den 13% der abgelegten Eier von Muttern mit 11.229 Keimbahnklonen, die keine

dorsalen Anhange aufweisen.
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Abb. 14: Lokalisation der grk mRNA in Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229.

(A, C) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von grk mRNA (rot) in situ Hybridisierungen. DNA wurde
mit DAPI (blau) visualisiert. (B, D) Lichtmikroskopische Aufnahmen von grk mRNA (blau) in situ
Hybridisierungen. (A, B) In wildtypischen Eikammern lokalisiert die grk mRNA am anterior-dorsal
Kortex gemeinsam mit dem Oocytenkern (*). (C, D) In Eikammern von 32.17 und 11.229
Keimbahnklonen ist die grk mRNA wie im WT anterior-dorsal am Oocytenkern lokalisiert, nur die
Menge an RNA scheint reduziert.

Abb. 15: Lokalisation von Grk Protein in Keimbahnklonen von 32.17 und 11.229.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern im Stadium 9. Grk wurde mittels anti-1D12
(weiR) Antikodrper sichtbar gemacht. (A) In WT Eikammer lokalisiert Grk am anterior-dorsalem Kortex.
(B, C) In Eikammern von 32.17 und 11.229 Keimbahnklonen lokalisiert Grk wie im WT am anterior-
dorsalem Kortex, nur die Menge an Grk scheint geringer.

3.3 Identifizierung von thoc5 durch Kartierung von 32.17/11.229

Um das mutante Gen der Allele 32.17 und 11.229 zu kartieren, wurde eine Kombination aus
traditioneller meiotischer Grobkartierung einer letalen Komplementationsgruppe mittels
sichtbaren Markern und einer Feinkartierung mittels molekularen Markern gewahlt (Martin et
al., 2001). Das Kreuzungsschema fur die meiotische Kartierung und fir die Generierung von
Rekombinantenstdmmen flr die Kartierung mittels Sequenzpolymorphismen ist in Abb. 16

dargestellt.
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Zunachst wurden Mannchen des einen mutanten Allels 11.229 mit Weibchen des rezessiven
Markerstamms ,cpxsp“ gepaart (Abb. 16: Kreuzung 1). Diese Kreuzung generiert Weibchen,
in denen meiotische Rekombination zwischen den beiden Chromosomen FRT42B und
,cpxsp“ erfolgen kann. Die Weibchen wurden dann in grofen Mengen mit Mannchen
gekreuzt, deren Chromosomen dieselben rezessiven Marker wie ,cpxsp“ sowie einen
zusatzlichen dominanten Marker (Bl) aufweisen (Abb. 16: Kreuzung 2). Durch den
dominanten Marker kann dieses Chromosom in den Nachkommen leicht verfolgt werden.
Mannliche Nachkommen, die sowohl das rekombinante Chromosom als auch das dominante
Markerchromosom trugen, wurden selektiert und auf Rekombinationsereignisse mittels der
sichtbaren Marker untersucht. Das FRT42B Chromosom tragt an der cytologischen Position
42B das sichtbare mini-white Gen, das hier als zusatzlicher vierter sichtbarer Marker (FRT)
verwendet wird. Es kann folglich in 3 Intervallen (FRT-c-px-sp) nach spezifischen
Rekombinationen auf dem Chromosom 2R selektiert werden. In Einzelkreuzungen wurden
Rekombinanten eines jeden Intervalls mit Weibchen des zweiten unabhangigen Allels 32.17
gepaart (Abb. 16: Kreuzung 3). Wenn keine transheterozygoten Nachkommen auftreten,
tragt das rekombinante Chromosom die Mutation. Diese Komplementationsanalyse von ca.
20 Rekombinanten eines jeden Intervalls grenzt die Mutation zwischen den beiden

sichtbaren Markern px und sp auf ca. 1,6 Mb ein.

Fir die Feinkartierung mit molekularen Markern wurde nach weiteren Mannchen gesucht, in
denen eine Rekombination zwischen px und sp erfolgt war. Diese Mannchen wurden zur
Komplementationsanalyse wiederum mit Weibchen des zweiten Allels gepaart (Abb. 16:
Kreuzung 4). Aus den Geschwistern dieser Einzelkreuzung, die das rekombinante
Chromosom Uiber dem Balancerchromosom CyO trugen, wurden stabile Stamme etabliert.
Insgesamt wurden 99 Stamme mit rekombinanten Chromosomen zwischen den Markern px
und sp etabliert. Es wurden 45 rekombinante Chromosomen mit Mutation detektiert, 42
Chromosomen mit dem Genotyp —cpx+ und 3 Chromosomen mit dem Genotyp FRT++sp.
Von den 55 identifizierten Stdmmen ohne Mutation hatten 3 rekombinante Chromosomen
den Genotyp —cpx+ und 51 rekombinante Chromosomen den Genotyp FRT++sp. Da es sich
bei den beiden rekombinanten Chromosomen FRT++sp und —cpx+ um reziproke

Chromosomen handelt, ist davon auszugehen, dass das mutante Gen naher bei sp liegt.
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Kreuzung 1 C?C? FRT4ZB 11 .229 X 99 ch sp"
/ yO
FRT42B 11.229 Bl cpxs
Kreuzung 2 2 C PX 9P
g2| PP B = Syx 34 s
Rekombinante FRT42B 32.17
Kreuzung 3 J = ~Blcpxsp x 99 y0
/ mit diesen Fliegen wurde
Rekombinanten _ 9etestet, in weichem
== Intervallsich die Mutation
FRT42B 32.17 befindet:hier zwischen
i/ px und sp
FRT + + sp
oder X FRT42B 32.17
Kreuzung 4| & Cpx + Q% oo
Bl c px sp /
Rekombinanten .
FRT42B 32 17 > Komplementationsanalyse
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Abb. 16: Kreuzungsschema zur Kartierung der letalen Komplementationsgruppe 32.17/11.229.
Zunachst werden Weibchen generiert, die heterozygot fir das mutante Allel 11.229 und das rezessive
,cpxsp“ Marker-Chromosom sind (Kreuzung 1), damit es zu Rekombinationsereignissen zwischen den
beiden Chromosomen kommen kann. Diese Weibchen werden dann mit Mannchen gepaart, in denen
das Markerchromosom zusatzlich den dominanten Marker Bl tragt (Kreuzung 2). Die mannlichen
Nachkommen werden auf rekombinante Chromosomen hin selektiert und in Einzelkreuzungen gegen
Weibchen mit dem zweiten Allel 32.17 gekreuzt (Kreuzung 3). Durch diese
Komplementationskreuzung wird untersucht, ob das rekombinante Chromosom die Mutation noch
tragt und zwischen welchen Markern sich die Mutation befindet, hier zwischen px und sp. Durch
weitere Kreuzungen werden dann spezifisch Fliegen mit rekombinanten Chromosomen im Intervall
zwischen px und sp generiert (Kreuzung 4) und der Komplementationsanalyse unterzogen. Fur die
molekulare Kartierung werden aus den Geschwistern stabile Stdmme mit rekombinanten
Chromosomen Uber CyO hergestellt.
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Genomische DNA von diesen 99 Stammen wurde prapariert und zur Feinkartierung mittels
der in Kapitel 3.1 (Tab. 1) identifizierten Sequenz-Polymorphismen genotypisiert. Die
Ergebnisse der molekularen Feinkartierung sind in Abb. 17 zusammengefasst. Zunachst
wurde getestet, wo sich die Mutation bezlglich der beiden RFLP 2R141 und 2R144 befindet.
In 10 —cpx+ Chromosomen mit Mutation und in den 3 FRT++sp Chromosomen mit Mutation
ist die Rekombination zwischen den Markern 2R141 und 2R144 erfolgt. Der Marker 2R141
dieser —cpx+ Chromosomen verhalt sich wie das ,cpxsp“ Chromosom, wohingegen der
Marker 2R144 mit dem FRT42B Chromosom Ubereinstimmt. Bei den 3 FRT++sp
Chromosomen ist das Ergebnis fir die beiden Marker gegenteilig. Demnach liegt die
Mutation zwischen den beiden RFLP 2R141 und 2R144. Die Analyse der rekombinanten

Chromosomen ohne Mutation kam zu demselben Ergebnis.

2R143.12 2R143.13
2R143A 2R143.15
2R143.22R143.3
2R142 2R143
2R141 2R144
FRT c px sp
-cpxt (N=32)
-cpx+ (n=8)
rekombinante -Cpx+ (h=1)
Chromosomen
mit Mutation FRTH+rsp (n=1)
FRT+Hsp (n=1)
FRT+Hsp (n=1)
-cpx+ (n=1) -
-cpx+ (n=1)
rekombinante = =
Chremosomen o537 (L)
ohne Mutation FRT+Hsp (n=2)
FRTH+Hsp (n=8)
FRTHsp (n=41)

Abb. 17: Molekulare Kartierung von 32.17/11.229.

Schematische Darstellung der mittels molekularer Marker untersuchten rekombinanten Chromosomen
zur Kartierung der Komplementationsgruppe 32.17/11.229. Die Teile der rekombinanten
Chromosomen, die vom FRT42B Chromosom abstammen, sind rot makiert, die des ,cpxsp*
Markerchromosoms schwarz. Die griinen Kasten zeigen die kartierte Region der Mutation durch die
Analyse der rekombinanten Chromosomen mit Mutation und ohne Mutation. n= die Anzahl der
untersuchten Chromosomen.

Fur die weitere Eingrenzung der Mutation durch SNP hat sich die Zahl der informativen
rekombinanten Chromosomen auf 13 Chromosomen mit Mutation und 12 Chromosomen
ohne Mutation reduziert. Diese 25 Chromosomen wurden dann mit bereits vorhandenen und

neu detektierten SNP zwischen den Markern 2R141 und 2R144 genotypisch untersucht und
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die Mutation so weiter eingegrenzt (Abb. 17). Die Mutation liegt in einem Bereich von ca. 26
kb zwischen den molekularen Markern 2R143A und 2R143.13.

In dem kartierten Bereich befinden sich 11 Gene (Abb. 18). Ein letales Allel flr G-salpha60A
war von flybase erhaltlich. Durch Komplementationskreuzung der mutanten G-salpha60A
Linie mit den beiden Allelen 32.17 und 11.229 konnte ausgeschlossen werden, dass es sich
bei G-salpha60A um das gesuchte Gen handelt. Von den verbleibenden 10 Genen
erschienen vier Gene auf Grund ihrer von flybase deduzierbaren Funktion als putative
Kandidaten fur die Mutation in den Allelen 32.17 und 11.229. So haben das CG2970 Gen
und das alpha-catenin-related Gen eine Rolle in der Organisation des Cytoskeletts, fzr2
beeinflusst den Zellzyklus und thoc5 ist beim Transport von mRNA aus dem Zellkern
beteiligt. Die Sequenzanalyse dieser vier Genloci ergab flr beide Allele eine Mutation in der
kodierenden Region des Gens thoc5. Bei dem Allel 32.17 wird Guanin an Position
19842744 bp auf dem Chromosom 2R (flybase R5.4) durch Adenin ausgetauscht, und bei
dem Allel 11.229 Cytosin durch Thymin an Position 19843499 bp.

. .
19830k 19840k, 19850k

Gene Span
G-zalphabOA CG2O70 thoch alpha-catenin-related Frmo-1
[ [ [ —

CGL3565 fzr2 CG3803 CGL67E7 CGL3SEE Alas
] [ ] < <]

Abb. 18: Kartierte genomische Region der méglichen Gene fur 32.17/11.229 (modifiziert nach
flybase).

Mit Rettungsexperimenten konnte bestatigt werden, dass es sich bei 32.17 und 11.229 um
zwei mutante Allele des Gens thoc5 handelt. Konkret wurde hierfur ein UASP2::thoc5
Transgen unter der Kontrolle eines tubGal4 Treibers in transheterozygote Embryonen
(32.17/11.229) gebracht. Diese normalerweise letalen Transheterozygoten waren nun

lebensfahig und fertil.

Dagegen fuhrt das Transgen in homozygoten Embryonen nicht zur Rettung. Dies konnte
dadurch erklart werden, dass - aulRer der Mutation in thoc5 - noch weitere letale Mutationen
durch EMS im Genom der Fliegen 32.17 und 11.229 induziert wurden. Tatsachlich wurde die
verwendete EMS Dosis beim GFP-Stau-Screen so gewahlt, dass es zu mindestens einer

letalen Mutation pro Chromosomenarm kommen sollte.
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3.4 Molekulare Charakterisierung von thoc5

Das Gen thoc5 besitzt sechs Exons und kodiert fur ein Protein mit 616 Aminosduren von ca.
70,9 kDa (Abb. 19). Auf Proteinebene lasst sich eine ,coiled-coil*-Domane in Exon 2
nachweisen (http://www.ensembl.org/index.html). Bei dem Allel thoc5%**’ fiinrt die Mutation
zu einem Basenpaaraustausch von Guanin nach Adenin im dritten Exon. Diese Transition
verwandelt die Aminosaure Tryptophan an Position 315 in ein Stopcodon. Beim zweiten Allel

thoc51-22°

wird Cytosin durch Thymidin ersetzt. Auch hier fuhrt der Austausch der
Aminosaure Glutamin an Position 530 im flinften Exon zu einem Stopcodon. Es handelt sich
bei beiden Allelen wahrscheinlich nicht um Nullallele, da beide noch trunkierte Proteine
kodieren konnten. Fir Thoc5 lassen sich homologe Proteine (~30% Identitat) u. a. in

Caenorhabditis elegans, Fisch, Maus und Mensch, nicht jedoch in S. cerevisiae finden.

thoc5 > ﬂihi-:-.v:;:smm thoc5ﬂ'zzgt0->1'!$lop}
| S | — | g

]
2036bp
Bl "coiled coil"-Domaine kodierende Region

Abb. 19: thoc5 Genstruktur.

In Drosophila S2 Schneiderzellen ist Thoc5 als Teil des THO-Komplexes identifiziert worden
(Rehwinkel et al., 2004). Dieser THO-Komplex reguliert die Expression von <20% des
Transkriptoms und den mRNA Transport von <12% des Transkriptoms aus dem Zellkern ins
Cytoplasma. Der THO-Komplex besteht aus 5 Proteinen, namlich Tho2, Hpr1, Thoc5, Thoc6
und Thoc7. Fiur die beiden Hauptkomponenten Tho2 und Hpr1 lassen sich homologe
Proteine in S. cerevisiae finden. In S. cerevisiae besteht der THO-Komplex aus 4 Proteinen:
Tho2p, Hpr1p, Mft1p und Thp2p (Chavez et al., 2000). Die Ausschaltung eines dieser Gene
in S. cerevisiae flihrt zu  Temperatur-Sensitivitat,  transkriptionsabhangiger
Hyperrekombination, =~ Schwachung der transkriptionalen Elongation und unter
Hitzeschockbedingungen zu Akkumulierung von polyadenylierter RNA im Zellkern (Piruat et
al., 1998; Schneiter et al., 1999; Chavez et al., 2000; West et al., 2000; Jimeno et al., 2002;
Libri et al., 2002; Strasser et al., 2002; Rondon et al., 2003)

In S. cerevisiae interagiert der THO-Komplex sowohl mit dem Transkriptionsapparat als
auch mit der mRNA Export Maschinerie. (Chang et al., 1999; West et al., 2000; Fan et al.,
2001; Jimeno et al., 2002; Libri et al., 2002; Strasser et al., 2002; Zenklusen et al., 2002).

Chromatin-Immunoprazipitations-Experimente haben gezeigt, dass Hpr1p und Tho2p schon
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bei der Transkription an die naszierende RNA rekrutiert werden. Dort rekrutiert Hpr1p die
mRNA Export Faktoren Yra1p und Sub2p. Yra1p wirkt als Adaptor zwischen mRNA und dem
heterodimeren mRNA Export-Rezeptor Mex67p-Mtr2p. Der THO-Komplex ist folglich an der
korrekten Bildung von mRNP Komplexen und deren Export aus dem Zellkern in S. cerevisiae

beteiligt.

3.4.1 Expression von thoc5 mRNA

Die mRNA von thoc5 lasst sich mittels in situ Hybridisierung in der Keimbahn nachweisen.
Spatestens ab Stadium 4 wird thoc5 von den Nahrzellen exprimiert und ist wahrend der
gesamten Oogenese im Cytoplasma nachweisbar (Abb. 20). Es ist keine spezifische

Lokalisierung der mRNA zu erkennen.

Abb. 20: Expression von thoc5 mRNA in der Keimbahn.

Lichtmikroskopische Aufnahmen von thoc5 (blau) in situ Hybridisierung in WT Eikammern. Die mRNA
von thoc5 wird sowohl im friihen (A) als auch im spaten Stadium (B) der Oogenese in der Keimbahn
exprimiert.

3.4.2 Lokalisation von Thoc5 Protein

Um die Lokalisation des Thoc5 Proteins zu untersuchen, wurde ein Peptid-Antikorper
generiert (s. 2.2.2.3). Fur diesen Antikorper konnte jedoch weder durch Western Blot
Analyse noch durch Antikdrperfarbungen an Eikammern eine Spezifitat fur ThocS
nachgewiesen werden. Auch die Verwendung des kommerziell erhaltlichen Peptid-

Antikérpers flr das Thoc5 Maus Homolog FMIP ergab mit beiden Methoden kein Ergebnis.

Um trotzdem die zelluldre Lokalisation des Thoc5 Proteins in der Keimbahn zu untersuchen,
wurde ein GFP-Thoc5 Fusionprotein unter der Kontrolle des maternalen Tubulin-Promotors
hergestellt. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwahnen, dass die Expression von
GFP-Thoc5 in thoc5%***" Keimbahnklonen zur Rettung des mutanten Phanotys fiihrt, was auf

eine volle Funktionsfahigkeit des GFP-Thoc5 Transgens in der Keimbahn schlieRen lasst.
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Nach Antikérperfarbung gegen GFP zeigte sich eine dominante gleichmaRige Lokalisation
von GFP-Thoc5 im Kernplasma des Oocytenkerns als auch in den Zellkernen der Nahrzellen
(Abb. 21). GFP-Thoc5 wird nicht in den Nucleoli detektiert.

Zudem akkumuliert GFP-Thoc5 in den Nahrzellkernen an mehreren Stellen punktformig
(Abb. 21: B). Auffallig ist hier, dass die Aggregate sich scheinbar immer in direkter
Nachbarschaft zu den Nucleoli befinden. In geringen Mengen kann GFP-Thoc5 auch im
Cytoplasma der Nahrzellen und der Oocyte detektiert werden. Hier weist es keine

spezifische Lokalisation auf.

B

Abb. 21: GFP-Thoc5 Lokalisation in den Zellkernen der Keimbahn.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen von einer Eikammer und eines Nahrzellkerns. GFP-Thoc5 wurde
mittels anti-GFP (grin) Antikérper und die Kernmembran mittels anti-Lamin (rot) Antikdrper sichtbar
gemacht. (A) Die Eikammer im Stadium 9 zeigt die dominante Lokalisation von GFP-Thoc5 in den
Zellkernen der Nahrzellen sowie des Oocytenkerns. (B) In VergréRerungen von Nahrzellkernen lassen
sich zudem punktférmige Aggregate (Pfeile) von GFP-Thoc5 erkennen. Diese scheinen immer in
unmittelbarer Nahe zu den Nucleoli.

Ein identisches ThocS Lokalisationsmuster wurde auch erzielt, wenn ein mit HA-markiertes
Transgen (UASP2::HA-thoc5) unter der Kontrolle eines tubGal4 oder nosGal4 Treibers
exprimiert wurde (Abb. 22). Dieses Fusionskonstrukt ist voll funktionsfahig. Unter der
Kontrolle des tubGal4 Treibers sind transheterozygote Embryonen fir 32.17/11.229 mit
UASP2::HA-thoc5 lebensfahig und die entstehenden Fliegen fertil (vgl. 3.2.9).
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HA-Thoc5

Abb. 22: Lokalisierung von HA-Thoc5 in Zellkernen.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen einer Eikammer und eines Nahrzellkerns. HA-Thoc5 wurde
mittels anti-HA (grin) Antikérper und F-Aktin mittels Phalloidin (rot) sichtbar gemacht. Das
UASP2::HA-Thoc5 Transgen wird mit Hilfe des tubGal4 Treibers exprimiert. (A) Die Eikammer im
Stadium 9 zeigt die dominante Lokalisation des HA-Thoc5 in den Zellkernen der Follikelzellen, der
Nahrzellen sowie des Oocytenkerns. (B) In den Nahrzellkernen ist HA-Thoc5 im Kernplasma verteilt
und bildet Aggregate (Pfeile) in unmittelbarer Nahe zu den Nucleoli.

3.4.3 Co-Lokalisation von Thoc5 mit Tho2 und Hprl

Thoc5 bildet gemeinsam mit vier weiteren Komponenten, namlich Tho2, Hpr1, Thoc6 und
Thoc7, einen konservierten Komplex, den so genannten THO-Komplex (Rehwinkel et al.,
2004). Daher wurde untersucht, ob dieser Komplex auch in der Oogenese von Drosophila
gebildet wird. Die Lokalisation der beiden Hauptkomponenten Tho2 und Hpr1 wahrend der
Oogenese wurde mittels Antikérperfarbung untersucht. Beide Proteine sind in allen Stadien
der Oogenese nachweisbar (Abb. 23). Wie GFP-Thoc5 zeigen sowohl Tho2 als auch Hpr1
eine starke Lokalisation in den Zellkernen der Keimbahn. Auch eine punktférmige
Akkumulierung in den Nahrzellkernen ist zu beobachten (Abb. 23: F). Zudem sind Hpr1 und
Tho2 im Cytoplasma der Oocyte und der Nahrzellen zu detektieren (Abb. 23: A, C). Co-
Farbung von GFP-Thoc5 und Tho2 bzw. Hpr1 zeigen, dass die beiden Proteine in den
Zellkernen der Keimbahn co-lokalisieren (Abb. 23: D). Dies ist deutlich in den Nahrzellkernen
zu erkennen (Abb. 23: G). Auf Grund der Co-Lokalisierung kann davon ausgegangen
werden, dass die mit GFP und HA markierten Thoc5 Transgene die Lokalisation des
endogenen Thoc5 Proteins wiedergeben. Der THO-Komplex bildet sich folglich auch

wahrend der Oogenese in Drosophila.

Ferner wird Tho2 und Hpr1 auch in den zygotischen Follikelzellen exprimiert (Abb. 23). Wie
in der Keimbahn lokalisieren die Proteine verstarkt in den Zellkernen, sind aber auch im
Cytoplasma nachweisbar (Abb. 23: A, B, D). Dies lasst auf eine weitere mogliche Rolle des

THO-Komplexes auch in den Follikelzellen schlief3en.
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GFP-Thoc5

Abb. 23: Co-Lokalisierung von GFP-Thoc5 mit Tho2 und Hpr1.

(A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern unterschiedlicher Entwicklungsstadien. Hpr1
wurde mittels anti-Hpr1 (griin) Antikorper und F-Aktin mittels Phalloidin (rot) sichtbar gemacht. Hpr1
lokalisiert wahrend der gesamten Oogenese in den Zellkernen der Keimbahn und des Follikelepithels.
(B-G) Konfokalmikroskopische Aufnahmen einer Eikammer und eines Nahrzellkerns. GFP-Thoc5
wurde mittels anti-GFP (griin) Antikérper und Tho2 mittels anti-Tho2 (rot) Antikorper sichtbar gemacht.
Das GFP-Thoc5 Transgen steht unter der Kontrolle des maternalen Tubulin Promotors. (B-D) GFP-
Thoc5 co-lokalisiert mit Tho2 in den Zellkernen der Keimbahn. (E-G) In Vergréferungen von den
Nahrzellkernen ist eine Co-Lokalisation von GFP-Thoc5 und Tho2 auch in den Aggregaten (Pfeile)
nahe der Nucleoli zu erkennen.

3.4.4 Co-Lokalisation des THO-Komplexes mit Mago und Y14 in den Zellkernen

der Nahrzellen

Wie oben in den Kapiteln 3.2.1 und 3.2.4.1 beschrieben, fiihrt der Verlust von thoc5 zur
Misslokalisierung der osk mMRNA und dem assoziierten GFP-Stau Protein. Der Transport und
die Restriktion der Translation von osk mRNA am posterioren Pol der Oocyte erfordert
verschiedene in trans agierende Proteine, die gemeinsam mit der osk mMRNA zu mRNP
assemblieren. Die Bildung der mRNP erfolgt in den Nahrzellkernen, wo auch die osk mRNA
synthetisiert wird. Auf dem Weg von den Nahrzellkernen zum posterioren Pol verandert sich

die Zusammensetzung der osk mRNA Transportmaschinerie dynamisch, indem spezifische
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Proteine an die mRNP rekrutiert werden, aber die mRNP auch wieder verlassen. Die beiden
nucledren Shuttle-Proteine Mago und Y14 sind Teil dieser mRNP. Mago und Y14 bilden
Heterodimere und sind wie Thoc5 vornehmlich in den Zellkernen der Keimbahn lokalisiert.
Zudem lokalisiert das Heterodimer Mago/Y 14 mit der osk mRNA transient im Stadium 9 am
posterioren Pol (Newmark et al., 1997; Hachet und Ephrussi, 2001; Mohr et al., 2001).

GFP-Thoc5

GFP-Mago

Abb. 24: Partielle Co-Lokalisation des THO-Komplex mit Mago und Y14.

(A-C) Konfokalmikroskopische Aufnahmen eines Nahrzellkerns. GFP-Thoc5 wurde mittels anti-GFP
(gran) Antikérper und Y14 mitels anti-Y14 (rot) Antikdrper sichtbar gemacht. GFP-Thoc5 und Y14 co-
lokalisieren im Kernplasma der Nahrzellkerne. GFP-Thoc5 bildet zudem Aggregate im
Zellkerninneren, wahrend Y14 zusatzlich punktformig an der Kernhille der Nahrzellkerne zu
detektieren ist. (D-F) Konfokalmikroskopische Aufnahmen eines Nahrzellkerns. Tho2 wurde mittels
anti-Tho2 (rot) Antikérper und GFP-Mago mittels anti-GFP (griin) sichtbar gemacht. Tho2 und GFP-
Mago zeigen eine deutliche Co-Lokalisation im Kernplasma der Nahrzellen, nicht jedoch in den Tho2
Aggregaten an den Nucleoli bzw. den GFP-Mago Aggregaten an der Kernperipherie.

Um zu testen, ob Thoc5 bzw. der THO-Komplex ein Teil dieser osk mRNA Transport-
Maschinerie ist, wurde nach einer Interaktion zwischen Thoc5 bzw. dem THO-Komplex und
Mago/Y14 gesucht. Antikdrperfarbungen sowohl von Mago als auch von Y14 zeigen eine
Co-Lokalisation mit den Komponenten des THO-Komplexes im Kernplasma der
Nahrzellkerne und des Oocytenkerns (Abb. 24). Es sind jedoch auch deutlich Bereiche zu
erkennen, in denen Mago/Y 14 nicht mit dem THO-Komplex co-lokalisiert. Hierbei handelt es
sich um die punktférmigen Aggregate des THO-Komplexes im Inneren der N&hrzellkerne,

sowie der Akkumulation von Mago und Y14 an der Peripherie der Nahrzellkerne (Abb. 24).
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Eine direkte Interaktion von Mago mit GFP-Thoc5 konnte mittels Co-Immunoprazipitation
gezeigt werden (Abb. 25). Wenn Ovarienextrakte von Fliegen, die das Transgene GFP-
Thoc5 spezifisch in der Keimbahn exprimieren, mit Mago Antikdrper inkubiert wurden, lieBen
sich sowohl GFP-Thoc5 als auch Y14 prazipitieren. Die direkte Interaktion von GFP-Thoc5
mit Mago und die Co-Lokalisation der Proteine in den Nahrzellkernen unterstlitzt die These,
dass Thoc5 Teil der osk mRNA Transportmaschinerie ist. Da Thoc5 nicht wie Mago/Y14
zusammen mit der osk mRNA am posterioren Pol lokalisiert und Thoc5 hauptsachlich in den
Zellkernen zu finden ist, ist davon auszugehen, dass Thoc5 Teil friher intra-nuclearer mMRNP
ist. Thoc5 bzw. der THO-Komplex zeigen partikuldre Elemente im Inneren des Zellkerns in

der Nahe der Nucleoli, wogegen Mago/Y14 deutlich an der Kernhille der Zellkerne zu

erkennen ist.

Abb. 25: Co-Immunoprazipitation
von GFP-Thoc5 und Y14
mit Mago.
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3.4.5 Einfluss von thoc5 auf die Lokalisation von Y14 und Btz

Ausgehend von der Annahme, dass Thoc5 Teil friher mRNP ist, wurde untersucht, ob thoc5
Einfluss auf die Lokalisation von vermeintlich spater rekrutierten mRNP Proteinen hat. Dazu
wurde die Lokalisation von Y14 in thoc5 mutanten Keimbahnklonen untersucht. In thoc5%**’
Keimbahnklonen lokalisiert Y14 nicht am posterioren Pol der Oocyte. Y14 Protein lokalisiert
zwar immer noch in den Nahrzellkernen, zeigt aber nicht mehr sein charakteristisches

punktférmiges Muster an der Peripherie der Kerne (Abb. 26: A, B).
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Abb. 26: Lokalisation von Y14 in Nahrzellkernen von thoc5 Keimbahnklonen.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Na&hrzellkernen. Y14 wurde mittels anti-Y14 (grun)
Antikorper sichtbar gemacht. (A) Im WT lokalisiert Y14 im Kernplasma und speziell an der Kernhille
des Nahrzellkerns. (B) In thoc5 Keimbahnklonen ist Y14 wie im WT im Kernplasma eines
Nahrzellkerns zu detektieren, aber keine Lokalisation von Y14 an der Kernhdlle.

Btz ist ein weiteres Protein der osk mRNA Transport-Maschinerie, das aber vermutlich erst
im Cytoplasma der Nahrzellen zum mRNP-Komplex rekrutiert wird (van Eden et al., 2001;
Palacios et al., 2004). Btz akkumuliert an der Peripherie der Nahrzellkerne (Abb. 27: A) und
co-lokalisiert ebenfalls transient im Stadium 9 mit der osk mMRNA am posterioren Pol. In
thoc5 mutanten Keimbahnklonen ist nur noch eine geringfligige Lokalisation von Btz an der
Kernhiille der Nahrzellkerne im Vergleich zum WT zu beobachten (Abb. 27). Eine

Lokalisation von Btz am posterioren Pol ist nicht zu erkennen.

Abb. 27: Reduzierte Lokalisation von Btz an der Kernhille der Nahrzellkerne in thocb
Keimbahnklonen.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Nahrzellkernen. Btz wurde mittels anti-Btz (griin) Antikérper

sichtbar gemacht. (A) Im WT lokalisiert Btz an der Kernhille eines Nahrzellkerns und im Cytoplasma.

(B, C) Btz lokalisiert im Cytoplasma, zeigt aber eine stark reduzierte Lokalisation an der Kernhille der

Nahrzellkerne in Keimbahnklonen von thoc5**’ und thoc5™#%°.
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Thoc5 beeinflusst demnach die Lokalisation von mindestens vier Komponenten der osk
mRNA Transport-Maschinerie, namlich Y14, Btz und GFP-Stau sowie der osk mRNA selbst.
Vermutlich ist Thoc5 an der Bildung des korrekt gepackten osk mRNP beteiligt.

3.4.6 Keine Beteiligung von thoc5 am Spleif3en von osk mRNA und grk mRNA

Das humane thoc5 Homolog fSAP-74 (functional spliceosome-associated protein-74) wurde
bei der proteomischen Analyse des humanen SpleiRosoms entdeckt (Zhou et al., 2002). Die
humanen Homologe von Mago und Y14 sind Komponenten des Exon-Exon-Junction-
Komplexes (EJC), der an gespleite RNA bindet (Kataoku et al., 2001; Kim et al., 2001; Le
Hir et al., 2001). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation der osk mRNA vom
korrekten Spleilen des ersten Introns abhangt (Hachet und Ephrussi, 2004). Daher wurde
untersucht, ob die Misslokalisation von osk in thoc5 Mutanten durch einen Defekt im
Spleilen der mRNA entsteht.
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Abb. 28: Keine Beeinflussung des SpleiRens von osk mRNA in thoc5 Keimbahnklonen.

(A) Die schematische Darstellung der osk Genstruktur zeigt die Lage der drei Introns und der
Oligonucleotidpaare fir die RT-PCR Analyse. (B) Die RT-PCR Analyse der osk mRNA in
wildtypischen und mutanten Ovarien weist keinen Unterschied im Spleil3-Verhalten auf.

Das osk Transkript verflugt Uber zwei, sich im Leseraster befindenden Startkodons und
kodiert fur zwei Osk Proteine, die sich in der Lange des ersten Exons unterscheiden. Das
osk Transkript weist drei Introns auf. Oligonucleotidpaare von beiden Seiten der drei Introns
wurden generiert und das Splei3-Muster der osk mRNA mittels RT-PCR Uberpruft (Abb. 28).

Fur jedes Oligonucleotidpaar wurde im WT und in thoc5 Mutanten eine einzelne PCR-Bande
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von derselben Grofie detektiert (Abb. 28). Folglich wird thoc5 nicht fiir das SpleiRen von osk
mRNA benétigt.

Die grk mRNA enthalt verschiedene Lokalisationssignale, die fur ihren korrekten Transport
und ihre Lokalisation notwendig sind (Thio et al., 2000; Van de Bor et al., 2005). Daher
wurde untersucht, ob sich der DV-Phanotyp von thoc5 und die verminderte Menge an grk
mRNA dadurch erklaren lassen, dass grk nicht korrekt gespleil3t wurde. Auch hier wurde
mittels RT-PCR an poly(A) RNA aus Ovarienextrakten von wildtypischen und thoc5
Keimbahnklonen das Splei3-Muster von grk tberpruft (Abb. 29). Das Splei3-Muster zeigt in
thoc5 Keimbahnklonen keinen Unterschied zum WT. Folglich beeinflusst thoc5 auch nicht
das Spleil’en der grk mRNA.
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Abb. 29: Korrektes Spleif3en der grk mRNA in thoc5 Keimbahnklonen.

(A) Die schematische Darstellung der grk Genstruktur zeigt die Lage der 3 Introns und des
Oligonucleotidpaares fiir die RT-PCR Analyse. (B) In wildtypischen und mutanten Ovarien weist die
RT-PCR Analyse der grk mRNA keinen Unterschied im Spleil3-Verhalten auf.

3.5 Phanotypische Analyse der letalen Komplementationsgruppe
7.460/7.134

Im folgenden Abschnitt wird die phanotypische Analyse und Kartierung der letalen
Komplementationsgruppe 7.460/7.134 aus dem GFP-Stau Screens beschrieben. Die
Komplementationsgruppe 7.460/7.134 besteht aus den beiden Allelen 7.460 und 7.134.

Beide Linien sind sowohl homozygot als auch trans-heterozygot nicht lebensfahig.

3.5.1 Stérung der AP Oocytenpolaritat

Um Stdérungen der AP Achsenbildung zu detektieren, wurde zunachst die Lokalisation des
transgenen GFP-Stau Fusionsproteins in 7.460 und 7.134 Keimbahnklonen eruiert. Im WT

lokalisiert das voll funktionsfahige GFP-Stau ab Stadium 9 spezifisch am posterioren Pol und
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bleibt dort wahrend der gesamten Oogenese (Schuldt et al., 1998). In den Nahrzellen ist das
GFP-Stau im gesamten Cytoplasma verteilt, ein signifikanter Anteil des GFP-Stau
akkumuliert dort in kleinen Partikeln (Abb. 30: A, B). Dagegen ist in 7.460 und in 7.134
Oocyten das GFP-Stau in der gesamten Oocyte gleichmaRig verteilt (Abb. 30: C, D). Zudem
ist das GFP-Stau in Form von diffus verteilten Partikeln in der gesamten Oocyte
nachweisbar. Die Partikelbildung ist im WT nur in den Nahrzellen zu beobachten. In den
Mutanten scheint die Anzahl der Partikel in den Nahrzellen jedoch reduziert. In
Keimbahnklonen fur 7.460 weisen 78% der Oocyten (n=110) eine GFP-Stau Misslokalisation
auf. Die Frequenz des GFP-Stau-Phanotyps flir das Allel 7.134 hingegen variiert stark. So
wurden sowohl 0% (n=20) als auch 50% (n=29) wildtypische GFP-Stau Lokalisation
detektiert.

Abb. 30: Misslokalisation von GFP-Stau in Keimbahnklonen von 7.460 und 7.134.
Konfokalmikroskopische Aufnahme von Eikammern im Stadium 9 (A, C) und 10 (B, D). GFP-Stau
wurde mittels anti-GFP (griin) sichtbar gemacht. (A, B) In wildtypischen Eikammern lokalisiert GFP-
Stau am posterioren Pol der Oocyte (Pfeile). Im Nahrzellcytoplasma bildet das GFP-Stau Partikel. (C,
D) In Keimbahnklonen von 7.460 und 7.134 ist GFP-Stau diffus in der Oocyte verteilt, wobei eine
Aggregation zu Partikeln zu beobachten ist. Dagegen ist die GFP-Stau Partikelbildung in den
Nahrzellen reduziert.

Das Stau Protein wird fur die Lokalisation und Translation der osk mRNA bendtigt (Ephrussi
et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991; St Johnston et al., 1991; Rongo et al., 1995; Micklem et al.,
2000). Sowohl Stau als auch GFP-Stau co-lokalisieren im WT mit der osk mRNA wahrend
der gesamten Oogenese und spezifisch am posterioren Pol ab Stadium 9. In 7.460 und
7.134 Keimbahnklonen lasst sich ein ahnlicher Phanotyp - wie zuvor fur GFP-Stau -
nachweisen. Anstatt der wildtypischen posterioren Lokalisation (Abb. 31: A, B, E, F) verteilt
sich die osk mRNA in den 7.460 und 7.134 Keimbahnklonen in Form von Partikeln in der
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gesamten Oocyte (Abb. 31: C, D, G, H). Einige dieser osk-Partikel sind auch am posterioren
Kortex nachweisbar. Die Partikel werden sowohl mit fluoreszenter als auch mit nicht
fluoreszenter in situ-Hybridisierung detektiert (vgl. Abb. 31). In geringen Mengen befinden
sich die osk-Partikel auch in den Nahrzellen. Dieser osk-Phanotyp ist zu 78,5% in
Keimbahnklonen des Allels 7.460 (n=139) zu beobachten. Dieses Ergebnis korreliert mit
denen zuvor detektierten GFP-Stau Misslokalisationen (78%). Die Keimbahnklone des Allels
7.134 (n=52) zeigen zu 100% den mutanten osk-Phanotyp. Dagegen variieren die GFP-Stau
Misslokalisationen zwischen 50% und 100%.

A B

Abb. 31: Misslokalisation der osk mMRNA in Keimbahnklonen von 7.460 und 7.134.

(A-D) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von osk mRNA (rot) in situ Hybridisierungen in Eikammern
im Stadium 9 (A, C) und Stadium 10 (B, D). DNA wurde mit DAPI (blau) visualisiert. (E-H)
Lichtmikroskopische Aufnahmen von osk mRNA (blau) in situ Hybridisierungen in Eikammern im
Stadium 9 (E, G) und 10 (F, H). (A, B, E, F) Im WT lokalisiert die osk mRNA am posterioren Pol
(Pfeile) der Oocyte. Dagegen bildet die osk mRNA in Keimbahnklonen von 7.460 (C, D) und von 7.134
(G, F) Partikel, die Uberall in der Oocyte verteilt sind.
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Da die posteriore Lokalisation von osk mRNA und GFP-Stau von Mikrotubuli abhangt, wurde
das Mikrotubuli-Cytoskelett mittels Antikdrperfarbung gegen tyrosiniertes Tubulin in den
beiden Allelen untersucht. In beiden Keimbahnklonen konnte kein Unterschied zum WT
detektiert werden (Abb. 32). Es bildete sich ein anterior-posteriorer Gradient von Mikrotubuli.
Die Misslokalisation der osk mRNA und des GFP-Stau wird demnach durch einen Prozess
verursacht, der nach der Polarisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts erfolgt. Dabei kénnte es
sich um Defekte beim Transport oder der Verankerung der osk mRNA und des GFP-Stau

handeln.

Abb. 32: Die Polaritat des Mikrotubuli-Cytoskeletts im WT und in Keimbahnklonen von 32.17.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern im Stadium 9. Mikrotubuli wurden mit anti-
TyrTub (grin) Antikbrper und F-Aktin mit Phalloidin (rot) sichtbar gemacht. Das Mikrotubuli-Cytoskelett
in wildtypischen Eikammern (A) unterscheidet sich nicht im Vergleich zu Eikammern aus
Keimbahnklonen fir 7.460 (B).

Fur die Ausbildung der AP Achse ist es essentiell, dass das Osk Protein am posterioren Pol
der Oocyte lokalisiert wird. Dies wird sowohl durch die Lokalisation der osk mRNA am
posterioren Pol als auch durch die Repression der osk mRNA Translation innerhalb der
Oocyte garantiert (Wilhelm und Smibert, 2005). Daher wurde untersucht, ob die Mutation
einen Einfluss auf die Translation der osk mRNA hat. Fir das Gen osk sind zwei Osk
Protein-Isoformen bekannt. In Western Blots konnte keines der beiden Osk Isoformen in
Ovarienextrakten von Keimbahnklonen der Allele 7.460 und 7.134 detektiert werden (Abb.
33). Dagegen ist das Osk Protein durch Antikérperfarbung in einigen 7.134 und 7.460
Oocyten in den Stadien 9 und 10 in geringen Mengen nachweisbar (Abb. 34: D, G). Hierbei
ist das Osk Protein immer am posterioren Pol der Oocyte lokalisiert. Die
Translationskontrolle wird folglich durch die Mutation nicht beeintrachtigt. Co-Farbungen mit
GFP-Stau zeigen zudem, dass das Osk Protein mit den GFP-Stau Partikeln assoziiert ist, die
sich in unmittelbarer Nahe oder direkt am posterioren Kortex befinden, aber nie mit den
Partikeln, die sich innerhalb der Oocyte befinden. Dies weist auf eine Rolle der Mutation

sowohl beim Transport als auch bei der Verankerung der osk mRNA hin.
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Abb. 34: Keine ektopische Translation von osk mRNA in 7.460 und 7.134 Keimbahnklonen.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern. Osk wurde mit anti-Osk (rot) Antikérper und
GFP-Stau mit anti-GFP (grin) Antikérper sichtbar gemacht. (A-C) In wildtypischen Eikammern im
Stadium 10 wird das Osk Protein am posterioren Pol detektiert, wo es mit GFP-Stau co-lokalisiert. (D-
I) In Keimbahnklonen von 7.460 und 7.134 ist Osk Protein in geringen - nicht wildtypischen - Mengen
am posterioren Pol nachzuweisen. Osk Protein co-lokalisiert mit denen sich am posterioren Pol der
Oocyte befindenden GFP-Stau-Partikeln, aber nicht mit den ektopisch in der Oocyte verteilten
Partikeln.

Ferner wurde untersucht, wie sich die Mutation auf die Lokalisation der anterioren
Determinante bcd mRNA auswirkt. Die bcd mRNA akkumuliert ab Stadium 5-6 in der Oocyte.
Ab Stadium 8 bildet die bcd mRNA zunachst einen Ring an der anterioren Grenze der
Oocyte, bevor sie am gesamten Kortex des anterioren Pols lokalisiert (St Johnston et al.,
1989). In den untersuchten Keimbahnklonen der Allele 7.460 und 7.134 wird die bcd mRNA -

wie im WT - am anterioren Pol positioniert (Abb. 35).
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Abb. 35: Wildtypische Lokalisation der bcd mRNA in Keimbahnklonen von 7.460
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von bcd mRNA (rot) in situ Hybridisierungen. DNA wurde mit
DAPI (blau) visualisiert. (A) Wildtypische Eikammer im Stadium 9, (B) Eikammer von 7.460
Keimbahnklonen im Stadium 9. Es ist kein Unterschied in der bcd (Pfeile) Lokalisation zwischen WT
und Keimbahnklonen von 7.460 detektierbar.

3.5.2 Stérung der DV Oocytenpolaritat

Durch die Polarisation der Oocyte kommt es auch zu Musterbildungsprozessen im
Follikelepithel, die sich in der Morphologie der Eihille wiederspiegeln. Aus der Morphologie
der Eihllle kann daher auf Defekte in der Polaritat der Oocyte geschlossen werden.
Weibchen mit mutanter 7.460 und 7.134 Keimbahn legen deutlich weniger Eier als

wildtypische Fliegen.

-

8% 18% 40% 31% 1%
7.134 n=24 7.460 n=224

Abb. 36: Ei-Phanotypen von 7.460 und 7.134 Keimbahnklonen.

Mikroskopische Dunkelfeld-Aufnahmen von Eiern in dorsaler Ansicht, anterior ist oben. (A) WT Ei. (B-
D) Die Gelege von Muttern mit Keimbahnklonen des Allels 7.134 zeigen wildtypische Eiformen (B),
Eier mit fusionierten, dicken dorsalen Anhangen (C) und kleinere Eier mit fusionierten, verbreiterten
dorsalen Anhangen (D). (E-G) Weibliche Fliegen mit Keimbahnklonen des Allels 7.460 legen
wildtypisch aussehende Eier (E), kleinere Eier mit an der Basis fusionierten dorsalen Anhangen (F)
oder komplett fusionierten dorsalen Anhangen, aber auch ,cup-shaped* Eier (H).

Dies ist vor allem fur 7.134 der Fall. Fir beide Allele sind wildtypisch aussehende Eier mit je
zwei dorsalen Anhangen zu detektieren (Abb. 36: A, B, E). In keinem der abgelegten Eier ist
jedoch die Entwicklung eines Embryos zu erkennen. Die Eier werden nicht befruchtet. Die

meisten abgelegten Eier sind deutlich kleiner als beim WT und weisen Anomalien der
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dorsalen Anhange auf (Abb. 36). Anstelle von zwei filamentésen dorsalen Anhangen wie im
WT sind die dorsalen Anhange der aus Keimbahnklonen entstandenen Eier entweder an der
Basis fusioniert oder bilden einen dicken dorsalen Anhang (Abb. 36: C, D, F, G). Fir das
Allel 7.460 sind zudem ,cup-shaped® Eier zu detektieren (Abb. 36: H). Die genaue
prozentuale Verteilung der Ei-Phanotypen ist in Abb. 36 dargestellt.

Die Anomalien der dorsalen Anhange deuten auf Stérungen der DV Achsenbildung in der
Oocyte hin. Fur beide Prozesse stellt die prazise Lokalisation und Expression der grk mRNA
bzw. des Grk Proteins den entscheidenden Schritt dar. Die grk mRNA ist ab Stadium 1 in der
Oocyte nachweisbar. Im Stadium 8 akkumuliert die grk mRNA transient am anterioren Pol,
bevor sie dann am anterior-dorsalen Kortex der Oocyte positioniert wird (Abb. 37: A)
(Neumann-Silberberg und Schiipbach, 1993). In Keimbahnklonen der Allele 7.460 und 7.134
konnte keine Misslokalisation der grk mRNA oder des Grk Proteins in den Stadien 8-10
detektiert werden (Abb. 37).

Phalloidin

Abb. 37: Lokalisation und Expression von grk mRNA und Grk Protein in Keimbahnklonen von
7.460.

(A, B) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von grk (rot) in situ Hybridisierungen einer WT Eikammer
(A) und einer Eikammer von 7.460 Keimbahnklonen (B) im Stadium 10. In WT Oocyten und 7.460
Oocyten lokalisiert die grk mRNA am anterior-dorsalem Kortex. (C, D) Konfokalmikroskopische
Aufnahmen von einer wildtypischen Eikammer (C) und einer Eikammer von 7.460 Keimbahnklonen
(D) im Stadium 10. Grk wurde mittels anti-1D12 (rot) Antikérper und F-Aktin mit Phalloidin (grin)
sichtbar gemacht. Kein Unterschied in der Grk Expression ist zu beobachten.

Die Wanderung des Oocytenkerns im Stadium 7 vom posterioren zum anterioren Pol legt die
dorsale Seite der Oocyte fest (Spradling, 1993; Gonzalez-Reyes et al., 1995; Roth et al.,
1995). Im primaren GFP-Stau-Screen wurde fur das Allel 7.460 eine Misslokalisation des

Oocytenkerns detektiert. Daher wurde die Lokalisation des Oocytenkerns in 7.460 und 7.134
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Keimbahnklonen untersucht. Der Oocytenkern und der Oocytenkortex wurden durch
Antikérperfarbungen gegen nucledres Lamin und Phalloidin in den mutanten Eikammern
sichtbar gemacht. In den Stadien 7-10A ist keine Misslokalisation des Oocytenkerns in 7.134
und 7.460 Oocyten festzustellen. Der Oocytenkern wandert immer vom posterioren Pol der
Oocyte zum anterioren Pol. Wahrend der Oocytenkern in den 7.134 Oocyten am anterior-
dorsalen Kortex der Oocyte verbleibt, zeigt sich flr das Allel 7.460 in einigen Oocyten eine
Misslokalisation des Oocytenkerns in den spaten Stadien 10B und 11. Hierbei hat sich der
Oocytenkern vom anterioren Kortex gel6st und fallt in die Oocyte zuriick (Abb. 38: B). Eine
genaue Analyse der Misslokalisation wird erschwert, da es im spaten Stadium 10B zur
Bildung der impermeablen Vitelinmembran kommt, die die Detektion des Oocytenkerns

meist verhindert.

Lamin &

Abb. 38: Misslokalisation des Oocytenkerns in 7.460 Keimbahnklonen.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Eikammern im Stadium 10B. F-Aktin wurde mit Phalloidin
(rot) und die Kernmembranen mit anti-Lamin (griin) Antikorper sichtbar gemacht. (A, C) In WT
Eikammern ist der Oocytenkern (*) am anterioren Kortex der Oocyte lokalisiert und definiert dort die
dorsale Seite. (B) Eikammer von mutantem 7.460 Keimbahnklon, in dem der Oocytenkern (*) nicht am
anterioren Kortex lokalisiert. (D) Invagination der Nahrzellen in die Oocyte in 7.460 Keimbahnklonen.

Ferner lassen sich fir beide Allele spate Phanotypen ab Stadium 10B detektieren, die auf
eine spate Funktion der Mutation beim Prozess des Nahrzell-Dumpings hinweisen. Beim
Nahrzell-Dumping kommt es ab Stadium 10B zum raschen Entleeren des Nahrzell-
Cytoplasmas in die Oocyte und zur Degeneration der Nahrzellkerne (Spradling, 1993; Guild
et al., 1997; Robinson et al.,, 1997). In 7.134 und 7.460 Keimbahnklonen sind die
Plasmamembranen der einzelnen Nahrzellen teilweise aufgebrochen und trennen die
Nahrzellen nicht mehr korrekt voneinander (Abb. 38: B). Ferner zeigt sich fir beide Allele
haufig eine starke Invagination der Nahrzellen in die Oocyte (Abb. 38: D). Diese Phanotypen

korrelieren mit den fir beide Allele detektierten kleineren Eiern (vgl. Abb. 36).
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3.6 Kartierung von 7.460/7.134

Um das mutante Gen der letalen Komplementationsgruppe der Allele 7.460 und 7.134 auf
dem Chromosom 2R zu kartieren, wurde zunachst die Mutation zwischen zwei sichtbaren
Markern eingegrenzt, wie in Kapitel 3.3 beschrieben. Bei der Komplementationsanalyse der
verschiedenen Intervalle wurden dann keine transheterozygoten Fliegen detektiert, wenn die
Chromosomen zwischen den Markern FRT und ¢ rekombiniert hatten. Die Mutation wurde

folglich zwischen den Markern FRT und c auf ca. 9,5 Mb eingegrenzt.

Fur die weitere molekulare Kartierung wurden insgesamt 100 Stamme mit rekombinanten
Chromosomen etabliert und der Komplementationsanalyse unterzogen. Von 100
rekombinanten Chromosomen mit dem Genotyp FRTcpxsp tragen 89 die Mutation, 11
rekombinante Chromosomen hingegen nicht. Die DNA von diesen Stammen wurde
prapariert und mit Hilfe der in 3.1 beschriebenen Sequenz-Polymorphismen genotypisiert.

Eine Zusammenfassung der Genotypisierung ist in Abb. 39 gezeigt.

2R016 2R019
2R012 2RD20
2R023
2R008 2R036

FRT C pXx sp

rekombinante | R1cPXsp (n=75)
Chromosomen FRTcpxsp (n=13)
mit Mutation FRTCPHP {n...”

FRTcpxsp (n=3)
rekombinante
Chromosomen Al s L

ohne Mutation FRTcpxsp (n=2)
FRTcpxsp (n=5) [—

Abb. 39: Molekulare Kartierung von 7.460/7.134.

Schematische Darstellung der mittels molekularer Marker untersuchten rekombinanten Chromosomen
zur Kartierung der Komplementationsgruppe 7.460/7.134. Die Teile der rekombinanten
Chromosomen, die vom FRT42B Chromosom abstammen, sind rot markiert, die des ,cpxsp*
Markerchromosoms schwarz. Der griine Kasten zeigt die kartierte Region der Mutation durch die
Analyse der rekombinanten Chromosomen mit Mutation und ohne Mutation.

Zunachst wurde untersucht, wo sich die Mutation bezlglich der PLP 2R008 und 2R036
befindet. In vierzehn Chromosomen mit Mutation und in sechs Chromosomen ohne Mutation
ist die Rekombination zwischen den Markern 2R008 und 2R036 erfolgt. Der Marker 2R008

der rekombinanten Chromosomen mit Mutation stimmt mit dem FRT42B Chromosom
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Uberein, wohingegen der Marker 2R036 sich wie das ,cpxsp“ Chromosom verhalt. Die
Mutation muss folglich proximal von 2R036 liegen. Die rekombinanten Chromosomen ohne
Mutation verhalten sich bzgl. dieser Marker wie die rekombinanten Chromosomen mit
Mutation. Folglich muss die Mutation distal vom PLP 2R008 lokalisiert sein. Daruberhinaus
wurde das in diesem Intervall (2R008-2R036) liegende RFLP an den zwanzig verbleibenden
informativen Stdmmen getestet. Bei einem der Chromosomen mit Mutation und bei den
sechs Chromosomen ohne Mutation erfolgte die Rekombination proximal von 2R023. Der
Marker verhalt sich in beiden Fallen wie das ,cpxsp“ Chromosom. Die Mutation befindet sich
demnach zwischen den Markern 2R008 und 2R023. Diese sieben rekombinanten
Chromosomen wurden dann mit den in diesem Intervall vorhandenen vier SNP 2R012,
2R016, 2R019, 2R020 charakterisiert. Dies ermoglichte eine Eingrenzung der Mutation auf
ca. 980 kb zwischen den Markern 2R016 und 2R023. In dieser Region lagen noch ca. 150

vermutete Gene.
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I 6864 +
j— EEEEEI 1743 o+
—— s ——— — | 545 <+
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Abb. 40: Kartierung von 7.460/7.134 mittels Defizienzen.

Schematische Darstellung der cytogenetischen genomischen Region verschiedener Defizienzen und
die Ergebnisse der Komplementationskreuzung der Defizienzen gegen 7.460 und 7.134. Die
gestrichelten Linien markieren die Bereiche des Genoms, die von den Defizienzen deletiert werden,
die durchgezogenen Linien die Bereiche des Genoms, die nicht deletiert sind. Die freien Flachen
zwischen den Linien sind uncharakterisierte  Bereiche des Genoms. Fir die
Komplementationsanalyse bedeutet +, es gab transheterozygote Nachkommen; - bedeutet, es gab
keine transheterozygoten Nachkommen.

Als zusatzlicher Nachweis, dass die Mutation zwischen den Markern 2R016 und 2R023 liegt,
wurden die beiden Allele gegen Defizienzen gekreuzt, die diesen Bereich deletieren (Abb.
40). Bei der Komplementationsanalyse war nur die Defizienz 1702 positiv (Abb. 40, linke
Spalte). Die Bruchpunkte der Defizienzen wurden von uns mittels Komplementationsanalyse
letaler Gene aus dieser Region charakterisiert. Die Mutation liel3 sich so bereits auf nur ca.
210 kb und nur 31 Gene einschranken. Dies entspricht ca. 1/5 der bis dahin durch

molekulare Marker erzielten kartierten Region. Die mittels Defizienzen kartierte Region liegt
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zwischen den Markern 2R020 und 2R023. Fir diese Region stand zur molekularen
Kartierung nur noch ein rekombinantes Chromosom zur Verfligung. Zudem erwies sich die
Region als nicht sehr polymorph. Dies bedeutet, dass fir die Marker 2R021 und 2R022 keine
Polymorphismen zwischen den beiden Chromosomen FRT42B und ,cpxsp“ gefunden

wurden.

Aus diesem Grund wurde beschlossen, die Lokalisation der Mutation durch neu generierte
Defizienzen zu ermitteln. Daflir wurde die von Parks et al. (2004) generierte Exelixis Deletion
Serie verwendet. In dieser Arbeit wurden Stdmme erzeugt, die je eine FRT-Stellen an
prazise charakterisierten Stellen tberall im Genom haben. Durch die FLP/FRT Technik wird
die effiziente trans-Rekombination zwischen zwei FRT-Stellen ermdglicht und erlaubt so die
Herstellung genau definierter molekularer Deletionen im Genom. Fir die Kartierung der
Komplementationsgruppe 7.460/7.134 wurden sieben U(berlappende Defizienzen erzeugt.
Die generierten Defizienzen und ihre Bruchpunkte sind in Abb. 41: A dargestellt. Diese
Defizienzen wurden dann mit den beiden Linien der Allelen 7.460 und 7.134 zur
Komplementationsanalyse gepaart. Die Kreuzungen mit den Defizienzen EX1891-3029,
EX3191-4167 und EX3191-2270 ergaben keine transheterozygoten Fliegen (vgl. Abb. 41).
Folglich sollte die Mutation in dem Uberlappenden Bereich der Defizienzen EX3191-439 und
EX1891-3029 liegen. Diese Region ist ca. 20 kb grof3 und enthalt finf Gene (Abb. 41: B).

Das Gen mRpL42 (mitochondrial ribosomal protein L42) konnte als mdglicher Kandidat fir
die Mutation durch Komplementationsanalyse des letalen Stammes mRpL42 mit den beiden
Allelen ausgeschlossen werden. In der identifizierten Region befinden sich noch vier Gene,
fur die es keine bekannten mutanten Allele oder Phanotypen wahrend der Oogenese gibt.
Das Gen CG2292 kodiert fir ein Protein mit Hydrolyseaktivitat, das vermutlich eine Rolle
beim Nucleotid-Metabolismus spielt. Bei Cdc2rk handelt es sich laut flybase um eine Serin-
Threonin-Kinase, deren Funktion bei der Mitose und Regulation des Zellzyklus vermutet
wird. Uber die molekulare Funktion der Gene CG12920 und CG1371 ist bisher nichts
bekannt. Das Gen eiger (egr), dessen kodierende Region durch die Deletion zwar nicht
betroffen ist, wurde auch in Erwagung gezogen, da die cis-regulatorische Region des Gens
betroffen sein konnte. Fiur das Gen egr sind zwei Nullallele bekannt, bei denen das
Startkodon deletiert ist. Im Gegensatz zu den Allelen 7.134 und 7.460 sind diese beiden egr
Nullallele homozygot lebensfahig. Dies macht es unwahrscheinlich, dass es sich bei egr um

das gesuchte mutante Gen handelt.
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Um zu identifizieren, bei welchem der Gene es sich um das gesuchte mutante Gen handelt,
wurde zunachst die kodierende Region der finf Gene flr beide mutanten Allele sequenziert.
Als dies kein Ergebnis gab, wurde die gesamte genomische Region analysiert. Diese
Sequenzanalyse ergab fur 7.134 einen Basenpaaraustausch von Cytosin zu Thymin an
Position 5963714 bp (nach flybase R5.4) in dem nicht kodierenden Bereich zwischen den
Genen CG1371 und egr, 649 bp vom Startkodon des CG1371 und 2245 bp vom Startkodon
des egr entfernt. Da egr - wie oben beschrieben - ausgeschlossen wurde, kdnnte es sich bei
CG1371 um das gesuchte Gen handeln. Der Basenaustausch koénnte in der cis-

regulatorischen Region des Gens liegen.

Fir die einwandfreie Identifizierung des mutanten Gens sind jedoch weitere Untersuchungen

erforderlich. Vor allem sollten Rettungskonstrukte fur die Gene der Region generiert werden.

88



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Molekulare Genkartierung fur Chromosom 2R

Fir die Kartierung von EMS mutierten Genen aus Screens steht fir Drosophila eine Reihe
von Techniken zur Verfigung. Zu den traditionellen Standard-Techniken gehdren hier das
Kartieren einer Mutation zwischen 2zwei sichtbaren Markern mittels meiotischer
Rekombination sowie das Kartieren mittels Defizienzen. Da die genetischen Marker jedoch
weit auseinander liegen und die Defizienzen nicht das ganze Genom abdecken und auch
sehr grof} sind, d. h. oft hunderte von Genen umfassen, ist damit nur eine grobe Lokalisation
des mutierten Gens zu erreichen. Zudem sind die exakten Positionen der sichtbaren
genetischen Marker und die Bruchstellen der deletierten Bereiche oft nur aus cytologischen
und genetischen Daten bekannt, was eine Verknlipfung der genetischen mit der molekularen

Karte erschwert.

Durch die Entschlisselung des Drosophila Genoms konnten sich in den letzten Jahren
direktere Methoden entwickeln, die diese Probleme umgehen. Hierbei hat sich die Kartierung
mittels molekularer Marker bewahrt (Berger et al., 2001; Hoskins et al., 2001; Martin et al.,
2001). Voraussetzung fur effizientes Kartieren ist eine genugend hohe Dichte an
Polymorphismen zwischen zwei Chromosomen. Je weiter zwei Chromosomen genetisch

voneinander entfernt sind, desto mehr Polymorphismen sollten auftreten.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine molekulare Kartierungskarte fur den zweiten Arm
des rechten Chromosoms fiir die beiden Chromosomen FRT42B und ,cpxsp® etabliert. Mit
dieser Kartierungskarte gelang es, das mutierte Gen thoc5 der Komplementationsgruppe

32.17/11.229 auf eine Region von ca. 26 kb einzugrenzen, die nur elf Gene enthielt.

Zwischen den hier verwendeten Chromosomen FRT42B und ,cpxsp“ wurden bisher 192
Polymorphismen identifiziert, die in 43 verwendbaren Marker Loci zur Kartierung resultieren.
Von den Polymorphismen sind 82% SNP. In 70% fuhrt der Polymorphismus zur Einfliihrung
oder zum Wegfall einer Restriktionsschnittstelle, also einem putativen RFLP. Im Durchschnitt
konnten hier sechs Polymorphismen pro kb gefunden werden. Diese Zahl erscheint relativ
hoch. Dies koénnte darauf zurickzufGhren sein, dass die Mehrzahl der hier nach
Polymorphismen untersuchten genomischen Loci bereits als polymorph zwischen zwei

anderen Chromosomen von Berger et al. (2001) beschrieben wurde. Dennoch korrelieren
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unsere Ergebnisse mit den Frequenzen von Polymorphismen aus anderen Arbeiten, wo die
durchschnittliche Frequenz bei 2,1-6,5 Polymorphismen pro kb liegt (Berger et al., 2001;
Hoskins et al., 2001; Martin et al., 2001). Hierbei wurden verschiedene WT-, FRT- und
Marker-Chromosomen analysiert, so dass mittlerweile eine grofle Kollektion von
Polymorphismen fiir verschiedene Chromosomen existiert, die mit jedem neu kartierten Gen

wachst.

Die Dichte der Sequenz-Polymorphismen ist jedoch nicht gleichmaRig uUber die
Chromosomenarme verteilt. Besonders in der Nahe der Centromere, aber auch der
Telomere, nimmt die Frequenz der Polymorphismen ab, was mit der Rekombinationsrate
korreliert (Begun und Aquadro, 1992; Berger et al., 2001). Im Euchromatin von Drosophila
befindet sich im Durchschnitt alle 9 kb ein Gen. Es sollte daher mdglich sein, mit der hier
etablierten Methode genligend Polymorphismen zwischen den beiden Chromosomen
FRT42B und ,cpxsp“ zu identifizieren, um eine Mutation bis auf die Region von einem Gen

zu lokalisieren.

Die Kartierung mittels molekulare Marker wird auch erfolgreich in anderen Organismen wie
Arabidopsis, C. elegans und Mensch verwendet, denen - wie bei Drosophila - spezifische
visuelle Marker und Defizienzen fehlen (Cho et al., 1999; Sachidanandam et al., 2001; Wicks
et al., 2001). Mittlerweile gibt es verschiedene Datenbanken, in denen SNP verschiedener
Organismen abgerufen werden koénnen (www.fruitfly.org/SNP; www.flysnp.imp.ac.at;
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; http://genome.wustl.edu/genome/celegans/celegans_snp.cgi;

http://www.arabidopsis.org/browse/Cereon/help.jsp).

Der Vorteil der in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten Kartierungsstrategie liegt in der
Kombination aus klassischen und molekularen Markern. Das vorherige Eingrenzen der
Mutation zwischen zwei sichtbaren Markern reduziert sowohl die Anzahl von bendtigten
rekombinanten Chromosomen als auch die Anzahl der molekularen Marker, mit denen die
rekombinanten Chromosomen genotypisiert werden. Allerdings kann die Eingrenzung einer
Mutation zwischen zwei sichtbaren Markern dann nicht erfolgen, wenn die Mutation distal zu
dem letzten sichtbaren Marker - hier sp - liegt. In diesem Fall ist es jedoch mdglich nach
rekombinanten Chromosomen zwischen sp und einem sehr distalen molekularen Marker zu

suchen.
Die hier etablierte Methode kann nicht nur zur Kartierung von mutanten Genen einer

Komplementationsgruppe verwendet werden, sondern auch fir mutante Gene, fur die nur ein

Allel auftritt. Da die mutanten Chromosomen aus EMS Screens stark mutagenisiert sind,
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besteht immer das Risiko, dass es sich um einen synthetischen Phanotyp handelt, also aus
der Interaktion verschiedener Mutationen entsteht, oder dass die Letalitat und der Phanotyp
nicht auf dasselbe Gen zurlckzuflihren sind. Zur Kartierung eines einzelnen Allels werden -
wie hier fir eine Komplementationsgruppe beschrieben - zunachst rekombinante
Chromosomen zwischen dem FRT42B Chromosom und dem ,cpxsp® Chromosom
hergestellt. Dann werden Weibchen mit Keimbahnklonen generiert und die Ovarien dieser
Weibchen auf ihren GFP-Stau-Phanotyp hin analysiert. Von den gleichen Weibchen wird die

DNA mittels molekularer Marker genotypisiert.

Im Verlaufe meiner Arbeit wurden unabhangig von verschiedenen Gruppen isogene
Fliegenstamme generiert, die prazise kartierte, iber das ganze Genom verteilte Transposon-
Insertionen aufweisen (Parks et al. 2004; Ryder et al., 2004; Thibault et al., 2004). Durch
seiten-spezifische Rekombination mittels Flipase von den FRT-Stellen in den Transposons
kénnen Deletionen im Genom erzeugt werden, die molekular genau definiert sind. Diese sog.
Exelixis und DrosDel Kollektionen von Fliegenstdmmen machen auch das Kartieren mittels
Defizienzen wieder attraktiver. Der Bloomington Defizienzen-Grundstock fur das Chromosom
2R bestent aus 52 Linien, die 93% des Chromosom 2R abdecken
(http:/fflystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit-info.htm). Hierdurch kann eine
Grobkartierung der Mutation erfolgen, die dann durch die Generierung von kleineren
Defizienzen mittels der Exelixis und DrosDel Kollektionen verfeinert werden kann.
Theoretisch ist es mdglich mit den Exelixis und DrosDel Kollektionen mehr als 500 000

prazise Deletionen zu generieren (Ryder et al., 2007).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die Mutation der Komplementationsgruppe
7.460/7.134 durch die Verwendung von Bloomington Defizienzen auf eine Region von 210
kb eingegrenzt werden und durch die Generierung von sieben Exelixis Defizienzen in eine

Region von 20 kb mit nur finf Genen lokalisiert werden.

4.2 Regulation der AP und DV Oocytenpolaritat durch thoc5

4.2.1 Identifizierung und Charakterisierung von thoc5

Mit der zuvor charakterisierten Kartierungsmethode konnte hier thoc5 als neuer Faktor flr
die Bildung der AP und DV Polaritat in der Oocyte von Drosophila identifiziert werden. In den
beiden sich nicht komplementierenden Linien 32.17 und 11.229 aus dem GFP-Stau-Screen

ist jeweils das Gen thoc5 mutiert. In beiden Allelen kommt es zu Punktmutationen in der

91



Diskussion

kodierenden Region fiir thoc5, speziell zur Einflhrung eines Stopkodons. Die Stopkodons
liegen im dritten Exon fur 32.17 und im flnften Exon fur 11.229 des insgesamt sechs Exons
umfassenden thoc5, so dass es sich bei den beiden Allelen vermutlich nicht um Nullallele
handelt. Der eindeutige Beweis, dass es sich bei thoc5 um das gesuchte Gen handelt,
konnte durch Rettungsexperimente erbracht werden. Durch die Expression eines thoc5-
Rettungskonstruktes wird die Letalitat von 32.17 und 11.229 transheterozygoten Embryonen

aufgehoben, und die resultierenden Adulten sind fertil.

Bei Thoc5 handelt es sich um ein nucleares Protein, wie Analysen von HA-Thoc5 und GFP-
Thoc5 Konstrukten in der Keimbahn ergaben. Das Thoc5 Protein befindet sich in allen
Zellkernen der Keimbahn, wo es im gesamten Kernplasma verteilt ist, jedoch nicht in den
Nucleoli. Thoc5 bildet in den Zellkernen der Nahrzellen zudem Aggregate, die sich in
unmittelbarer Nahe der Nucleoli befinden. Mittels Datenbank-Analyse konnte auf
Proteinebene eine ,coiled-coil“-Domane fir Thoc5 im zweiten Exon identifiziert werden, die
far mdgliche Interaktionen mit anderen Proteinen dienen koénnte
(http://www.ensembl.org/index.html). Allerdings enthalt Thoc5 kein eindeutiges NLS-Signal,
wie man es bei einem nuclearen Protein erwarten wirde. Thoc5 weist aber eine hohe Anzahl

von basischen Aminosauren auf, die fur NLS-Signale charakteristisch sind.

In hdheren Eukaryoten bildet Thoc5 mit vier weiteren Komponenten, d. h. mit Tho2, Hpr1,
Thoc6 und Thoc7, den konservierten THO-Komplex. In S. pombe gibt es einen THO-
Komplex mit entsprechenden homologen Proteinen. Der THO-Komplex von S. cerevisiae
enthalt dagegen keine homologen Proteine flir Thoc5, Thoc6 und Thoc7. Funktionale
Analoge von Thoc5-7 kdnnten aber die Proteine Mft1p und Thp2p sein, die gemeinsam mit
Hpr1p und Tho2p den THO-Komplex in S. cerevisiae bilden. In der hier vorliegenden Arbeit
konnte flir Tho2 und Hpr1 eine Co-Lokalisation mit GFP- und HA-Thoc5 in den Zellkernen
der Keimbahn nachgewiesen werden. In Einklang mit diesen Ergebnissen ist auch die
Analyse mit dem Programm Smart, welches ebenfalls eine direkte Interaktion von Thoc5 mit
Tho2 und Thoc7 voraussagt (http://smart.embl-heidelberg.de/). Daher sollte Thoc5 auch in

der Oogenese von Drosophila im THO-Komplex vorliegen.

4.2.2 Thoc5im THO-Komplex als Komponente der osk mRNP

In S. cerevisiae bindet der THO-Komplex bereits wahrend der Transkription an nascierende
mRNA und kontrolliert die Rekrutierung weiterer Proteine zum entstehenden mRNP. In HeLa
Zellen dagegen interagiert der humane THO-Komplex ausschliellich mit gesplei3ter mRNA

und nicht mit ungespleifdter pre-mRNA (Masuda et al., 2005). Denkbar ist daher, dass Thoc5
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bzw. der THO-Komplex in Drosophila nicht wahrend der Transkription, sondern erst zur
gespleiRten mRNA rekrutiert wird. In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass die
humanen Homologe des THO-Komplexes, darunter auch das Thoc5 Homolog fSAP-79, bei
der proteomischen Analyse des humanen SpleiRosoms entdeckt wurden (Zhou et al., 2002).
Zudem ist bekannt, dass der humane THO-Komplex in vivo zusammen mit dem Spleif3-

Faktor Sc35 in nuclearen Speckles co-lokalisiert (Masuda et al, 2005).

Eine Aggregatbildung von Thoc5, Tho2 und Hpr1 in den Nahrzellkernen ist auch in der hier
vorliegenden Arbeit beobachtet worden. Diese befinden sich zudem in unmittelbarer Nahe zu
den Nucleoli, dem Entstehungsort der Ribosomen. Ferner konnte eine direkte Interaktion
mittels Co-Immunoprazipitation von Thoc5 mit Mago, einer Komponente des EJC, gezeigt
werden. Zusatzlich zur Co-Immunoprazipitation liel® sich eine teilweise Co-Lokalisation von
Mago und Tho2 in den Kernen der Keimbahn beobachten. Darlberhinaus kann eine Thoc5
Co-Lokalisation mit dem Protein Y14, das mit Mago Heterodimere bildet, in bestimmten
Bereichen im Kernplasma detektiert werden. Das legt den Schluss nahe, dass neben Mago
auch Y14 als Interaktionspartner fur Thoc5 fungieren kann. Vermutlich ist der THO-Komplex

mit den Komponenten Y14 und Mago des EJC des Spleil3-Apparats assoziiert.

Da Mago und Y14 in dem Stadium 9 gemeinsam mit der osk mRNA transient am posterioren
Pol der Oocyte co-lokalisieren und gleichzeitig bekannt ist, dass der EJC gesplei3te mRNA
bindet, wird postuliert, dass Mago und Y14 wahrend der Oogenese von Drosophila Teil der
osk mRNP sind (Micklem et al., 1997; Newmark et al., 1997; Hachet und Ephrussi, 2001;
Kataoka et al., 2001; Le Hir et al., 2001; Mohr et al., 2001; van Eden et al., 2001). Die von
uns beschriebenen Daten flr Thoc5 bzw. den THO-Komplex legen nahe, dass auch der
THO-Komplex Teil der osk mRNP ist. Im Gegensatz zu Mago und Y14 ist aber Thoc5
genauso wie Hpr1 und Tho2 zu keinem Zeitpunkt mit unseren Nachweismethoden am
posterioren Pol der Oocyte zu detektieren. Dies lasst vermuten, dass der nucleare THO-
Komplex nur transient in den Nahrzellkernen Teil der osk mRNP ist. Im Gegensatz zu den
THO-Komponenten bilden Mago und Y14 keine Aggregate im Kernplasma, sondern erst an
der Kernhille - wahrscheinlich an den Kernporen - der Nahrzellen von Drosophila. Dies
konnte darauf hinweisen, dass die Assoziation des THO-Komplexes mit dem osk mRNP vor

der Assoziation von Mago und Y14 erfolgt.

4.2.3 Einfluss von Thoc5 auf den osk mRNP Transport

In den friihen Stadien der Oogenese transportiert der BicD-Egl-Dynein-Komplex die in den

Nahrzellen exprimierten mRNA, darunter auch die osk mRNA, und Proteine aus den
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Nahrzellen in die Oocyte (Bullock und Ish-Horowicz, 2001). Der Transport erfolgt zu dem in
der Oocyte gelegenen MTOC entlang den Mikrotubuli, deren Plus-Enden in die Nahrzellen
reichen (Theurkauf et al.,, 1992). In den spateren Stadien der Oogenese - nach der
Repolarisierung des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Stadium 7 - wird die osk mRNA ab Stadium
9 spezifisch am posterioren Pol der Oocyte lokalisiert (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al.,
1991).

Der Transport der osk mRNA von ihrem Syntheseort in den Nahrzellen zu ihrem
Bestimmungsort am posterioren Pol ist ein komplexer Prozess, wobei verschiedene in trans
agierende Proteine und Transportprozesse involviert sind. Zunachst muss die osk mRNA in
den Nahrzellkernen zu osk mRNP verpackt und dann durch die Kernporen ins Cytoplasma
der Nahrzellen beférdert werden. Im Cytoplasma der Nahrzellen wird dann vermutlich der
BicD-Egl-Dynein-Komplex rekrutiert, der die osk mRNP entlang den Mikrotubuli durch die
Ringkanale der Nahrzellen in die Oocyte transportiert (Clark et al., 2007). In der Oocyte
erfolgt dann der Transport der osk mRNP direkt oder indirekt mittels des plus-end

gerichteten Motorproteins Kinesin | zum posterioren Pol der Oocyte.

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Genen identifiziert, in deren Mutanten der
Transport der osk mMRNA zum posterioren Pol im Stadium 9 gestoért ist und von denen
angenommen wird, dass sie Komponenten der osk mRNP bzw. Komponenten der osk
mRNA Transportmaschinerie sind. Zu diesen Proteinen gehéren unter anderem die Proteine
Hrp48, Mago, Y14, Btz und Stau, die mit der osk mRNA im Stadium 9 am posterioren Pol co-
lokalisieren (St Johnston et al., 1991; Micklem et al., 1997; Newmark et al., 1997; Hachet
und Ephrussi, 2001; Mohr et al., 2001; van Eden et al., 2001; Huynh et al., 2004; Yano et al.,
2004).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit lassen darauf schlieRen, dass auch Thoc5 am
Transport der osk mRNP beteiligt ist. Hierflir spricht, dass in thoc5 mutanten Oocyten der
Transport der osk mRNP im Stadium 9 perturbiert wird. Die osk mMRNA wird ab dem Stadium
9in 92% bzw. 100% nicht - wie im WT - am posterioren Pol der Oocyte lokalisiert, sondern
ist diffus in der Oocyte verteilt und nur teilweise am posterioren Pol zu detektieren. Das
Protein GFP-Stau, dessen Assoziation mit der osk mRNA im WT wahrend der gesamten
Oogenese beobachtet werden kann (Schuldt et al., 1998), ist in thoc5 Mutanten ebenfalls in

90% bzw. 98% der untersuchten Oocyten misslokalisiert.

Die osk mRNA und GFP-Stau Misslokalisationsphanotypen von thoc5 mutanten Oocyten

zeigen starke Parallelen zu den Phanotypen, wie sie in Keimbahnklonen fur hrp48 Missense-
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Mutationen beschrieben wurden. So sind in hrp48 mutanten Oocyten osk mRNA und GFP-
Stau - wie bei thoc5 Mutanten - diffus in der Oocyte lokalisiert (Huynh et al., 2004). Hrp48
gehort zur Familie der hnRNPA/B Proteine. Es bindet direkt an die osk mRNA und reguliert
offensichtlich den Transport der osk mRNA zum posterioren Pol. Hrp48 ist bereits im
Germarium sowohl in den Zellkernen als auch in der Oocyte nachzuweisen und lokalisiert ab
Stadium 9 gemeinsam mit der osk mRNA am posterioren Pol der Oocyte (Huynh et al., 2004;
Yano et al., 2004). Auf Grund der ahnlichen Phanotypen kann geschlossen werden, dass
thoc5 wie hrp48 eine Rolle beim Transport der osk mRNP auslbt. Ferner ist in thocb5
Mutanten die charakteristische transiente Co-Lokalisation der osk mRNP Komponenten Y14

und Btz mit der osk mRNA am posterior Pol im Stadium 9 nicht zu erkennen.

Im Gegensatz zu Hrp48, Mago, Y14, Btz und Stau sind Thoc5 - genauso wie Hpr1 und Tho2
- zu keinem Zeitpunkt mit unseren Nachweismethoden am posterioren Pol der Oocyte zu
detektieren. Dies deutet darauf hin, dass der THO-Komplex nicht wahrend des gesamten
aktiven Transportprozesses mit dem osk mRNP assoziert ist. Die Funktion von thoc5 bei der
Lokalisation der osk mRNA koénnte schon fruh erfolgen. Da Thoc5, Tho2 und Hpr1
hauptsachlich nucledr zu identifizieren sind, gehen wir davon aus, dass die Nahrzellkerne
auch der Wirkungsort des THO-Komplexes ist. Hinweise auf die Funktion des THO-
Komplexes kommen aus S. cerevisiae und S2 Schneiderzellen. Ausschaltung eines der
Gene des THO-Komplexes in S. cerevisiae und S2 Schneiderzellen fihrt zu multiplen
Effekten, u. a. zur Akkumulierung von bestimmten mRNA im Zellkern. Ferner wird eine
direkte Interaktion des THO-Komplexes mit Export-Faktoren aus dem Zellkern beobachtet.
So kontrolliert Hpr1 in S. cerevisiae die effiziente Rekrutierung von Exportfaktoren, wie Yra1p
(REF1) und Sub2p (UAP56), an entstehende mRNP. Die Interaktion des THO-Komplexes
mit Exportfaktoren ist auch in HelLa Zellen zu finden. Daher wird fir den THO-Komplex
postuliert, dass er fir die korrekte Bildung von mRNP sowie deren Export aus den Zellkernen
verantwortlich ist (Jensen et al., 2003; Stutz et al., 2003; Saguez et al., 2005).

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass der THO-Komplex auch in der
Oogenese von Drosophila an der Bildung korrekter und transportfahiger osk mRNP in den
Nahrzellkernen beteiligt ist. In thoc5 Mutanten lassen sich zusatzlich zu den Defekten im
Transport der osk mMRNP auch Anomalien der osk mRNP Komponenten Y14, Btz und GFP-
Stau beobachten. So sind die fur Y14 und Btz typischen Partikel an den Kernhillen der
Nahrzellen sowie die GFP-Stau Partikel im Cytoplasma der Nahrzellen in thoc5 Mutanten

stark reduziert.
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4.2.4 Funktion von Thoc5 bei der Ausbildung der AP Oocytenpolaritat

Die AP Oocytenpolaritat wird durch die Polarisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Stadium
7 und der dadurch erfolgenden spezifischen Lokalisation der osk mMRNP am posterioren Pol
und der bcd mRNP am anterioren Pol der Oocyte etabliert (van Eden und St Johnston, 1999;
Riechmann und Ephrussi, 2001; Steinhauer und Kalderon, 2006). Mikrotubuli Farbungen
zeigen, dass die hier untersuchten thoc5 Allele nicht die Polarisation des Mikrotubuli-
Cytoskeletts kontrollieren, sondern speziell eine Funktion beim Transport der posterioren
Determinante osk mMRNP ab dem Stadium 9 ausuben. Thoc5 ist vermutlich fur die korrekte
Assemblierung der osk mRNP in den Nahrzellkernen verantwortlich, jedoch nicht fur die
spatere Lokalisation der osk mRNP zum posterioren Pol. In thoc5 Mutanten kommt es zur
Misslokalisation der osk mRNP im Cytoplasma der Oocyte, d. h., dass die defekte
Assemblierung der osk mRNP in den Nahrzellkernen Auswirkungen auf den spateren
Transport der osk mRNP in der Oocyte hat. Dagegen scheinen der Transport der osk mRNP
aus den Nahrzellkernen ins Cytoplasma der Nahrzellen sowie der Transport aus den

Nahrzellen in die Oocyte nicht betroffen.

Es gibt prinzipiell unterschiedliche Erklarungsmoglichkeiten, wie das sich ausschlieflich in
den Kernen befindende Thoc5 Protein den spateren cytoplasmatischen Transport der osk
mRNP in der Oocyte kontrolliert. Erstens: Thoc5 konnte in den Nahrzellkernen die
Rekrutierung eines oder mehrerer Faktoren zum osk mRNP regulieren, die dann in der
Oocyte flr die Verknupfung des osk mRNP an das Motorprotein Kinesin | zustandig sind. Flr
Kinesin | wird angenommen, dass es direkt oder indirekt die osk mRNP zum posterioren Pol
im Cytoplasma der Oocyte in den Stadien 9 und 10 transportiert (Brendza et al., 2000; Cha
et al., 2002; Duncan und Warrior, 2002; Palacios und St Johnston, 2002). Zweitens: Es ist
aber auch denkbar, dass der in den Nahrzellkernen rekrutierte Faktor die Bindung weiterer
Faktoren zum osk mRNP in den Nahrzellkernen, im Cytoplasma der Nahrzellen oder im
Cytoplasma der Oocyte reguliert, und diese Faktoren die Verknipfung zum Motorprotein
Kinesin | ermdglichen. Drittens: Auch die gegenteilige Annahme kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Thoc5 die Assoziation eines Faktors mit dem osk mRNP in den Nahrzellkernen

inhibiert, der die Verknipfung mit dem Motorprotein Kinesin | verhindern wiirde.

Die erste Erklarungsmaoglichkeit wird durch einige in dieser Arbeit erhobenen Befunde und
aus Literaturdaten unterstutzt. So konnte ein moglicher Faktor das Heterodimer Mago/Y 14
sein, welches die osk mMRNA mit dem Motorprotein Kinesin | in der Oocyte verknUpft. Hierflr
spricht, dass in mago und y14 Mutanten die osk mRNA am anterioren Pol der Oocyte

verbleibt, der Transport der osk mRNA also direkt oder indirekt durch Mago und Y14 in der

96



Diskussion

Oocyte gestort wird (Newmark und Boswell, 1994; Mohr et al., 2001). Mago und Y14 sind
zudem Komponenten der osk mRNP, die auf Grund ihrer Zugehdrigkeit zum EJC vermutlich
in den Nahrzellkernen an die gespleildte osk mRNA binden (Newmark und Boswell, 1994;
Hachet und Ephrussi, 2001; Mohr et al., 2001). Dass Thoc5 fir die Rekrutierung von Mago
und Y14 zur osk mRNA in den Nahrzellkernen verantwortlich ist, geht aus unseren
Ergebnissen hervor, dass Thoc5 mit Mago co-immunoprazipitiert und Thoc5 und Tho2 mit
Y14 und Mago in den Nahrzellkernen co-lokalisiert (s. Abb. 24 u. 25). Wie unter 4.2.2
dargestellt, erfolgt die Assoziation von Thoc5 zur osk mRNA vermutlich vor derjenigen mit
Mago und Y14. Ferner bilden sich die typischen Partikel von Y14 an der Kernmembran der
Nahrzellen in thoc5 Mutanten nicht (s. Abb. 26). Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die
Assoziation von Y14 zur osk mRNA durch Thoc5 kontrolliert wird. Unsere Befunde deuten
demnach darauf hin, dass Thoc5 die Rekrutierung von Mago/Y14 zum entstehenden osk
mRNP reguliert. Wenn es sich also bei Mago oder Y14 um die Komponente handelt, die die
osk mRNP mit dem Motorprotein Kinesin | verknlpft, dann wirde das Ausbleiben der
Rekrutierung von Mago und Y14 in den thoc5 Mutanten auch die Misslokalisation der osk
mRNA erklaren.

Fiar die zweite Moglichkeit, dass durch die korrekte Assemblierung der osk mRNP durch
Thoc5 in den Nahrzellen die Rekrutierung weiterer Faktoren zum osk mRNP aber erst im
Cytoplasma der Nahrzellen ermdglicht wird, spricht der Misslokalisationsphanotyp von Btz in
thoc5 Mutanten (s. Abb. 27). Btz ist ein cytoplasmatisches Protein, das mit der osk mRNA im
Stadium 9 am posterioren Pol der Oocyte lokalisiert (van Eden et al., 2001). Auch in btz
Mutanten verbleibt die osk mRNA am anterioren Pol der Oocyte und wird nicht zum
posterioren Pol lokalisiert. Daher kénnte Btz der entscheidende Faktor flr die Verknipfung
der osk mMRNP mit dem Motorprotein Kinesin | sein. Btz lokalisiert - wie auch Mago und Y14 -
als Partikel an der Kernhiille der Nahrzellen (van Eden et al., 2001). In thoc5 Mutanten sind
die Btz Partikel an den Nahrzellkernen stark reduziert (s. Abb. 27). Dies spricht fir eine
ineffiziente Rekrutierung von Btz zum osk mRNP in thoc5 Mutanten. Fir Btz wurde eine
direkte Interaktion mit einer Komponente des EJC gezeigt (Palacios et al., 2004). Daher wird
angenommen, dass Btz beim Export der osk mRNP aus den Nahrzellkernen (ber den EJC
zum osk mRNP rekrutiert wird (Palacios et al.,, 2004). Wie im Absatz zuvor beschrieben,
konnte Thoc5 die zwei EJC Komponenten Mago und Y14 zum osk mRNP rekrutieren. Dies
wlrde bedeuten, dass durch die ausbleibende Rekrutierung von Mago oder Y14 durch
Thoc5 in den thoc5 Mutanten auch Btz nicht am osk mRNP assoziert. Wenn Btz dann der
Faktor ist, der die osk mMRNP mit dem Motorprotein Kinesin | verkntpft, erklart dies wiederum

die Misslokalisation der osk mRNA in thoc5 Mutanten.
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Stau ist ein weiterer moglicher Faktor, der die osk mRNP mit dem Motorprotein Kinesin |
verbindet. So verbleibt in stau Mutanten die osk mRNA - wie Ubrigens auch bei mago, y14
und btz Mutanten - am anterioren Pol der Oocyte (Ephrussi et al., 1991). Da Stau wie Btz
erst im Cytoplasma der Nahrzellen mit den osk mRNP assoziiert, ist es denkbar, dass Thoc5
auch fiir die Rekrutierung desjenigen Faktors zustandig ist, der die Bindung von Stau am osk
mRNP im Cytoplasma der Nahrzellen reguliert. Das Fernbleiben dieses Faktors wirde dann
auch die von uns beobachtete starke Reduktion von GFP-Stau Partikeln im Cytoplasma der

Nahrzellen in thoc5 Mutanten erklaren.

Ob die Bildung von osk mRNP in thoc5 mutanten Keimbahnklonen vollstandig unterbunden
wird, ist fraglich. Da die Translationkontrolle der osk mRNA in den thoc5 Mutanten - wie im
WT - nicht gestort ist, sollte von einer zumindest teilweisen Assemblierung der osk mRNP
ausgegangen werden (s. Abb. 9). Die Translationskontrolle der osk mRNA bendétigt die
Assoziation verschiedener Proteine mit der osk mRNA, die aber meist auf die Lokalisation
der osk mRNA zum posterioren Pol keinen Einfluss haben (Kim-Ha et al., 1995; Webster et
al., 1997; Gunkel et al., 1998; Lie und Macdonald, 1999; Wilhelm und Smibert, 2005). Eine
Ausnahme spielt hier das Protein Hrp48, das sowohl fiir den osk mRNP Transport - wie oben
bereits erwahnt - als auch flr die Repression der Translation der osk mRNA verantwortlich
ist (Hyunh et al., 2004; Yano et al., 2004). Ferner ist der Transport der osk mRNP aus den
Nahrzellen in die Oocyte nicht beeintrachtigt. Dieser Transport wird durch den Dynein-BicD-
Egl-Komplex reguliert (Bullock und Ish-Horowicz, 2001; Clark et al., 2007). Die Bindung der

osk mRNP an den Transportkomplex im Nahrzellcytoplasma ist also moglich.

Thoc5 bzw. der THO-Komplex kénnten demnach in der Oogenese direkt oder indirekt fiir die
Rekrutierung nur der Proteine zum osk mRNP zustandig sein, die fir die Verknupfung der
osk mRNP an die Transportmaschinerie im Cytoplasma der Oocyte in den Stadien 9-10
verantwortlich sind. Der gerichtete Transport der osk mRNA in den Stadien 9 und 10 ist
entscheidend fir die weitere Entwicklung, da nur die korrekt lokalisierte osk mRNA auch
translatiert wird, und das Osk Protein als Anker fir die osk mMRNA und das Osk Protein
bendtigt wird (Rongo et al., 1995). Erfolgt dieser Prozess nicht, kann auch die osk mRNA
nicht mehr verankert werden, die ab Stadium 10B vermehrt durch den Prozess des Nahrzell-
Dumpings in die Oocyte gepumpt wird und durch das gleichzeitig in der Oocyte
hervorgerufene ,ooplasmic streaming® am posterioren Pol vorbeistromt. Die posteriore
Lokalisation der osk mRNA ist fur die Bildung des Polplasmas entscheidend und dieses ist
wiederum Voraussetzung fur die Bildung der Keimbahn und des Abdomens des Embryos
(Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991).
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4.2.5 Rolle von Thoc5 bei der Ausbildung der DV Oocytenpolaritat

Thoc5 hat nicht nur einen Einfluss auf die AP Oocytenpolaritat, sondern auch auf die DV
Oocytenpolaritat. Dies manifestiert sich in den unterschiedlichen Ventralisierungsgraden der
abgelegten Eier von Muttern mit mutanten thoc5 Keimbahnklonen. Im Gegensatz zum WT Ei
mit zwei dorsalen Anhangen bilden thoc5 mutante Eier nur einen dorsalen Anhang, Reste
von dorsalen Anhangen oder zum Teil gar keine dorsalen Anhange. Die Initiation der
dorsalen Anhange erfolgt in den Stadien 9-10 der Oogenese durch die
konzentrationsabhangige dorso-ventrale Aktivierung des EGF-Rezeptors in den Follikelzellen
durch das aus der Oocyte sekretierte zweite Grk Signal (Roth, 2003). Unterschiedlich stark
ventralisierte Ei-Phanotypen von verschiedenen grk und egfr Allelen verdeutlichen, dass
sowohl die Konzentration als auch die Lokalisation des Grk Proteins von entscheidender
Bedeutung bei der Aktivierung des EGF-Signaltransduktionsweges sind (Schipbach, 1987;
Neuman-Silberberg und Schipbach, 1994; Roth und Schiipbach, 1994).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte in thoc5 mutanten Oocyten eine Reduktion der grk
mRNA und des Grk Proteins am anterior-dorsalen Kortex der Oocyte in den Stadien 9 und
10 detektiert werden. Die von uns in thoc5 beobachteten ventralisierten Ei-Phanotypen
lassen sich folglich durch die verringerte Menge an Grk Protein - bedingt durch die reduzierte
Menge an grk mRNA - erklaren. Thoc5 scheint daher eine Rolle bei der Bildung der DV
Oocytenpolaritdat auf der Ebene der Transkriptionkontrolle der grk mRNA oder in der
Regulation des grk mRNA Transport zu spielen. Hinweise, dass thoc5 an der Transkription
von mRNA beteiligt ist, kommen aus S. cerevisiae und S2 Schneiderzellen. Beispielsweise
interagieren die Komponenten des THO-Komplexes in S. cerevisiae mit der
Transkriptionsmaschinerie und beim Verlust einer der THO-Komponenten kommt es zur
Ausbildung verschiedener Phanotypen wie transkriptionsbedingte Hyperrekombination,
Verhinderung der Elongation der Transkription sowie der Anreicherung von mRNA in den
Zellkernen. In S2 Schneiderzellen konnte gezeigt werden, dass der THO-Komplex die
Expression von ~20% des gesamten Transkriptoms kontrolliert (Rehwinkel et al., 2004). Fur
S. cerevisiae wird postuliert, dass durch die Abwesenheit des THO-Komplexes die mRNA
wahrend der Transkription mit der abgelesenen DNA hybridisiert. Diese Hybridisierung
verhindert dann die erneute Transkription des Gens durch die RNA-Polymerase (Huertas
und Aguilera, 2003). Ein weiteres Modell geht davon aus, dass die nicht korrekt verpackte
mRNA degradiert wird (Libri et al., 2002; Zenklusen et al., 2002).

Die Mutationen aus der Klasse der spindle-Gene zeigen ahnlich ventralisierte Ei-Phanotypen
wie thoc5 Mutanten (Ghabrial et al., 1998; Aravin et al., 2001; Kennerdell et al., 2002; Abdu
et al., 2003; Findley et al., 2003; Staeva-Vieira et al., 2003; Tomari et al., 2004; Cook et al.,
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2004). Die in dieser Gruppe zusammengefassten Gene weisen verschiedene AP und DV
Anomalien wahrend der Oogenese auf. Den spindle-Genen werden regulatorische
Funktionen in unterschiedlichen biologischen Prozessen wahrend der Oogenese
zugeschrieben. Die Gene spindle-A, -B, -D und okra werden fur die korrekte Ausfuhrung der
Meiose benétigt und kodieren fiir Proteine, die die Reparatur von dsDNA Briichen
kontrollieren (Ghabrial et al., 1998; Abdu et al.,, 2003; Staeva-Vieira et al., 2003).
Interessanterweise wird flr Hpr1, das u. a. mit Thoc5 den THO-Komplex bildet, eine direkte
Interaktion mit den Proteinen Rad-1, -9 und -17 postuliert, die bei der DNA Reparatur
involviert sind (http://smart.embl-heidelberg.de/). Fir die Gene spindle-E und armitage
werden Funktionen beim RNAI Signalweg postuliert (Aravin et al., 2001; Kennerdell et al.,
2002; Findley et al., 2003; Cook et al., 2004; Tomari et al., 2004). Dies konnte bedeuten,
dass Thocb bzw. der THO-Komplex zusatzlich zu seiner Funktion bei der Ausbildung der
Oocytenpolaritat schon in friilheren Prozessen der Oogenese gebraucht wird. Dass der
Phéanotyp in thoc5 Mutanten nicht stark ausgepragt ist, konnte damit erklart werden, dass es
sich bei Thoc5 nicht um Nullallele handelt bzw. die anderen Komponenten des THO-
Komplexes bei diesen Prozessen starker involviert sind. Dies kénnte durch Untersuchungen
mit Thoc5 Nullmutanten oder Mutanten in einer der vier anderen Komponenten des THO-

Komplexes geklart werden.

Der ventralisierte Phanotyp in thoc5 Mutanten kdnnte aber auch - wie schon fiir osk mRNA
gezeigt - durch Defekte im Transport der grk mRNA hervorgerufen worden sein. Viele der fr
mRNA Transport zustandigen Proteine sind sowohl an der Lokalisation von grk als auch von
osk mRNA beteiligt. Auch das oben erwahnte Gen hrp48 ist sowohl Teil des osk mRNA und
des grk mRNA Transportkomplexes in der Oocyte (Goodrich, et al., 2004; Huynh et al, 2004;
Yano et al., 2004; Delanoue et al., 2007). Da die Ergebnisse dieser Arbeit andeuten, dass
hrp48 und thoc5 gemeinsam am Transport der osk mMRNA zum posterioren Pol der Oocyte in
den Stadien 9-10 beteiligt sind, kénnten sie auch eine gemeinsame Funktion beim grk mRNA
Transport zum anterior-dorsalen Kortex haben. Im Gegensatz zu den ventralisierten Eiern in
thoc5 Mutanten fihrt die Mutation von hrp48 zur Dorsalisierung der Eihtllen (Goodrich et al.,
2004). Die Dorsalisierung resultiert aus der Misslokalisation der grk mRNA am anterioren
Kortex, wodurch das Grk Protein ektopisch am gesamten anterioren Kortex translatiert wird.
Die gegensatzlichen Phanotypen deuten auf unabhangige Funktionen der beiden Proteine
thoc5 und hrp48 bei der DV Oocytenpolaritat hin.

Der gerichtete Transport der grk mRNA aus den Nahrzellen zum anterior-dorsalen Kortex in
der Oocyte wird durch das Motorprotein Dynein reguliert (Duncan und Warrior, 2002;

Januschke et al., 2002; MacDougall et al., 2003; Clark et al., 2007). Neueste Studien Uber
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den Transportweg der grk mRNA haben gezeigt, dass die grk mRNA die Dynein-assoziierten
Co-Faktoren BicD und Egl in den Nahrzellen rekrutiert und dass beide Proteine fiir den
Transport der grk mRNA benétigt werden (Clark et al., 2007). BicD und Egl sind schon frih
bei der Determinierung der Oocyte beteiligt (Schipbach und Wieschaus, 1991; Suter und
Steward, 1991; Ran et al., 1994; Huynh und St Johnston, 2000). Die ektopische Expression
von BicD und Egl in BicD und egl Nullmutanten erméglicht die Entwicklung einer Oocyte und
den Einblick in spatere Funktionen der beiden Gene. Unter diesen Bedingungen werden
ventralisierte Eier mit nur einem dorsalen Anhang bis zum Verlust der dorsalen Anhange
detektiert (Swan und Suter, 1996; Mach und Lehmann, 1997). Fir egl konnte gezeigt
werden, dass die Ventralisierung auf die Reduktion der grk mRNA zurlickzufiihren ist (Mach
und Lehmann, 1997). Der grk-Phanotyp von egl und BicD ahnelt folglich stark dem grk-
Phanotyp, den wir in thoc5 mutanten Oocyten beobachtet haben. Es ist daher nicht
unwahrscheinlich, dass thoc5 nicht nur eine Rolle beim osk mRNA Transport spielt, sondern
auch beim grk mRNA Transport. Dabei kénnte Thocb ahnlich wirken, wie es zuvor fir den
osk mMRNP Transport von uns postuliert wurde. Thoc5 kdnnte die Assemblierung der grk
mRNA mit Proteinen in den N&hrzellkernen kontrollieren, die dann Auswirkungen auf den
Transport der grk mRNA im Cytoplasma der Nahrzellen bzw. der Oocyte haben. Diese
Faktoren wirden dann die Verknipfung der grk mRNP mit dem Motorprotein-Komplex
Dynein-BicD-Egl regulieren. Injektionsexperimente haben jedoch gezeigt, dass die grk
mRNA alle nétigen Faktoren fir den Transport zum anterior-dorsalen Kortex im Cytoplasma
der Oocyte rekrutieren kann (MacDougall, 2003). Die grk mRNA ist demnach nicht - wie die
osk mRNA - auf die korrekte Verpackung in den Nahrzellkernen angewiesen. Das deutet
darauf hin, dass der Einfluss des Thoc5 Proteins beim grk mRNA Transport ein indirekter ist.
Beispielsweise kdnnte Thoc5 den Transport oder aber die Transkription eines im Cytoplasma

fur den grk Transport bendtigten Faktors kontrollieren.

4.3 Regulation der AP und DV Oocytenpolaritat durch 7.460/7.134

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die letale Komplementationsgruppe 7.460/7.134 als
weiterer neuer Faktor flr die AP und DV Oocytenpolaritat identifiziert werden. Der Einfluss
der Mutation in 7.460 und 7.134 manifestiert sich in der Misslokalisation der posterioren
Determinante osk und dessen assoziertem Protein GFP-Stau sowie der Ventralisierung der
Eier. Das mutante Gen konnte zwar bislang noch nicht identifiziert, aber auf eine Region von

ca. 20 kb auf dem Chromosom 2R sowohl fiir 7.460 als auch fur 7.134 lokalisiert werden.

Die Eingrenzung der Mutation erfolgte mittels Komplementationsanalyse der beiden
mutanten Linien gegen klar definierte molekulare Defizienzen, die von uns zuvor generiert

wurden. Diese Region enthalt funf putative Kandidatengene, von denen das Gen mRpL42
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durch Komplementationsanalyse des letalen Stammes 13137 gegen 7.460 und 7.134
ausgeschlossen werden konnte. Fir die vier verbleibenden méglichen Gene sind laut flybase
keine mutanten Allele bekannt. Ferner ist bisher flr keines der vier Gene eine Funktion in der
Oocyte untersucht oder beschrieben worden. Daher gehen wir davon aus, dass es sich bei
dem mutierten Gen der Komplementationsgruppe 7.134/7.460 um ein neues Gen mit noch

unbekannter Funktion in der Oogenese handelt.

Die identifizierte Region ist fiir beide Allele 7.460 und 7.134 durchsequenziert worden. Die
Sequenzanalyse flir 7.134 ergab einen Basenpaaraustausch in einem nicht kodierenden
Bereich 649 bp vor dem Startkodon des Gens CG1371. Fur das Allel 7.460 konnte keine
Modifizierung der DNA-Sequenz in diesem Bereich ermittelt werden. Bei der mutierten
Region kénnte es sich um einen Teil der cis-regulatorischen Sequenz von CG1371 handeln.
Ein eindeutiges Ergebnis lasst sich jedoch nur durch Rettungsexperimente mit den vier

Kandidatengenen erzielen. Mit entsprechenden Arbeiten wurde bereits begonnen.

Bei den vier verbleibenden méglichen Genen handelt es sich um CG2292, cdc2rk, CG12920
und CG1371. Fir das unbekannte Gen CG2292 kdénnen auf Proteinebene vier
Proteindomanen identifiziert werden: ein Signalpeptid am N-Terminus, eine Phosphodiester-
Domane, eine PigN-Domane (Phosphatidylinositolglycan class N) und eine C-terminal
gelegene Transmembran-Domane (http://smart.embl-heidelberg.de/). Die Phosphodiester-
und die PigN-Doméane lassen auf eine mdgliche Funktion des Gens bei der Modifizierung
von Proteinen schliessen. Die Proteine mit Phosphodiester-Domane katalysieren u. a. die
Spaltung von Phosphodiestern und Phosphosulfat-Bindungen. Proteine mit PigN-Doméane
sind fir die Synthese von Glycosylphosphatidylinositol-Ankern zustandig (Hong et al., 1999).
Das PigN Protein in S. cerevisiae und Mensch liegt im Endoplasmatischen Retikulum vor
(Gaynor et al., 1999).

Das Gen cdc2rk kodiert wahrscheinlich fir eine Serin-Threonin-Kinase. Laut flybase wird fiir
cdc2rk eine Funktion bei der Mitose und Regulation des Zellzyklus vermutet. Uber die
molekulare Funktion des annotierten Gens CG12920 Gen ist nichts bekannnt
(http:/fflybase.bio.indiana.edu/). Es kodiert aber offenbar fiir ein Membranprotein. Denn die
Datenbankanalysen zeigen, dass das Protein ein N-terminales Signalpeptid besitzt sowie
eine  Transmembrandomane und eine ,coiled coil*Domane am C-Terminus
(http://smart.embl-heidelberg.de/). Bei dem annotierten Gen CG1371 handelt es sich
ebenfalls um ein unbekanntes Gen, fiir das sich am N-Terminus ein Signalpeptid und eine

Cna-B-Domane mit unbekannter Funktion detektieren lassen.
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Beide mutanten Allele zeigen einen osk mRNA und GFP-Stau-Phanotyp. In 21,5% der
mutanten 7.460 Keimbahnklonen und in 0% der mutanten 7.134 Keimbahnklonen lokalisiert
die osk mRNA - wie im WT - in einem definierten Halbmond am posterioren Pol der Oocyte
ab Stadium 9. Dagegen ist in 78,5% der mutanten 7.460 Keimbahnklonen und in 100% der
7.134 mutanten Keimbahnklonen die osk mRNA in Partikeln im Cytoplasma der gesamten
Oocyte verteilt, wobei auch osk mMRNA Partikel am posterioren Pol zu detektieren sind. Diese
Verteilung korreliert fir 7.460 mit dem GFP-Stau-Phanotyp, wahrend im Fall von 7.134
sowohl 0% als auch 50% wildtypische Lokalisation des GFP-Stau beobachtet wurde.
Auffallig ist, dass sowohl die osk mRNA als auch das GFP-Stau in Form von Partikeln in der
Oocyte vorliegen. Da die Polaritat des Mikrotubuli-Cytoskeletts in den Mutanten nicht
beeinflusst wird, ist davon auszugehen, dass die Misslokalisation von osk mRNA und GFP-
Stau durch Defekte beim Transport und/oder der Verankerung am posterioren Pol verursacht

werden.

Die Verankerung der osk mRNA am posterioren Pol ist abhdngig vom Aktin-Cytoskelett
sowie vom Osk Protein selbst. Dies konnte durch Studien an Mutanten fur das Gen Dmoesin
gezeigt werden (Jankovics et al., 2002; Polesello et al., 2002). Dmoesin verknUpft das Aktin-
Cytoskelett mit der Plasmamembran. In Dmoesin mutanten Oocyten 16st sich das F-Aktin
von der Plasmamembran, und Aggregate von F-Aktin sind dann in der Oocyte zu
detektieren. Die Anomalien im Aktin-Cytoskelett fuhren zum Abfallen der zunachst
lokalisierten und translatierten osk mMRNA und des Osk Proteins vom posterioren Kortex.
Ahnliche Phanotypen zeigen Doppelmutanten von homer, das fir ein F-Aktin bindendes
Protein kodiert, und bifocal, dessen Protein mit F-Aktin co-lokalisiert (Shiraishi et al., 1999;
Helps et al., 2001; Ruan et al., 2002; Babu et al., 2004).

Im Gegensatz hierzu zeigen die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Allele 7.460 und
7.134 keine Anomalien des Aktin-Cytoskeletts in der Oocyte in den Stadien 8-10. Auch der in
den Mutanten beschriebene osk mRNA Phanotyp unterscheidet sich von thoc5 Mutanten.
Die osk mRNA ist in 7.134 mutanten Keimbahnklonen zu keinem Zeitpunkt und in 7.460
mutanten Keimbahnklonen zu 78,5% nicht - wie im WT - am posterioren Pol lokalisiert. Die
osk mRNA verbleibt tiberwiegend diffus in der Oocyte verteilt, auch wenn geringe Mengen
von osk mMRNA am posterioren Pol zu detektieren sind. Dies deutet darauf hin, dass die osk
mRNA nicht effizent zum posterioren Pol transportiert wird. Auch ist mittels Western Blot
Analyse kein Osk Protein nachzuweisen, was ebenfalls darauf hinweist, dass die osk mRNA

nicht richtig transportiert wird, da nur korrekt lokalisierte osk mMRNA auch translatiert wird.
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Die geringen Mengen an Osk Protein, die mittels Antikbrper am posterioren Pol detektiert
werden kénnen, co-lokalisieren nur mit den GFP-Stau Partikeln, die auch am posterioren Pol
detektiert werden, nicht jedoch mit denen, die mittig oder mehr anterior lokalisiert sind. Da
die osk mRNA und das GFP-Stau im WT wahrend der gesamten Oogenese co-lokalisieren,
kann GFP-Stau als Marker flr die osk mRNA benutzt werden (Schuldt et al., 1998). Die
geringe Lokalisation von GFP-Stau und Osk Protein am posterioren Pol lassen vermuten,
dass osk mRNA verankert und translatiert wird, wenn sie den posterioren Pol erreicht. Der
gestorte Prozess ist also der Transport der osk mRNA. Da sowohl die osk mRNA als auch
das GFP-Stau in der Oocyte nachweisbar sind, ist nicht der Transport aus den Nahrzellen in
die Oocyte in den Mutanten gestort, sondern nur der Transport der osk mRNA in der Oocyte
zum posterioren Pol. Welche Rolle das mutierte Gen der Komplementationsgruppe
7.460/7.134 dabei Ubernimmt, kann erst nach der Identifizierung des Gens weiter untersucht

werden.

Ferner konnte fur die beiden Allele 7.460 und 7.134 in der hier vorliegenden Arbeit auch
Stérungen der DV Oocytenpolaritat gezeigt werden. In beiden Allelen drickt sich dies in
Eihdllen mit fusionierten dorsalen Anhangen aus. Beide Allele zeigen keine vollstandige
Penetranz, da auch wildtypisch aussehende Eihullen detektiert werden. Wie bereits unter
4.2.3 erwahnt, erfordert die Ausbildung der dorsalen Anhange die prazise Lokalisierung und
Translation der grk mRNA in den Stadien 9-10 in der Oocyte, um den EGF-
Signaltransduktionsweg in den Follikelzellen zu aktivieren. Fir beide Allele konnten keine
Veranderungen der grk mRNA oder des Grk Proteins im Vergleich zum WT in den Stadien 9-
10 identifiziert werden. Jedoch manifestieren sich schon geringe Stérungen der Lokalisation
oder Translation der grk mRNA in Anomalien der dorsalen Anhange. Solche Stdérungen

konnten mit unseren Nachweismethoden vielleicht nicht detektiert werden.

Die aufgebrochenen Zellmembranen in den Nahrzellen, die Invaginationen der Nahrzellen in
die Oocyte sowie die im Vergleich zum WT kleineren Eier weisen auf Defekte beim Nahrzell-
Dumping hin. In der Literatur beschriebene Dumping-Phanotypen zeigen ahnliche Ei-
Phanotypen wie fir 7.460 und 7.134 (Gutzeit, 1986; Cooley et al., 1992; Cant et al., 1994).
Die beobachteten Misslokalisationen des Oocytenkerns in 7.460 mutanten Oocyten in den
spaten Stadien der Oocyte korrelieren mit dem Zeitpunkt der beobachteten Nahrzell-
Dumping Defekte. Wir gehen daher davon aus, dass die teilweisen Misslokalisationen des

Oocytenkerns durch die Defekte im Nahrzell-Dumping hervorgerufen werden.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die anterior-posteriore und dorso-ventrale Achse von Drosophila werden bereits frih in der
Oogenese durch die Polarisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts und der spezifischen
Lokalisation der posterioren Determinante osk mRNA, der anterioren Determinante bcd
mMRNA und dem dorso-ventralen Induktor grk mRNA in der Oocyte determiniert. In einem
dieser Arbeit vorausgegangen Screen zur Identifizierung von neuen Genen fur die
Regulation der Oocytenpolaritdt wurden die beiden letalen Komplementationsgruppen
32.17/11.229 und 7.460/7.134 entdeckt, die in der vorliegenden Arbeit genetisch und
molekular charakterisiert wurden.

Die Identifizierung der mutanten Gene erfolgte Uber meiotische Kartierung mit klassischen
Markern und molekularen Markern von einer neu etablierten Polymorphismenkarte flr das
Chromosom 2R sowie Kartierung mittels neu generierter, molekular definierter Defizienzen.
Durch molekulare Identifizierung von Punktmutanten wurde fiir die Komplementationsgruppe
32.17/11.229 gezeigt, dass sie einem Homologen von thoc5 entspricht. Dies konnte durch
Rettungsexperimente bestatigt werden. In thoc5 Mutanten ist der Transport der osk mRNA
zum posterioren Pol in den Stadien 9-10 in der Oocyte gestort und die Reduktion der grk
mRNA flhrt zur Ventralisierung der Eikammer. Mit HA-Thoc5 und GFP-Thoc5 Konstrukten
wurde gezeigt, dass Thoc5 Uberwiegend in den Zellkernen vorkommt. Hier konnte Thoc5 als
Teil des konservierten THO-Komplexes nachgewiesen werden. Weiterhin stellte sich heraus,
dass der THO-Komlex in der Keimbahn mit den beiden Komponenten Mago und Y14 des
Exon-Exon-Junction-Komplex interagiert, von denen bekannt ist, dass sie Teil der osk mRNP
Transportmaschinerie sind. Die hier erzielten Ergebnisse legen nahe, dass Thoc5 die
korrekte Assemblierung der osk mRNP in den N&hrzellkernen kontrolliert, was wiederum
Voraussetzung fir die korrekte Lokalisation der posterioren Determinante osk mRNA zum
posterioren Pol im Cytoplasma der Oocyte in den Stadien 9-10 ist.

Der Phanotyp der Komplementationsgruppe 7.460/7.134 manifestiert sich ebenfalls in der
Misslokalisation der osk mMRNA und in der Ventralisierung der Eier. Dabei ist die Polarisation
des Mikrotubuli-Cytoskeletts nicht gestért. Das mutante Gen konnte auf eine Region von 20
kb mit vier Genen unbekannter Funktion bei der Oocytenpolaritat eingegrenzt werden. Die
endgultige Identifizierung des Gens soll mit Rettungsexperimenten erfolgen.

Die hier vorliegende Arbeit beschreibt zwei neue Komponenten, die fiir die Regulation der

anterior-posterioren und dorso-ventralen Oocytenpolaritat in Drosophila essentiell sind.
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7. Abstract

The anterior-posterior and dorso-ventral axes of Drosophila are already defined early during
oogenesis by the polarisation of the microtubule cytoskeleton and the localisation of the
posterior determinant osk mRNA, the anterior determinant bcd mRNA and the dorso-ventral
inductor grk mRNA in the oocyte. A previously performed screen for new mutants regulating
oocyte polarity identified two lethal complementation groups 32.17/11.229 and 7.460/7.134.
This work deals with the genetic and molecular characterisation of these two

complementation groups.

The mutant genes were identified through meiotic mapping with classical markers and
molecular markers from a newly established polymorphism map for chromosome 2R as well

as mapping using newly generated, molecular defined deficiencies.

The molecular identification of point mutants suggested that the complementation group
32.17/11.229 corresponds to a homolog of thoc5. This could be confirmed by rescue
experiments. In thoc5 mutants the transport of the osk mRNA to the posterior pole of the
oocyte is blocked during stages 9-10 and the reduction of the grk mRNA leads to the
ventralisation of the egg chamber. Using HA-Thoc5 and GFP-Thoc5 constructs Thoc5 is
shown to localise predominantly in nuclei, where Thoc5 is part of the conserved THO-
complex. The THO-complex is proven to interact, in the germline, with the components of the
exon-exon junction complex Mago and Y14, which are both known constituents of the osk
mRNPs transport machinery. Our results suggest that Thoc5 controls the assembly of the
osk mRNPs in the nurse cell nuclei and that this in turn is a pre-condition for the proper
localisation of the posterior determinant osk mRNA at the posterior pole in the cytoplasm of

the oocyte during stages 9-10.

The phenotype of complementation group 7.460/7.134 manifests itself as a mislocalisation of
the osk mRNA and the ventralisation of the eggs without affecting the polarisation of the
oocyte microtubule cytoskeleton. The mutant gene could be confined to a region of 20 kb
containing four genes with unknown function in oocyte polarity. The final identification of the

gene will be done by rescue experiments.

This study describes two novel components which are essential for regulating anterior-

posterior and dorso-ventral oocyte polarity in Drosophila.
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