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Ektopische Expression von FLAG-Spaghetti in Drosophila melanogaster mit Hilfe des
UAS/GALA4-Systems

Die Menge des Spag-Proteins ist wihrend der Embryogenese im Vergleich zur larvalen
Entwicklung sehr viel héher. Daher koénnte ein FLAG-markiertes Spag-Protein fur zwei
Versuche niitzlich sein. Zum einen kann die interzellulare Lokalisierung des FLAG-Spag-
Proteins in den verschiedenen larvalen und imaginalen Geweben bestimmt werden, und zum
anderen kann der Einfluss des ektopischen FLAG-Spag-Proteins auf die Entwicklung der Fliege

untersucht werde.

Es wurde das binidre UAS/GAL4-System (Abb. 1) benutzt, um das FLAG-markierte Spag-

Protein zu exprimieren.

UAS-Gene X line

GAL4 line !

Go(E. ¢ GALA

Tissue-specific expression of GAL4 protein Transcriptional activation of Gene X

Abb. 1 Das UAS /) GAILA-System besteht ans zovei Komponenten, (1) transgene Fliegen die ein UAS-Konstrukt mit der cDNA
des Gens von Interesse tragen und (2) transgene Fliegen, die eine GALA4-Quelle tragen (weitere Erkldrungen im Text).

Eine Komponente dieses Systems besteht aus Fliegenstimmen, welche GAI4-Transgene
tragen, die unter der Kontrolle von bestimmten ,,enhancer“-Elementen des Drosophila-Genoms
stchen. Das GAL4-Gen kodiert fur einen Transkriptionsfaktor der Hefe, den es weder in
Drosophila gibt, noch erkennt er Drosophila-Promotorsequenzen. Der GALA4-Transkriptionsfaktor
kann ausschlieBlich die Hefe UAS-Promotorsequenz erkennen. Die zweite Komponente besteht
aus Fliegen, die ein Transgen tragen, welches aus der Hefe-UAS-Promotorsequenz sowie einer
Drosophila-cDNA  besteht. Dieses Konstrukt kann nur in Fliegen exprimiert werden, welche
wiederum den GALA4-Transkriptionsfaktor exprimieren. Dieser Zustand kann durch Kreuzung

von zwei Fliegenstimmen herbeigefiihrt werden, die zum einen das GAL4-Transgen und zum
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anderen das UAS-spagherti-Transgen tragen. Die spaghetti-Transkription wihrend der Entwicklung
von Drosgphila ist abhingig von der verwendeten GAL4-Quelle.

Das FLAG-markierte UAS-spaghetti-Konstrukt wurde durch Anfigen einer 24 Nukleotide
langen Sequenz an die spagherti-cDNA hergestellt.

kb M1234356789101M12M

FLAG Spag

Abb. 2 Herstellung des pUAS T-FILAG-spaghetti-Konstrukts. (A) zeigt ein 1% Agarosegel, mit welchem die Plasmid-DNA von
12 Kionen des FLLAG-spaghetti-Konstrukts nach einer Restriktionsverdanung mit Notl und Kpnl separiert worden war. Die
DNA wurde mit Hilfe von Ethidinmbromid anf einem UV -Lenchttisch sichtbar gemacht und mit einer 1V ideokamera
anfgenommen. Das rote Dreieck zeigt die DNA-Bande des pUAST-Vektors mit seiner Grofse von 9,3kb. Das griine Dreieck
zeigt die DNA-Bande, welche das FILAG-spaghetti "insert"" repriisentiert (ca. 1,6kb). Die einzelne Bande in Spur 5 reprasentiert
einen pUAST-Vektor obne insert. Die Bande in Spur 6 ist weder dem Vektor noch dem insert zuznordnen. (B) schematische
Darstellung des FLLAG-Spag Proteins, welches in den transgenen Fliegen von dem Konstrukt ans (A) exprimiert wird.

Diese Sequenz befindet sich am Anfang und ,,in frame* mit dem spagheti-ORF (Abb. 2B). Diese
24 Nukleotide lange Sequenz kodiert fiir ein Peptid, welches kein Aquivalent im Drosophila-
Proteom besitzt und als eine spezifische Markierung (,,tag™) fungiert. Die Aminosiuresequenz
(Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-Asp) wird als FLAG bezeichnet und kann mit
monoklonalen Antikérpern erkannt werden. Die Abbildung 2A zeigt ein 1% Agarosegel, mit
welchem die Plasmid-DNA von 12 Klonen des FLAG-sgpaghetti-Konstrukts nach einer
Restriktionsverdauung mit NoA und Kpnl separiert worden war. Die DNA wurde mit Hilfe von
Ethidiumbromid auf einem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht und mit einer Videokamera
aufgenommen. Das rote Dreieck zeigt die DNA-Bande des pUAST-Vektors mit seiner Grof3e
von 9,3kb. Das grine Dreieck zeigt die DNA-Bande, welche das FLAG-spaghetti "insert"

reprasentiert (ca. 1,6kb).
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Das FLAG-markierte UAS-spaghetti-Konstrukt wurden anschlieBend in Embryonen injiziert. Es
wurden vier transgene Linien hergestellt, von denen die Linien ,,A* und ,,C* das Konstrukt auf
dem X-Chromosom tragen, die Linie ,,B“ das Konstrukt auf dem 2. Chromosom und die Linie

B das Konstrukt auf dem 3. Chromosom tragt.

Fir die folgende Analyse der Expression des FLAG-Spag-Proteins in den Larven der
verschiedenen transgenen Linien wurde die Linie ,,E* verwendet, welches das FLLAG-Protein
mit der erwartenden molekularen GréB3e von ca. 70kDa exprimiert (Abb. 3). Diese Linie wurden
mit den folgenden GAL4-Linien gekreuzt: P{GawB}T80-GAL4 (Pettimon), Aktin-GALA4
(Bloomington) und dpp-G.ALA4 (Bloomington).

AKtin-GAL4 - + - + - 4+ - - 4+
UAssspkag A A C C B B E E/EE
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Abb. 3 Das UAS-FLLAG-Spaghetti-Fusionsprotein ist in den Larven exprimiert. Es wurden Proteinextrakte von Larven mit
den folgenden Kombinationen hergestellt, auf einem SDS-Polyacrylamidgel separiert und das ektopische Protein mit Hilfe des anti-
FLAG-Antikirpers detektiert: (A, C, B, E) sind Fliegen, die die pUAST-spaghetti-Transgene auf unterschiedlichen
Chromosomen tragen. (A/+, C/+, B/ + und E/+) sind die oben genannten Fliegenlinien, verpaart mit AktinGAILA tragenden
Fliegen, sur Expression des ektopischen Fusionsproteins. EJE ist ein Sonderfall, bei der homozygot UAS-spaghetti tragende
Fliegen bereits einen abnormalen Phanotyp besitzen (also obne GALA-Quelle). Um zu priifen, ob dieser Phanotyp durch die
Insertion des Transgens in ein Gen der Fliege oder durch eine basale Expression des Transgens verursacht wird, wurden homozygot
UAS-spaghetti tragende Larven untersucht. Nur die Linie E zeigte ansschliflich die korrekte GrifSe (weiter Erliuterungen im
Text).

Die Fliegenlinie E, die eine einzelne Bande auf dem Western-Blot zeigt (roter Pfeil), stellt eine
Besonderheit dar. Homozygote Tiere zeigen einen abnormalen Phinotyp. Der Thorax dieser

Tiere ist weitestgehend ohne Makrochaeten. Es wurde beschrieben, dass manche UAS-
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Transgene cinen "Leckfluss" zeigen, d.h. eine geringe basale Expression auch ohne GAIL4-
Quelle haben koénnen (Perrimon ef al, 1998). Daher wurden ebenfalls Proteinextrakte von
heterozygoten Larven, homozygoten Larven und Larven, die heterozygot fiir das Transgen und
fir die GAL4-Quelle (Aktin-GALA4) sind, hergestellt. Es konnte nur in der letzten Kombination
das ektopische Protein nachgewiesen werden (Abb. 3). Daher lasst sich der Phinotyp der fiir das
E-Transgen homozygoten Fliegen wahrscheinlich darauf zurtickfithren, dass das Transgen in ein
rezessiv vererbtes Gen integriert hat, welches an der Entstehung der Makrochaeten beteiligt ist

und so in den homozygoten Tieren zum Verlust des Genprodukts fithrt.

Das ektopische FLAG-Spaghetti-Protein ist im Zytoplasma von Imaginalscheiben

lokalisiert

Immunfluoreszenzfirbungen larvaler Gewebe von Tieren mit dem Genotyp
Plw+mW . hs=GawB] T80/ +;P[UAS~spaghetti]/ +, welche mit anti-FLAG-Antikorper gefirbt
worden sind, zeigen, dass das ektopische Protein ebenso im Zytoplasma lokalisiert ist (Abb. 4A
und 4A’) wie das endogene Spaghetti-Protein auch (Abb. 4B und 4B’). Als GAL4-Quelle wurde
das T80-Konstrukt verwendet, welches das GAL4-Protein in den Imaginalscheiben, im Gehirn
und in den Speicheldriisen von Larven des dritten Stadiums exprimiert. Im Gegensatz zu dem
endogenen Spaghetti-Protein (Abb. 4D) konnte das ektopische Spaghetti-Protein (Abb. 4C) in
den Speicheldriisen nachgewiesen werden. Das ektopische Spag-Protein ist im Gehirn (Abb. 4E)
deutlich stirker nachweisbar als das endogene Spag-Protein (Abb. 4F).
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Abb. 4 Das ektopische Spaghetti-Protein kann in den Imaginalscheiben und in den polytinen Geweben nachgewiesen werden. (A
und A’ Vergrofferung von A) zeigen eine Fliigelimaginalscheibe einer Fliege, deren pUAST-spaghetti-Transgen durch eine TS0-
GAILA-Quelle excprimiert wird. Das ektopische Protein wurde mit Hilfe des anti-F1.AG-Antikorpers (griin) nachgewiesen. (B und
B’ Vergriferung von B) zeigen eine Fliigelimaginalscheibe einer Wildtyplarve, die fiir das endogene Spaghetti-Protein gefirbt wurde.
(C) In den Speicheldriisen kann das ektopische Spaghetti-Protein auch im Zellkern nachgewiesen werden. (D) Im Gegensatz hierzu
kann das endogene Spaghetti-Protein nur gering in den Speicheldriisen nachgewiesen werden. (E) Das ektopische Spaghetti-Protein
ist im Gehirn dentlich starker nachweisbar als (F) das endogene Spaghetti-Protein (weitere Erklidrungen im Text).
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Fliegen, in denen das ektopische Spaghetti-Protein exprimiert wurde, sind lebensfihig und
geigen Abnormalitiiten in den scutellaren Makrochaeten sowie im Fliigel

Fliegen mit dem Genotyp wy; P/w+mW.hs=GawB]T80/ +;P[UAS-spaghetti]/+, bei denen das
cktopische =~ Spaghetti-Protein  zum  Zeitpunkt des dritten Larvenstadiums in den
Imaginalscheiben, im Gehirn und in den Speicheldriisen exprimiert wurde, zeigen in etwa 50%
abnorme scutellare Makrochaeten (Abb. 5A-G; es wurden etwa 400 Fliegen unter dem
Binokular analysiert. Fliegen, bei denen augenscheinliche Entwicklungsstorungen auftraten,
wurden statistisch erfasst und ihre Fliigel bzw. ihr Thorax pripariert.). Die Makrochaeten sind
Teil des Nervensystems der Fliege. Da vorher gezeigt werden konnte, dass das ektopische
Protein auch im Gehirn der Larven exprimiert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass
dieser Effekt spezifisch fir die ektopische Expression ist. Simtliche Kontrollen, d.h. die
parentalen Stimme (heterozygote ,,E*-Fliegen sowie die Fliegen mit den GAL4-Quellen), zeigen

keinerlei Abnormalitiaten.
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UAS-Spag x T8OGAL4

Abb. 5 Die ektopische Expression des Spaghetti-Proteins fithrt zur Bildung von abnormalen Formen der scutellaren Makrochaeten.
(A) zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnabme eines Wildtypthorax. (B) zeigt eine binokulare Anfnabme eines Thorax
einer Fliege, in dem das ektopische Spag-Protein durch die T80-GALA-Quelle exprimiert wird. (C und D) zeigen préparierte
Thoraxe, die mittels Durchlichtmikroskopie fotografiert wurden. (E-G) zeigen rasterelektronenmikroskopische Anfnabmen von
Thoraxen mit den scutellaren Defekten (E’ ist Vergrofserung von E, weitere Erliuterungen im Text).
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UAS-Spag x dppGAL4

UAS-Spag x T80GAL4

Abb. 6 Die Ektopische Expression des Spaghetti-Proteins fiibrt zu Formationen von Exctra-1enen in den Fliigeln. Fliegen, die
das pUAS T-spaghetti-Transgen tragen, wurden mit Fliegen verpaart, die als GALA4-Quelle dppGALA oder TSOGALA tragen.
Die Fliigel der Nachkommen wurden pripariert und unter dem Mikroskop betrachtet. (A und A’ 1 ergrofserung von A) zeigen
einen Wildtypfliigel. (B-C) zeigen Fliigel von Fliegen, in denen das ektopische Spaghetti-Protein durch dppGALA4 excprimiert
waurde. (D-E°) zeigen Fliigel von Fliegen, in denen das ektopische Spaghetti-Protein durch TSOGALA exprimiert wurde
(Erklirung im Text).

Doch nicht nur die scutellaren Makrochaeten zeigen sich betroffen. Auch die Fligel dieser Tiere
zeigen Abnormalititen. Nach der Priparation der Fliigel wurden diese unter dem Mikroskop

(Durchlicht, VergroBeung 50x und 200x) analysiert. Es konnten Formationen von venenartigen

10
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Strukturen, die parallel der normalen Venen verlaufen (Abb. 6D, E sowie deren Vergro3erungen
D’ und E’), beobachtet werden. Zum Teil waren auch die normalen Venen veridndert (Abb. 6D
und D’). Fliegen mit dem Genotyp: u;  BeGl/+;P[UAS-spaghetti]| Plw+mW . hs=GAILA4-
app.bik1/40C.6, bei denen das ektopische Spaghetti-Protein dem Expressionsmuster von
decapentaplegic folgt, zeigen keinen Phinotyp im Thorax, jedoch einen verstirkten Phinotyp in
den Flugeln (Abb. 6B-C’). Die Expression von decapentaplegic verlauft friher als die des TS0-
Gens. Das Decapentaplegic-Protein wird bereits in embryonalen Stadien von Drosgphila
melanogaster bendtigt. Spiter kann es unter anderem in Form eines Streifens in der Notum-
Fligelimaginalscheibe nachgewiesen werden. Der unterschiedliche Zeitpunkt und der
unterschiedliche Ort der Expression des GAL4-Proteins, welches das ektopische Spaghetti-
Protein exprimiert, scheint fir den unterschiedlichen Phinotyp der Fliegen verantwortlich zu

sein.

Inwiefern war die ektopische Expression von FLAG-Spaghetti-Protein hilfreich, die Funktion

von Spaghetti in Drosgphila melanogaster zu verstehen?

1) Die ektopische Expression von FLAG-Spaghetti-Protein hatte keinerlei nachweisbare

toxische oder letale Effekte.

2) Die Detektion des ektopischen Proteins in den dritten Larvenstadien zeigt, dass das
cktopische Spaghetti-Protein pridominant im Zytoplasma von Imaginalscheibenzellen zu
finden, und auch in den polyploiden Zellkernen von Speicheldriisen nachweisbar ist. Diese
Ergebnisse sind deckungsgleich mit dem Verhalten des endogenen Spaghetti-Proteins. Auch
hier kann das Protein pridominant im Zytoplasma nachgewiesen werden und im Falle der

Embryonen auch im Kern.

3) Der Phinotyp der adulten Fliegen, der durch ektopische Expression hervorgerufen wurde,
lisst keine spezifische Funktion des Spaghetti-Proteins auf die Entwicklung der Fliege erkennen.
Es handelt sich um einen Phinotyp, der durch vielerlet Umstinde entstehen kann. So haben
genetische Mosaik-Studien der unterschiedlichsten Gene (z.B. apterous, vestigial und viele mehr)
einen dhnlichen Phinotyp gezeigt (Zerstorung des Aufbaus von Borsten, abnormale Strukturen
in Thorax und Fliigel etc). Es kann nur soweit geschlussfolgert werden, dass die Funktion des
Spaghetti-Proteins wohl hauptsichlich den Fligel und den Thorax betrifft und hier die

Differenzierung von Fliigelzellen und Zellen des Thorax determiniert.

11
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Die Erforschung der Entwicklung von Drosophila melanogaster mit Hilfe des FLP /FRT-
Systems

Analyse der genetischen Mosaike fiir die Mutation l(2) k12101 und fiir die Gene l(2)gl und

serib”™”

ilmm1iSBKY 78BE1 8855-88 SE

Abb. 7 Der Phanotyp, den scrib-defiziente Klone im Kopf einer adulten Fliege vernrsachen. Oben: Kopf einer Wildtypfliege;
unten: Kopf einer Fliege, in dem frith serib’-defiziente Klone induziert wurden. Es fonnten vier Antennen gezdihlt werden
(Erkldrung im Text).

12
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Beim Studieren der Entwicklung eines komplexen Organismus wie Drosophila melanogaster stoB3t
man auf eine Reihe fundamental bedeutsamer Fragen: Welche Zellen im jungen Embryo werden
spater zu den verschiedenen adulten Strukturen wie Fligel, Augen, Beine und Thorax etc.
fihren? Entwickeln sich diese Strukturen unabhingig von bestimmten Zelllinien? Wie viele
Zellen werden fur spitere Strukturen benétigt, und wie werden diese Zellen im Zuge der
Entwicklung des Tieres kompartimentiert? Es ist in der molekularen Genetik schon seit
lingerem bekannt, dass Zellen miteinander kommunizieren und so ihre Genaktivitit
kontrollieren. Die Methode der Wahl ist die Erzeugung genetischer Mosaike in den
verschiedenen Geweben von Drsophila. Verschiedene Methoden wurden entwickelt, um
genetische Mosaike zu erzeugen: es wurde ein Verlust von Chromosomen durch Einfiihrung
von instabilen oder mutierten Chromosomen induziert, es wurden Zellen oder Ketne
transplantiert, es wurden lokal Gene inaktiviert oder aktiviert und es wurden mitotische
Rekombinationen mit Hilfe von Roéntgenstrahlung induziert (Garcia-Bellido ez al, 1969).
Rontgenstrahlung produziert seltene Briiche in den Chromosomen, welche zum Austausch der
homologen Chromosomen-Arme fiihren kénnen. Eine Zelle kann nun homozygot fir diese
Mutation werden, wenn die Schwesterchromatiden wihren der Mitose segregieren. Sichtbar
wurde dieser mutierte Klon jedoch nur dann werden, wenn in der Nihe der Mutation ein
genetischer Marker rekombiniert wire. Und genau hier beginnt die Limitierung dieser Art der
Erzeugung genetischer Mosaike. Die Verfiigharkeit dieser genetischen Marker ist begrenzt. Die
geringe Ausbeute an Klonen, die durch Rontgenstrahlung erzeugt werden kann, macht
statistische Aussagen sehr schwer. Eine Erhchung der Dosis der Rontgenstrahlung, welche die
Ausbeute erhohen kénnte, fihrt jedoch nur zu massivem Zellsterben. Die Entwicklung des _yeast
site-specific recombination FLP/ FRT-Systems und die Herstellung neuer Zellmarker hat viele dieser
Limitierungen iberwunden. Die Konstruktion von Drosophila-Chromosomen mit integrierten
FLP/ FRT-Elementen und Zellmarkern haben Mosaik-Studien zu einer Routineprozedur

werden lassen.

Mosaike von Mutationen der Gene I(2)gl und scrib"™ als Kontrolle fiir Klone der Mutation
l(2)k12101

Die Interpretation von genetischen Mosaiken ist ohne sinnvolle Kontrollen kaum machbar.
Daher wurden neben der Herstellung genetischer Mosaike fiir die Mutation /2)£72707 auch
noch Mosaike fir die Gene /2)g/ und serib'™ hergestellt. Die Herstellung der Klone erfolgte unter
Anleitung von Dr. Arati Mishra, die im Zuge einer Kollaboration (Indo-German cooperation

programme of the Bundesministerinm fiir Bildung und Forschung (Bonn) and the Department of Biotechnology,

13
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Ministry of Science and Technology (New Delhi), Project IND 98/316) mit mir zusammen am Projekt
serib-V artul beteiligt war (Publikation, siche CD).

Eine kurge Vorstellung der Gene I(2)gl und scribble (vartul)

Die erste Tumore aufweisende Fliege wurde 1967 in einem Drosophila melanogaster Wildtypstamm
gefunden (Gateff ¢ al., 1967). Die Mutation wurde anschlieBend als eine Allel des schon lange
vorher bekannten /ethal(2)giant larvae-Gens [/(2)g]] identifiziert, das bereits 1933 von Bridges
beschrieben wurde. Mutationen des rezessiv vererbten Tumorsuppressorgens /2)g/ sind
verantwortlich fir maligne Transformationen der Neuroblasten in den Drittlarvenstadien sowie
der Imaginalscheiben (Gateff ez a/, 1967). In homozygot /(2)g/-defizienten Tieren werden diese
Effekte am Ende des dritten Larvenstadiums, kurz vor der Metamorphose, sichtbar. Das
Tumorwachstum verursacht ein Aufblihen der Larve (gant larvae), welches vor allem die
Ringdruse und Region des Prothorax betrifft, also jene Regionen, welche fur die Produktion des
Ecdysons zustindig sind. Als Konsequenz kann kein Ecdyson produziert werden. Damit ist eine
Verpuppung nicht moglich. Die Abwesenheit des Ecdysons alleine ist jedoch nicht der Grund
tir die Defekte in den Mutanten, denn weder Injektion von Ecdyson noch Transplantation von
normalen Ringdrisen kénnen die Mutanten retten (Hadorn ez al, 1937). Ebenso induziert das
Fehlen des Hormons kein Tumorwachstum (Karlson e al, 1952). Das von /2)g/ kodierte
Protein wird aufgrund seiner molekularen GroéBe als p127 benannt. Das Protein ist assoziiert mit
der Zellmembran bzw. der interzelluliren Matrix (Klimbt e 4/, 1986, auch eigene
Beobachtung). Die genaue Funktion des Proteins ist zur Zeit noch unbekannt. Arbeiten
jungeren Datums postulieren eine Rolle des p127-Proteins in der Stabilisierung von bestimmten
Proteinen, die an der natiirlichen Apoptose von Zellen der Speicheldriise beteiligt sind (Farkas ez
al., 2000) sowie an der Herstellung der Polaritit innerhalb von Zellen. Aufgrund der Tatsache,
dass das p127-Protein dhnlich wie auch das Spaghetti-Protein lokalisiert ist und aufgrund dessen,
dass /(2)g/ Mutanten den gegenteiligen Phianotyp des Phinotyps der /2)£72707 Mutanten zeigen
("tumort-disc" versus "small-disc", Nekrosis/Transformation versus Apoptosis), sind die /2)g-

Mosaike attraktiv fiir eine vergleichende Untersuchung.

Ahnlich verhilt es sich mit dem zweiten Gen, das zur vergleichenden Analyse von genetischen
Mosaiken gewihlt wurde: das scrib™-Gen. Der Phinotyp beider Mutanten, der Gene /2)g/ und
serib™”, ist ahnlich. Serb'™"-defiziente Tiere zeigen ebenfalls einen "giant larvae"-Phinotyp sowie
tumorose und im Vergleich zu /2)g-Mutante wahrhaft gigantische Imaginalscheiben (Mishra,
Marhold ez a/., 2000 unpubliziert; siche Abb. 8D).
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Abb. 8 Der Phinotyp von homozygoten [(2)k12101-Larven, sowie der von homozygot 4(2)gl- und serilbl™-defizienten Larven. (A)
geigt die typischen melanotischen Psendotumore von [(2)k12101 Larven und eine ,.giant larvae* als Resultats des 1 erlusts beider
Allele von [(2)gl. (B) zeigt die atrophischen Imaginalscheiben der homozygoten [(2)k12101-Larven, im 1 ergleich zu den
Imaginalscheiben des Wildtyps (WT), (C) der homozygot I(2)g-defizienten Larven und (D) homozygot scribl™-defizienter Larven.
(F) zeigt das tumorise Gebirn einer scribvart-defizienten Larve im Vergleich zu (E) einem Gebimn einer Wildtyplarve (weitere
Erlauterungen im Text).

Die Art des abnormen Wachstums der soz6™-Tumoren ist jedoch nicht invasiv und
metastasenbildend wie bei den /2)g-defizienten Tieren. Transplantationsexperimente zeigen,
dass das transplantierte sezb™"-Tumorgewebe im Vergleich zu /2)g-Gewebe niemals invasives
Verhalten zeigt (Mishra, Marhold e a/, 2000 unpubliziert). Mutationen des sezb'™-Gens
verursachen Tumore in den Gehirn-Hemisphiren und in einigen (nicht jedoch den Auge-
Antennen-Imaginalscheiben) Imaginalscheiben, wobei die p127-und Dlg-(disclarge) Proteine nicht
kotrekt lokalisiert werden. Das Tumorwachstum der sezb’™-Mutanten kann durch ektopische
Expression des Dlg-Proteins komplett verhindert werden, die Fliegen kénnen sich vollig normal
entwickeln (Mishra, Marhold ez 4/, 2000, unpubliziert). Kiirzliche immunfluoreszenz-

mikroskopische Untersuchungen zeigen, dass das soi-Gen fiir zwei verschiedenen Protein-
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Isoformen kodiert, die in unterschiedlichen Arealen des embryonalen Strickleiternervensystems
lokalisiert sind (Li und Marhold ez a/., 2001). Abbildung 8 zeigt einen Vergleich der Phinotypen
der homozygoten /(2)£12101-Tiere und /2)g-und serib"-defizienten Tiere. Abbildung 8A zeigt
den Phinotyp der /2)k72107-mutierten Larven mit den typischen melanotischen
Pseudotumoren sowie die /2)g/-defizienten "giant-larvae" (seb'™-defiziente Larven haben den
gleichen Phinotyp; Aufnahme: Binokular mit Videokamera). Abbildung 8B zeigt priparierte
Imaginalscheiben von Wildtyp (links, WT) und /2)&72707-Mutanten (rechts; Aufnahmen:
Vergroflerung 50x Durchlicht mit Videokamera). Abbildung 8C zeigt typische tumordse
Imaginalscheiben einer /2)g/-defizienten Larve. Betont werden sollte die Morphologie dieser
Imaginalscheiben; sie zeigen zwar noch Faltungen, die denen der Wildtyp-Imaginalscheiben
dhneln, jedoch auch invasiv-tumoréses Verhalten im Gegensatz zu Abbildung 8D, den
tumordsen Imaginalscheiben von seb'™-defizienten Latven. Diese erscheinen als "Bille" (Name:
vartly Hindi, etwas das vormals flach ist und dann anschwillt) und zeigen keinetlei Invasivitit
oder Metastasen. Abbildung 8F zeigt ein pripariertes larvales Gehirn einer soib"’-defizienten
Larve, das im Vergleich zu Abbildung 8E, dem Gehirn vom Wildtyp ebenfalls eine tumorartige
Vergrofierung der Gehirnhemisphiren aufweist.

Friih induzierte, spaghetti-mutierte Klone fiihven Jum Tod der Fliege

Es wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten die spag-defizienten Klone induziert. Hierzu
wurden die Fliegenstimme: w1718, P/ry+ hsFLP|36a; [2)k12101 Plry+17.2=neoFRT/43D
Plw+mC=piM] 46F Plw+mC=piM47F | CO; kar2, ry506 mit w1118, Plry+ hsFLP]36a;
Plry+17.2=neoFRT43D f+ M(2R) / CyO; kar2, ry506 verpaart. Die Eier dieser Kreuzung wurden
Gber Nacht gesammelt und die adulten Fliegen in neue Futterrohrchen tberfihrt. Die Eier
wurden bei 25°C entsprechend lang inkubiert (siche Tabelle 1) und anschlieBend im Wasserbad

bei 37°C fiir 1h einem Hitzeschock unterzogen, um die Flipase zu aktivieren.

Tabelle 1 Die Induktion von spag-defizienten Klonen zu verschiedenen Zeitpunkten haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Entwicklung von Drosophila

Zeitpunket der Induktion der spag-Klone Effeket auf die Entwicklung
12-24h AEL Tod wihrend der Metamorphose
24-48h AEL Tod wihrend der Metamorphose; wenige

geschliipfte Fliegen (eine Fliege von 19
moglichen), mit z.T. dramatischen
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Abnormalititen in Thorax (Abb. 11B, 12A-D)

48-72h AEL

vollstindige Entwicklung der Imago mit
Abnormalititen in Augen, Thorax und Fligeln
(Abb. 10B und C, 12E-H)

72-96h AEL

vollstindige Entwicklung der Imago mit
geringeren, Fligeln und Augen (Abb. 9B und
B’, 10B und C, 12I und J)

96-120h AEL

vollstindige Entwicklung der Imago ohne

erkennbare Abnormalitaten
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Abb. 9 Fliigel, in denen Kione fiir die Mutation [(2)k12101 induziert wurden. (A) zeigt einen Wildtypfliigel. (B und B’
Vergrofserung von B) zeigen einen Fliigel, in dem spaghetti-mutierte Klone induziert wurden. Die Gesamitgrofe ist reduziert, obwohl
nicht diberall im Fliigel die mit dem forked-Marker markierten Klone 2u finden sind (nicht-autonomer Effekt). Da die Klone stark
elongiert sind und parallel zu den Venen verlanfen, hat man das Gen als ,,spaghetti“-Gen bezeichnet (Spaghetti-Nudeln).

Abbildung 9A zeigt einen Wildtyp-Fliigel. Die Abbildungen 9B und B' zeigen den typischen
/2)k12107-Phinotyp im Fligel, den spaghetri-mutierte Klone verursachen, die zwischen 72-96h
induziert wurden. Der Fliigel ist insgesamt stark verkleinert, obwohl die Klone nur in
bestimmten Regionen zu finden sind (nicht-autonomer Effekt). Die Klone sind mit dem "forked"
(H-Marker (gekrimmte "Haare" [Trichome]) markiert. Die Form der Klone ist stark elongiert.
Sie verlaufen parallel zu den Venen, was zur Namensgebung ("Spaghetti-Nudeln") gefiihrt hat.

Die Ergebnisse sind identisch mit denen von Garcia-Bellido, was ein Beweis dafiir ist, dass das
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gleiche Allel zur Herstellung der Klone verwendet wurde. Ahnliche Verhaltensweisen der Klone

kénnen auch in Abbildung 10 erkannt werden.
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Abb. 10 Komplexangen, in denen  spaghetti-  und  scrib"-defiziente  Klone — indusiert wurden. (A) zeigt  eine
rasterelektronenmifkroskopische Aufnabme eines Komplexanges von einer Wildtypfliege. (B) und (C) zeigen Komplexangen von
Fliegen, in denen spaghetti-mutierte Klone induziert wurden. Die GesamtgrifSe ist reduziert (nicht-antonomer Effekt), es feblen
Omimatidien und sensorische Stibchen. (D) zeigt den spektakuldrsten Phénotyp, den scrit’™-defiziente Klone in den Konplexaugen
verursachen. Das Auge ist entlang der dorso-ventralen Achse (,,Equator) dupliziert, obne jedoch grofer zu sein, als ein
Wildtypange. Es scheint, als ob die Zellen der einen Hilfte des Auges ein nenes , fate erbalten haben.
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Abbildung 10A zeigt ein Wildtyp-Auge mit seinen wohlgeordneten ca. 800 Ommatidien. Die
Abbildungen 10B und 10C zeigen die Augen, in denen sich spaghetti-mutierte Klone befinden.
Analog zu den Beobachtungen in den Fliigeln ist auch hier die Gesamtgro3e reduziert (nicht-
autonomer Effekt, siche rote gestrichelte Linie als GroBenvergleich), obwohl sich nicht tiberall

im Auge Klone befinden. Es fehlen ganze Areale von Ommatidien samt sensorischer Stibchen.

Besonders spektakulir offenbaren sich serib'-defiziente Klone in den Strukturen, die sich aus
der Auge-Antennen-Imaginalscheibe ableiten. Es sei hier erwihnt, dass die Imaginalscheiben der
homozygot serib'™-defizienten Larven tumorartig extrem vergrofert sind, mit Ausnahme der
Auge-Antennen-Imaginalscheibe. Sie fehlt bereits nach dem ersten Larvenstadium (Mishra,
Marhold e al., 2000, unpubliziert). Abbildung 10D zeigt eine dorso-ventrale Achsenspieglung
innerhalb des Komplexauges an einer Struktur, die der ,,Equator genannt wird. Diese Struktur
teilt das Auge in ein dorsales und ventrales Kompartiment. Die Gesamtgro3e ist jedoch gleich
der eines Wildtypauges, was darauf schlieBen ldsst, dass ein Teil des Auges eine neue
Differenzierung (,fate) angenommen hat, jedoch mengenmiflig nicht mehr Zellen gebildet
werden. Ein weitere spektakulirer Phinotyp von serib™’-defizienten Klonen ist in Abbildung 1,
unten, gezeigt, namlich die Duplikationen von ganzen Antennenstrukturen. Der Rekord lag oft
bei finf kompletten Antennen (d.h. drei ektopische komplette Antennen). Die Kopfkapsel ist
stark verformt, wohl Aufgrund des bendtigten Platzes, den die ektopischen Strukturen

bendétigen, jedoch nicht vergroBert.

Einen dhnlich spektakuliren Phinotyp zeigen spaghetti-mutierte Klone im Thorax der Imagines
(Abb. 12).
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Abb. 11 Thoraxe, in denen spaghetti- und [(2)gl-defiziente Klone indugiert wurden. (A) zeigt eine rasterelektronenmikroskopische
Aufnabme eines Wildtypthoraxes mit dem Scutum und dem Scutelum. (B) zeigt einen Thorax, in dem spag-Klone induziert
waurden. (C) zeigt den Phénotyp, den [(2)gl-defiziente Klone im Thoras der Fliegen vernrsacht. Die roten Pfeile markieren die durch

die Klone vernrsachten Abnormalitaten (,ontgrowth”, Nekrose). Die Klone wurden zwischen 24-48b induziert (weitere
Erkliarungen im Text).
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Abbildung 11A zeigt das Scutum und Scutellum einer Wildtyp-Imago. Die Abbildungen 11B
und 12 zeigen den dramatischen Einfluss von spaghetti-mutierten Klonen auf die Entwicklung
des Thorax der Imagines. Ganze Areale wurden nicht gebildet. Je nach Zeitpunkt der Induktion
der Klone war der Organismus in der Lage, das fehlende Gewebe zu kompensieren, was zu
spaltartigen Strukturen im Thorax gefiithrt hat (Abb. 11B). Der fMarker, der den Klon markiert,
konnte nur in peripheren Regionen der Defekte erkannt werden, was zur Annahme fithrt, dass
im Zentrum der Defekte die Klone fehlen. Abb. 11C zeigt den Einfluss von /2)g/-defizienten
Klonen auf die Entwicklung des Thorax. Es kann ein nekrotisches Verhalten (Abb. 11C, rotes

Dreieck, rechts) sowie ein ,,outgrowth® (Abb. 11C, rotes Dreieck, links) beobachtet werden.
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Abb. 12 Der prominenteste Phanotyp, den Klone fiir die Mutation [(2)k12101 in den Thoraxen zeigt. (A-D) zeigen Defekte in
den Thoraxen, die friih induzierte (24-48h, nach Eiablage) spaghetti-mutierte Klone verursachen. Die Dreiecke zeigen jeweils anf
die Orte mit dem grifSten Defekt. Es feblt 3.T. bis zu 70% des Thorax. (E-H) zeigen den Phanotyp im Thorax der Fliegen, den
spéter induzierte (48-72h, nach Eiablage) spaghetti-mutierte Klone vernrsachen. Der Zeitpunkt der Induktion der Klone ist direkt
proportional zum Verlust an Gewebe. (I-]) zeigen spat induzierte Klone, die kanm noch abnormale Effekte aufiveisen (weitere
Erlanternngen im Text).
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Die Abbildung 12 zeigt den FEinfluss des Zeitpunkts der Induktion von spaghesti-mutierten
Klonen auf die Entwicklung des Scutum-Scutellum Komplexes: Abb. 12A zeigt einen Thorax,
in dem schon sehr frih Klone (24-48h, AEL) induziert wurden. Der Thorax ist nur teilweise
vorthanden (Abb. 12A), oder (Abb. 12B-D) zur Hilfte gemacht. Diese Tiere sind, wie nicht
anders zu erwarten, dullerst kurzlebig. Etwa zwei Stunden nach dem Schlipfen fallen sie ins
Futter und verenden dort. Spater induzierte, spagherti-mutierte Klone (48-72h, AEL) verursachen
geringere Effekte, wie in Abb. 12E-H (Dreiecke) zu sehen ist, was direkt proportional zur
GroBe ist, den ein Klon an Fliche in den Imaginalscheiben einnimmt, die spiter die adulten
Strukturen bilden. Spit (72-96h, AEL) induzierte Klone zeigen kaum noch abnormale Effekte
auf den Thorax (Abb. 121 und J).

Abbildung 13 zeigt den prominentesten Phinotyp, der von /2)g-defizienten Klonen erzeugt
wird. Dieser Phinotyp konnte in ungewohnlich hoher Anzahl (in ca. 80% der Fliegen, die Klone

tragen) beobachtet werden.
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Abb. 13 Der prominenteste  Phanotyp, den [2)gl-defiziente Klone in den Antennen zeigt. (A) zeigt eine
rastereleftronenmiferoskopische Aufnabme eines Wildtypkopfes. (B) zeigt eine binokulare Aufnabme eines Kopfes, in dem I(2)gl-
defiziente Kione induziert wurden. Eine Antenne (rotes Dreieck) ist schwary verfarbt und von abnormaler Form. (C-E) zeigen
diesen Defekt, mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops. (C) zeigt eine Antenne (rotes Dreieck), die Locher zu haben scheint
und leicht vergrofiert ist. (D) zeigt ein Beispiel mit einem grofieren Defekt. Die Arista ist deformiert und die Kopfkapsel stark
verformt. (E) zeigt in einer hiheren 1 ergrofierung eine dieser lochrigen Strukturen, als Beispiel fiir Nekrose (weiter Erklarungen im
Text).

Die Abbildung 13A  zeigt eine rasterelektronenmikroskopische  Aufnahme eines
Wildtypfliegenkopfes mit den beiden Antennen, Komplexaugen und Mundwerkzeugen. Abb.
13B-E zeigen Képfe von Tieren, in denen /2)g/-defiziente Klone induziert worden sind: Abb.
13B zeigt eine Farbaufnahme, die mit Hilfe eines Binokulars aufgenommen wurde. Der rote
Pfeil markiert eines der drei Antennensegmente, das schwarz verfirbt (nekrotisch) und verformt
ist. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Abb. 13C-E) solcher Antennen zeigen eine
VergroBerung des betroffenen Organs, es enthilt "Locher" oder Verformungen, die mit dem £

Marker markiert sind, d.h. auch hier erzeugt der Klon selbst den Defekt. In Abb. 13E kann
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dariiber hinaus eine degenerierte Arista (Tannenbaum- artige Struktur des Antennenkomplexes)

erkannt werden.

Die spaghetti-mutierten Klone, induziert 3u verschiedenen Zeiten, ergeugen schwere Defekte
in den Imaginalscheiben von Drittlarvenstadien

Um den Ursprung der Defekte zu bestimmen, den spag-Klone verursachen, wurden die
Imaginalscheiben der Larven untersucht, in denen Klone zu verschiedenen Zeitpunkten
induziert wurden. Die adulten Strukturen, wie Thorax, Flugel, Beine und Augen werden in
Drosophila - melanogaster von den entsprechenden Imaginalscheiben abgeleitet. Die grofiten
Defekte, die spagherti-mutierte Klone in den Imagines erzeugen, konnten vor allem im Thorax
und dem Fliigel beobachtet werden. Beide adulten Strukturen entstehen aus der gleichen
Imaginalscheibe: der Notum-Fligelimaginalscheibe. Daher wurde im Folgenden ein besonderes
Augenmerk auf diese Imaginalscheibe gelegt. Tabelle 2 gibt eine Zusammenfassung der im

Folgenden gezeigten Daten wieder.

Tabelle 2 Die Induktion von spag-defizienten Klonen zu verschiedenen Zeitpunkten haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Entwicklung der Notum-Flijgelimaginalscheiben.

Zeitpunkt der Induktion der spag-Klone Effekt auf die Entwicklung

24-48h AEL Notum-Fliigelimaginalscheiben drastisch
deformiert, erhohte Kernaktivitit nachweisbat,
Muster der wingless-Expression abnormal,

Klone koénnen nicht nachgewiesen werden

(Abb. 15D-L, 17A-C”, 18B-C’, 19C-L)

48-72h AEL Form der Notum-Fligelimaginalscheiben
nahezu normal, jedoch einige Bereiche
reduziert (Notum), Klone kénnen nicht

nachgewiesen werden (Abb. 14B-D)

72-96h AEL keine auffilligen morphologischen Defekte in
den Notum-Flugelimaginalscheiben, Klone

kénnen nachgewiesen werden (Abb. 16A-B”)
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Abb. 14 Die Induktion von spaghetti-mutierten Klonen in den Notum-Fliigelimaginalscheiben (48-72h AEL) vernrsachen
abnormate Faltungen und Reduktion von ganzen Zellarealen. (A) zeigt eine Notum-Flijgelimaginalscheibe, welche fiir F-Aktin
(gritn) und DNA (rot) gefirbt wurde, und mit Hilfe eines Laser-Scanningmikroskops fotografiert wurde. (B-D) zeigen Notum-
Fliigelimaginalscheiben, in denen spaghetti-mutierte Klone induziert wurde. Die Faltungen sind abnormal und zum Teil fehlen ganze
Areale (weitere Erlauterungen im Text).

Abbildung 14  zeigt  konfokale  Laserscanning-Aufnahmen von (A) Notum-
Fligelimaginalscheiben des Wildtyps und (B-D) der der genetischen Mosaike. Es wurde hier fur
filamentoses F-Aktin (mit Phalloidin-Alexa488) und DNA (mit Propidiumjodid) doppelgefirbt,
um zum einen die Faltungen in den Imaginalscheiben zu zeigen und zum anderen die Anzahl
der Zellen mit Hilfe der Kernfiarbung darzustellen. Abb. 14B zeigt deutliche Defekte im Notum-
Bereich, also jenem Bereich, der spiter in den adulten Tieren eine Hilfte des Thorax macht.
Dieser Bereich ist stark verkleinert, die Kernfirbung in den Bereichen mit den gré3ten Defekten

nahezu abwesend. Ebenfalls kann eine Kompression der gesamten Imaginalscheibe entlang der

2
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anterior-posterioren Achse beobachtet werden. Abb. 14C und D zeigen Faltungsprobleme im
dem Bereich der Imaginalscheibe, der spiter den Fligel macht. Leichte Faltungsdefekte, wie sie
in Abb. 14C zu schen sind, fiihren spiter zu den elongierten "nudelartigen" Klonen im adulten
Fligel, die zur Namensgebung des spaghetzi-Gens gefihrt haben. Hingegen werden gréfere
Defekte, wie in Abb. 14D zu sehen sind, kaum einen ordentlichen Fliigel machen, hier wird ein

verstimmeltes Organ gebildet werden.

Konfokale Analyse der F-Aktin Struktur,die von Imaginalscheiben in denen friih spaghetti-
mutierten Klone indugiert wurden, eigen einen massiven Verlust von Gewebe und
abnormale Faltungen

Imaginalscheiben, in denen frih (24-48h, AEL) spagherti-mutierte Klone induziert wurden, zeigen

einen massiven Verlust an Gewebe sowie abnorme Faltungen.
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Abb. 15 Kione, die fiir die Mutation [(2)k12101 in den Fliigelimaginalscheiben induzgiert wurden (24-48h AEL), vernrsachen
abnormale Faltungen und Reduktion ganzer Zellareale. (A-C) zeigen Ausschnitte von Wildtyp Notum-Fliigelimaginalscheiben, die
Siir F-Aktin geférbt wurden, und mit Hilfe der konfokalen Laserscanningmikroskopie anfgenommen wurden. (A) und (B) zeigen
den Bereich der Imaginalscheibe, der spater den Flijgel machen wird und (C) zeigt den Notumbereich, der spater eine Hilfte des
Thoraxc machen wird. (D-L) zeigen Ausschnitte ans Notum-Fligelimaginalscheiben, in denen spaghetti-mutierte Klone induziert

wurden. Deutlich konnen Faltungsprobleme, bzw. der Verlust ganzer Areale von Zellen beobachtet werden (Erklirung im Text,
siehe auch Filme im Anhang).
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Die Abbildung 15A und B zeigen konfokale Aufnahmen von Wildtyp-Fligelimaginalscheiben,
welche fir F-Aktin (mit Phalloidin-Alexa488) gefirbt wurden, Abb. 15C zeigt den Notum-
Bereich einer Wildtyp-Notum-Flugelimaginalscheibe. Von diesen und den Folgenden
Imaginalscheiben der Mosaike (Abb. 15D-L) wurden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-
Mikroskops Schnittstapel aufgenommen, mit einer Dicke von je 3um. Diese Schnittstapel
koénnen mit Hilfe des "Microsoft Powerpoint"-Programms als Prisentation in Form kleiner
Filme betrachtet werden (Anhang auf CD). Es wurde jeweils eine reprisentative Ebene fiir die
Abbildung 15 ausgewihlt. Es kann deutlich die abnormale Faltung in den Mosaiken (Abb. 15E,
F, G, H, I und K) sowie der Verlust von Gewebe (Abb. 15D, G, I, ] und L) beobachtet werden.

Spdt induzierte spaghetti-mutierte Klone eigen kaum noch Defekte in den
Imaginalscheiben

Um die spaghetri-mutierten Klone sichtbar zu machen, wurden Imaginalscheiben von Tieren mit
genetischen Mosaiken fiir das Spaghetti-Protein (mit polyklonalem Antikérper) und fir F-Aktin
(Phalloidin-Alexa488) gefirbt. Da die Klone defizient fir das spagherti-Gen sein sollten, werden
diese Klone (Genotyp: spag-/spag) nicht gefirbt sein, das umliegende, fir die Mutation
heterozygote (Genotyp: spag-/+) Gewebe, wie auch das Wildtypgewebe (Genotyp: +/+) witrd
hingegen gefirbt werden.
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Abb. 16 Spat induzierte Klone fiir die Mutation I(2)k12101 in den Fligelimaginalscheiben zeigen kaum einen Effekt. (A-A1")
und (B —B”) zeigen zwei Flijgelimaginalscheiben, in denen spat (72h-96h AEL) spaghetti-mutierte Klone induziert wurden. Die
Imaginalscheiben wurden fiir das Spaghetti-Protein (rot, A und B”) und F-Aktin (griin, A’ und B’) gefarbt, und mit Hilfe einer
konfokalen Laserscanning-Mikroskops anfgenommen. Die Klone, sind die nicht gefirbten Bereiche in den Imaginalscheiben (mit

roter Umrandung bervorgehoben). Im Gegensatg zu den friih induzierten spaghetti-mutierten Klonen kann bier kaum ein Defeket
beobachtet werden (weitere Erlauterungen im Text).
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Abbildung 16A zeigt Imaginalscheiben, in denen spit (72-96h AEL) spaghetti-mutierte Klone
induziert wurden. Diese Imaginalscheiben wurden fiir das Spaghetti-Protein (rot) und F-Aktin
(grtin) gefirbt und mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops aufgenommen.
Abbildung 16A" zeigt die Firbung fiir F-Aktin separat und Abb. 16A" zeigt die Farbung fur das
Spaghetti-Protein separat. Die Klone prisentieren sich als trapezférmige, ungefirbte Strukturen,
die besonders gut im Zentralbereich der Fliigelimaginalscheibe zu sehen sind (rote Umrandung).
Im Gegensatz zu den vorher gezeigten Abbildungen der frith induzierten Klone, kénnen keine
signifikanten  Faltungsstérungen erkannt werden. Abb. 16B-B" zeigen ecine weitere
Imaginalscheibe, in der leichte Faltungsprobleme im Bereich der Klone beobachtet werden

konnen.

Es muss erwihnt werden, dass es niemals moglich war, spagherti-mutierte Klone in frih
induzierten Mosaiken in den Imaginalscheiben zu finden. Es war immer eine Firbung fir das
Spaghetti-Protein vorhanden, obwohl diese Imaginalscheiben stark verkleinert und deformiert
waren; was darauf schlieBen ldsst, dass frith induzierte spaghesti-mutierte Klone schlichtweg
abwesend sind. Es kann weiterhin, im Einklang mit den Firbungen der homozygoten
/2)k12107-Larven fir apoptotische Vorginge, davon ausgegangen werden, dass die
Abwesenheit der Klone durch apoptotische Vorginge verursacht wird, da niemals Zelltrimmer
oder nekrotische Strukturen, wie sie in den genetischen Mosaiken fur das Gen /2)g/ zu sehen

sind, sichtbar waren.

Die Kernaktivitdt ist in den Arealen, in denen sich vormals spaghetti-mutierte Klone
befanden, stark erhoht

In einer Arbeit von Milan et al, 1997, wurde das folgende Phinomen beschrieben: Nach
Induktion von Zelltod mit Hilfe ektopischer Expression eines "Killer"-Gens (bid, head involution
defect), konnte eine starke Zunahme der DNA-Syntheserate festgestellt werden. Vermutlich fiihrt
der Verlust der Kontakt-Inhibition der apoptotischen Nachbarzellen zur erhéhten DNA-
Synthese. Dieser Effekt konnte auch in den Mosaik-Imaginalscheiben, in denen frih spaghesti-
mutierte Klone induziert wurden, beobachtet werden. Abbildung 17 zeigt konfokale

Laserscanning-Aufnahmen dieser Imaginalscheiben.
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Abb. 17 Frith induzierte Klone fiir die Mutation [2)k12101 in den Fliigelimaginalscheiben vernrsachen eine verstirkte
Kernaktivitat. (A-C) zeigen Notum-Fliigelimaginalscheiben, in denen friib (24-48h AEL) spaghetti-mutierte Klone induziert
waurden. (A-C°) sind 1 ergrofSerungen von (A-C). Die Imaginalscheiben wurden fiir F-Aktin (griin) und DNA (rot) gefirbt und
mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops analysiert. (A-C”) zeigt die DNA in einem separaten Kanal und (A”-
C”) zeigt F-Aktin in einem separaten Kanal. Es kann gezeigt werden, das in den Bereichen, in denen (A’-C’”) Faltungsprobleme
vorliegen, die (A"-C") Kernaktivitit stark erbibt ist (weitere Erlauternngen im Text).

Die Abbildungen 17A-C zeigen Ubersichten der mit Propidiumjodid (fiir DNA) und Phalloidin-
Alexad488 (fur F-Aktin) gefirbten Imaginalscheiben, in denen spaghesti-mutierte Klone induziert
wurden. Die Bereiche der jeweiligen VergréBerungen (A'-C") sind in den Ubersichten als gelbe
Rechtecke markiert. Abb. 17A'-A" zeigen ein Faltungsproblem (A"), in dem die Kernfirbung
(A") verstirkt ist (Abb. 17A" zeigt beide Firbungen zugleich). Abb. 17B'-B" zeigen ein grof3es

"

Areal, in dem ganze Zellkomplexe (B") keine F-Aktin Fiarbung zeigen. Auch hier kann eine
deutlich stirkere Kernfirbung beobachtet werden. Der gleiche Effekt ist in Abb. 17C-C" zu
schen. Diese Beobachtungen kénnen auch durch Histon3-Firbungen der Imaginalscheiben, in

denen spaghetri-mutierte Klone induziert wurden, bestitigt werden (Abb. 18).
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Wildtyp Wildtyp

Abb. 18 Frith induzierte Klone fiir die Mutation [2)k12101 in den Fliigelimaginalscheiben vernrsachen eine verstirkte
Kernaktivitat. (A-A°) zeigt eine Notum-Fliigelimaginalscheiben, in denen friib (24-48h AEL) spaghetti-mutierte Klone induziert
wurden.  Die  Imaginalscheiben  wurden  fiir DNA  und Phospho-Histon3  (Mitosemarker)  gefiarbt und mit Hilfe eines
Tmmnnfluoreszenzmikroskops analysiert. Es kann eine leicht erhohte Anzgahl mitotischer Zellen in den Imaginalscheiben beobachtet
werden, in denen spaghetti-mutierte Klone indugiert wurden (weitere Erléinterungen im Text).

Die Abbildungen 18B-C’ zeigen Flugelimaginalscheiben, in denen frith (24-48h AEL) spaghetts-
mutierte Klone induziert wurden. Die Imaginalscheiben wurden fir DNA (DAPI) und
Phospho-Histon3 (Mitosemarker) gefirbt und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Da
es sich hierbei um keine konfokale Analyse handelt, konnen Areale mit erhShter Kernaktivitit,
wie in Abb. 17 gezeigt, nicht erkannt werden.) Im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 18A’) kann eine

leicht erthohte Anzahl mitotischer Zellen beobachtet werden.
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Friihe Induktion von spaghetti-mutierten Klonen in den Imaginalscheiben von genetischen
Mosaiken fiihren 3u etner falschen Platierung des Wingless-Proteins

Um zu demonstrieren, dass der vorher beschrieben massive Verlust von Zellen und die
abnormen Faltungen einen negativen Einfluss auf die Platzierung von Morphogenen, wie z.B.
dem Wingless-Protein, haben, wurden Imaginalscheiben, in denen frih spaghetsi-mutierte Klone

induziert wurden, mit einem Antikérper gegen das Wingless-Protein gefirbt.

Abb. 19 Frib indugierte Klone fiir die Mutation [(2)k12101 in den Fligelimaginalscheiben verursachen eine abnormale
Verteilung des Wingless-Proteins. (A) zeigt eine Wildtyp-Notum-Fliigelimaginalscheibe, die fiir das Wingless-Protein gefarbt wurde
und mittels Immunflnoreszengmikroskopie fotografiert wurde. (B) zeigt dieselbe Imaginalscheibe im Phasenkontrast. (C, E, G, I,
K) zeigen Notum-Fliigelimaginalscheiben, in denen friih (24-48h AEL) spaghetti-mutierte Klone indugiert wurden. Das typische
wtheta“artige Fiarbungsmuster des Wingless-Proteins ist gestort. (D, F, H, ], L) zeigen dieselben Imaginalscheiben im
Phasenkontrast, um die abnormalen Faltungen zu demonstrieren (weitere Erlauterungen im Text).

Abbildung 19A  zeigt eine Immunfluoreszenz-Aufnahme des normalen ,theta“-artigen

Farbungsmusters fiir das Wingless-Protein in Wildtyp-Notum-Fligelimaginalscheiben (B zeigt
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eine Phasenkontrastaufnahme derselben Imaginalscheibe). Die Abbildungen 19C-L zeigen
deutlich das verinderte Muster der Wingless-Firbung in den genetischen Mosaiken. Ebenso

kénnen auch hier die abnormalen Faltungen erkannt werden.

Die vorangegangenen Versuche zeigen, dass frith induzierte spaghesti-mutierte Klone nicht
nachweisbar sind, jedoch groBe Abnormalien in den Imaginalscheiben verursachen. Spit
induzierte Klone hingegen kénnen nachgewiesen werden, verursachen jedoch keine auffilligen
Defekte mehr. Der Grund fur das Fehlen der frih induzierten Klone konnte durch
apoptotische Vorginge erklirt werden. Der Organismus versucht anschlieBend den Schaden
durch verstirkte Zellteilungen zu kompensieren, kann diesen jedoch nicht vollstindig beheben.
Daher kann auch die hohe Letalitit der Imagos erklirt werden, in denen sehr frith spagherts-

mutierte Klone induziert wurden.
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Die Suche nach dem Spaghetti-Protein homologen Proteinen

Das Spaghetti-Protein besit3t eine TPR-Domdine, die aus drei hochkonservierten TPR-
Motiven besteht

Die Aminosauresequenz des Spaghetti-Proteins zeigt eine konservierte Domaine, die sogenannte
Tetratricopeptid-repeat- (TPR-, Tetratrico; griech. 34) Domine. TPR-Dominen bestehen aus drei
oder mehr hochkonservierten TPR-Motiven zu je 34 Aminosauren (Lamb ez a/., 1995). Es wurde
fir das TPR-Protein Hop gezeigt, dass diese TPR-Dominen verantwortlich fiir die Bindung
dieses Proteins an die Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp90 sind. Hop besitzt neun TPR-
Motive, die zwei funktionelle TPR-Domainen bilden. Die N-terminale Domine ist hierbei fir
die Bindung des Hsp70-Proteins verantwortlich, was durch Deletions-Analysen dieser Domine
bewiesen wurde (Chen ez al., 1996). Die C-terminale TPR-Domaine, die aus sechs TPR-Motiven
besteht, hingegen ist fiir die Bindung des Hsp90-Proteins verantwortlich. Diese TPR-Domine
bindet hierbei an eine bestimmte Aminosiuresequenz im C-terminalen Bereich des Hsp90-
Proteins, einem konservierten EEVD-Motiv (Chen e¢# al., 1998). Es ist weiterhin bekannt, dass
diese C-terminale Region des Hsp90-Proteins mit einer Reihe anderer TPR-Proteine, wie z.B.
den Immunophilinen Cyp-40, FKBP51, FKBP52 und der Serin-Threonin-Phosphatase5, binden
kann (Pratt ef al, 1997). Proteinvergleichsstudien zeigen jedoch auch, dass die Konservierung
dieser Domaine nicht strengen Regeln folgt, es werden hauptsichlich kleine, hydrophobe
Aminosduren innerhalb dieser Dominen gefunden (Lamb e 4/, 1995). Aufgrund des
Vorkommens der TPR-Domine im Spaghetti-Protein, sowie der Tatsache, dass das Spaghetti-
Protein mit dem Hsp90-Protein im yeast two-hybrid System interagiert (Marhold, 1998,
Diplomarbeit), wurde mit der Aminosiduresequenz des 534 Aminosiduren langen Spaghetti-
Proteins eine Datenbanksuche durchgefithrt. Abbildung 20 zeigt die grafische Darstellung der

Ergebnisse dieser Suche.
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Color Key for Alignnent Scores
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Abb. 20 Die Aminosinresequens, des Spaghetti-Proteins (A) zeigt Sequenziibereinstimmungen zu zwei (B und C) Proteinen, deren
Funktion noch unbekannt ist, sowie zu vier (D-G) Proteinen die an der Spermatogenese beteiligt sind. (B) hypothetical protein
FLJ21908 (Homo sapiens). (C) RIKEN ¢DNA-Gen (Mus musculus). (D) sperm associated antigen 1 (Homo sapiens). (E)
sperm associated antigen 1 (Homo sapiens). (F) sperm associated antigen 1 (Mus musculus). (G) TPR-containing protein involved
in spermatogenesis TPLS (Mus musculus) (Erlauterung im Text).

Die Farben in dieser Abbildung stellen den Grad der Sequenzibereinstimmung bzw. der
Identitit ~der Aminosduren dar: (Rot) identisches  Protein; (Magenta) hohe
Sequenziibereinstimmung; (Grun) signifikante Sequenziibereinstimmung, (Blau) geringe
Sequenziibereinstimmung, (Schwarz) keine signifikante Sequenziibereinstimmung. In der
Abbildung wurden die Proteine mittels eines Buchstabens hervorgehoben, die auch au3erhalb
der konservierten TPR-Domine eine Sequenziibereinstimmung aufweisen (Siehe hierzu auch

Abbildung 21).
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BLASTP 2.1.2 [Hov-13-2000]
Database: nr
663,888 sequences; 209,105,469 total letters
Query= Spaghetti- Protein
{534 letters)

significant alignments: {bits) Value

[A)gi| 7242574 |emb | CABG4598. 2| (AJZ252086) spaghetti [Dreosophila...

(B)gi| 13375809 | ref NP 078880.1| hypothetical protein FLJ21808

(C)gi 13386276 | ref|NP 08227%.1] RIKEN cDNA 2310042PZ20 gene [Mu...
gi| 1122831 | gb | AARGO3B4 .1 | (U25174) serine-threcnine phospha...
gi| 2135821 |pir| 552570 phosphoprotein phosphatase (EC 3.1.3...
gi| 5453858 | ref |[NP 006238.1| protein phosphatase 5, catalyti...
gi| 897761 |emb| CAAGLS5S85.1| (X89416) protein phosphatase 5 [H...
gi 12653813 | gb|AARHOOT50. 1| AAHO0750 {BCOOO0750) Unknown (prot...
gi| 1083755 |pir| |[AD5346 phosphoprotein phosphatase (EC 3.1.3...
gi| 1709745 sp|PE3042 | PPFE RAT SERINE/THREONINE PROTEIN FHOS...
gi| 2407637 | gb | AARTOE73.1 | (AF018262) protein phosphatase 57...
gi| 3212250 pdb| 1A17 | Tetratricopeptide Repeats Of Protei...
gi| 1663530 | gb|AABIB614.1| (U12203) phesphoprotein phosphata...
gi| 2499735 | sp| Q60676 PPPS MOUSE SERINE/THREONINE PROTEIN PH...
gi| 2407639 | gb|AABT70574.1| (AF018263) protein phosphatase 5:...
gi| 12742315 ref | XP 0089521.2| translocase of outer mitochond...
gi| 7671655 emb| CABBS422.1| (AL109839) dJ106%P2.2 (outer mit...
gi| bB03205| ref |NP 006800.1| translocase of outer mitochondr...
gi| 7453538 | gb | AAFEZ2870.1|AF1T79282 1 (AF179282) Toc6d [Pisum...
gi| 7299242 | gb|AAF54438.1| (AEO03684) PpD3 gene product [Dro...
gi|9294499 | dbj |BABDZ718.1| (AB019230) gb|AABY70408.1~gene_id...
gi| 11358775 pir||T45058 hypothetical protein Y39B6B.ff [imp...
gi|13435705 | gb|ARHOL 717, 1| AAHO4717  (BCOO4717) Unknown (prot...

(Dygi|12734290 | ref|XP 011€80.1 sperm associated antigen 1 [Ho...

[E)gi|11024639|ref NP 003105.1 sperm associated antigen 1 [Ho..

gi|B897806|emb|CAAGLL36.1| (X89417) protein phosphatase T [S...
gi| 3037137 | gb|AAC1Z2845.1] (AF056198) Hsp70/Hsp90 organizing...
gi|11359699 |pir||T46576 serine/threcnine protein phosphatas...
gi| 7662673 ref |[NP 055635, 1] translocase of outer mitochondr...
gil|12248771 |dbi |BABZ0273.1] {RBO14736) SMAP-1b [Homo sapiens]
gi| 13277936 | gb | ARHO3836. 1| ARHO3836  {BCO03836) Unknown (prot..
gi| 13472042 | ref [NP 103608.1| hypothetical protein [Mesorhiz...
gi|12248757|dbj |BABZ0266.1 ]| {AB014729) SMAP-1 [Homo sapiens]
gi| 12848607 |dbi | BABZB018. 1] (AK012084) putative [Mus musculus]
gl | 6753882 | ref |NP 034348,1| FKH06 binding protein 4 (5% kDa...
gi 13097417 | gb|ARHO3447.1|ARAHO3447 {BCO03447) FKh06 binding...
gi| 2407970 emb | CAATE047. 71| (Y14750) TOM70 [Pecdospora anserina]
gi| 1708135 sp|P30416|FKB4 MOUSE P59 PROTEIN (HSP BINDING IM...
gi|110056|pir||S14538 transition protein - mouse >gi|5487&[...
gi|110055|pir||S14528 transition protein 2 - mouse >gi|5487...
gi|1280426] |gb|AAHOZ989. 1| AAHOZ2988 |BCO0Z298%8) Unknown (prot...
gi| 12741709 | ref | XP 009137.2| small glutamine-rich tetratric...
gi| 4506921 ref |NP 003012.1] small glutamine-rich tetratrico...
gi| 7512834 |pir| |[TOB782 hypothetical protein DKFZpSBEN1020.1...
gi| 12804069 | gb|AAHOZB887. 1| AAHOZ887 {BCO0Z887) Similar to FK...
gi 4503729 | ref NP 00Z2005.1| FKS06-binding protein 4 (58kD) ...
(Fygi| 6755616 ref [NP 036l€l.1| sperm associated antigen 1; TPR...
gi| 478008 | pir| |C48583 stress-inducible protein STI1 homoleg...
gi| 7493381 |pir| |T4038]1 serine/threcnine protein phosphatase...
gi| 12855300 | dbi|BAB30284.1] ({AK016522) putative [Mus musculus]
gi| 6324580 | ref |[NP 014648.1] small glutamine-rich tetratrico...
gi| 5295866 | db] |BAABLBGET. 1] (ABOZ2€295) Similar to Glycine ma...
gi| 12083667 | ref |[NP 073184.1| small glutamine-rich tetratric...
gi|B923505 | ref |[NP 060338.1] hypothetical protein FLJZ0b35 [...
gi| 10436007 |dbj |BAB14725, 1| ({AK0Z3921) unnamed protein prod...
gi|12736618 | ref [XP 006333.2| hypothetical protein FLJZ0535 ...
gi| 7506306 | pir| [T16688 hypothetical protein ROSF9.10 - Caen...
gi| 4512673 | gb|AAD21727.1] (AC00€931) putative phosphoprotei...
gi| 7511685 pir| [T32483 unc-45 protein - Caenorhabditis eleg...
gi| 7208882 | gb| ARF54185.1] {AE003677) CG2708 gene product [D...
gi|122768|sp|P27124 | FKB4 RABIT P59 PROTEIN (HSP BINDING IMM...
gi| 7506528 |pir| [TO3888 hypothetical protein RO9E1Z.3 - Caen...
[G)gi| 6272682 | gb|AAFOG161.1[(AF181253 1 (AF181253) TPR-containi...

gi| 12857073 | dbi | BAB30882. 1] ({AKO17699) putative [Mus musculus]
gi| 13385500 | ref NP 0B0272.1] RIKEN cDNA 2610100K07 gene [Mu...
gi| 12323021 |gb|AAGS1488.1|AC058785 1 (AC058785) hypothetica...
gi| 7296220 gb | AAFLT511 .7 (AEQ03580) Hop gene product [Dros...
gi| 6321562 ref |[NP 011639.1| serine/threcnine phosphatase; P...
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Abb. 21 Fortsetzung von Abbildung 20.
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Die TPR-Domine des Spaghetti-Proteins befindet sich zwischen den Aminosaure-Positionen 96
bis 197, was das Auftreten der meisten , Treffer” in diesen Bereich erklirt. Da dieser Bereich
hochkonserviert ist, muss nach Proteinen gesucht werden, die auch auflerhalb dieser Domine
eine Homologie mit dem Spaghetti-Protein zeigen, um dessen vermutliche Funktion zu
untersuchen. (A) markiert das Spaghetti-Protein selbst (AJ250806) und zeigt deshalb auch véllige
Identitit. (B) markiert ein hypothetisches menschliches Protein (NP_078880) mit einer Linge
von 665 Aminoséduren (siche hierzu Abbildung 22). (C) markiert das Produkt des RIKEN-Gens
der Maus mit einer Linge von 660 Aminosduren (siche Abbildung 23). (D) markiert das
menschliche sper associated antigen1-Protein (XP_011690) mit einer Linge von 911 Aminosauren
(siche Abbildung 24). (E) markiert ein weiteres menschliches Protein, das sper associated antigen-
7-Protein (NP_003105) mit einer Linge von 926 Aminosduren (siche Abbildung 25). (F)
markiert ein sperm associated antigen1-Protein der Maus (NP_036161) mit einer Linge von 901
Aminosauren (siche Abbildung 26) und (G) markiert ein weiteres Protein der Maus, das TPR-
containing protein involved in spermatogenesis TPIS (AF181253) mit einer Linge von 529 Aminosiuren

(siche Abbildung 27).

Ein multipler Vergleich der oben genannten Proteine mit Hilfe des pyle-up-Programms (HUSAR)
zeigt eine Uber lange Strecken der Aminosduresequenzen verlaufende Sequenziibereinstimmung,
wie in den Abbildungen 28 und 29 zu sehen ist. ,,Blaue Aminosauren® kennzeichnen die in allen
sieben Proteinen identischen Aminosiuren, rot markierte Aminosduren sind funktionell gleiche
Aminosauren, die orangemarkierten Aminosduren sind funktionell dhnliche Aminosduren. Wie
zu erwarten befindet sich die hochste Identitit innerhalb der TPR-Domine, jedoch auch
teilweise aullerhalb dieser Domane. Die Abbildung 30A zeigt in einer grafischen Darstellung,
welche Bereiche der Proteine Spaghetti (sequence 1: ¢17242524) und FLJ21908 (sequence 2:
2113375809) zueinander homolog sind. Anhand der Grafik kann erkannt werden, dass sich die
Sequenziibereinstimmung tiber die gesamte Linge der Proteine erstreckt. Von insgesamt 671

Aminosduren (dies entspricht der Gesamtlinge der miteinander '

'verpaarten" beiden Proteine
mit kleiner Uberlappung) konnte das NCBI-Blast-2 Sequenz- zu Sequenz-Vergleichsprogramm
(Version 2.1.2) 163 identische Aminosduren (24%) sowie 268 positive (funktionell gleiche)
Aminosauren (39%) identifizieren. Der Vergleich der Sequenzen des Spaghetti-Proteins (seguence
1: 217242524) und des RIKEN-Proteins (sequence 1: gi7242524), wie in Abbildung 30B zu sehen
ist, ergab folgende Werte: Identitit: 165 von 665 (24%), Positive 264 von 665 (38%). Der
Vergleich des Spaghetti-Proteins mit dem menschlichen sper associated antigen 1 (g112734290),
dargestellt in Abbildung 30C, zeigt hohe Homologien nur im Bereich der TPR-Domine:

Identitit: 43 von 122 (35%), Positive 67 von 122 (54%); Abbildung 31D, das sperm associated
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protein antigen 1 der Maus (gi6755616) zeigt hingegen auch auflerhalb der TPR-Domine
Homologie: Identitit: 97 von 465 (20%), Positive: 170 von 465 (35%) und Abbildung 31E, TPIS
der Maus (gi6272682): Identitit: 97 von 465 (20%), Positive: 170 von 465 (35%).

LOCUS NP_078880 665 aa PRI 18-MAR-2001
DEFINITION hypothetical protein FLJ21908 [Homo sapiens].
ACCESSION NP_078880

PID g13375809

VERSION NP_078880.1 GI:13375809
DBSOURCE REFSEQ: accession NM 024604.1
KEYWORDS .

SOURCE human.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Futeleostomi; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..665
/organism="Homo sapiens"
/do_xref="taxon:9606"

/clone="HEP03830"

/cell line="HepG2"

/cell type="hepatoma"

/clone_ lib="HEP"

/note="cloning vector pME18SFL3"

Protein 1..665
/product="hypothetical protein FLJ21908"
Region 133..166

/region name="Tetratricopeptide repeats"
/do_xref="CDD:TPR"
/note="TPR"

Region 133..166
/region_name="TPR Domain"
/dbo_xref="CDD:pfam00515"
/note="TPR"

Region 202..234
/region name="TPR Domain"
/db_xref="CDD:pfan00515"
/note="TPR"

Region 202..234
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/do_xref="CDD:TPR"
/note="TPR"

CDS 1..665
/gene="FLJ21908"
/do_xref="LocusID:79657"
/coded by="NM _024604.1:47..2044"

ORIGIN

-

MTSANKAIEL QLQVKQNAEE LQDFMRDLEN WEKDIKQKDM ELRRQNGVPE ENLPPIRNGN

61 FRKKKKGKAK ESSKKTREEN TKNRIKSYDY EAWAKLDVDR ILDELDKDDS THESLSQESE
121 SEEDGIHVDS QKALVLKEKG NKYFKQGKYD EAIDCYTKGM DADPYNPVLP TNRASAYFRL
181 KKFAVAESDC NLAVAINRSY TKAYSRRGAA RFALQKLEEA KKDYERVLEL EPNNFEATNE
241 LRKISQALAS KENSYPKEAD IVIKSTEGER KQIEAQQONKQ QAISEKDRGN GFFKEGKYER
301 AIECYTRGIA ADGANALLPA NRAMAYLKIQ KYEEAEKDCT QAILLDGSYS KAFARRGTAR
361 TFLGKLNEAK QDFETVLLLE PGNKQAVTEL SKIKKELIEK GHWDDVFLDS TQRQNVVKPI
421 DNPPHPGSTK PLKKVIIEET GNLIQTIDVP DSTTAAAPEN NPINLANVIA ATGTTSKKNS
481 SQDVLFPTSD TPRAKVLKIE EVSDTSSLQP QASLKQDVCQ SYSEKMPIEI EQKPAQFATT
541 VLPPIPANSF QLESDFRQLK SSPDMLYQYL KQIEPSLYPK LFQKNLDPDV FNQIVKILHD
601 FYIEKEKPLL IFEILQRLSE LKRFDMAVMF MSETEKKIAR ALFNHIDKSG LKDSSVEELK
661 KRYGG

Abb. 22 Die Aminosiuresequenz, des hypothetischen menschlichen Proteins FIJ21908 (Erlauterung im Text).
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Ergebnisse

(C):
LOCUS NP_082279 660 aa ROD 20-MAR-2001
DEFINITION RIKEN cDNA 2310042P20 gene [Mus musculus].
ACCESSION NP_08227%
PID gl3386276
VERSION NP_082279.1 GI:13386276
DBSOURCE REFSEQ: accession NM 028003.1
KEYWORDS .
SOURCE house mouse.
ORGANISM muscul
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..86860
/organism="Mus musculus"
/strain="C57BL/6J"
/db_xref="taxon:10090"
/tissue_type="tongue"
/clone lib="RIKEN full-length enriched mouse cDNA
library"
/dev_stage="adult"
Protein 1..660
/product="RIKEN cDNA 2310042P20 gene"
Region 134..167
/region name="TPR Domain"
/db_xref="CDD:pfam00515"
/note="TPR"
Region 134..167
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD:TPR"
/note="TPR"
Region 203..235
/region_name="TPR Domain"
/db_xref="CDD:pfam00515
/note="TPR"
Region 203..235
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD: TPR"
/note="TPR"
Region 284..317
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD: TPR"
/note="TPR"
CDS 1..660
/gene="2310042P20Rik"
/db_xre
/db_xref="MGD:MGT:1919
/coded by="NM 028003.1:90..2072"
ORIGIN
1 MTSASKAVEL QLQVKHNAEE LQDFMRDLEH WEKDMKEKDL ELRRQGGVAE ENLPPIRNGN
61 FRKKKKKGKA KESSRKTKEE NTKNRIKSYD YDAWAKLDVD RILDELDKED STHDSLSQES
121 ESDEDGIRVD SQKALVLKEK GNKYFKQGKY DEAIECYTKG MDADPYNPVL PTNRASAYFR
181 LKKFAVAESD CNLATIALSRT YTKAYARRGA ARFALQKLED ARKDYEKVLE LEPDNFEATN
241 ELRKINQALT SKENSGPGAA AAAESKPAAG ESKPTGGQQG RQKAIAEKDL GNGFFKEGKY
301 EQAIECYTRG IAADRTNALL PANRAMAYLK IQRYEEAERD CTQAIVLDGS YSKAFARRGT
361 ARTFLGKINE AKQDFETVLL LEPGNKQAAT ELSRIKKELI EKGHWDDVFL DSTQRHHVVK
421 AVDNPPRGSP KALKKVFIEE TGNLIETVDA PDSSATVPES DRATAAVGTG TKKNPSEGVS
481 LPAGDRPRAK VLKIEAVSDT SAPQAQVGVK QDARQPGSEK ASVRAEQMPG QLAAAGLPPV
541 PANSFQLESD FRQLRSSPEM LYQYVKNIEP SLYPKLFQKN LDPDVENQII KILHDFYIER
601 EKPALIFEVL ERLSQLRRFD MAVMFMSGPE RKLTNVLENH LEKSDLKEDS VEELKKRYGG

661

Abb. 23 Die Aminosiuresequenz, des RIKEN-Proteins der Mans (Erlduternng im Text).
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Ergebnisse

(D) :

LOCUS XP 011690 911 aa PRI 09-FEB-2001
DEFINITION sperm associated antigen 1 [Homo sapiens].

ACCESSION XP 011690

PID g12734290

VERSION XP_011690.1 GI:12734290
DBSOURCE REFSEQ: accession XM 011690.1
KEYWORDS .

SOURCE human.

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (residues 1 to 911)
AUTHORS NCBI Annctation Project.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-FEB-2001) National Center for Biotechnology
Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA
COMMENT GENOME ANNOTATION REFSEQ: This reference sequence was derived by
automated computational analysis of NCBI genomic sequence contig
NT_008086 using gene prediction method: Acembly.
Supporting evidence includes similarity to: 15 proteins, 1 mRNAs
See details in AceView
Method: conceptual translation supplied by author.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..911
/organism="Homc sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="8"

Protein 1..911

/product="sperm associated antigen 1"
CDS 1..911

/gene="SPAG1"

/db_xref="LocusID:6674"

/db_xref="MIM:603395"
/coded by="TR00076804:1..2736"
ORIGIN

-

MTTKDYPSLW GFGTTKTFKI PIEHLDFKYI EKCSDVKHLE KILCVLRSGE EGYYPELTEF

61 CEKHFQALAP ESRALRKDKP AATAASFTAE EWEKIDGDIK SWVSEIKKEE DKMPFHETET
121 FPAMKDNLPP VRGSNSCLHV GKEKYSKRPT KKKTPRDYAE WDKFDVEKEC LKIDEDYKEK
181 TVIDKSHLSK IETRIDTAGL TEKEKDFLAT REKEKGNEAF NSGDYEEAVM YYTRSISALP
241 TVVAYNNRAQ AEIKLQONWNS AFQDCEKVLE LEPGNVKALL RRATTYKHQN KLREATEDLS
301 KVLDVEPDND LAKVS EPAEPAGAAR
361 ARQPCVMGNI QKKLTGKAEG GKRPARGAPQ RGQTPEAGAD KRSPRRASAA AAAGGGATGH
421 PGGGQGAENP AGLKSQGNEL FRSGQFAEAA GKYSAAIALL EPAGSEIADD LSILYSNRAA
481 CYLKEGNCSG CIQDCNRALE LHPFSMKPLL RRAMAYETLE QYGKAYVDYK TVLQIDCGLQ
541 LANDSVNRLS RILMELDGPN WREKLSPIPA VPASVPLQAW HPAKEMISKQ AGDSSSHRQQ
601 GITDEKTFKA LKEEGNQCVN DKNYKDALSK YSECLKINNK ECAIYTNRAL CYLKLCQFEE
661 AKQDCDQALQ LADGNVKAFY RRALAHKGLK NYQKSLIDLN KVILLDPSII EAKMELEEVT
721 RLLNLKDKTA PFNKEKERRK IEIQEVNEGK EEPGRPAGEV STGCLASEKG GKSSRSPEDP
781 EKLPIAKPNN AYEFGQIINA LSTRKDKEAC AHLLAITAPK DLPMFLSNKL EGDTFLLLIQ
841 SLKNNLIEKD PSLVYQHLLY LSKAERFKMM LTLISKGQKE LIEQLFEDLS DTPNNHFTLE
901 DIQALKRQYE L

e

Abb. 24 Die Aminosiuresequenz, des menschlichen sperm associated antigen 1-Proteins (Erliuternng im Text).
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Ergebnisse

(E) :

LOCUS NP 003105 926 aa PRI 14-MAR-2001
DEFINITION sperm associated antigen 1 [Homo sapiens].

ACCESSION NP 003105

PID 11024639
VERSION NP_003105.1 GI:11024639
DBSOURCE REFSEQ: accession NM 003114.71
KEYWORDS .
SOURCE human.

ORGANISM omo_sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..926

/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="8"
/map="8q22"
/clone="HSD3.8"
/tissue_type="testis"

Protein 1..926
/product="sperm associated antigen 1"
Region 490..518

/region_name="TPR Domain"
/db_xref="CDD
/note="TPR"

Region 659..690
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD:TPR"
/note="TPR"

Region 659..686
/region name="TPR Domain"
/db_xref="CDD: 00515"
/note="TPR"

CDS 1..926
/gene="SPAG1"
/db_xre LocusID:6674"
/db_xre 395"
/db_xref="GeneID:SP75"
/coded_by="NM 003114.1:1..2781"

ORIGIN

-

MTTKDYPSLW GFGTTKTFKI PIEHLDFKYI EKCSDVKHLE KILCVLRSGE EGYYPELTEF

61 CEKHLQALAP ESRALRKDKP AATAASFTAE EWEKIDGDIK SWVSEIKKEE DKMHFHETET
121 FPAMKDNLPP VRGSNSCLHV GKEKYSKRPT KKKTPRDYAE WDKFDVEKEC LKIDEDYKEK
181 TVIDKSRLSK IETRIDTAGL TEKEKDFLAT REKEKGNEAF NSGDYEEAVM YYTRSISALP
2471 TVVAYNNRAQ AEIKLONWNS AFQDCEKVLE LEPGNVKALL RRATTYKHQN KLREATEDLS
301 KVLDVEPDND LAKKTLSEVE RDLKNSEAAS ETQTKGKRMV IQEIENSEDE EGKSGRKHED
361 GGGDKKPAEP AGAARAAQPC VMGNIQKKLT GKAEGGKRPA RGAPQRGQTP EAGADKRSPR
421 RASAAAAAGG GATGHPGGGQ GAENPAGLKS QGNELFRSGQ FAEAAGKYSA AIALLEPAGS
481 EIADDLSILY SNRAACYLKE GNCSGCIQDC NRALELHPFS MKPLLRRAMA YETLEQYGKA
541 YVDYKTVLQI DCGLQLANDS VNRLSRILME LDGPNWREKL SPIPAVPASV PLQAWHPAKE
601 MISKQAGDSS SHRQQGITDE KTFKALKEEG NQCVNDKNYK DALSKYSECL KINNTECAIY
661 TNRALCYLKL CQFEEAKQDC DQALQLADGN VKAFYRRALA HKGLKNYQKS LIDLNKVILL
721 DPSIIEAKME LEEVTRLLNL KDKTAPFNKE KERRKIEIQE VNEGKEEPGR PAGEVSTGCL
781 ASEKGGKSSR SPEDPEKLPI AKPNNAYEFG QIINALSTRK DKEACAHLLA ITAPKDLPMF
841 LSNKLEGDTF LLLIQSLKNN LIEKDPSLVY QHLLYLSKAE RFKMMLTLIS KGQKELIEQL
901 FEDLSDTPNN HFTLEDIQAL KRQYEL

Abb. 25 Die Aminosiuresequenz, des menschlichen sperm associated antigen-Proteins (Erlanterung im Text).
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Ergebnisse

(F):

LOCUS NP_036161 901 aa RCD 01-NOV-2000

DEFINITION sperm associated antigen 1; TPR-containing protein involved in
spermatogenesis [Mus musculus]

ACCESSION NP_036161

PID g6755616
VERSION NP_036161.1 GI:6755616
DBSOURCE REFSEQ: accession NM 012031.
KEYWORDS
SOURCE house mouse.

ORGANISM M m

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..801
/organism="Mus musculus"”
/strain="ICR"
/db_xref="taxon:10090"
/chromosome="15"
/map="18.1 cM"
/tissue_type="testis"
Protein 1..%01
/product="sperm associated antigen 1"
/note="TPR-containing protein involved in spermatogenesis"
Region 246..279
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD:TPR"
TPR"

Region
/region name="TPR Domain"
/db_xref="CDD:pfam00515"
/note="TPR"

Region 642..673

/region_name="TPR Domain"
/db_xref="CDD:pfam00515"
/note="TPR"

Region 642..673
/region_name="Tetratricopeptide repeats"
/db_xref="CDD:TPR"
/note="TPR"

CDS 1..%01
/gene="Spagl"”
/db_xref="LocusID:26942"
/db_xref="MGD:MGT:1349387"
/db_xref="GeneID:tpi
/coded by="NM 012031.1:227..2932"

ORIGIN

1 MTAKAKDCPS LWGFGTTKTF KIPIEHLDFK YIENCSDVKH LEKILYVLRS GEEGYYPELT

61 EFCEKCLTNL APKSRALRKD KPAETASSFS AEEWEKIDSD LKSWVSEIKR EENTRHFHDP
121 ENHPGVEDPL PPVRGSTCCP HSGKETYSKS KTAKKRIPRD YAEWDKFDVE KECSKIDEDY
181 KEKTVINNKA HLSKIETKIE TAGLTEKEKS FLANREKGKG NEAFYSGDYE EAVMYYTRSL
241 SALPTAIAYN NRAQAEIKLQ RWSSALEDCE KALELDPGNV KALLRRATTY KHQNKLQEAV
301 DDLRKVLQVE PDNDLAKKTL SEVERDLKNS EPVSELQTKG KRMVIEEVEN SGDEGGKGSA
361 DERADGGSDE AAMGNIQKKL MVRRSEGGRR SRRGRTPGPR AEQQGGLRET ATASTGDSYY
421 PEEPRAADNP SGLKRRGNEL FRGGQFAEAA AQYSVAIAQL EPTGSANADE LSILYSNRAA
481 CYLKEGNCRD CIQDCNRALE LHPFSVKPLL RRAMAYETLE QYRNAYVDYK TVLQIDCGIQ
541 LASDSANRIA RILTELDGSK WRERLPPIPA VPTSEPLRVW LPAAETPDQD PCPNNCMPSI
601 TDEKMFQALK EEGNQLVKDK NYKDAISKYN ECLKINSKAC AIYTNRALCY LKLGQFEEAK
661 LDCDQALQID GENVKASHRL ALAQKGLENC RESGVDPSQV LLSPDSSEAA RHLDTKNDTA
721 PPSKGRERRR IQVQEVDGSS DEEPERPAEA SATSAPARDG VEDGGSAEPA EKLDVSKPTN
781 AYEFGQVLST ISARKDEEAC AHLLAITAPK DLPLLLSNKL EGDTFLLLIQ SLKSHLVAKD
841 PSLVYEHLLY LSKAERFKTM LTLINKGQKE QMAQLFDGLS DTQSDGLTAE DVQALRRQYE
901 L

Abb. 26 Die Aminosiuresequenz, des sperm associated antigen-Proteins der Mans (Erlinterung im Text).
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Ergebnisse

(G) :

LOCUS AF181253 1 529 aa ROD 07-NOV-1999

DEFINITION TPR-containing protein involved in spermatogenesis TEIS [Mus
musculus].

ACCESSION AAF06161

PID g6272682

VERSION AAF06161.1 GI:6272682

DBSOURCE locus AF181253 accession A

KEYWORDS .

SOURCE house mouse.

ORGANISM Mus musculus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (residues 1 to 529
AUTHORS Takaishi,M. and Huh,N.H.
TITLE A tetratricopeptide repeat-containing protein gene, tpis, whose
expression is induced with differentiation of spermatogenic cells
JOURNAL Biochem. Biophys. Res. Commun. 264 (1), 81-85 (1999)
MEDLINE 58625
PUBMED 10527845
REFERENCE 2 (residues 1 to 529)
AUTHORS Takaishi,M. and Huh,N.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-AUG-1999) Biochemistry, Toyama Med. and Pharmaceu.
Univ., Sugitani 2630, Toyama 9300194, Japan

COMMENT Method: conceptual translation supplied by author.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..529
/organism="Mus musculus"
/strain="ICR"

/db_xref="taxon:10090"
/chromosome="15"
/map="18.1 cM"
/tissue_type="skin"
/dev_stage="embryo"

Protein 1..529
/product="TPR-containing protein involved in
spermatogenesis TPIS™

CDS 1..529
/gene="Tpis"

/coded by="AF181253.1:35..1624"
ORIGIN

-

MGNIQKKLMV RRSEGGRRSR RGRTPGPRAE QQGGLRETAT ASTGDSYYPE EPRAADNPSG

61 LKRRGNELFR GGQFAEAAAQ YSVAIAQLEP TGSANADELS ILYSNRAACY LKEGNCRDCI
121 QDCNRALELH PFSVKPLLRR AMAYETLEQY RNAYVDYKTV LQIDCGIQLA SDSANRIARI
181 LTELDGSKWR ERLPPIPAVP TSEPLRVWLP AAETPDQDPC PNNCMPSITD EKMFQALKEE
2471 GNQLVKDKNY KDAISKYNEC LKINSKACAI YTNRALCYLK LGQFEEAKLD CDQALQIDGE
301 NVKASHRLAL AQKGLENCRE SGVDPSQVLL SPDSSEAARH LDTKNDTAPP SKGRERRRIQ
361 VQEVDGSSDE EPERPAEASA TSAPARDGVE DGGSAEPAEK LDVSKPTNAY EFGQVLSTIS
421 ARKDEEACAH LLAITAPKDL PLLLSNKLEG DTFLLLIQSL KSHLVAKDPS LVYEHLLYLS
481 KAERFKTMLT LINKGQKEQM AQLFDGLSDT QSDGLTAEDV QALRRQYEL

Abb. 27 Die Aminosiuresequenz, des TPR-containing protein involved in spermatogenesis TPLS der Mans (Erklarung im Text).
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Ergebnisse

!1AA MULTIPLE ALIGNMENT 1.0
April 4, 2001 21:26

(F)Name: NP 03616l Len: 1080 Check: 8%0%6 Weight: 1.00
{G)Name: TPIS Len: 1080 Check: 1369 Weight: 1.00
(D)Name: XP 011690 Len: 1080 Check: 5285 Weight: 1.00
(E)Name: NP 003105 Len: 1080 Check: 2656 Weight: 1.00
(B)Name: FLJ21908 Len: 1080 Check: 2660 Weight: 1.00
{C)Name: RIKEN Len: 1080 Check: %476 Weight: 1.00
{A) Name: Spaghetti Len: 10B0 Check: 2366 Weight: 1.00

NP 036lel
TPIS

XP 011650
NP_003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036lel
TPIS

XP 011650
NP 003103
FLJ219%08
RIKEN
Spaghetti

NP 036le6l
TPIS

XP 011650
NP 003105
FLJ219%08
RIKEN
Spaghetti

NP 036le6l
TPIS

XP 011650
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036le6l
TPIS

XP 011650
NP_ 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036lel
TPIS

XP 011630
NP_003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

Abb. 28 Multipler VVergleich der genannten Proteine mit den pyle-up Programm (HUSAR) (Erlauternng im Text).
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Ergebnisse

NP_036161
TPIS

XP 011630
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036161
~ TPIS
XP 011690
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036161
TPIS
XP_0116890
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036161
TPIS

XP 011690
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036161
~ TPIS
XP 011680
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

NP 036161
TPIS

XP 011690
NP 003105
FLJ21908
RIKEN
Spaghetti

801

850

...VLPPIPA
.. .GLPFVPA
IERFLPEAPT

NSFQLESDFR
NSFQLESDFR
STAQFHVTWEK

QLKSSPDMLY
QLRSSPEMLY
EL.SGPQK.Y

OYLKQIEPSL
QYVKNIEPSL
OYLKSIEVEN

YPKLFQKNLD
YPKLEFQKNLD
LCKILGAGFD

PDVFNQIVKI
PDVFNQIIKI
SDTFADLLRT

LHDFYIEKEK
LHDFYIEREK
IHDFFVPNKE

PLLIFEILQR
PALIFEVLER
PNTAAVLLE.

IARALFNHID
LTNVLENHLE
MVSSTILNATK

KS5GLEDSSV.
KSDLKEDSV.
NWPFSKNPAVL

Abb. 29 Fortsetzung von Abb. 28 (Erldnternng im Text).
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Ergebnisse

Sequence 1 g 7242524  Length 534 (1 .. 534)
Sequence 2 gi 13375809 Length 665 (1 .. 665) A
2

d

V4 1

NOTE The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database

Score = 139 bits (350), Expect = 9e-32
Identities = 163/671 (24%), Positives = 268/671 (39%), Gaps = 146/671 (21%)

Sequence 1 g1 7242524 Length 534 (1 .. 534) B
Sequence 2 gi 13386276 Length 660 (1 . 660)
2
S S -
e 7
d
Vv 1

NOTE The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database

Score = 121 bits (304), Expect = Ze-26
Identities = 119/445 (26%), Positives = 192/445 (42%), Gaps = 67/445 (15%)

Sequence 1 g 7242524 Length 534 (1 .. 534)
Sequence 2 g 11024639 Length 326 (1 .. 926) C
2

N EE—
—_ =
R [
 — ——"—
S
[

\\\

NOTE:The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database

Score = 78.6 bits (192), Expect = 2e-13
Identities = 43/122 (35%), Positives = 67/122 (54%), Gaps = 1/122 (0%)

— .
— o

Abb. 30 Vergleich der Aminosiuresequens; des Spaghetti-Proteins (gi7242524) mit den oben erwibnten Proteinen mit Hilfe des
BLAST 2-Programms (HUSAR) (Erlauterung im Text).



Ergebnisse

Sequence 1 g1 7242524 Length 534 (1. 534) D
Sequence 2 g 6755616 Length 501 (1 .. 901)
2

JR s ¥ |

— &
0000
(W)
& &
IE— E—
1

NOTE The statistics (bitscore and expect value) 15 calculated based on the size of nr database

Score = 70.1 bits (170), Expect = 7e-11

Identities = 97/465 (20%), Positives = 170/465 (35%), Gaps = 58/465 (12%)

Sequence 1 g 7242524 Length 534 (1. 534) E
Sequence 2 g1 6272682 Length 52% (1 .. 529)

/7

— DD/
—
—
L 11

NOTE The statistics (bitscore and expect value) 15 calculated based on the size of nr database

Score = 70.1 bits (170), Expect = 7e-11
Identities = 97/465 (20%), Positiwves = 170/465 (35%), Gaps = 58/465 (12%)

Abb. 31 Fortsetzung von Abbildung 3 (Erlanterung im Text).



Ergebnisse

Das yeast two-hybrid System

UAS und TATA Regionen sind die beiden wesentlichen Einheiten eines Hefe Promotors

Die Initiation der Gen-Transkription in Hefe wird von mehreren zusammenwirkenden Faktoren
bestimmt. Allen Strukturgenen der Hefe vorangehend befindet sich eine mehr oder weniger
konservierte Sequenz, die sogenannte TATA-Box, welche den Startpunkt der Transkription
definiert. Viele Gene besitzen dartiber hinaus noch sogenannte ,,cis-acting*- Elemente, DNA-
Sequenzen, an denen Transkriptionsfaktoren und andere ,,trans-acting-““ regulatorische Proteine
binden, und so die Transkription kontrollieren koénnen. Der Begriff Promotor wird
Ublicherweise fiir beide FEinheiten, also TATA-Box und ihre cis-regulatorischen Elemente
verwendet. Diese Terminologie ist vor allem tblich, wenn von Hefe Gen-Regulation gesprochen
wird, weil hier die cis-regulatorischen Elemente relativ nahe der TATA-Box liegen; im
Gegensatz zu multizelluliren Eukaryoten, bei denen die cis-regulatorischen Elemente (wie z.B.
,enhancer®) sehr weit stromaufwirts oder stromabwirts von dem Promotor liegen koénnen, den
sie kontrollieren. Um Verwirrungen zu vermeiden, wird im allgemeinen die TATA-Box ohne
ithre cis-regulatorischen Elemente als Minimalpromotor bezeichnet. Dieser Minimalpromoter
befindet sich in der Hefe typischerweise etwa 25 bp stromaufwirts der Transkriptions-
Startstelle. Dariiber hinaus besitzen einige Gene der Hefe gleich mehrere TATA-Boxen. So z.B.
das Hefe HIS3-Gen, welches zwei TATA-Boxen besitzt: TR, welche reguliert werden kann und
TC, welche konstitutiv exprimiert ist. Hefe TATA-Boxen konnen im Genom an neue Stellen
nahe an andere cis-regulatorische Elemente verschoben werden und behalten dennoch ihre
transkriptionellen Aktivitit bei. Ein Typ dieser cis-regulatorischen Elemente der Hefe sind die
sogenannten ,upstream activating sequences” (UAS), die von spezifischen transkriptionellen
Aktivatoren erkannt werden und so die Transkription von stromabwirts liegenden TATA-
Regionen verstitken koénnen. Diese verstirkende Funktion der Hefe-UAS ist generell
unabhingig von der Orientierung, solange sie sich nicht mehrere hundert bp von der TATA-

Region entfernt befinden.

UAS und TATA-Regionen konnen Ju neuen Promotoren verschaltet werden

Die modularen Eigenschaften der Hefe TATA-Boxen und UAS’ haben letztlich das yeast #wo-
hybrid System ermoglicht. In den meisten Fallen sind die /acZ-, HIS3-, ADE2- und LEU2-
Reportergene unter der Kontrolle von kinstlichen Promotorkonstrukten, die aus einer TATA-
und einer UAS- (oder "Operator") Sequenz eines anderen Gens bestechen. Im auf GAL4
basierenden System, welches im Folgenden benutzt wurde, dient entweder eine native GAL-
UAS oder eine synthetische UAS,,-mer Konsensus-Sequenz zur Bindung der GAL4 DNA-
Bindungsdomine (DNA-BD).
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Reportergene unter der Kontrolle von GALA4-responsiven Elementen

Zwei Gene, die fir den Galaktose-Metabolismus benétigt werden, werden in der Hefe von zwei
regulatorischen Proteinen, dem GAL4- und dem GALSO-Protein sowie der Karbonquelle im
Medium kontrolliert. Bei Anwesenheit von Galaktose bindet das GAL4-Protein an die GAL4-
responsiven Elemente innerhalb der UAS, stromaufwirts der verschiedenen Gene, welche am
Galaktose-Metabolismus beteiligt sind, und aktivieren so die Transkription. In der Abwesenheit
von Galaktose bindet das GALS(O-Protein an das GAL4-Protein und unterbindet so die
Transkription. Bei Anwesenheit von Glukose wird die Transkription der Galaktose-Gene sofort
reprimiert. Die kontrollierte Regulation der GAL-UAS’ durch das GALA4-Protein ist der
Schlissel zum yeast two-hybrid System. Es wurden Hefestimme erzeugt, die Deletionen in ihren
gald-und galS0-Genen tragen, damit die endogenen Proteine nicht mit den ektopischen
Proteinen, die von den Vektoren kodiert werden, interferieren. In diesen Stimmen konnte keine
signifikante Reprimierung der Glukose beobachtet werden und es konnte auch keine Induktion

beobachtet werden, die nicht von einer yeast #wo-hybrid-Interaktion herrithrt.

Beim ,,screenen” weter verschiedener embryonaler cDNA -Bibliotheken vorn Drosophila
melanogaster konnten sechs verschiedene Gene identifiiert werden, deven Produkte mit dem
Spaghetti-Protein tm yeast two-hybrid System interagieren

Das yeast two-hybrid System wurde benutzt, um potentielle, mit dem Spag-Protein interagierende
Proteine zu isolieren. So wurde wihrend meiner Diplomarbeit "Suche nach Proteinen, die mit
dem vom spaghetti-Gen kodierten Protein im yeast two-hybrid System interagieren" das Hsp90-
Protein isoliert (der Fakultit fir Biologie, Heidelberg vorgelegt am 23 Juni, 1998). Im Zuge der
vorliegenden Arbeit wurde der pDNA-BD-Vektor durch die neuere Version dieses Vektors
(Stratagene) ausgetauscht. Der Vorteil dieses Vektors ist ein anderes Selektionsverfahren, als das
fir den pAD-Vektor (Chloramphenicol anstelle von Ampicillin), was eine spitere Isolierung
und Sequenzierung der gefundenen pAD-X Vektoren aus der Hefe enorm erleichtert. Hierzu
wurde das mit S/l und Xhol geschnittene spaghetti-,insert™ in den mit Sa/l geschnittenen und
dephosphorylierten pDNA-BD Vektor ligiert. Ebenso wurde ein spaghetti-,insert™ kloniert, dem
die TPR-Domine fehlt (im Weiteren pBD-spaghestiATPR). Beide Konstrukte wurden
anschlieBend in den Hefestamm YRG-2 transformiert. Die Expression des GAL4-
Fusionsprotein wurde mit Hilfe von Western-Blot-Analyse kontrolliert, ebenso wurde das

Wachstumsverhalten sowie das Verhalten der Reportergene gepriift.

Das ,,screenen” einer friih embryonalen cDNA-Bibliothek (E 0-Jh) vorn Drosophila
melanogaster mit dem DNA-BD-Spaghetti-Fusionsprotein ergab 20 potentielle Partner, das
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»Screenen” etner dlteren embryonalne cDNA Bibliothek (E 0-16h) ergab 37 potentielle
Partner

Es wurden zwei verschiedene cDNA-Bibliotheken nach mit dem DNA-BD-Spaghetti-
Fusionsprotein interagierenden Partnerproteinen durchsucht. Hierzu wurde erstmalig der neue
pDNA-BD-spagherti-Vektor benutzt, dessen antibiotische Resistenz verschieden von der der

pAD-Bibliothek-cDNA-Vektoren ist. Abbildung 32 zeigt das Resultat der beiden ,,screens “

~ ™S ™
P N e N
’
/1 20 e b5 s \\ 1 | 15€1:0]© 6(\
/ 70 s fo 10 11 |2 / & s =1 El'<1 KIS K2
———
13 J1a |15 J16 J17 |18 13 1"4“ 15 16w 170 ] 180
19 20 J21 f22 Jz3 Jos o |@
25 f26 f27 28 J20 Jso fs1
\ 32 |33 |34 |35 |3 |a7 \
,
& olo |ss N @ |lo|o |ss

3@ |40 5O s:\\

g JoO| 1@ f112 |12

10 |1 | 88 |21

13§14y f1saf ey Ji7 Jis

Y
7
N

6 S & E"‘\
2

25 126 J27 00 28 29 j300 31

Abb. 32 Die lacZ-Farbung eines Filterabklatsches der ,,Masterplatten der beiden yeast two-hybrid screens einer friiben und spdten
embryonalen cDNA-Bibliothek. Die Hefekolonien, die anf SD-Len/-Trp/-His wachsen konnten wurden anf (A) und (C) SD-
Leu/-Trp bzw. (B) und (D) SD-Len/-Trp/-His-Platten iiberfiibrt. Von diesen Kolonien wurde ein Filterabklatsch gemacht und
dieser mit X-Gal gefirbt. (+) und (5/35) sind Positivkontrollen. (0) sind Negativkontrollen (weitere Erklirungen im Text).

Abbildung 32B und 32D zeigen die sogenannten "Masterplatten” auf denen alle Hefekolonien
aufgetropft wurden, die auf Medium wachsen konnen, dem drei Aminosduren fehlt (SD-Leu/-
Trp/-His). Diese Aminosduren konnen aufgrund der verwendeten Vektoren (Der pDNA-BD-
Vektor besitzt ein Tryptophan-Gen und der pAD-Vektor besitzt ein Leu-Gen.) und der
Interaktion zwischen dem DNA-BD-Spaghetti-Fusionsprotein und dem Partner(AD)-Protein

(Durch die Interaktion wird das His3-Gen exprimiert) synthetisiert werden. D.h. Hefekolonien,
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welche den pDNA-BD-spaghetti-Vektor und einen beliebigen pAD-X Vektor tragen, kénnen in
Abwesenheit von Leucin und Tryptophan wachsen (Abb. 32B und 32C). Nur bei Interaktion
von DNA-BD-Spaghetti-Protein und dem X-Protein der Bibliothek kann auch die dritte

Aminosidure (Histidin) synthetisiert werden.

Die Gruppierungen der gefundenen Bibliotheks-cDNA zeigte Jwei dominante Gruppen

sowie vier seltenere Fdlle von mit dem Spaghetti-Protein interagierenden Proteinen
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Abb. 33 Die PCR-Produkte von isolierten pAD-X-Vektoren der friib embryonalen cDNA-Bibliothek. Mit Hilfe spezifischer
Primer wurde aus den pAD-X-Vektoren die inserts PCR-amplifiziert, auf einem 0,8% Agarosegel separiert und mit
Ethidinmbromid gefarbt (weitere Erklarungen im Text).
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Abb. 34 Die PCR-Produkte von isolierten pAD-X-1ektoren der spdt embryonalen cDNA-Bibliothek. Mit Hilfe spezifischer
Primer wurde ans den pAD-X-Vektoren die inserts PCR-amplifiziert, anf einem 0,8% Agarosegel separiert und mit
Ethidiumbromid gefirbt (weitere Erkldrungen im Text).
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Abb. 35 Die PCR-Produkte von isolierten pAD-X-1 ektoren der friib embryonalen cDNA-Bibliothek. Mit Hilfe spezifischer
Primer wurde ans den pAD-X-Vektoren die inserts PCR-amplifiziert, anf einem 0,8% Agarosegel separiert und mit
Ethidiumbromid gefirbt (weitere Erkldrungen im Text).

Die Abbildungen 33 bis 35 zeigen die mit Hilfe der PCR amplifizierten zuserts der isolierten
pAD-X-Vektoren, welche aus den gefundenen Hefekolonien isoliert wurden. Die PCR-
Produkte wurden auf 0,8%igen Agarosegelen separiert und mit Ethidiumbromid sichtbar

gemacht.

AnschlieBend wurde eine Southern-Blot-Analyse durchgefihrt, um mit Hilfe radioaktiv
markierter Sonden letztlich die Gruppierung durchfithren zu konnen. Es wurden hierzu
radioaktiv markierte Sonden von den interagierenden pAD-X-Vektoren verwendet, welche

schon wihrend meiner Diplomarbeit gefunden wurden (Sonde "28" (Hsp90), Sonde" 27" und
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Sonde "32", bis dahin unbekannte Gene). Die Abbildungen 36 bis 39 zeigen die Ergebnisse der

radioaktiven Nachweismethode.
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Abb. 36 Southern-Blot-Analyse der separierten PCR-Produfkte der friily embryonalen Bibliothek. Mit Hilfe des in Abbildung 33
gezeigten Agarosegels wurde ein Southern-Blot durchgefiibrt. Die Membran mit der gebundenen DINA wurde mit der radioaktiver

Sonde ,, 27 (oben) und Hsp90 (unten) hybridisiert. Ein Rontgenfilm wurde anschlieflend mit der Membran exponiert (weitere
Erkldrungen im Text).
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Abb. 37 Southern-Blot-Analyse der separierten PCR-Produkte der spit embryonalen Bibliothek. Mit Hilfe des in Abbildung 35
gezeigten Agarosegels wurde ein Southern-Blot durchgefiibrt. Die Membran mit der gebundenen DINA wurde mit der radioaktiver
Sonde ,,27 “ hybridisiert. Ein Rontgenfilm wurde anschlieffend mit der Membran exponiert (weitere Erklirungen im Text).
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Abb. 38 Southern-Blot-Analyse der separierten PCR-Produfkte der spit embryonalen Bibliothek. Mit Hilfe des in Abbildung 35
gezeigten Agarosegels wurde ein Southern-Blot durchgefiibrt. Die Membran mit der gebundenen DINA wurde mit der radioaktiver
Sonde Hsp90 hybridisiert. Ein Rontgenfilm wurde anschlieffend mit der Membran exponiert (weitere Erklarungen im Text).
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Abb. 39 Southern-Blot-Analyse der separierten PCR-Produkte der spat embryonalen Bibliothek. Mit Hilfe des in Abbildung 35
gezeigten Agarosegels wurde ein Southern-Blot durchgefiibrt. Die Membran mit der gebundenen DINA wurde mit der radioaktiver
Sonde .32 hybridisiert. Ein Rontgenfilm wurde anschlieffend mit der Membran exponiert (weitere Erklarungen im Text).

Die zwanzig gefundenen pAD-X-Kandidaten der frith embryonalen cDNA-Bibliothek konnten
vollstindig in die Gruppen Hsp90 und "27" aufgeteilt werden. Die dltere embryonale cDNA-
Bibliothek konnte in 18 Hsp90 Vertreter, 11 "27" Vertreter, einen "32" Vertreter und vier neue

Mitglieder (13, 17, 20, 22) aufgeteilt werden.

Die Uberpriifung der neu gefundenen interagierenden Partner ergab drei neue, mit dem
Spaghetti-Protein interagierende Partnerproteine

Aufgrund der Tatsache, dass das yeast two-hybrid System bis zu 50% falsch positive Ergebnisse
liefern kann, muss nach erfolgtem sereen eine Uberpriifung der gefundenen Partner erfolgen.
Hierzu werden die gefundenen pAD-X-Vektoren in kompetente Hefezellen transformiert und
anschlieBend mit Kontrollen und dem pDNA-BD-spaghetti-Vektor ubertransformiert. So kann
eine systemeigene oder Gen-unspezifische Interaktion ausgeschlossen werden. Die Abbildungen

40 und 41 zeigen die Ergebnisse dieser Verifizierung.
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Abb. 40 Verifiziernng der mit dem Spaghetti-Protein interagierenden Kandidaten ,,13“ und ,,17 . Die im yeast two-hybrid System
isolierten pAD-13-und pAD-17-Vektoren wurden, usammen mit Kontrollen und dem pDNA-BD-spaghetti-1V ektor, in
kompetente Hefezellen transformiert. Die Hefe wurde anschlieffend anf SD-Leu/-Trp-und SD-Len/-Trp/-His-Platten getropft.
Hefe, mit den pAD-13 bzw. pAD-17-Vektoren transformiert, kann auf keiner der beiden Platten wachsen. Hefe, mit den pAD-
13 bzw. pAD-17-Vektoren und dem leeren* pDNA-BD-V ektor transformiert, kann auf SD-Len/-Trp-Platten wachsen,
Jjedoch nicht auf SD-Len/ -Trp-/-His-Platten. Das gleiche gilt fiir die Kombinationen mit den pDN.A-BD-p53-bzmw. pDN.A-BD-
lamin-V eftoren (Negativkontrolle) und den pAD-13 bzw. pAD-17-Vektoren. Nur die Kombination von pAD-13 1V ektor mit
demr pDNA-BD-spaghetti-1 ektor zeigte ein Wachstum anf SD-Len/-Trp/-His-Platten. Diese Kolonie zeigte dariiber hinans
anch eine Blaufirbung nach Farbung mit X-Gal. Der pAD-17-Vektor kodiert offenbar fiir ein falsch positiv interagierendes
Protein.  Die Kombination pAD-13-bzw. pAD-17-Vektoren mit dem pDNA-BD-spaghettiATPR-V ektor geigte kein
Wachstum. Die TPR-Domdne scheint fiir die Interaktion notwendig zn sein. (+) Positivkontrolle. (0) Negativkontrolle. (5/5)
Positivkontrolle.
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Abb. 41 Verifiziernng der mit dem Spaghetti-Protein interagierenden Kandidaten ,, 20 und ,,22* (siehe Abbildung 40).

Nach der Uberpriifung blieben die drei Kandidaten, ,,13%, ,,20“ und ,,22°, ibrig. Kandidat ,,17°
erwies sich als ein falsch positiver. Tabelle 3 zeigt zusammenfassend die verschiedenen, mit dem

Spaghetti-Protein interagierenden Partner, sowie deren Anzahl in den beiden sereens.

Tabelle 3 Die verschiedenen Gruppen der gefundenen mit dem Spaghetti-Protein interagierenden Proteine.

Anzah_l Klone
Bibliothek Hsp90  Gruppe®27" Gruppe”32" *"13" "20" “22"
E 0-5h (£=20) 6 13 - i ) .
E 0-16h (E=35) 18 11 1 1 1 1

Es wurden vier (Klone ,,4%, ,,5%, ,,19“ und ,,12%) unterschiedliche Vertreter der Gruppe "27"
komplett sequenziert und ihre Sequenz zur Datenbanksuche verwendet. Die Nukleotidsequenz

dieser Klone ist identisch mit dem 3’-Bereich des Gens CG5792 von Drosophila melanogaster (Abb.
42).
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Abb. 42 Sequenziibereinstimmung von vier Mietgliedern der Gruppe ,,27 “ mit dem CG5792-Gen von Drosophila melanogaster.
Von vier willkiirlich gewdiblten Mitgliedern der zweiten grofen Gruppe von mit dem Spag-Protein interagierenden Proteinen wurde
die Nukleotidsequenz bestimmt und diese fiir eine Datenbanksuche verwendet. Alle vier Mitglieder zeigen Sequenziibereinstimmung
mit dem Exconen 6, 5 und Bereichen des vierten Exons des Gens CG5792. Die Sequenziibereinstimmung von Klon 4 beginnt ab
Basenpaar 2752 des kodierenden Bereichs des Gens und erstreckt sich iiber das TAA-Codon hinans. Klon*5“ beginnt ab
Basenpaar 2872, Kion“19* ab Basenpaar 2764 und der Klon ,,12* ab Basenpaar 2752. Obwobl die Kione ,,4* und ,,12“ ab
dem gleichem Basenpaar ibre Sequenziibereinstimmung eigen, zeigen sie Unterschiede im poly-A Bereich.

Das Gen CG5792 besitzt sechs Exone. Alle untersuchten Sequenzen sind identisch mit den
Exonen 6 und 5 und mit Teilen von Exon 4. Die Sequenziibereinstimmung von Klon ,,4%
beginnt ab Basenpaar 2752 des kodierenden Bereichs des Gens und erstreckt sich tber das
TAA-Codon hinaus. Klon“5 beginnt ab Basenpaar 2872, Klon*“19* ab Basenpaar 2764 und der
Klon ,,12% ab Basenpaar 2752. Obwohl die Klone ,,4“ und ,,12° ab dem gleichem Basenpaar
ihre Sequenziibereinstimmung zeigen, zeigen sie Unterschiede im poly-A-Bereich. Die Tatsache,
dass nur der 3'-Bereich des Gens gefunden wurde, ldsst sich mit der Herstellung der Bibliothek
erkliren. Hier wurde mittels der Oligo-dT-Methode die mRNA von den Embryonen (0-5h und
0-16h) isoliert und anschlieBend in cDNA umgeschrieben. Da die GroBe der cDNA aufgrund
der Methode auf etwa 1,5kb limitiert ist, wird man selten komplette cDNA isolieren, welche

auch fur den 5'-Bereich der Gene kodiert.

Das Gen CG5792 von Drosophila melanogaster befindet sich auf dem linken Arm des zweiten
Chromosoms, in der chromosomalen Region 33F2-F3. Ahnliche Sequenzen wurden auch in
anderen Organismen gefunden, wie Cuenorbabditis elegans: K303A1.3-gene-product, Dictyostelinm

discoidennr. SNF1/ AMP-activated kinase, Saccharomyces cerevisiae: probable membrane-protein-YDLO35¢.

Das Produkt des Gens CG5792 existiert in den Datenbanken in zwei splicosomalen Isoformen
(Datenbanknummer: AAF53222.1 und AAF53221.1). Die kirzere dieser Formen kodiert fiir ein

Peptid mit einer Linge von 335 Aminosiauren. Die lingere Isoform kodiert fiir ein Protein mit
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einer Lange von 1056 Aminosauren. Der Unterschied zwischen den beiden Isoformen liegt im
Fehlen des groBen dritten Exons. Beide Protein-Isoformen besitzen eine sog. ,,TonB-
dependent-receptor-protein® Signatur. In E. /i interagiert das TonB-Protein mit dulleren
Membran-Rezeptor-Proteinen, welche am Transport von Substraten in den periplasmatischen
Raum verantwortlich sind. In Abwesenheit des TonB-Proteins kénnen die dulleren Membran-
Rezeptor-Proteine zwar ihr Substrat binden, jedoch nicht ins Innere transportieren. Zu den
Proteinen, die ebenfalls eine ,,TonB-dependent-receptor-protein® Signatur besitzen, gehéren

unter anderem: Hsp23 (Drosophila melanogaster), Hsp26 (Drosophila melanogaster) sowie Hsp27

(Drosophila melanogaster).

FlyBase Report

Gene CG5792

D, melanogaster gene CG5792 is reported here . It encodes a transcription factor involved in transcription which is a

component of the nucleus . Similar sequences have been identified in Cagnorhabditis elegans , Dictyostelium discoidawm
and Saccharomyces cerevisiae . It has been sequenced and its amino acid sequence is also available. It has been mapped
cytologically to 33F2--3 . There are no recorded mutant alleles. CG5792 is discussed in one reference , dating from 1999.

Symbol
Cytogenetic map

Available reports

Genomic sequence
analvsis

Similar genes

Rep. DNA
sequence

Rep. protein
sequence

DNA/RNA
sequences

Protein sequences

FlyBase ID
Daie

Useful aneuploid
aberrations

CG5792

33F2--3
Limits inferred from genome sequence

Fufl report ‘ See also Synopsis | GadFly

Alleles (1) | References (1) | Similar genes & Sequences (9) | Attributed data (1)

EFBan0005792

Caenarhabditis elegans '"K03A1.3 gene product! EMBL:U41625 gi:1118126
Dictyostelium discoidewm "SNF1/AMP-activated kinase' EMBL:AF118151

protein id:AAD30963 gi:4982468

Saccharomyces cerevisiae 'probable membrane protein YDLO035¢' PIR:S67568 2i:2132416

AFE003637, 223646 bp, DNA, 2000

SPTREMBL:.Q9VKS7, 335 aa, 2000

Accessian, length, kind, year
AFE003637, 223646 bp, DNA, 2000
protein: AAF53221, protein: AAF53222

Arcession, length, year
SPTREMBIL:Q9VKSS, 1056 aa, 2000
SPTREMBL:Q9VESY, 335 aa, 2000

FBgn0032455
10 Nov 00

Deficiency: DH2L)prdl.7 (inferred trom cyiology), Duplication: Dp(2:2)169 (inferred from
cytology)
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Attributed
data

- e

Information atiributed to particular references.

Cellular | FamiliarityBreedsContempt, 1999, 11 % nucleus; GO:0005634 ; score — 800.8 | inferred from elecironic
location | annotation

Process FamiliarityBreaedsContempt, 1999.1 1% transcription; GO:0006330 ; score = 397.3 | inferred from
electronic annotation

Function FamiliarityBreedsContempt, 199917 % transcription factor; GO:0003700 ; score =— 683.9 | inferred from
electronic annotation

Alleles
Allele
Symbol
Class of gene
FlyBase ID

References

*

CG5792*
wild-type generic
FBal0108286

Das Spaghetti-Protein interagiert mit einem Produkt des Gens CG3168 von Drosophila

melanogaster im yeast two-hybrid System, welches vermutlich Transporter-Eigenschaften

besitt

Die Sequenz der Vertreter der Gruppe "32" ist identisch mit der Sequenz des Gens CG3768 von

Drosophila  melanogaster. Dieses Gen kodiert fir einen moglichen Transporter, der eine

Komponente der Plasmamembran sein kénnte.

FlyBase Report

Genomic sequence analysis
Similar genes

Rep. DNA sequence
Rep. protein sequence
DNA/RNA sequences

Protein sequences

FlyBase ID

Gene CG3168

D melanogaster gene CGII68 is reported hete . It encodes a transporter involved in transport which is 2 component of the plasma membrane . Similar sequences have been identified in
Caenorhabdifis elegans | Homo sapiens | Mus musculus | Saccharomyees cerevisiae and raf It has been sequenced and its amino acid sequence is also available. It has been mapped
cytologically to 6C9--10 . There are no recorded mutant alleles. CG31 68 is discussed in 3 references | dated between 1999 and 2000

CG3162

60510
Limits computationally determined from genome sequence between swa and cm

| Full reporf | See also Synopsis | GadFly |
| Alleles (1) | References (3] | Similar genes & Sequences (9) | Affributed data ¢2) |

organic cation transporter

transporter, GO0005215 | inferred from sequence similarity
FBan0003168

Caenorhabditis elegans ZKA3T1 WP CENS632

Homo sapriens KIAADTIE protein' EMBL:ABOIE270 protein jdBAAT4456 i 193

Mus musculus ‘reduced in osteoselerosis transporter’  EMBLAFOTERED protein jd:AACELI65 gi3511377
Saccharomyees cerevisice HETS  BCGDIDLO000Z3Y

rat 'synaptic vesicle protein 2 form B' PIRS34961 giA20081

AFO03438, 200337 b, DHA, 2000
SPTREMBL-OOW3IWY, 709 aa, 2000
Arcession, length, kind year
AFO03438, 209337 bp, DHA, 2000
protein.A AF4E193
Arcession, length, pear
SPTREMBL.OIWIAD, 70D aa, 2000
FBgnl029296
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Date

Eetchum, 1999.11

Useful aneuploid aberrations
Attributed data  Information attributed to particwlar references.

20 Drec 00
Duplication: Dpcl OHES dinferred from cytology)

Cellular location Familiarify Breeds Confempt, 199211 * plasma membrane; GO:.0005886 ;, score == 277 8| inferred from electronic annotation

Process Fawiliqrity BreedsContempt, 199811 % traneport; GO0006210 ; score == 2776 | inferred from electronic annotation
Function Kefchum, 1999.11% transporter; GO0005215 | inferred from sequence similarity
Familiarify Breeds Confempt, 1999 11 * transporter, GO0005215 ; score == 517 | inferred from electronic annotation
Alleles +
Allele
Synibol CG31Es-
Class of gene wild-type generic
FlyBase ID FBalll03738
References
Other

FamiliatityBreedsContempt, 1999.11
[Armotations performed at the Celera Jamboreee ] [FET1 26705

[Annotations petformed at the Celera Jamborese.] [FEfll] 26677
Verstreken and Bellery, 20009 4
Archived. [FBAD131218

Das Spaghetti-Protein interagiert im yeast two-hybrid System mat ezner Reihe von

Komponenten, die an der Biosynthese in den Ribosomen betetligt sind

Die Sequenzen der interagierenden Partner "20", "13" und "22" sind identisch mit den Genen

CG13849, CG8615 und CG2957 von Drosophila melanogaster. Die Produkte dieser Gene spielen

eine Rolle in der Biosynthese der Ribosomen. So kodiert das Gen CG73849 fir ein Protein, das

Ahnlichkeit mit nucleoliren Proteinen von Homo sapiens, Mus musenlus and Schizosaccar besitzt.

FlyBase Report

Symhol
85 enetic
Awailahle reports

Genomic sequence analysis
Similar genes

Rep. DNA sequence
Rep.protein sequence
DNA/RNA sequences

Protein sequences

FlyBase ID
Date

Gene CG13849

D melano gaster gene CGI3 7915 reported here [t encodes a transcription factor which is a component of the nucleus . Similar sequences have been identified in Caenorhabdifis

elegans , Gallus gallus , Homo sapiens and Mus muscuius It has been gequenced and its amino acid sequence is also available. It has been mapped eyvtologically to 1912 . There are
no recorded mutant alleles, CGI 779 i3 discussed in 3 references | dated between 1999

CG13349

D4B1--2
Limits inferred from genome sequence

| Full veport ‘ Hee also Synopsis | GadFly ‘
| Alleles (1] | References ¢1) | Similar genes & Sequences (9) | Attribufed data (1) ‘

FBan0013849

Casnorhabdifis elegans K07C5 4 WE.CENS114

Homo sapiens 'nucleolar protein (KEE/D repeat)  gi5453794

Meus musculus 'BIK similar protein’'  EMBLAF0S3332 zi2006194

Saccharomyces cerevisine 3IK1  3GDIDLAND2PES

Schizosacchar ‘nucleolar protein involved in preRNA processing  EMBLALOS5216 protein id:CAAZIRIS gidl 60348

AFD0E73E, 226159 bp, DMA, 2000

SPTREMEL.QOVDI1, 470 aa, 2000

Accession, length, kind, year

AFD03T3E, 226159 bp, DNA, 2000
protein.A AF55003

Accession, length, year

SPTREMEBL-Q9VDI1, 470 aa, 2000

FBEgnO032064

10 Mow00
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Useful loid ah i Deeficiency: D3R (inferred from cytology), Duplication: Dp(3: 005413 (inferred from cytology)
Atiribwied data  Information attributed to particular references.
Cellular location FamiliarityBreedsContempt, 189911 % cytoskeleton; GO0005856 | score == 303 | inferred from electronic annotation

Process Familiaritp BreedsContempt, 1989.11 % transcription;, 300006350 ; score == 303 | inferred from electronic annotation
Alleles +

Allele

Symbhol CH13240

Class of gene wild-type generic

FlyBase ID FEalll 144625

References
Other

FamiliarityBreedsContempt, 1999.11
[Annotations performed at the Celera Jamboreee ] [FBrAl] 26705

FlyBase Report
Gene CG8615

D melanogaster gene CGESHT is reported here | It has been gequenced and its amino acid sequence is also available. It has been mapped cytologically to 4941-.2 . There are no
recorded mutant alleles

Syaihel CGEA15
Cyiogenetic #5ED.-10
Litits inferred from genome sequence
Available reports | Full report | Hee dlso Svnopsis | GadFly
| Alleles (1) | References (2] | Similar genes & Sequences (9) | Affributed dafa 2]
Gene product tibosomal protein L18
Function structural protein of ribogome;, GOO003735 | inferred from sequence similarity
Genomic sequence analysis FBan000861 5
Similar genes
Caenorhabdifis elegans 'similar to Eukatyotic ribosomal protein L1 EMBL:TO05E EMBELALDZ1493 protein id:CAAISIET gidEE1000
Homo sapiens 'tibosomal protein L18'  gid506607
Ifees muscudus Bplls MGTOE005
Raffus '603 RIBOSOMAL PROTEIN L18' SWPP12001 gi:132733
Saccharompees cerevisiae RPLIEA  SGDIDIO00S6E
Rep. DNA sequence AFO03559, 269325 bp, DHA, 2000
| Rep. protein sequence SPTREMBL.OOWES, 188 aa, 2000
DNARNA sequences Accession, length, kind year
AFO03559, 269525 bp, DHA, 2000
protein.A AFS0506
Protein sequences Arcession, length, year
SPTREMBL-OOVEZ, 128 aa, 2000
FlyBase ID FBgnl033753
Date 10 Maow 00

Useful aneuploid aberrations  Deficiency: DR3LIHAE (inferred from eytology), Duplication: Dp(3:3)b™ (inferred from cytology)
Attributed data  Information attributed to particular references.

Cellular location Familiarify Breeds Contempt, 199911 * cytosol, GOO003E20 ; score == 254 | inferred from electronic annotation,
tibosome, GO0005840 ; score == 412 | inferred from electronic annotation

Process Familiarify Breeds Confempt, 1999 11* organelle organization and biogenesis, GO0006996 , score == 2534 inferred from electronic annotation,
protein biogynthesis, 300006412 ; score == 412 | inferred from electronic annotation

Function Ashbrrner, 199911 % structural protein of ibosome; GO0003T35 | inferred from sequence similarity
Familiarify BreedsConfempt, 1299 11* structursl protein of ibosome; GO:0003735 ; score == 668 | inferred from electronic annotation

Alleles &

Allele

Symibel CGEA15

Class of gene wild-type genetic
FlyBase ID FBallll1467
References

Other

Aghbutner, 199011

[Annotations performed at the Celera JTamborese.] [FBrfl126651
FamiliarityBreedsContempt, 1999.11

[Armotations performed at the Celera Jamboreee ] [FET 26705
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FlyBase Report

Gene CGZ2957

D melanogaster gene CG2957 s reported here . [t encodes a stractural protein of shosome involved in protein biosynthesis which is a component of the tibosome . Similar sequences

have been identified in Caenorhabdifis elegans . It has been gequenced and its amino acid sequence is also available. It has been mapped cytologically to 84E1 . There are no recorded
mutant afleles. CG2257 is discussed in one reference | dating from 1099

Symhol Coa057
Cytogenetic 24F1
Limits computationafly determined from genome sequence between fiz and dsx
Available reports [ Ruil repart [ Fee also Synopsis | GadFly ‘

| Alleles (1] | References ¢1) | Similar genes & Sequences (5) | Attributed data (1) ‘
Genomic sequence analysis FEan0002057

Similar genes
Caenorhabdifis elegans FO8085 WP .CEDOL32
Rep. DNA sequence AFDOZETA, 257394 by, DMA, 2000
Rep.proiein sequence SETREMBL.OOVHYD, 322 aa 2001
DMNA/RNA sequences Accession, length, kind, pear
AFDOEETE, 257354 byp, DNA, 2000
protein.b A F541 57
Protein sequences Accession, length, year
SPTREMBL.OOVHYD, 322 aa, 2001
FlyBase ID FEgnO037529
Daie 20 Dec 00

H Useful aneuploid aherrations  Deficiency: DE3FIDT (inferred from eytology), Duplication: Dpi3. D1 (inferred from cytology)
Atitribuied data  Information attributed to patticular references.

Cellular location  Familiarifp Breeds Confempt, 199911 % mitochondrion; GO:0005739 ; score == 80.7 | inferred from electronic annotation,
tibosgome;, GO:0005840 ; score == 113.2 | infetred from electronic annotation

Process Familiarify Breeds Confempt, 18998.11% protein biosynthesic, GO:0006412 ; seore == 202.9 | inferred from electronic annotation

Function FamiliarityBreedsConfempt, 1999 11%: stractural protein of shosome; GOO003735 | seore == 256 4| inferred from electrondc annotation

Alleles + t
Allele

Symhol 05T

Class of gene wild-type genetic

FlyBase ID FBall113217

References

Other

FamiliarityBreedsContempt, 1999.11
[Annotations performed at the Celera Jamboreee.] [FEe126705

Zwei dhnliche Gene in der Fliege sind bereits bekannt: #nifly und Dnop5, welche beide an der
Prozessierung von rRNA beteiligt sind. Ein Verlust der Genfunktion im Falle von #znifly fithrt
zu Apoptose und Sterilitit. Das Gen CG8675 kodiert fur das ribosomale Protein 118, einem
Strukturprotein der 60S-Untereinheit der eukaryotischen Ribosomen. Das Gen CG2957 kodiert

ebenfalls fur ein Strukturprotein der Ribosomen.

Das Spaghetti-Protein benotigt Jur Interaktion im yeast two-hybrid System seine TPR-
Domidine fiir die Produkte der Gene hsp83, CG8615, CG2957 und CG13849, es benitigt diese
Domdine jedoch nicht fiir die Gene CGS792, CG3168 und emc

Die im yeast two-hybrid System gefundenen pAD-X-Vektoren wurden nicht nur mit dem pDNA-
BD-spaghetti-Vektor auf Interaktion hin geprift, es wurde ebenfalls der pDNA-BD-
spaghettiANTPR-Vektor verwendet. Die Abbildungen 43 zeigt, dass zur Interaktion zwischen
Hsp90 und Spaghetti-Protein die TPR-Domine benétigt wird. Fur die Interaktion mit dem
Produkt des Gens CG5792 wird diese Domine jedoch nicht bendtigt.
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&
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Abb. 43 Das Hsp90-Protein benitigt zur Interaktion im yeast two-hybrid System die TPR-Domine des Spaghetti-Proteins. Das
Produkt des Gens 5792 benitigt diese Domiinen hingegen nicht. Hefe wurde mit den folgenden Kombination transformiert: pAD-
CG5792-V ektor und pDNA-BD-spaghettiATPRG bzww. pDNA-BD-spaghettiATPRY; pAD-hsp83-1ektor und pDNA-
BD-spaghettiATPRG  bzw. pDNA-BD-spaghettiATPRY. Die Kolonien wurden auf SD-Len/-Trp-und SD-Len/-Trp/-His-
Platten getropft. Nur die Kombination pAD-CG5792-1 ektor und pDNA-BD-spaghettiATPRY, transformiert in Hefe, konnte
auf SD-Len/-Trp/-His-Platten wachsen. Diese Kolonien zeigten ebenfalls eine Blaufirbung nach einem Filterabklatsch mit
anschliefender X-Gal-Firbung. (+) Positivkontrollen. (5/5) Positivkontrollen. (0) Negativkontrollen. Das Konstrukt pDNA-
BD-spaghettiATPRG funktionierte nicht.

Abbildung 44 zeigt, dass fiir die Interaktion des Spaghetti-Proteins mit den Produkten der Gene
CG8615 und eme die TPR-Domine nicht benétigt wird.
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Abb. 44 Das Eme-Protein, wie auch das Produkt des GensCG3168 bendtigen ur Interaktion im yeast two-hybrid System nicht

die TPR-Domdine des Spaghetti-Proteins (Erlauternungen in Abbildung 43 und im Text).

Ebenfalls kann eine sehr geringe Interaktionsstirke nach der X-Gal-Firbung des Filters

beobachtet werden. Das eme-Gen wurde in keinem yeast two-hybrid screen  als interagierender

Partner gefunden. Eine personliche Mitteilung von Garcia-Bellido und der von ihm geduBerten

Vermutung einer moglichen genetische Interaktion von /2)&72707- und eme Mutanten

veranlassten mich zu diesen Nachforschungen. Aufgrund der geringen Blaufirbung des

Filterabklatschs wurde ein sensitiverer Flissigtest durchgefiihrt, dessen Ergebnisse in Abbildung

45 zu sehen sind.

70



Ergebnisse

Quantifizierung der Beta-Gal Aktivitat der Assoziation
von Spaghetti-Protein und Emc-Protein im yeast two-
hybrid System

Negativko ntrolle

"5"-Kontrolle

pBD-pADemc

pBDs pag-pADemc

0 20 40 60 80

‘ O Zweite Messung B Erste Messung ‘

Abb. 45 Messung der relativen Assoziationsstarke wischen dem  Spaghetti-Protein und dem  Eme-Protein. Es wurden
Hefekulturen kultiviert, die die Kombination pDN.A-BD-spaghetti-1ektor und pAD-eme tragen. Die Proteine dieser Kulturen,
sowie Proteine von Positiv-und Negativ-Kontrollen wurden anschlieffend einem Fliissigkultur-Test mit ONPG als Substrat
unterzogen. Die anschlieffende Farbreaktion wurde mit Hilfe eines Spektrometers gemessen und grafisch dargestellt. (,,5 ““Kontrolle)
ist Positivkontrolle. (+) ist stirkere Positivkontrolle. (pBD-pADenc) ist der ,leere” pDNA-BD-Vektor in Kombination mit
pAD-eme. (pBDspag-pADemc) ist der pPDINA-BD-spaghetti-1V ektor in Kombination mit dem pAD-eme-V ektor.

Hier wurde mit Hilfe mehrerer Messreihen die relative Assoziationsstitke von
Negativkontrollen, Positivkontrollen und der Interaktion des Spag-Proteins mit dem EMC-
Protein aufgenommen. Die relative Assoziationsstirke liegt tiber der der Negativkontrolle, ist

jedoch deutlich geringer als die der Positivkontrollen.
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Nachweis der Interaktion des Spaghetti-Proteins mit dem Hsp90-Protein, dem EMC-Protein
und dem CGJI792-Protein mit Hilfe des Glutathion-S-Tranferase Gen-Fusionssystems

Die Ergebnisse, die durch das yeast two-hybrid Systems in vivo gewonnen worden sind, wurden mit
Hilfe des Glutathion-S-Tranferase Gen-Fusionssystems biochemisch 7z witro geprift. Dieses
System beruht auf dem Glutathion-S-Transferase-Gen (GST) von Schistosoma japonicum, welches
als Gen bzw. als Genfragment in spezielle Vektoren kloniert wurde. Diese sogenannten pGEX-
Plasmide (Pharmacia) sind so konstruiert, dass das GST-Gen mit dem angehingten Gen mit
Hilfe von IPTG (Lactose-Analog: isgpropyl B-thiogalactosid) induziert werden kann. Dadurch
konnen Fusionsproteine in speziellen E. co/i Zellen (BL21, Stratagene) in sehr hohen Mengen

hergestellt werden.

Es wurden die Fragmente der im yeast #wo-hybrid System gefundenen pAD-hsp83”"" pAD-
CG5792 sowie das znsert von pBluescript-enzc (mit freundlicher Genehmigung von Garcia-
Bellido) mit Hilfe einer Restriktionsdoppelverdauung (EwRI / Xhol) isoliert und anschlieBend in
den gleichermallen geschnittenen wund dephosphorylierten pGEX4T1-Vektor kloniert.
Abbildung 46A zeigt ein 1%iges Agarosegel, auf dem DNA der jeweiligen Konstrukte nach
ciner Restriktionsdoppelverdauung mit EwRI / Xhol sepatiert und mit Hilfe von

Ethidiumbromid sichtbar gemacht wurde.
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A

Abb. 46 Die Herstellung der GST-Hsp90-und GS'T-eme-Fusionsproteine fiir den Glutathion-in vitro Bindungstest. (A) zeigt ein
1%  Agarosegel, auf dem die inserts der verschiedenen pGEXA4TT-Vektoren zu  seben sind. Mit Hilfe einer
Restriktionsdoppelverdanung miit EcoRI und Xhol wurden die inserts von (gelbes Dreieck) eme, (griines Dreieck) CG5792 und
(blanes Dreieck) Hsp90 berausgeschnitten und anf dem Gel aufgetrennt. Das rote Dreieck markiert die Bande des pGEX4TT-
Vektors. Die DNA wurde mit Hilfe von Ethidiumbromid gefirbt. Marker ist A-DINA, geschnitten mit HindIIL. (B) zeigt ein
mit Coomassie-Blan gefarbtes Polyacrylamidgel anf dem die Fusionsproteine (Hsp90) GST-Hsp90 und (Eme) GST-EMC zu
sehen sind (weitere Erlanternngen im Text).

Das rote Dreieck markiert die Bande fir den ca. 4,9kb groflen pGEX4T1-Vektor, das gelbe
Dreieck zeigt die korrekt grof3e ene-Bande, das gelbe Dreieck zeigt eine Bande mit der korrekten
GroBe fur CG5792 und das blaue Dreieck die Bande mit der erwarteten Gro3e fiir das Teilstick
der hsp83-DNA.

Abbildung 46B zeigt SDS-Polyacryamidgele, die mit Coomasie-Blau gefirbt wurden. Auf dem
linken Gel kann in der Spur "Hsp90" das GST-HSP90°>"""-Fusionsprotein erkannt werden, das
durch Induktion des pGEX4T1-hp83”7"-Vektors in BL.21-Zellen mit IPTG induziert wurde.
Es besitzt eine GroBie von ca. 40kDa. In der Spur "GST" ist die Negativkontrolle, nimlich nur
das GST-Protein mit einer Grole von ca. 26kDa zu sehen. Die anderen Spuren, "CG5792" und
"CG3168", zeigen kein Fusionsprotein. Das rechte Gel zeigt das ca. 45kDa grofie GST-Emc-

Fusionsprotein in der "Emc"-Spur.
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Abbildung 47A zeigt eine schematische Ubersicht tiber die in Abb. 47B bis 47E verwendeten
Proteine: das 534 Aminosduren grof3e Spaghetti-Protein mit seinen drei TPR-Motiven (schwarze
Balken), das 432 (534-3x34) Aminosiuren grofle SpaghetiATPR-Deletionsprotein, das 717
Aminosiuren groBe Hsp90-Protein von Drusophila  melanogaster, das  GST-Hsp90™ ™"
Fusionsprotein, welches ein Fusionsprotein aus GST und dem im yeast fwo-hybrid System
gefundenen C-terminalen Bereich des Hsp90-Proteins darstellt, sowie das GST-Emc-

Fusionsprotein.

GST- HSP90 GST -

GST-Emc  GST-[ |

15 ¥

GST-Eme

GST-HSP20

GST
GST

Abb. 47 Die GST-Hsp90-und GST-Eme-Fusionsproteine binden an das vollstindige Spaghetti-Protein. (A) zeigt die fiir diesen
Test verwendeten Proteine (Erlauterung im Text). (B) und (D) zeigen Autoradiogramme von den (C) und (E) Ponceau S geféirbten
Polyacrylamidgelen. Radioaktiv markierte Spaghetti-bzw SpaghettiATPR-Proteine wurden mit den GST-Hsp90-bzmw. GST-Eme-
Proteinen inkubiert. Nach intensiven Waschen dieses Ansatzes, wurde das Proteingemisch anf einem Polyacrylamidgel separiert. Die
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radioaktiven Spaghetti-Proteine sind nur dann nachzuweisen, wenn sie an den GS'T-Fusionsproteinen gebunden werden. Nur das
vollstandige Spaghetti-Protein kann mit den GST-Fusionsproteinen interagieren (Spuren mit dem roten Stern), nicht jedoch mit dem
GST-Protein. Das SpaghettiATPR-Protein kann weder mit den GST-Fusionsproteinen noch niit dem GST-Protein interagieren
(weitere Erlanterungen im Text).

Abbildung 47B zeigt einen exponierten Rontgenfilm, auf dem das radioaktiv markierte
Spaghetti-Protein an das GST-Hsp90°*"""-Fusionsprotein gebunden hat (Spur: GST-HSP90 /
*S-Spag, roter Stern), das TPR-Domine lose radioaktive SpaghettiATPR-Protein band jedoch
nicht (GST-HSP90 / *S-SpagATPR). Die beiden nichsten Spuren sollen demonstrieren, dass
weder das Spaghetti-Protein, noch das TPR-lose Spaghetti-Protein an das GST-Protein selbst
binden kann (Spuren: GST / *S-Spag bzw. GST / *S-SpagATPR). Die letzten beiden Spuren
zeigen die beiden radioaktiv markierten Spaghetti-Protein-Varianten (Spaghetti: ca. 70kDa;
SpaghettiATPR ca. 55kDa). Abbildung 47C zeigt die Membran, mit der der Roéntgenfilm von (B)
exponiert wurde, gefirbt mit Ponceau-S Rot. Die Spuren GST-HSP90 / 35S—Spag und GST-
HSP90 / *S-SpagATPR zeigen das GST-HSP90 Fusionsprotein, die Spuren GST / *S-Spag
und GST / S-SpagATPR zeigen das GST-Protein selbst. Die radioaktiv markierten Spaghetti-

Protein-Varianten sind in ihrer Konzentration zu gering, um als Protein sichtbar zu sein.

Die Abbildungen 47D und 47E stellen den gleichen Sachverhalt fiir das Emc-Protein dar, auch
hier benétigt das GST-Emc-Fusionsprotein das komplette Spaghetti-Protein. HSP90 / **S-Spag

und GST-HSP90 / *S-SpagATPR zeigen das GST-HSP90 Fusionsprotein, die Spuren GST /
¥S-Spag und GST / *S-SpagATPR zeigen das GST-Protein selbst.

Abbildung 48A zeigt eine 7 vitro-Translation des im yeast #wo-hybrid System gefundenen Gens
CG5792.
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Abb. 48 Das GST-CG5792-Fusionsprotein bindet nur an das komplette Spaghetti-Protein. (A) zeigt das radioaktiv markierte
CG5792-Protein, das mit Hilfe einer in vitro Translation erzeugt wurde (weiter Erliuterungen im Text). Zu (B) und (C) siehe
Erklarung in Abbildung 47 und im Text.

Sinn und Zweck dieses Versuchs war sicher zu gehen, ob die gefundene DNA tatsidchlich ein
offenes Leseraster (ORF) hat. Hierzu wurde die im yeast two-hybrid System isolierte DNA aus
dem pAD-Vektor herausgeschnitten und in einen pBluescript-Vektor subkloniert. Dieser Vektor
besitzt zwei Promotoren zur iz vitro-Transkription oder in vitro-Translation (I7 bzw. T3) Die
Spur PS-CG5792 zeigt deutlich eine Bande in der zu erwartenden Héhe von ca. 45kDa, die
durch 7z vitro-Translation mit Hilfe des T7-Promotors erzeugt und anschlieBend auf einem
12%igen SDS-Gel sepatiert wurde. Die Negativkontrolle, mit dem T3-Promoter erzeugt, zeigte

keine Bande (Spur: Kontrolle).

Die Abbildung 48B und 48C demonstrieren, wie schon fiir Abbildung 47C bis 47E erldutert, die
Bindung des Spaghetti-Proteins mit der TPR-Domine an das GST-CG5792-Fusionsprotein
(Spur: GST-CG5792 / *S-Spag, roter Stern). Dieses Ergebnis entspricht nicht den 4 vivo im yeast
two-hybrid System gefundenen Ergebnissen. Dort waren beide Spaghetti-Varianten in der Lage,

mit dem von CG5792 kodierten Protein zu interagieren. Hierfir gibt es zwei mogliche
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Erklarungen: (1) das zusitzliche GST-Protein verindert die Konformation des GST-CG5792-
Fusionsproteins in einer solchen Weise, dass zwar das Spaghetti-Protein mit der TPR-Domine
noch binden kann, die TPR-lose Variante jedoch nicht; (2) die TPR-lose Variante erfahrt im yeast
two-hybrid System einen bestimmten Faltungszustand, da es sich hierbei um ein 7 wivo-System
handelt, welche es im 7z vitro GST-Bindungssystem nicht erhalten kann. Das Spaghetti-Protein
mit der TPR-Domaine scheint auch 7z vifro noch in der Lage zu sein, an die Partnerproteine zu

binden.
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Die homozygoten /(2)k12101-Larven sterben als iiberalte Drittlarvenstadien und zeigen
atrophische Imaginalscheiben und melanotische (Pseudo-) Tumore

Der Fliegenstamm /2)k72707 wurde im Zuge eines P-Element-Mutagenese-Experiments
isoliert. Dieses Experiment wurde 1993 in Ungarn von der Arbeitsgruppe Kiss mit dem Ziel
durchgefithrt, Tumorsuppressorgene zu mutieren, den Phidnotyp zu analysieren und das
betroffene Gen zu identifizieren (T6r6k ef al, 1993). Der Fliegenstamm /2)&712107 wurde
daraufthin in die folgenden, von den Autoren definierten Phinotypklassen eingeordnet: (1) in die
"small-disc"-Klasse, aufgrund der sehr kleinen Imaginalscheiben und (2) in die "aberrant
immune response (air)"-Klasse, aufgrund der melanotischen (Pseudo-) Tumore, welche die

Autoren mit einer Autoimmunreaktion gegen kdrpereigenes abnormales Gewebe erkliren.

Der Fliegenstock /(2)£712107 wurde zunichst isogenisiert, um sekundire Mutationen, welche die
P-Element induzierte Mutation modifizieren konnten, zu eliminieren. Diese P-Element
induzierte Mutation wurde auf FRT-Chromosomen zur Herstellung von genetischen Mosaiken
rekombiniert. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der Phinotyp homozygoter Larven des
Ursprungsstamms von 1993 als auch der des nach Isogenisierung des zweiten Chromosoms
hergestellten FRT-P{/acW'}spag/k12101]-Stamms analysiert. In den mutierten Tieren wurde die
Morphologie der winzigen Imaginalscheiben analysiert. Es konnte in den Imaginalscheiben ein
nach wie vor einschichtiges Zellepithel erkannt werden, das jedoch eine abnormale Form besitzt.
Dieses Zellepithel zeigt weder die normale GréB3e, noch ist es in den normalen palisadenartigen
Strukturen organisiert. Die Zellen scheinen sich partiell zu iberlappen. Mit Hilfe einer
Kernfirbung konnten derbe basale Schichten von F-Aktin erkannt werden. Die Struktur der
Imaginalscheiben ist nicht mehr vorhanden, so dass eine individuelle Identifizierung der
unterschiedlichen Imaginalscheiben sehr schwierig ist. Mit Hilfe von z sitv-Firbungen ganzer
Larven mit Hilfe des headease”-lacZ Allels konnten die einzelnen Imaginalscheiben identifiziert
werden. Nach erfolgter Priparation dieser Imaginalscheiben ist eine Zuordnung jedoch kaum

noch moglich.

Die Imaginalscheiben der homozygoten Larven von 1(2)k12101 geigen Apoptose und
anschlieflend eine partielle Kompensation der durch Apoptose eliminierten Zellen

Im Vergleich zu Imaginalscheiben des Wildtyps zeigen die Imaginalscheiben der Mutante eine
deutlich héhere Anzahl von Acridinorange-positiven Zellen, was ein Hinweis auf tibermiBigen
Zelltod sein konnte. Diese Zellen sind im TUNEL-,assay” ebenfalls positiv, woraus die

Schlussfolgerung gezogen wurde, dass es sich hiertbei um Apoptose handelt. In den
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Imaginalscheiben des Wildtyps konnten so gut wie keine TUNEL-positiven Zellen gefunden
werden. Erstaunlicherweise werden die apoptotischen Imaginalscheiben der Mutante nicht
durch Himozyten (Makrophagen) eliminiert. Daher miisste es einen Mechanismus zur
Kompensation der durch Zelltod eliminierten Zellen geben, der durch vermehrte Zellteilungen
versucht, die GréBe der Imaginalscheiben aufrecht zu erhalten. In nicht zu alten homozygoten
Larven der Mutante konnten in der Tat Zeichen einer vermehrten Zellteilung gefunden werden,
was Firbungen mit dem Mitosemarker Phospho-Histon3 belegen. In sehr alten Mutantenlarven
scheinen die Imaginalscheiben aus entkernten Zellen zu bestehen (,,ghostcells®). Daraus wurde
die Schlussfolgerung gezogen, dass die Imaginalscheiben nicht komplett apoptotisch sind, da sie
sonst von den Hidmozyten phagozytiert werden und daher abwesend sein missten. Diese
Beobachtung koénnte ebenfalls einen Defekt in den hdmatopoietischen Organen der Mutante

reflektieren, in denen die Himozyten hergestellt werden.

Die ektopische Expression des antiapototischen Proteins p35 kann die Apoptose nur zu einen

geringen Teil verhindern.

Die Analyse der genetischen Mosaike von /2)k72107 zeigt, dass die Zellen innerhalb einer
bestimmten Periode ihrer Entwicklung das Spag-Protein benétigen. Die Induktion von spag-
Klonen innerhalb einer bestimmten Zeit filhrt zum Zelltod, der sich durch den Verlust von
Regionen in der Kutikula der adulten Mosaikfliegen bemerkbar macht. Die FLP/ FRT-Technik
besitzt den Nachteil, dass innerhalb einer Imaginalscheibe mehrere Klone zugleich generiert
werden. Die frithe Expression der FLP-Rekombinase wihrend der Entwicklung der Fliege
bewirkt, dass die Entwicklung der Mosaiktiere nicht beendet werden kann. Sie sterben als
Puppen mit multiplen Defekten in Kopf, Thorax und Fligeln. Die Induktion von spag-Klonen
zu einem spiteren Zeitpunkt erzeugt gro3e Defekte mit fehlenden Regionen der Kutikula oder
der Fliigel. Jedoch koénnen mutierte (markierte) spag-Zellen an den Grenzen der (fehlenden) spag
-Klone gefunden werden. Schlief3lich erlaubt die Induktion von spag-Klonen zu einem noch
spateren Zeitpunkt eine nahezu normale Entwicklung der Klone. Mit Hilfe dieser Analyse
konnte ein Zeitfenster bestimmt werden, in dem das spaghesti-Gen wihrend der Entwicklung

bend6tigt wird (0-96h).

Die Inaktivierung von anderen Genen (z.B. vestigial) bewirkt eine partielle oder komplette
Deletion ganzer Organen, insbesondere der Flugel (van de Bor ez 4/, 2000). Dieses Verhalten
konnte bei $pag-Klonen niemals beobachtet werden. Das bedeutet, dass es einen Mechanismus
zur Kompensation durch Zellproliferation geben koénnte. Die Vermutung der Kompensation

durch Zellproliferation wurde Gberprift, und in der Tat konnte an den Flanken der fehlenden
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Regionen von spag-Klonen eine erhohte Anzahl proliferierender Zellen gefunden werden.
Jedoch konnte niemals eine solch hohe Rate der Zellproliferation beobachtet werden, die die
tehlenden Zellen der spag-Klone kompensieren kénnte. In spit induzierten spag-Klonen konnte
keine erhohte Zellproliferation festgestellt werden, da die spag-Klone ab diesem Zeitpunkt
Uberleben kénnen. Die Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass die Rate des Zelltods
in keinem Fall durch die erhéhte Zellproliferation kompensiert werden kann. Im Vergleich zum
Verhalten von genetischen Mosaiken anderer mutierter Gene wiirde das bedeuten, dass die spag-
Klone sich zunichst normal teilen kénnen. Wenn jedoch eine kritische Konzentrationsschwelle
des Proteins (durch die Verdinnung des noch vorhandenen Proteins wihrend der ersten
Zellteilungen der induzierten Klone) unterschritten wird, sterben diese Zellen, wobei das
benachbarte (Wildtyp)-Gewebe nicht in der Lage ist diesen Verlust zu kompensieren. In den
genetischen Mosaiken sind die Hidmozyten iberwiegend vom Wildtyp (heterozygot) und
konnen daher die spag-sterbenden Zellen eliminieren. In spag-Mutanten hingegen sind die
Himozyten ebenfalls mutiert und daher mdéglicherweise nicht in der Lage, die spag-Klone zu
eliminieren. Dies konnte erkliren, warum in alten mutierten Larven kernlose Imaginalscheiben
gefunden werden konnen, hingegen in den genetischen Mosaiken nicht einmal in groflen
Arealen von spag-sterbenden Zellen spag-Zellen gefunden werden koénnen. Diese spag-

sterbenden Zellen werden offensichtlich sofort von den heterozygoten Himozyten eliminiert.

In eciner Arbeit von Milan ¢ a4/, 1997, konnte nach Induktion von Zelltod in den
Expressionsmustern von ez und sfg ein starker Anstieg von Zellteilungen beobachtet werden.
Doch nicht nur die Induktion von Zelltod zeigt einen anschlieBenden kompensatorischen
Effekt durch vermehrte Zellproliferationen. Bestimmte Mutationen der Gene ex (er'), dpp (dpp”),
Chx (Chx"y und bx (bx’") verursachen ebenso einen vermehrten Zelltod (Milan ez al, 1997),
dem eine anschlieBende Kompensation folgt. Diese Aktivitit kann dadurch erklirt werden, dass
der Verlust von Zellen durch Apoptose auch einen Verlust von inhibitorischen Zell- zu

Zellkontakten darstellt.

Das  Spag-Protein  liegt in  Embryonen  phosphoryliert  vor, was  durch
Dephosphorylierungsexperimente  gezeigt  werden  konnte.  Die  Funktion  dieser
Phosphorylierung ist bislang unklar. Vergleichende Untersuchungen an Proteinextrakten von
S2-Zellen (Drosophila melanogaster-Zellkultur), Embryonen und Larven zeigte, dass das Spag-
Protein wihrend der Embryonalentwicklung eine Modifikation erfihrt, da es in der SDS-PAGE
eine andere Mobilitit im Gel besitzt. Analyse der Aminosiuresequenz mit dem ISREC-
Programm (http://www.expasy.com) ergab 31 putative Phosphorylierungsstellen, und in der

Tat konnte die Mobilitit des Proteins durch Behandlung mit konzentrierter alkalischer
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Phosphatase verindert werden. Ob das Spag-Protein ausschlieflich durch Phosphorylierung

modifiziert wird, kann hiermit jedoch nicht nachgewiesen werden.

Das Spaghetti-Protein ist auch im Zellkern nachweisbar

Es wurden zwei Analysen durchgefithrt, um die Funktion des Spag-Proteins biochemisch zu
untersuchen. Die erste Analyse beschiftigt sich mit der interzellularen Lokalisierung des Spag-
Proteins. Hierzu wurden Immunfluoreszenzfirbungen von Embryonen fiir das Spag-Protein,
fir DNA und fiir Lamin durchgefithrt. Es konnte gezeigt werden, dass das Spag-Protein sowohl
im Zytoplasma, als auch in den Kernen nachweisbar ist. Interessanterweise akkumuliert das
Spag-Protein an der Kernlamina wihrend der Interphase der syncytialen Kernteilungen. Ab der
vierzehnten Zellteilung jedoch ist das Spag-Protein gleichmilBig im Zytoplasma wie auch im
Kern verteilt. Wihrend der Gastrulation kann eine deutliche Akkumulierung des Spag-Proteins
in den Kernen der posterioren Rudimente des Mitteldarms beobachtet werden, wo hingegen in
den anderen Geweben das Spag-Protein tberwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist. Die
Lokalisierung des Spag-Proteins im Kern kann durch die Beobachtung von Kolokalisierungen
des Spag-Proteins mit Teilen des Chromatins wie auch mit Lamin in der konfokalen
Laserscanningmikroskopie bestitigt werden. Ebenso konnten biochemische Untersuchungen
von embryonalen Kernextrakten zeigen, dass auch hier das Spag-Protein im Kern gefunden

werden kann.

Wihrend der Oogenese und der Spermatogenese kann das Spag-Protein in den somatischen
Zellen gefunden werden. Es konnte keine Expression des Proteins in den Zellen der Keimbahn
gefunden werden. Der zweite interessante Aspekt der Expression des Spag-Proteins zeigt sich in
den Follikelzellen. Wihrend der frihen Oogenese kann im Germarium und in etwas dlteren
Eikammern das Spag-Protein in nahezu allen Follikelzellen nachgewiesen werden. In den
spateren Eikammern ist das Protein nur noch in einem geringen Teil dieser Zellen und
letztendlich nur noch in den Follikelzellen tber der Oocyte nachweisbar. Interessanterweise
kann das Spag-Protein nur auf einer Seite der Follikelzellen erkannt werden, vorzugsweise auf
der anterioren Seite. Die Funktion dieser Verteilung ist bisher unbekannt. Ublicherweise sind die
Proteine, welche in den Follikelzellen exprimiert werden, ubiquitir verteilt. Es gibt einige
Beispiele von Proteinen, die in nur einer bestimmten Untergruppe von Follikelzellen, ,,border*-
Zellen und posterioren Zellen exprimiert sind. Jedoch konnte nur fur das NAP-1 Protein ein
solches stochastisches Verteilungsmuster gefunden werden, das dem des Spag-Proteins dhnelt.
Im Unterschied zur apikolateralen Lokalisierung des Spag-Proteins auf einer Seite der
Plasmamembran zeigt das NAP-1 Protein ecine gleichmiflige Verteilung im Zytoplasma

bestimmter Follikelzellen. Was koénnte die Funktion dieser polarisierten und auf bestimmte
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Follikelzellen beschrinkten Expression des Spag-Proteins sein? Hieriber koénnen nur
spekulative Interpretationen gemacht werden. Die Art der Verteilung des Proteins konnte mit
ciner moglichen Chaperon-Aktivitit in nur bestimmten Zellen verbunden sein. Das Spag-
Protein konnte in diesen bestimmten Zellen an dem Zusammenbau von Rezeptoren, welche fur

Signaltransduktionsvorginge benétigt werden, beteiligt sein.

Ektopische Expression des Spaghetti-Proteins mit Hilfe der UAS/ GAL4-Methode eigt
einen gevingen Effeket auf die Entwicklung der Taufliege

Es wurden transgene Fliegen hergestellt, die ein UAS-FLLAG-Spaghetti-Konstrukt tragen. Dieses
Konstrukt wurde mit Hilfe verschiedener GAL4-Quellen exprimiert und der Effekt auf die
Entwicklung der Fliege beobachtet. Es konnte das ektopische, FLAG-markierte Protein im
Proteinextrakt der entsprechenden Tiere nachgewiesen werden. Ebenso wurden
Immunfluoreszenzfirbungen mit einem anti-FLAG-Antikérper durchgeftihrt. Das ektopische
Protein verhielt sich hierbei wie sein endogenes Gegenstiick: es ist in den Imaginalscheiben im

Zytoplasma exprimiert und, im Falle von polyploidem Gewebe, im Kern nachweisbar.

Trotz der relativ hohen Menge des ektopischen Proteins sind die Auswirkungen auf die
Entwicklung der Fliege minimal. Die Imagines zeigten Abnormalititen der scutellaren
Makrochaeten auf dem Thorax sowie Extravenen auf den Fligeln. Dieser Effekt konnte durch
die Verwendung verschiedener GAL4-Quellen intensiviert oder abgeschwicht werden, je nach
dem durch die GAL4-Quelle definierten Zeitpunkt der GAL4-Protein-Translation. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass diese Effekte tatsichlich durch die ektopische Expression des
FLAG-Spaghetti-Proteins hervorgerufen wurden und nicht unspezifische Effekte sind. Uber die
Funktionsweise des Spaghetti-Proteins kann nur insofern eine Aussage gemacht werden, als dass
die ektopische Expression des Proteins (1) keine Letalitit hervorruft und (2) eine Verdnderung
der Organisation des Zytoskellets bestimmter Zellen verursacht. Diese Aussage ist durch die
Ergebnisse der genetischen Mosaike, in denen ebenfalls deutliche Verinderungen in Zellform

und Zelldifferenzierung gefunden wurden, bestitigt.

Das Spaghetti-Protein interagiert tm yeast two-hybrid System mit dem Hsp90-Protein und
den Produkten der Gene CGS792, CG3168, CG13849, CG8615 und CG2957

Das Spag-Protein interagiert mit dem Hsp90-Protein im yeast two-hybrid System (nachzulesen in
meiner Diplomarbeit von 1998). Das Hsp90-Protein ist an nahezu allen zelluliren Prozessen
beteiligt, wie z.B. Protein-Transport, Signal-Transduktion, DNA-Replikation und Protein-
Synthese (Hartl ¢ al., 1996).
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Diese Analyse des Spag-Proteins wurde mit neueren Systemen fortgesetzt. Im Zuge dieser
Forschung konnten zwei grofle Gruppen von mit dem Spag-Protein interagierenden Proteinen
identifiziert werden. Das Hsp90-Protein und eine neues Protein mit bislang unbekannter
Funktion. Das ihm zugehorige Gen (CG5792) ist auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms
lokalisiert (33F2-3) und besitzt Homologe in anderen Spezies (Caenorhabditis elegans, Dictyostelinm
discoidenm und Saccharomyces cerevisiae). Es kodiert fiir zwei splicosomale Isoformen (355AA und
1056AA), welche eine sog. ,,TonB-dependend-receptor“-Domaine (in beiden Proteinen von
Aminosaure 52 bis 59) besitzen. In E. co/i interagiert das TonB-Protein mit dulleren Membran-
Rezeptor-Proteinen, welche am Transport von Substraten in den periplasmatischen Raum
verantwortlich sind. In Abwesenheit des TonB-Proteins koénnen die dulleren Membran-
Rezeptor-Proteine zwar ihr Substrat binden, es jedoch nicht ins Innere transportieren. Weitere
bekannte Proteine in Drosophila, welche ebenfalls diese Domine besitzen, sind die kleinen
Hitzeschockproteine Hsp23, Hsp26 und Hsp27 und weitere Proteine, die an ,,chaperoning®-
Prozessen beteiligt sind (CG7409, Ogh).

Mit Hilfe des yeast two-hybrid Systems sowie des GST-in vitro-Bindungssystems konnte gezeigt
werden, dass das Spag-Protein zur Bindung des Hsp90-Proteins die TPR-Domaine bendtigt.
Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da in vielen Publikationen bereits die TPR-
Dominen abhingige Bindung von Hsp90 an TPR-Proteine beschrieben wurde (Scheufler ez a/,
2000). Das neu gefundene TonB-Protein benétigt zur Bindung an das Spag-Protein die TPR-
Domine hingegen im yeast two-hybrid System nicht. Im GST-iz vitro-Bindungssystems konnte
diese Ergebnis nicht bestitigt werden, was auf unzureichende Faltung des TPR-losen Spag-

Proteins im 7 vitro-System zurtickgeftihrt wurde.

Im yeast two-hybrid System konnten vier weitere, neue mit dem Spag-Protein interagierende,
Proteine isoliert werden, jedoch nur in geringer Anzahl. Das konnte bedeuten, dass diese Protein
relativ selten vorkommen. Die mogliche Funktion eines dieser Proteine kénnte der Transport
von Substrat von der Plasmamembran zum Kern sein. Die verbliebenen drei Proteine scheinen

alle eine Rolle in der ribosomalen Biosynthese zu spielen.

Zu den seltenen, mit dem Spag-Protein interagierenden Partner-Proteinen gehort das Produkt
des Gens CG3766, einem vermutlichen Transporter, der in der Plasmamembran sitzt. Auch hier
konnten Homologe in anderen Spezies (C. elegans, Homo sapiens, M. musculus, S. cerevisiae und R.
norvegicus) gefunden werden. Das Gen ist in der chromosomalen Region 6C9-10 auf dem X-
Chromosom lokalisiert. Ein weiterer, mit dem Spag-Protein interagierender Partner wurde als

Produkt des Gens CG73849 identifiziert, einem vermutlichen Transkriptionsfaktor, der an dem
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Prozessieren von pra-rRNA beteiligt zu sein scheint. Auch hier konnten Homologe in anderen
Spezies gefunden werden (C. elegans, G. gallus, H. sapiens und M. muscullus). Das Gen kartiert auf
dem dritten Chromosom an Position 94B1-2. Ein weiterer, mit dem Spag-Protein
interagierenden Partner wurde als Produkt des Gens CG8675 identifiziert, ein ribosomales
Protein (L18), welches ebenfalls in C. elegans, H. sapiens, M. muscullus, R. norvegicus und S. cerevisiae
als Homolog existiert. Den Abschluss der mit dem Spag-Protein interagierenden Proteine bildet
das Produkt des Gens CG2957, welches wahrscheinlich ein Strukturprotein der Ribosomen ist.
Hier konnte ein Homolog in C. elegans identifiziert werden. Das Gen kartiert auf dem dritten
Chromosom an der Position 84E1. Interessanterweise sind die letzten drei genannten Gene an
der Biogenese der Ribosomen beteiligt. In einer Arbeit von Giordano ef al., 1999, wird tGber eine
Mutation in einem Gen namens #nifly berichtet, welches eine zentrale Rolle an der ribosomalen
RNA-Prozessierung spielt. Ein Verlust der Genfunktion fiihrt hierbei, wenn kein mznzfly-Protein
translatiert wird, zur Letalitit und wenn Protein in nur geringer Menge vorhanden ist, zur
Apoptose (Giordano e al., 1999). Es wurden Kreuzungen zwischen den Mutanten dieser Fliegen
und /(2)&k712707-Mutante angesetzt, um eine genetische Interaktion aufzuzeigen. Eine signifikante

Interaktion konnte jedoch nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Um die im yeast two-hybrid System gefundene, und im GST-Bindungstest bestitigte, Interaktion
zwischen dem Spag-Protein und dem Hsp90-Protein in der Fliege niher zu untersuchen,
wurden umfangreiche Kreuzungen zwischen Fliegen mit einem mutierten Asp83-Allel und
Fliegen mit einem mutierten spaghetri-Allel verpaart. Es konnen so dosisabhingige Effekte
analysiert werden. Obwohl in einigen Kreuzungen ein deutlicher abnormaler Phinotyp zu sehen
war, der dem glich, der in den genetischen Mosaiken zu sehen war, waren diese Ergebnisse nicht
reproduzierbar. Der Grund hierfiir liegt mutmallich an dem Phinotyp der Ahsp§3-
Parentalstimme an sich. Wie in einer Arbeit von Rutherford ez @/, 1998, beschrieben, zeigen
Fliegen mit verschiedenen mutierten Asp§3-Allelen selbst in heterozygoten Bedingungen
spontane abnormale Phinotypen in den Imagines, die sogar genetisch stabilisiert werden
konnten. Aufgrund dessen kann nicht bestimmt werden, ob der Phinotyp der trans-
heterozygoten (spag-defizient /+; hsp83-defizient / +)-Fliegen tatsichlich durch Reduktion der
Menge der beiden Proteine zustande kommt oder lediglich durch spontane Ereignisse, die durch

das mutierte hsp§3-Allel alleine verursacht werden.
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Ein Modell zur Erkldrung der Funktion des Spaghetti-Proteins in der Entwicklung von
Drosophila melanogaster

Das Spag-Protein konnte Teil eines Chaperon-Komplexes sein. Es interagiert sowohl im yeast
two-hybrid System als auch im GST-Bindungstest mit dem Hsp90-Protein. Ebenso scheint das
Spag-Protein an Proteine zu binden, welche eine ,,TonB-dependend-receptor*-Domine
besitzen. Diese Domine besitzen unter anderem die kleinen Hitzeschockproteine (Hsp23,
Hsp26 und Hsp27). Kirzliche Untersuchungen von I. To6rok ef al konnten dartiber hinaus
zeigen, dass das Spag-Protein sich in einem hochmolekularen Proteinkomplex befindet, in dem
neben Hsp90 auch noch das Hitzeschockprotein Hsc70 und wiederum die kleinen
Hitzeschockproteine identifiziert werden konnten (T6r6k, personliche Mitteilung). Die
Funktionen der Chaperone sind unter anderem neu translatierten Proteinen den Transport
durch Kanile, wie z.B. die Kernporen, zu erleichtern oder Proteine das Erreichen einer
bestimmten dreidimensionalen Konformation zu erméglichen. Diese Konformation kénnte

bestimmte Proteine aktivieren oder gegen den Abbau durch das Proteasom-System schiitzen.

Unter diesem Aspekt betrachtet, konnte die interzellulare Verteilung des Spag-Proteins wihrend
der Embryogenese die vermutete Chaperon-Funktion bestitigen. Das Spag-Protein ist wihrend
der Interphase sich schnell teilender Zellen zunichst an der Kernlamina konzentriert. Diese
Lokalisierung kann auch erwartet werden, da zum einen unzihlige maternal synthetisierte
Proteine in den Kern transportiert werden miissen, um dort an das Chromatin zu binden, und
zum anderen viele Enzyme, die an der DNA-Replikation beteiligt sind, ebenfalls in den Kern
transportiert werden missen. Bis zum Zellzyklus 13 werden, mit Ausnahme in den Polzellen, in
den Embryonen von Drsgphila keine Proteine synthetisiert. Dann jedoch beginnt eine intensive
Proteinsynthese in der unter anderem sechr wichtige Proteine synthetisiert werden, die an
Musterbildungsprozessen beteiligt sind. Im Zuge dieses Prozesses kénnen Proteine gefunden
werden, die nur im Zytoplasma lokalisiert sind, als auch Proteine, die im Kern lokalisiert sind
wie z.B. Transkriptionsfaktoren. Die Beobachtung, dass das Spag-Protein zu diesem Zeitpunkt
sowohl im Zytoplasma als auch im Kern nachweisbar ist, konnte diese Theorie unterstiitzen.
Wihrend der spiteren Entwicklungsstadien kann das Spag-Protein, mit einigen Ausnahmen, nur
noch im Zytoplasma nachgewiesen werden. Das wiirde bedeuten, dass der grofite Teil der

Proteine, welche an der Morphogenese beteiligt sind, im Zytoplasma lokalisiert sind.

Wihrend der larvalen Entwicklung ist die Expression des Spag-Proteins deutlich geringer als
wihrend der Embryogenese. Anhand von Immunfluoreszenzfirbungen kann beobachtet
werden, dass das Spag-Protein zum einen sehr wenig vorhanden und zum anderen auf

bestimmte Organe, wie z.B. die Imaginalscheiben der Larve beschrinkt ist. Die Gesamtheit der
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Zellen der Imaginalscheiben ist zunichst sehr viel geringer als die Zellen eines Embryos, und
dariiber hinaus teilen sich die Zellen der Imaginalscheiben viel langsamer als die Zellen des
Embryos. Diese beiden Aspekte kénnten die geringe Menge an Spag-Protein wihrend der
larvalen Entwicklung erkliren - es wird weniger Spag-Protein benétigt. Die Abwesenheit des
Spag-Proteins jedoch hat einen dramatischen Effekt auf diese Zellen. Ein Programm zum
Zelltod wird aktiviert, das das Resultat einer stetigen Zunahme an ungefalteten Proteinen sein
konnte. Die Imaginalscheiben der spag-mutierten Larven sterben, werden jedoch von den
Himozyten nicht so effizient phagozytiert wie in den genetischen Mosaiken. Die Erklirung
hierfir kénnte ein Defekt in den Himozyten der Mutante sein, die die sterbenden Zellen nicht
mehr erkennen und eliminieren kénnen. In alten spag-mutierten Larven konnten kernlose
Imaginalscheiben gefunden werden, hingegen werden alle spag-Zellen in den Mosaiken sofort

eliminiert.

In Drosophila ist das Uberleben der Zellen mehr von inneren Faktoren abhingig als von
positiven oder negativen dulleren Faktoren. In den spag-Zellen kénnte sich aufgrund der Menge

an fehlerhaft gefalteten Proteinen ein Mechanismus des programmierten Zelltods aktivieren.

Die ungewohnliche Verteilung des Spag-Proteins in den Follikelzellen ist relativ schwer zu
erkliren. Falls die Verteilung diese Proteins Regionen mit intensiver Chaperon-Aktivitit
widerspiegelt, wiirde dies bedeuten, dass es spezielle Regionen in den Follikelzellen geben
miisste, in denen eine hohe Chaperon-Aktivitit benotigt wird. Bis zu diesem Zeitpunkt ist nur
cine Interpretation dieser Beobachtung denkbar. Dieses spezifische Verteilungsmuster kénnte
auf einem Transport von bestimmten Dotterproteinen aus der Himolymphe in die Eikammer
beruhen. Dieses Gebiet ist jedoch zur Zeit noch voéllig unerforscht. Da das Spag-Protein vor
allem in den Follikelzellen exprimiert ist, die iber der Oocyte liegen, kénnte das Spag-Protein an
einem Prozess der Endo- und Exozytose beteiligt sein, welcher in den Follikelzellen ablauft. Es
ist jedoch schwer zu begreifen, warum dieser Prozess nur in bestimmten Follikelzellen ablaufen
sollte. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass in einigen Zellen eine Protein(um)faltung

bend6tigt wird, die an der Strukturbildung von Epithelzellen beteiligt ist.

Fir zukinftige Untersuchungen sollte die Frage beantwortet werde, warum die Himozyten der
Mutante nicht in der Lage sind, die sterbenden Zellen zu phagozytieren. Hierzu koénnte das
folgende Experiment durchgefithrt werden: F93, ein Ecdyson induziertes Gen, kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor und wird zur Eliminierung von sterbenden Zellen benétigt. 93 scheint
die Synthese von Proteinen zu aktivieren, welche fiir die Markierung der sterbenden Zellen fir

die Himozyten zustindig sind; sogar dann, wenn diese sterbenden Zellen nicht die Killergene
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reaper, hid oder grim exprimieren. Mit Hilfe von ektopischer Expression von E93 kénnte getestet
werden, ob Zellen, die E93 exprimieren, in einer spag-Umgebung tbetleben kénnen. Im

Wildtyp mussten diese Zellen hingegen sterben.
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Material und Methoden

Firbungen mit X-Gal (,,headcase-BJS-Féirbungen)

| 1M Zitronenséaure

210,4¢ der Zitronensiure [Fluka] wurde auf 11 in destillierten Wasser gel6st.

| Phosphat-Citrat Puffer

Es wurden 1,78g Na,HPO, [Fluka]* 2H,0 in 50ml destilliertem Wasser gelost. Hiervon
wurden 27ml genommen und zu 3ml einer 0,1M Zitronensiure gegeben und auf 60ml mit
Wasser eingestellt.

| Inkubations Puffer

Zu 20ml des Phosphat-Citrat Puffers wurden 33mg Potassium Ferricyanid [ICN] und 42mg
Potassium Ferrocyanid [ICN] und 0,2 ml einer 2% Triton X-100 [Merck] Losung gegeben.

| Fixierungspuffer

Der Puffer wurde frisch durch Zugabe von 4ml einer 37% Formaldehydlosung [Merck] zu
46ml Phosphat-Citrat Puffer hergestellt.

| Einbettmittel

Zur letztendlichen Montage der Gewebe fiir die Mikroskopie wurde eine 50%
Inkubationspuffer- und 50% Glycerol- [Merck] Losung hergestellt.

| X-Gal [AppliChem]

Das Gewebe wurde in 1xPBS auf Eis in einem kleinen Glasblockchen pripariert und

anschlieBend fur 20min, bei RT, im Fixierungspuffer fixiert. Das fixierte Gewebe wurde drei mal

mit Phosphat-Citrat Puffer gewaschen. Der Phosphat-Citrat Puffer wurde durch den

Inkubations-Puffer ersetzt. Mit Hilfe eines Zahnstochers wurde eine Spitze voll X-Gal

zugegeben. Das Glasschilchen wurde anschlieBend mit Aluminiumfolie lichtdicht versiegelt und

mehrere Stunden bei 37°C inkubiert. Das Gewebe wurde im Einbettmittel abschlieBend auf

einem Objekttriger pripariert und mit einem Deckglas versehen. Mit Hilfe von Nagellack wurde

das Deckglas versiegelt. Diese Priparate sind mehrere Monate im Dunkeln haltbar. Die

Priparate wurden mit Hilfe eines Mikroskops [LeicaDMR] mit Videokamera [Spot] mit

Normallicht mikroskopiert.
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Immungfluoreszenzdoppelfirbung fiir die konfokale Laserscanningmikroskopie Jur
Daprstellung von Aktin und DNA in den Imaginalscheiben im gleichen Farbkanal

| Fixierungspuffer

Der Puffer wurde frisch durch Zugabe von 4ml einer 37% Formaldehydlosung [Merck] zu
46ml 1xPBS hergestellt.

| Phalloidin-Rhodamin [Sigma]

| Propidium-Jodid [Sigma]

| Einbettmittel

Zur letztendlichen Montage der Gewebe fiir die Mikroskopie wurde entweder Vectashield
[Vector| oder das slow antifade Kit [Biomol| verwendet.

Das Gewebe wurde in 1xPBS auf Eis in einem kleinen Glasblockchen pripariert und
anschlieBend fiir 20min bei RT im Fixierungspuffer fixiert. Das fixierte Gewebe wurde drei mal
mit 1xPBS gewaschen. Es wurden 1ml der Firbelosung zugegeben (10ul des Phalloidin-
Rhodamin Stocks [Endkonzentration 1ug/ml] sowie 5ul des Propidium-Jodid Stocks und 50ul
RNaseH [Stockkonzentration 10mg/ml] add 1ml mit 1xPBS). Es wurde im Dunkeln fiir 2h bei
RT inkubiert. Es wurde anschlieBend drei mal mit 1xPBS gewaschen. Das Gewebe wurde in
Vectashield oder slow antifade abschlieBend auf einem Objekttriger prapariert und mit einem
Deckglas versehen. Das Deckglas wurde mit Nagellack versiegelt. Diese Priparate sind nur
kurze Zeit im Dunkeln bei 4°C haltbar. Die Priparate wurden mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning-Mikroskops [Zeiss LSM410] in verschieden Ebenen gescannt und anschliefend

mit einer Bildbearbeitungssoftware [Adobe Photoshop4]| prozessiert.
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Immungfluoreszenzdoppelfirbung fiir konfokale Laserscanningmikroskopie gur Darstellung
von Aktin und DNA in den Imaginalscheiben in 3wei Farbkandlen

| Fixierungspuffer

Der Puffer wurde frisch durch Zugabe von 4ml einer 37% Formaldehydlosung [Merck] zu
46ml 1xPBS hergestellt.

| Phalloidin-Alexa488 [Biomol]

| To-Pro3 Jodid [Biomol]

| Einbettmittel

Zur letzendlichen Montage der Gewebe fiir die Mikroskopie wurde entweder Vectashield
[Vector| oder das slow antifade Kit [Biomol] verwendet.

Das Gewebe wurde in 1xPBS auf Eis in einem kleinen Glasblockchen pripariert und
anschlieBend fiir 20min bei RT im Fixierungspuffer fixiert. Das fixierte Gewebe wurde drei mal
mit 1xPBS gewaschen. Es wurden 1ml der Firbelosung zugegeben (25ul des Phalloidin-
Alexa488 Stocks [Endkonzentration lug/ml] sowie 1ul des To-Pro3 Jodid Stocks und 50ul
RNaseH [Stockkonzentration 10mg/ml] add 1ml mit 1xPBS). Es wurde im Dunkeln fiir 2h bei
RT inkubiert. Es wurde anschlieBend drei mal mit 1xPBS gewaschen. Das Gewebe wurde in
Vectashield oder slow antifade abschlieBend auf einem Objekttriger prapariert und mit einem
Deckglas versehen. Das Deckglas wurde mit Nagellack versiegelt. Diese Priparationen sind nur
kurze Zeit im Dunkeln bei 4°C haltbar. Die Priparate wurden mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning-Mikroskops [Zeiss LSM410] in verschieden Ebenen gescannt und anschlieBend

mit einer Bildbearbeitungssoftware [CorelPhotoPaint9] prozessiert.
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Darstellung von Imaginalscheiben im Phasenkontrast.

| Fixierungspuffer

Der Puffer wurde frisch durch Zugabe von 4ml einer 37% Formaldehydlosung [Merck] zu
46ml 1xPBS hergestellt.

| Einbettmittel

Zur letztendlichen Montage der Gewebe fiir die Mikroskopie wurde Elvanol (Fluka)
verwendet.

Das Gewebe wurde in 1xPBS auf Eis in einem kleinen Glasblockchen pripariert und
anschlieBend fiir 20min bei RT im Fixierungspuffer fixiert. Das fixierte Gewebe wurde drei mal
mit 1xPBS gewaschen. Das Gewebe wurde in Elvanol abschlieBend auf einem Objekttriger
prapariert und mit einem Deckglas versehen. Diese Priparationen sind lange Zeit bei 4°C
haltbar. Die Priparate wurden mit Hilfe eines Mikroskops [LeicaDMR] mit Videokamera [Spot]

im Phasenkontrast mikroskopiert.
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Isolation von genomischer DNA aus eingelnen Drosophila melanogaster Fliegen:
“squishing” Methode von W.R. Engel’s Labor

|Squishing Puffer

10mM Tris- (Fluka) HCI (Merck) pH8,2; 1 mM EDTA (Fluka); 25mM NaCl (Fluka);
Proteinase K (Roche) 200ug/pl

|Eppendorfreaktionsgeféf3e 1,5ml (Eppendorf)

| Heizblock (Eppendorf)

|Zentrifuge (Eppendorf)

|Zahnstocher (Aldi)

Es wurde unmittelbar vor der Benutzung der ”squishing” Puffer hergestellt: 1,5ml von 1M Tris
HCI ph8,2; 0,3ml von 0,5M EDTA; 0,75ml von 5M NaCl und 147,45ml Wasser. Zu je 1ml
’squishing” Puffer wurde 16pl Proteinase K (200ug/pl) gegeben. Diese Losung wird im
folgenden als ”’squishing solution” bezeichnet. Eine Fliege wurde mit Hilfe eines Zahnstochers
in 50ul der ”’squishing solution” in einem sterilen Eppendorfreaktionsgefd3 zerdrickt. Die
Losung wurde 30min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung fiir 5min auf 85°C
erhitzt. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir 2min bei RT zentrifugiert. Das
Reaktionsgefid wurde in dieser Form bei 4°C bis zur Benutzung verwahrt. Ein Offnen des
Gefilles sollte vor der Benutzung aufgrund moglicher Kontamination mit DNasen vermieden

werden.
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Isolation von genomischer DNA aus Larven von Drosophila melanogaster: G. Rubins Labor

|Lé'>sung A

0,IM Tris-(Fluka) HCl (Merck) pH 9,0; 0,IM EDTA (Fluka); 1% SDS (Merck); 1% DEPC
(Sigma)

|3M Kaliumacetate (Fluka)

|Isopropano| (Merck)

| Ethanol (Merck)

|Homogenisator 5ml (altes Laborinventar)

|Eppendorfreaktionsgeféf3e 1,5ml (Eppendorf)

| Heizblock (Eppendorf)

|Zentrifuge (Eppendorf)

Es wurden 20 bis 30 Larven in einem gekiihlten 5ml Homogenisator gesammelt. Es wurden
hierzu 500ul der Losung A (0,5ml 1M Tris-HCI, pH 9,0; 1ml 0,5M EDTA; 250ul 20%SDS; 50ul
DEPC,; 3,225 ml Wasser) gegeben. Die Larven wurden auf Eis fiir etwa 2min homogenisiert.
Das Homogenisat wurde in ein 1,5ml Eppendorfreaktionsgefdl3 transferiert. AnschlieBend
wurde die Losung fur 25 min auf 70°C erhitzt. Es wurde 150ul 3M Kaliumacetat zugegeben. Es
wurde fiir 30min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde fir 15min, 4°C, 14000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Gefil3 transferiert und mit 0,5
Volumen Isopropanol, bei RT, prizipitiert. Es wurde fur 5min, bei RT zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 50ul

Wasser gelost.
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PCR (Polymerase-chain-reaction) von genomischer DNA Jur Amplifigierung der Exone
und Introne des spaghetti-Gens

Genomische DNA von homozygoten /(2)k12101 Larven, homozygoten Larven der
Konvertante Rev1, und Wildtyp OregonR Larven.

Tag-Polymerase [Promega]

dNTPs [Promega]

10xReaktionspuffer [Promega]

MgCl; [Promega]

PCR-OI [Merck]

Eppendorfreaktionsgefal3e 0,5ml [Eppendorf]
PCR-Maschine "Robocycler’ [Stratagene]

Gelelektrophorese-Apparatur mit Transformator [Biozyme]

Agarose "high grade” [Biozyme]

Geldokumentationssystem [LFT]

Ethidiumbromid [Sigma]

DNA-GréBenmarker "GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus” [MWG]
DNA-Ladepuffer 6x [MWG]

|Primer [MWGI:

spaghetti-Gen spezifische:

4 5’ -CTG GAT TGG GAT CGT AGT TGG GCC-3'

1 5’-GCT CTG TTC GAT GAA ACA GCA ACT C-3’
Exlr ©5’-CTA ACC TTA TTG GCG GCA GAA AGC-3'
Ex2f 5’-CAA GTA AAG CTC ACA CTT TCA ATG-3’
Ex2r 5’-CGA GAA CAT TCT AAA CAG TCC TAC-3’
Ex3f 5’-CCT TAC ATG CAT ATT TAT CCT TGC-3’
Ex3r ©5’-CTA GGT AAT CAA AAT TAT ATT TAC-3'
Ex4f ©5’-GGC TTT TCA TTG GCA TCC TTA CA-3’
Ex4r 5’'-CAG CTT TGA TCT TAA GCG AAC CTA C-3'
mar 5’ -ACG GTC GTT GAT TCT GGC C-3'

mr 5’-AAC AAA TCC AAA GCC GAC GC-37

Ex5f ©5’-CCA ATT CTC TAT GAT TT-3’

Ex5r 5’'-CGA AAT TAT GCA AGA AAA GTT TTG TCA CCT AC-3’
Ex6f 5’-GTA CTT TCC CCT TTT CAC AG-3’

pLaclW spezifische (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Dirk Henner Lankenau):

3819
10290 siche Ergebnisteil
2231
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Es wurde der folgende Ansatz auf Eis in 0,5 ml Eppendorfgefile pipettiert:

6,0ul H,0

2,24Pl dANTPs (je 2,5mM Stockkonzentration)

1,40p1l MgCl, (25mM Stockkonzentration)

0,104l der Primer (je 130ng/Pl Stockkonzentration)
1,40yl der genomischen DNA (aus 50Ul squash Praparation)
0,11yl Tag-Polymerase (10Units)

Ein Tropfen PCR-01 als Uberschichtung

Der Ansatz wurde in die vorgeheizte PCR-Maschine gestellt und mit dem folgenden Programm

gefahren:

2,00min 94°C (1 Zyklus)

0,10min 94°C (Denaturierung)
0,50min 65°C (Annealing) 10 Zyklen
4,00min 72°C (Elongation)

0,25min 94°C (Denaturierung)
0,50min 65°C (Annealing) 20 Zyklen
4,00min 72°C (Elongation)

7,00min 72°C (Elongation)

Dem Reaktionsgemisch wurde anschlieBend 5ul DNA-Ladepuffer zugegeben und 14ul der
Produkte wurden auf einem 0,8% ethidiumbromidhaltigen Agarosegel mit 80V separiert. Das

Agarosegel wurde anschlieend mit einem Geldokumentationssystem analysiert.
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Verpaarung und Kontrolle verschiedener Drosophila melanogaster Stimme.

Fliegenstamme
Futterréhrchen grof3 und klein
25°C Inkubatoren (Neolab)

| Binokular (Zeiss, Leica)

|Anéstesierplatte mit CO, (Eigenkonstruktion)

| Pinsel

Nach Erhalt der Fliegenstimme von den diversen Quellen (Bloomington Stock Center, Umea
Stock Center, Szeged Stock Center, G. Rubin’s Lab, S. Cohen’s Lab, B. M. Mechler’s Lab)
miissen die Fliegen auf Milben untersucht werden. Anschlieend wurden alle Fliegenstimme auf
das Vorhandensein der korrekten “marker” und balancer” untersucht. Dabei werden die
Fliegen mittels CO, andsthesiert und auf einer Anisthesierplatte unter dem Binokular
untersucht. Es wurden Jungfrauen der jeweiligen Stimme gesammelt und diese mit den
jeweiligen Minnchen der zugehorigen Stimme verpaart. Jungfrauen wurden durch das
morgendliche Entfernen siamtlicher tiber Nacht geschlipften Fliegen und das anschlieBende
sammeln aller geschliipften weiblicher Fliegen in einem Intervall von etwa zwei Stunden
erhalten. Die verpaarten Fliegen wurden bei 25°C gehalten und aller drei Tage auf neues Futter
gesetzt, um ein zu dichte Population zu vermeiden. Wurde ein larvaler “marker” (z.B. tubby
oder CyTb) verwendet so wurden die entsprechenden Larven isoliert und in einem eigenen
Futterréhrchen weiter bebriitet. Anderenfalls wurde nach dem Schliipfen der FO-Generation die

jeweiligen Fliegen als Jungfrauen gesammelt falls diese weiter verpaart werden miissen.
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Apoptose-Nachwers in Imaginalschetben von Drosophila melanogaster mit Acridinorange
oder Nilblau

|Acridinorange (Sigma)

INilblau A (Sigma)

| 1M Phosphatpuffer pH7,2

|Heptan (Fluka)

Die zu untersuchenden Larven wurden in 1xPBS pripatiert und anschlieBend fir 5min in 0,1M
Phosphatpuffer inkubiert. Die Imaginalscheiben wurden anschlieBend auf einem Objekttriger
prapatiert und ein Tropfen der Vitalfarbstoff-Losung (Actidinorange Sug/ml bzw. Nilblau A
100pg/ml in 0,1M Phosphatpuffer mit gleichen Volumen Heptan) zugegeben Die Objekttriger
wurden mit einem Deckglas versehen und anschlieBend sofort mit Immunfluoreszenz (FITC-
Kanal) bzw. konfokalen Laserscanningmikroskop (Laser 488, BP-Filter 515-565nm)
ausgewertet. Aufgrund der schnellen Penetration des Farbstoffes in die Zellen muss die

Auswertung sehr schnell geschehen (maximal 10min).
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Apoptose-Nachweis in Imaginalschetben von Drosophila melanogaster mit dem in situ Cell
Death Detection Kit (Roche)

|In Situ Cell Death Detection Kit (Roche)

|Paraformaldehyd (Fluka)

|Proteinase K (Roche)

|Glycin (Sigma)

|T0-Pr03-Jodid (Molecular Probes)

| Phalloidin-Rhodamin (Sigma)

|Einbettmittel slow anti fade (Molecular Probes)

137°C Inkubator (LFT)

Von den homozygoten /2)k12107-Larven wurden die winzigen Imaginalscheiben pripariert.
Anschliefend wurden diese fir 15min bei RT in 4% Paraformaldehyd fixiert. Es wurde dreimal
je Smin mit 1xPBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Gewebe fur 20min mit Proteinase K
(20ug/ml) behandelt. Die Proteinase K wurde mit 0,2% Glycin in PBT (1xPBS to 0,1%
Tween20) inaktiviert. Es wurde wieder dreimal je 5min mit 1xPBS gewaschen. Nun wurde 50ul
von Flasche 1 des Kits zu 450ul der Flasche 2 gegeben und gemischt. Diese Losung wurde zu
dem Gewebe gegeben und das Ganze bei 37°C, fiir eine Stunde, im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurde einmal mit 1xPBS gewaschen. Es wurde 1ml der Firbe Losung (10ul
Phalloidin-Rhodamin, 1ul To-Pro3-Jodid, 50ul RNaseA (50mg/ml Stockkonzentration) fur
weiter zwei Stunden, bei RT, im Dunkeln zugegeben. Das Gewebe wurde dreimal mit 1xPBS
gewaschen und anschlieBend auf Objekttrigern montiert, mit Deckgldsern versehen und diese
mit Nagellack abgedichtet. Die Priparate wurden mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanningmikroskops (Zeiss LSM410) ausgewertet (TUNEL: FITC-Kanal, F-Aktin: Cy3-
Kanal, DNA: Cy5-Kanal).
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Ektopische Expression des antiapoptotischen p3J Proteins von Baculovirus

|Fliegenstémme 1(2)k12101, p35; BcGl/CyO

| Formaldehyd (Fluka)

| Phalloidin-FITC (Sigma)

|To-Pr03-Jodid (Molecular Probes)

|Einbettmittel slow anti fade (Molecular Probes)

|37°C Wasserbad (LFT)

Es wurde die folgende Kreuzung durchgefthrt:

X spag + X P35 BeGl +
7 CyOQ' + = p35'Cy0’  +

. Mannchen, CyO
Selektion ¢ non BeGl|

p35 spag + X p35 BeGl +
7 CyO' + = p35°'Cy0’ +

. CyO
Selektion ¢ non BeGl

p35 spag + X p35 spag +
7 'CyO’' + = p35'Cy0’ +

Der erhaltende Stamm legte fiir zwei Tage Eier ab. Die Eier wurden fir einen weiteren Tag bei
25°C bebritet. AnschlieBend wurde ein Hitzeschock fir 1Stunde 15min, bei 37°C durchgefihrt.
Beim Erreichen des dritten Larvenstadiums wurden die Imaginalscheiben pripariert, mit
Phalloidin-FITC und TO-PRO3-Jodid gefirbt (siche oben) und mit denen des Wildtyps und der
Mutante /(2)k12107 verglichen. Die Priparate wurden mit Normallicht (Leica) oder konfokalen
Laserscanningmikroskop (Zeiss LSM410) analysiert.
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Immunfluoresyengfirbung von homosgygoten l(2) k12101 Imaginalscheiben mit ant:-
Phospho-Histon3 als Proliferationsmarker

|FIiegenstémme I(2)k12101, Wildtyp OregonR

|BBT (PBS+1%BSA+0,1%Tween20)

| Formaldehyd (Fluka)

|DAPI (Molecular Probes)

|anti-Phospho-Histon3 (Biomol)

|anti-Maus-Cy3 sekundar Antikérper (Sigma)

|Einbettmittel slow anti fade (Molecular Probes)

Das Gewebe wurde in 1xPBS auf Eis in einem kleinen Glasblockchen pripariert und
anschlieBend fiir 20min bei RT im Fixierungspuffer fixiert. Das fixierte Gewebe wurde drei mal
mit 1xPBS gewaschen. Das Gewebe wurde 1h in BBT bei RT inkubiert. Es wurden 1ml der
Firbelosung zugegeben (10ug/ml anti-Phospho-Histon3 Antikorper in 1xPBS+1%BSA). Es
wurde iber Nacht bei 4°C, mit leichten schiitteln inkubiert. Es wurde anschlieBend zwei mal mit
1xPBS, je 5min gewaschen. Anschlieend wurde eine 1 zu 200 Verdinnung des goat anti-rabbit-
Cy3 sckundiren Antikorpers, sowie eine 1 zu 1000 Verdinnung der DAPI-Stocklésung
(Img/ml) zugegeben. Diese Losung wurde fir 2h im Dunkeln inkubiert. Es wurde drei mal je
5min mit 1xPBS gewaschen. Das Gewebe wurde in Vectashield oder slow antifade abschlieBend
auf einem Objekttriger pripariert und mit einem Deckglas versehen. Das Deckglas wurde mit
Nagellack versiegelt. Diese Priparationen sind nur kurze Zeit im Dunkeln bei 4°C haltbar. Die
Priparate wurden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops [Zeiss LSM410] in
verschieden Ebenen gescannt und anschlieBend mit einer Bildbearbeitungssoftware

[CorelPhotoPaint9] prozessiert.
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In situ Hybridisierung von Embryonen von Drosophila melanogaster (modifiziert nach
Tautg und Pfeifle 1989)

Fliegenstamme Wildtyp OregonR
Siebe zur Sammlung der Embryonen

DIG-DNA labbeling Kit (Boehringer)
cDNA von spaghetti

Chlorbleiche (12%, Thomas Chemikalien)
Triton X-100 (Fluka)

Pipes (Fluka)

Formaldehyd (Fluka)

MgSO, (Merck)

EGTA (Fluka)

|Heptane (Merck)

|Methano| (Merck)

| Dietylpyrocarbonat (Sigma)

Proteinase K (Roche)
Glycin (Sigma)

Formamid (Boehringer)
5XSSC (Fluka)
Denaturierte Herings sperm DNA (Sigma)

Heparin (Roche)
Tween 20 (Fluka)

3M NaAcetat (Fluka)
Ethanol (Merck)

| Tris (Fluka)

Canada Balsam (Sigma)
Methylsalicylat (Sigma)

Pasteurpipetten (Neolab)

Falcon Réhrchen (50ml und 15ml)
Vortex (Neolab)

Wasserbad (LFT)

Zentrifuge (Eppendorf)
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Die Embryonen wurden auf Futterplatten tiber Nacht (0-18h) gesammelt. Mit Hilfe eines
Systems von Sieben verschiedener Gréfle wurden die Embryonen unter flieBendem Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurden die Embryonen (ca. 4g im feuchten Zustand) in ein 50 ml
Falcon-Rohrchen tberfithrt. Das Rohrchen wurde mit einem Verschluss verschlossen, der ein
Sieb in sich trigt. Die Embryonen wurden mit Chlorbleiche fur 1-2min dechorionisiert. Der
Grad der Dechorionisierung kann durch das Festkleben der dechorionisierten Embryonen an
der Wand des Falcon-Réhrchens ermittelt werden. AnschlieBend wurde mit 0,1% Triton X-100
in Wasser solange gespilt bis kein Chlorgeruch mehr zu riechen war. Die Embryonen wurden
anschlieBend fur 20min, RT, in 4% Formaldehyd plus 90mM Pipes pHO6,9 fixiert. Die
Devitelanisierung wurde mit der folgenden Losung fur 20min, RT, mit heftigen schutteln
durchgefiihrt: 1,4ml 10% Formaldehyd; 2ml 180mM Pipes; 4mM MgSO,; 2mM EGTA pH 6,9
und 5ml Heptan. Die meisten Embryonen werden sich nun an der Interphase sammeln.
AnschlieBend wurden 10ml Methanol zugegeben und die Losung fur 20sec gevortext. Die
meisten Embryonen werden nun sinken. Die Heptanphase wurde anschlieBend entfernt. Nach
Zugabe von weiteren 5ml Methanol wurde erneut geschiittelt. Es wurde drei mal je 5min mit
95% Methanol, 5% 0,5M EGTA pH 8,0 (im weiteren ME genannt) gewaschen. Es wurde drei
mal je 5min mit 1xPBS gewaschen. Mittels der folgenden Waschreihe (frisch angesetzt) wurden
die Embryonen rehydratisiert: ME:4% Formaldehyd in 1xPBS, 0,1% Tween20 0,1
Diethylpyrocarbonat (frisch ansetzten, im weiteren DEPBT genannt), je 5min 7:3; 1:1; 3:7. Es
schloss sich eine zweite Fixierung in 4% Formaldehyd in DEPBT, 20min, RT an. Es wurde drei
mal je 5min mit DEPBT gewaschen. Die Embryonen wurden mit einer Losung aus 10ul einer
4mg/ml konzentrierten Proteinase K in DEPBT fir 5min, RT, permeabilisiert. AnschlieBend
wurde die Proteinase K mit 2mg/ml Glycin in DEPBT inaktiviert. Es schlossen sich zwei
Waschschritte je 5min mit DEPBT an. Die Postfixierung wurde mit 4%Formaldehyd in
DEPBT, fur 20min, RT durchgefiihrt.Es wurde finf mal je 5min, RT mit DEPBT gewaschen.
AnschlieBend wurde mit einer 1:1 Mischung aus DEPBT und Hybridisierungsmix fiir 10min
preinkubiert (50% Formamid, 5xSSC, 100ug/ml denaturierte Herings sperm DNA, 50pg/ml
Heparin und 0,1% Tween 20). AnsclieBend wurde fir 4h bei 45°C prehybridisiert. Die Probe
zur Hybridisierung wurde mit der random priming Methode hergestellt: gereinigte DNA wurde
durch 10mintutiges kochen denaturiert und anschlieBend sofort auf Fis gekihlt. Ein ug
linearisierten DNA (spaghetti-DNA) wurde in einem Endvolumen von 20ul markiert, mit den
folgenden Zutaten: 2ul Hexanukleotidmix [10X Stock: 1mM dATP, 1mM dCTP, 1mM dGTP,
0,65mM dTTP, 0,35mM DIG-11-dUTP: pH 7,5 in Tris; es wurde 1x verwendet|, 2ul random
primers (62,5 Units/ml, 10x Stock, es wurde 1x verwendet) und 1ul Klenow Enzyme (2Units).
Das Reaktionsgemisch wurde bei 37°C fir 12h inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion
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durch Zugabe von EDTA (20mM Endkonzentration) gestoppt. Die markierte DNA wurde
durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaAcetat und 2,5 Volumen Ethanol, bei -80°C, fur 2h
prazipitiert und anschlieBend 15min; 13000 Upm zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70%
Ethanol gewaschen und in TE (10 mM Tris pH8,0; ImM EDTA) gelost, zu einer
Endkonzentration von 10pg/ml. Die Probe wurde fur 10min gekocht und anschlieBend auf Eis
gekiihlt. Danach wurde kurz zentrifugiert. Es wurden 20ul der Probe zu 4ml Hybridisierungsmix
gegeben und diese mit den Embryonen iber Nacht bei 45°C hybridisiert. Es folgten die
folgenden Schritte: Zugabe von 1ml vorgewdrmter Hybridisierungsmix fiir 10min, Austausch
der Loésung mit Hybridisierungsmix fiir 10min, 45°C, 10min in 4:1 Hybridisierungsmix: DEPBT
fiur 20min, RT; 3:2 fir 20min, RT; 2:3 fir 20min, RT, 1:4 fir 20min, RT und letztlich 4mal je
5min in DEPBT. AnschlieBend wurden die Embryonen fir 1h in preabsorbierten anti-DIG
Antikorper inkubiert (1:2000 in DEPBT; Preabsorbtion: 1:200 mit fixierten Embryonen in
DEPBT fiir 4h; die Losung kann oft wiederbenutzt werden). Es wurde sechs mal je 10min mit
DEPBT gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation zwei mal je 5min, RT in Alkalischer
Phosphatase-Puffer (AP). Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 4,5ul Nitroblue-
Tetrazolium Salz pro ml AP-Puffer (337,5ug/ml) und 3,5ul X-Phosphat pro ml AP-Puffer
(175ug/ml) fir ca. eine Stunde, RT, im Dunkeln dutrchgefithrt. Die Firbung wutrde durch das
Binokular beobachtet. Die Embryonen wurden abschlieBend in einer Ethanolreihe (je 10min
70%, 90% und 100%) dehydatisiert und anschlieBend in Garys magic mount (1,5¢ Canada
Balsam pro ml Methylsalicylat) unter einem Deckglischen montiert. Die Embryonen wurden
mit Hilfe eines Leica (DMR) Mikroskops mit Digitalkamera (Spot) im Hellfeld aufgenommen

und mit Photoshop4 prozessiert.
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Proteinextraktion von Drittlarvenstadien von Drosophila melanogaster

|Fliegenstémme I(2)k12101, Wildtyp OregonR, Larven der ektopischen Linien

|Lysispuffer (50mM Tris-HCI pH 7,5; 150mM NaCl; 1%NP-40 [Sigma])

Pepstatin A (Sigma)
Leupeptin (Sigma)

Aprotinin (Sigma)

PMSF (Sigma)
Proteasenihibitormix (Biomol)

| Homogenisator (5ml)

|Pasteurpipetten (lang)

| Eppendorfreaktionsgefal3 (1,5ml)

| Ultrazentrifuge (Beckman)

ca. 30 Larven von Wildtyp, der ektopischen Linien oder /2)£72707 wurden in 1xPBS in einem
Glasblockchen gesammelt und mehrmals gewaschen. Die Larven wurden direkt in einen
gekithlten  kleinen ~ Homogenisator — gegeben und  anschlieBend mit  1ml  der
Homogenisierungslosung  (Lysispuffer+1ul PepstatinA+1ul Leupeptin+1ul  Aprotinin+50ul
Proteaseninhibitormix+100ul PMSF) iiberschichtet. Die Larven wurden auf Eis fir etwa 2min
homogenisiert. Mit Hilfe einer langen Pasteurpipette wurde das Homogenisat in ein
Eppendorfreaktionsgefa3 tberfihrt und bei 4°C bei 100000g fir 30min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde entweder bei -80°C eingefroren oder sofort mit Proteinladepuffer versehen,

fir 10min gekocht und anschlieBend fiir die SDS-PAGE verwendet.
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Proteinextraktion von S2-Zellen

|SZ-ZeIIenLysispuffer (50mM Tris-HCI pH 7,5; 150mM NacCl; 1%NP-40 [Sigmal])

Pepstatin A (Sigma)
Leupeptin (Sigma)

Aprotinin (Sigma)

PMSF (Sigma)
Proteasenihibitormix (Biomol)

| Eppendorfreaktionsgefal3 (1,5ml)

| Ultrazentrifuge (Beckman)

20ml einer S2-Kultur wurden fir 3min bei 4°C bei 2500 Upm abzentrifugiert. Das Sediment
wurde zwei mal mit 1xPBS gewaschen. Zum Sediment wurden Iml der
Homogenisierungslosung  (Lysispuffer+1ul PepstatinA+1ul Leupeptin+1ul Aprotinin+50ul
Proteaseninhibitormix+100ul PMSF) gegeben. Es wurde auf Eis fur 20min inkubiert. Das
Homogenisat wurde bei 4°C bei 100000g fiir 30min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
entweder bei -80°C eingefroren oder sofort mit Proteinladepuffer versehen, fir 10min gekocht

und anschlieBend fir die SDS-PAGE verwendet.
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Proteinextraktion von Embryonen von Drosophila melanogaster

|Embyonen von Drosophila melanogaster

Eiablageplatten
Siebsystem

Lysispuffer (50mM Hepes pH 7,4; 100mM NaCl; 0,05%NP-40 [Sigma]; 0,5mM
EDTA [Merck])

| Homogenisator (5ml)

Pepstatin A (Sigma)
Leupeptin (Sigma)

Aprotinin (Sigma)

PMSF (Sigma)
Proteasenihibitormix (Biomol)

| Eppendorfreaktionsgefal3 (1,5ml)

|Pasteurpipetten (lang)

| Ultrazentrifuge (Beckman)

ca.5¢ Embryonen wurden tber Nacht auf Eiablageplatten gesammelt und anschlieBend durch
ein System verschiedener Siebe gewaschen und isoliert. Die Embryonen wurden in einen
gekithlten Homogenisator, auf Eis gegeben. Zu den Embryonen wurden 2ml des
Homogenisierungspuffers  (2ml  Lysispuffer+2ul  Pepstatin =~ A+  2ul  Leupeptin+1ul
Aprotinin+200ul PMSF+100ul Proteinaseinhibitormix) gegeben. Es wurde auf Eis fur 3min
homogenisiert. Das Homogenisat wurde mit einer langen Pasteurpipette in ein
Espedorfreaktionsgefidll gegeben. Das Homogenisat wurde bei 4°C bei 100000g fiir 30min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entweder bei -80°C eingefroren oder sofort mit

Proteinladepuffer versehen, fiir 10min gekocht und anschlieBend fiir die SDS-PAGE verwendet.
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Dephosphorylierung von embryonalen Proteinextrakt von Drosophila melanogaster

|Embryonaler Extrakt von Drosophila melanogaster

|AIkaIische Phosphatase (20Units/ul Boehringer, 40Units/pl Sigma)

| Eppendorfreaktionsgefal3 (1,5ml)

| Wasserbad

Zu je 3yl des zytoplasmatischen Extrakts (siche oben) wurden 20pl der
Dephosphorylierungslésungen (18ul Wasser, 2ul Dephosphorylierungs-Puffer, 5ul Alkalische
Phosphatase) von Bochringer und Sigma gegeben. Die Ansitze wurden fir 1,5h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde zu diesen Ansitzen 6x Proteinlade-Puffer gegeben und die
Ansitze zusammen mit unbehandeltem embryonalen Proteinextrakt in Ladepuffer fiir 10min
gekocht. Die Proteine der Ansitze wurden mit SDS-PAGE separiert und mit Hilfe des anti-

Spaghetti Antik6rpers mit Western-Blot Technik detektiert.
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Herstellung von Kernextrakt und gytoplasmatischen Extrakt von Embryonen von
Drosophila melanogaster

|Embryonen von Drosophila melanogaster

Eiablageplatten
Siebsystem

|Homogenisator (40ml) mit Bohrmaschine

Pepstatin A (Sigma)
Leupeptin (Sigma)

Aprotinin (Sigma)

PMSF (Sigma)
Proteasenihibitormix (Biomol)
Phosphatase-Inhibitor (Sigma)

| Eppendorfreaktionsgefal3 (1,5ml)

|Pasteurpipetten (lang)

|Zentrifuge (Sorvall) mit Réhrchen

ca.40g Embryonen wurden tiber Nacht auf Eiablageplatten gesammelt und anschlieBend durch
ein System verschiedener Siebe gewaschen und isoliert. Die Embryonen wurden in einen
gekithlten Homogenisator, auf FEis gegeben. Zu den Embryonen wurden 10ml des
Homogenisierungspuffers  (10ml  1xPBS+10ul  Pepstatin = A+ 10wl  Leupeptin+10ul
Aprotinin+500ul PMSF+100ul Proteinaseinhibitormix+10ul Phosphatse-Inhibitor) gegeben. Es
wurde auf Eis, im Kiihlhaus fiir 3min mit einer Bohrmaschine homogenisiert. Das Homogenisat
wurde in ein Zentrifugenréhrchen (30ml) gegeben. Das Homogenisat wurde bei 4°C bei 600g
fiir 1min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1% NP-40 fiir 20sec behandelt. AnschlieBend
wurde der Uberstand bei 4°C, fiir 2min bei 10000g zentrifugiert. Zu dem Uberstand
(zytoplasmatischer Proteinextrakt) wurde 0xProteinlade Puffer gegeben und dieses dann bei -
80°C eingefroren. Das Sediment wurde zwei mal mit Homogenisierungspuffer (siche oben)
gewaschen. AnschlieBend wurde bei 4°C, fir 1min bei 10000g zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 2x Proteinlade-Puffer aufgenommen und bei -80°C tiefgefroren. Die Qualitit der
Proteinextrakte wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE und anschlieBender Firbung des Gels mit

Coomasie-Blue tberpriift.
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Immundetektion von Proteinen mit der Western-Blot Methode (Limmli und Abdrews)

Proteinextrakte Wildtyp-Embryonen 0-3h, 3-6h, 6-9h, 9-12h, 12-24h, Larven (1-3
Stadium), Puppen, Mannchen und Weibchen, Ovarien, /(2)k12101-
Larven, S2-Zellen, embryonaler Kernextrakt und Zytoplasma, larvale
Extrakte der ektopisch exprimierenden Fliegenstamme

|GieBsténde (Hoefer)

Acrylamid/Bisacrylamidlésung (Sigma)
Tris-HCI (1,8M; pH 8,8)

Tris-HCI (0,6M; pH 6,8)

10% Sodiumdodecylsulfat (Merck)
10% Ammoniumpersulfat (Bio Rad)
TEMED (Bio Rad)

GPS 200/400 Power Supply (Pharmacia)
Multiphor II-Kammer (LKB)
Immobillon-P Transfer Membran (Millipore)

Methanol (Merck)

Puffer | (Tris-HCI, 300mM, pH 10,4)

Puffer Il (Tris-HCI, 25mM, pH 10,4)

Puffer Il (6-Amino-n-Hexansaure, 40mM [Merck])

Waschpuffer (1xPBS+0,1% Tween20)

Blocking Puffer (1xPBS+0,1% Tween20+0,2% |-BlockTM-Reagenz [Tropix])
Assay Puffer (0,1M Diethanolamin [Tropix]+1mM MgCl,, pH 10,0)
Nitro-Block (Assay Puffer+Nitro Block-Reagenz [Tropix] (1:20)
Chemolumineszenz-Substrat (Assay Puffer+CSPD [Tropix], 0,24mM)

6xProteinladepuffer (0,35M Tris-HCI, pH 6,8; 10,28% SDS; 36% Glycerol; 5% B3-
Mercaptoethanol; 0,012% Bromphenolblau)

Wasserbad (Kihner)

Protein Marker (Diverse)

Primare Antikérper (siehe Text)

Sekundér Antikérper (anti-rabbit Fab-Fragment gekoppelt mit Alkalischer
Phosphatase [Sigmal))

Klarsichtfolie

Folienschweil3geréat

Roéntgenfilm (Kodak, RX-Medical)

Belichtungskammer (Rego)

Entwicklungsmaschine (Agfa, EOS)

Zentrifuge (Hereus)

Whatmann 3MM Papier
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SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurden mit Hilfe von GieBstinden SDS-Gele in verschiedenen GroBen (8x10cm, bzw.

8x15cm) und Konzentrationen (7-15%) gegossen:

Trenngel 7% 8% 10% 12% 15%
Acryl/Bisacry 28ml 32ml 40ml 50ml| 60ml
Tris1,8M, pH8,8 24ml  24ml 24ml 24ml 24ml
Wasser 67/ml  63ml 55ml 45ml 35ml
10%SDS 1.2ml 12ml 12ml 12ml 1,2ml
10%APS 600ul 600ul 600ul 600pI 600l
TEMED 60pl  60pl  60pl  60pl 60l

mit Buthanol Uberschichten und polymerisieren
lassen (ca. 45min).

Sammelgel

Acryl/Bisacry 9ml

Tris0,6M, pH6,8 12ml
Wasser 38ml
10%SDS 600l
10%APS 300l
TEMED 30ul

Kamme vorsichtig montieren und
polymerisieren lassen (ca. 45min).

Die Proben wurden vor dem Auftragen in 6xProtein-Ladepuffer aufgenommen und fiir ca.
10min gekocht (in Eppendorfreaktionsgefile mit Verschluss oder Klammer). AnschlieBend
wurden die Proben kurz abzentrifugiert. Die Proben wurden bis zu maximal 50ul auf die Gele
aufgetragen. Zusitzlich wurde noch 10ul eines Proteinmarker (z.B. Rainbow-Marker, BOA-
Marker oder Sigma Full-Range) aufgetragen. Die Proteine wurden bei 30mA solange separiert,

bis die Bromphenolbande des Ladepuffers gerade das Gel verlasst.

Proteintransfer auf Immubilon-P Transfermembran (Semi-dry Verfahren)

Der Proteintransfer  erfolgte nach dem ”Semi-dry”-Verfahren auf Immobilon-P
Transfermembran in einer Multiphor II-Kammer nach Angaben des Herstellers. Es wurde ein

”Sandwich” aus Filterpapier, PVDF-Membran und Polyacrylamidgel wie folgt aufgebaut: Anode
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/ drei Lagen Filterpapier in Pufferl / drei Lagen Filterpapier in Puffer2 / PVDF-Membran
(aktiviert in Methanol dann einige Minuten in Puffer2 inkubiert) / Polyacrylamidgel in Puffer2 /
sechs Lagen Filterpapier in Puffer3 / Kathode. Der Proteintransfer erfolgte bei konstanter
Stromstirke von 0,8mA pro cm’ Gelfliche bei RT fiir 2h.

Immundetektion

Nach Abschluss des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran getrocknet und auf den
korrekten Transfer hin per Auge uberprift. AnschlieBend wurde die Membran mit Methanol
aktiviert. Das Methanol wurde abgegossen und durch Tropix-blocking Puffer ersetzt. Es wurde
die Membran fir mindestens 1h hierin inkubiert. AnschlieBend wurde der primare Antikorper
(anti-Spaghetti 1:5000, anti-p127 1:10000, anti-NAP1 1:20000, anti-Phospho-Histon3 5ug/10ml,
anti-Rab11 1:20000) in einer 1:1 Mischung aus washing-Puffer und Tropix-blocking Puffer bei
4°C, iber Nacht, auf dem Schiittler inkubiert. Es folgten vier Waschschritte je 15min in Tropix-
blocking Puffer. AnschlieBend wurde eine 1:20000 Verdinnung des sekundiren Antikorpers
(anti-rabbit IgG Fab-Fragment gekoppelt mit Alkaline Phosphatase) in einer 1:1 Mischung aus
washing-Puffer und Tropix-blocking Puffer bei RT, fiir 1h, auf dem Schittler inkubiert. Erneut
wurde vier mal fiir je 15min mit Tropix-blocking Puffer gewaschen. Es schlossen sich zweil
Inkubationsschritte, je 5min in Assay-Puffer an. Danach wurde die Membran fir 5min in einer
1:20 Verdinnung in Tropix-Nitroblock in Assay-Puffer inkubiert. Es schlossen sich zwei
Inkubationsschritte, je 5min in Assay-Puffer an. Abgeschlossen wurde die Detektion durch
Zugabe einer 1:1000 Verdinnung des Tropix-Chemolumineszenzsubtrats in Assay-Puffer. Die
Membran wurde darauthin in Klarsichtfolie eingeschwei3t und sofort mit Rontgenfilme

exponiert.
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Immunfluoresgendoppelfirbung von Embryonen mit anti-Spaghetti Antikorper und To-
Pro3 Jodid

|Embryonen von Drosophila melanogaster

Eiablageplatten
Siebsystem

|Chlorbleiche (Thomas Chemikalien)

|Saugstrah|pumpe (Neolab)

|Greiner-R6hrchen mit Sieb im Verschluss

|Heptan (Merck) 4%

|4% Paraformaldehyd (Riedel und Hayn)

Fixierldsung 2 (4% Paraformaldehyd, 0,1% TritonX-100 (Merck), 0,1%
Natriumdesoxycholat [Fluka])

|Methano| (Merck)

| Ethanol (Merck)

|Normal goat serum (Sigma)

Priméar-Antikdrper (anti-Spaghetti)
Sekundar-Antikérper (anti rabbit Cy3 [Sigmal)
ToPro3-Jodid (Molecular Probes)

|BSA (Sigma)

| Uberkopfschiittler (Neolab)

|Vortex (Neolab)

| Einbettmittel

Zur letztendlichen Montage der Gewebe fiir die Mikroskopie wurde entweder Vectashield
[Vector| oder das slow antifade Kit [Biomol] verwendet.
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Die Embryonen (ca.5g) wurden tber Nacht (0-18h) auf Fiablageplatten gesammelt.
AnschlieBend wurden die Embryonen mit Hilfe eines Systems verschiedener Siebe mit Wasser
gewaschen und gesammelt. Es muss hier darauf geachtet werden keinerlei Hefe von der Platte
zu waschen, da diese nicht mehr zu entfernen ist. Mit einem Pinsel wurden die Embryonen in
ein spezielles Greiner-(50ml) Rohrchen tiberfuhrt, in dessen Verschluss ein Sieb eingelassen ist.
Die Dechorionisierung erfolgte durch Zugabe fiir ca. 2min einer 1:1 mit Wasser verdiinnten
Chlorbleiche. Es wurde anschlieBend sofort mit viel Wasser gesptlt, als die Embryonen
begangen an der Wand des Greiner Rohrchens festzukleben. Hierzu wurde mit Hilfe einer
Wasserspritzflasche ziigic Wasser durch das Sieb im Verschluss in das Rohrchen mit den
Embryonen gespritzt und mit Hilfe einer Saugstrahlpumpe sofort wieder heraus gesaugt. Die
Spilung wurde solange fortgesetzt bis der Chlorgeruch verschwunden war. Nun wurde eine
Mischung aus 6ml Heptan und 6ml 4% Paraformaldehyd fir 15min, RT, zugegeben und die
Embryonen im Réhrchen auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die
untere Phase der Mischung mit einer Pasteurpipette vorsichtig entfernt. Es wurden 6ml der
Fixierlésung 2 zugegeben und wieder fiir 15min auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Es
erfolgte ein dreimaliges Waschen mit 1xPBS fir je 5min. Nach Zugabe von 6ml -20°C
gekithltem Methanol wurden die Embryonen fir 3min grundlich gevortext. Die obere Phase
wurde komplett entfernt. Es wurde nochmals Methanol zugegeben. Die Embryonen wurden fiir
1h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Methanol entfernt und 100% Ethanol zugegeben.
(Die Embryonen kénnen so bei -20°C aufbewahrt werden). Die Embryonen wurden tber eine
Ethanol : TPBS Reihe rehydriert: (je 5min 70% Ethanol : TPBS (1xPBS+0,5% TritonX-100);
50% Ethanol : TPBS; 30% Ethanol : TPBS; 100% TPBS). Es schlossen sich zwei Waschritte je
5min mitlxPBS an. AnschlieBend wurden die Embryonen in Block-Puffer (25% normal goat
serum in PBST [1xPBS, 0,1% Tween20]) fir 1h, RT inkubiert. Die Embryonen wurden mit dem
primidren Antikérper (anti-Spaghetti, 1:100) dber Nacht bei 4°C in Inkubationspuffer (3%
normal goat serum, 3%BSA in PBST) inkubiert. Es wurde anschlieBend drei mal mit
Inkubationspuffer gewaschen. AnschlieBend wurde der sekundire Antikérper (anti-rabbit Cy3)
in Inkubationspuffer fur 2h, RT, Dunkelheit, zugegeben. Es schlossen sich die folgenden
Waschschritte an: drei mal 5min, RT, in Inkubationspuffer, ein mal 5min, RT, in PBST und ein
mal 5min in PBS. Das Gewebe wurde in Vectashield oder slow antifade abschlieBend auf einem
Objekttriger prapariert und mit einem Deckglas versehen. Das Deckglas wurde mit Nagellack
versiegelt. Diese Priparate sind nur kurze Zeit im Dunkeln bei 4°C haltbar. Die Priparate
wurden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops [Zeiss LSM410] in verschieden
Ebenen gescannt und anschlieBend mit einer Bildbearbeitungssoftware [Adobe Photoshop4]

prozessiert.
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Herstellung des Vektors pUAST-spaghetti fiir die ektopische Expression in Drosophila
melanogaster

|GAL-UAS Vektor (pUAST) (Bryant)

|pBIuescript-spaghetti DNA (Istvan Térék)

|Restriktionsenzyme (Notl [GGCCGC] und Kpnl [GGTACC], Promega)

|PCR Fragment Isolation Kit (Quiagen)

|Miniprep Plasmid Isolation Kit (Quiagen)

|Epicurian Coli Ultracompetent cells (Statagene)

| Rapid Ligation Kit (Roche)

LB-Platten mit Ampicillin
Ampicillin (Sigma)

|Zahnstocher (Aldi)

Drigalski oder sterile Glaskugelchen
Ethanol (Merck)

|37°C Inkubator

|Eppendorfreaktionsgeféf3e (1,5ml, Eppendorf)

|Greinerr6hrchen (15ml)

|Zentrifugen (Hereus, ICE)

|Agarose (Biozym)

|Gelelektrophoreseapparatur (Biozym)

|Power Supply (Pharmacia)

|Vortex (Neolab)

| Mikrowellengerat (Bosch)
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|Sterilwerkbank (Hereus)

NZY+ Medium (pro Liter: 10g NZ-amine (casein hydrolysate [Difco]); 5g yeast
extract [Difco]; 5g NaCl (Merck), pH 7,5 (mit NaOH) Autoklavieren,
danach Zugabe von 12,5ml 1M MgCl, und 12,5ml 1M MgSO,4 und 20ml|
filtersterilisierte Glukose (20% w/v))

LB-Ampicillin Platten und Medium (10g NaCl [Merck]; 10g Trypton [Difco]; 59
yeast extract [Difco]; 20g Agar [Difco] fur Platten, pH 7,0. Autoklavieren.
Zugabe von 100mg Ampicillin bei 55°C und falls Platten, je 25ml in
100mm Petrischalen gieB3en)

Jeweils 3ug der DNA der Vektoren pBluescript-spagherti und pUAST wurden mit den
Restriktionsenzymen Notl und Kpnl wie folgt geschnitten (da es nicht zu empfehlen ist mit
beiden Restriktionsenzymen zugleich zu schneiden wurde nacheinander geschnitten): 3ul (3ug)
je DNA zu 87ul sterilen Wasser+10ul des Puffers D fiir Notl oder Puffer J fir Kpnl+je 5ul der
Restriktionsenzyme. Die Ansitze wurden kurz gevortext und anschlieBend fir 1h bei 37°C
inkubiert. Nun wurde erneut 5ul je Restriktionsenzym zugegeben. Die Restriktion wurde durch
Analyse eines Aliqots (10ul) auf einem 1% Agarosegel (siche unten) geprift. Der verbliebene
Rest der Verdauung wurde mit Hilfe des PCR-Fragment Isolation Kits nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt (Zugabe von 270ul Puffer QC, anschlieBend mehrmals je 800ul auf
Sdule und fur je 1min, 13000 Upm, RT, das Zentrifugenréhrchen zwischendurch leeren, danach
750ul Waschpuffer, 1min, 13000 Upm, RT, Rohrchen leeren, 1min, 13000 Upm leer
zentrifugieren, Saule in 1,5ml Eppendorfreaktionsgefdl stellen und die DNA mit 50ul 1xTE
Imin, 13000 Upm, RT eluieren). AnschlieBend wurde mit dem zweiten Restriktionsenzym wie
oben verfahren und die DNA wie oben aufgeteinigt. Je 50ng des Notl/Kpnl pUAST-Vektors
und 150ng des Notl/Kpnl spaghetti-inserts wurden mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits nach
Angaben des Herstellers ligiert (10ul DNA [Vektor+insert] in 1x konz. DNA dilution buffer
(vial 2)+10ul T4 DNA ligation buffer (2x conc.) (viall) mischen, Zugabe von 1ul T4 DNA
Ligase (vial3), mischen, fir 5min bei RT inkubieren). 4ul des Ligationsansatzes wurden sogleich
zur Transformation in Ultracompetent Epicurian Coli XL-2 MRF’ Zellen nach Angaben des
Herstellers verwendet (die XI.-2 MRE’ Zellen wurden auf Eis aufgetaut; zu je 50ul der Zellen
wurde je 1ul B-mercapthoethanol (Endkonzentration 25mM) gegeben (in  1,5ml
Eppendorfreaktionsgefilie). Die Zellen wurden auf Eis fiir 10min gehalten. Jede zweite Minute
wurde sehr vorsichtig () der Inhalt gemischt. Nun wurden 4ul der oben beschriebenen DNA
zugegeben. Es wurde erneut vorsichtig (1) gemischt und der Ansatz fir 30min auf Eis inkubiert.

Danach wurden die Zellen fir 30sek bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen. Die Ansitze
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wurden fur 2min sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 200ul, 42°C warmes NZY+
Medium zugegeben und die Zellen fiir 1h bei 37°C mit 250 Upm regeneriert. Der komplette
Inhalt wurde auf LB (Ampicillin)-Platten ausplattiert (mit Drigalski oder sterilen Glaskiigelchen)
und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Je 12 der gewachsenen Kolonien wurden in 3,5ml LB
(Ampicillin) Medium angeimpft (mit Zahnstocher) und tber Nacht, bei 37°C, 220 Upm
bebriitet. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Kulturen erfolgte mit Hilfe des Miniprep

Isolation Kits nach Angaben des Herstellers.
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Herstellung transgener Drosophila melanogaster Fliegen fiir das pUAST-spaghetti
Konstrukt (Modifiziert nach Engels Methode)

|GAL-UAS Vektoren (pUAST-spaghetti) |

|Injektions-Puffer (nach Spradling: 5mM KCI, 0,1mM Sodiumphosphat, pH 6.8) |

Fliegen (yw; +/+; Sb, P[ry+,A(2-3)]/Tm6,Ubx, yw, BcGl/CyO; +/+)

Eiablageplatten (250ml Apfelsaft [Edeka], 33g Sucrose [Riedel de Hayn], 6g
Nipagin M [Boehringer] aufkochen und zu 22,5g Agar [Difco] aufgekocht
in 750m| Wasser geben, in 100mm Petrischalen giel3en)

Fliegencontainer (Eigenkonstruktion aus Pappdose mit 100mm Durchmesser in
der der Boden entfernt und mit fliegendichter Gaze versehen wurde,
passt genau auf 100mm Petrischale)

|Trockenhefe (Aurora) |

| Ethanol (Merck) |

|Binokular (Wild mit Beleuchtung) |

|Pinzette (Dumont 5) |

| Pinsel |

|Transjektor (Eppendorf 5525 mit Mikroskop) |

|Femtotips | und Il (Eppendorf) |

|Halocarbon6| Serie700 (Voltacef) |

|Petrischalen (150mm und 50mm) |

|Zentrifuge (Hereus) |

ca. 10ml anisthesierte yw; +/+; Sb, Pln+, A(2-3)]/Tm6, Ubx (Robertson et al., 1988) Fliegen
wurden in den Eiablage-Container tberfithrt. Der Container wurde mit einer Eiablageplatte
verschlossen, auf der mittig ein bisschen Hefepaste (5g Trockenhefe+Wasser; rithren bis Paste
entsteht) platziert wurde. Nach dem Erwachen der Fliegen wurde der Container auf den Kopf

gestellt, sodass die Eiablageplatte unten zu liegen kommt. Es wurde anfangs jede 30min die
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Platte gewechselt, bis die Fliegen sich an das Medium gewohnt hatten und eine konstante
Anzahl von Eiern legten. Das Sammelintervall wurde dann auf 20min reduziert, um das
notwendige syncyciale Blastodermstadium der Embryonen zu erhalten. Die abgelegten Eier
wurden nun mit Hilfe eines mit sauberen Wasser befeuchteten Pinsels auf ein Deckglischen
Uberfiithrt. Dieses Deckglischen wurde zuvor angehaucht und auf einen Objekttriger geklebt”.
Mit Hilfe einer Pinzette und ein bisschen Wasser wurden die Eier nun auf dem Deckglischen so
aufgereiht, dass ihr Appendix vom Aufreiher wegzeigt. Nach Beendigung des Aufreihens
wurden die Embryonen mit reinem Ethanol begossen und so trocknen gelassen. Wihrend des
Abtrocknens des Ethanols wurde die Injektionsapparatur vorbereitet: die mindestens fiir 30min,
bei 4°C, bei 13000 Upm abzentrifugierte DNA (ca. 100ng/ul-400ng/ul in Injektions-Puffer
nach Spradling) wurde mit Hilfe einer speziellen Ladespitze von hinten in die sterile Femptotip
geladen (ca. 5ul). AnschlieBend wurde die Injektionsnadel an das Drucksystem des Injektors
angeschlossen und der Druck kontrolliert. Nun wurden die Embryonen mit Halocarbondl
Ubergossen und auf dem Injektor installiert. Die Betrachtung im Mikroskop erfolgte mit
Phasenkontrast. Die Embryonen wurden tiber oder seitlich der Polzellen injiziert. Das Austreten
der Flissigkeit aus der Injektionsnadel wurde kontrolliert, indem auf das Erscheinen von
Verwitbelungen im Plasma des Embryos und/oder ein Ausdehnen des Embryos beobachtet
werden kann. Nach erfolgter Injektion wurden die Deckgldschen mit den injizierten Embryonen
in kleine Petrischalen gelegt, die wiederum in einer grof3en Petrischale gelegt wurden. Die grof3e
Petrischale wurde mit feuchten Tichern befeuchtet, damit die Embryonen nicht vertrocknen
(feuchte Kammer). Die injizierten Embryonen schliipfen tblicherweise nach etwa einen bis
anderthalb Tagen und wurden dann umgehend mit einem Pinsel oder einer Pinzette, mit
krummer Spitze, aus dem Ol in ein Futterréhrchen tberfihrt. Das Futterrdhrchen war frisch
hergestellt und mit ein wenig Trockenhefe versehen. Die etwa 11-12 Tage spiter geschliipften
Adulten wurden mit Fliegen des Stammes yw; BeG//CyO; +/+ (oder anderen yw-Stimmen)
verpaart. In der darauf folgenden Generation wurden die gelbdugigen oder orangedugigen

Fliegen als Jungfrauen gesammelt, die dann als stabile Stimme etabliert und analysiert wurden.

Strategie zur Feststellung des Chromosoms auf dem das Transgen inserierte:

Die adulten Minnchen oder Weibchen, die aus den injizierten Embryonen hervorgegangen

sind wurden wie folgt verpaart:
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Verpaarung der pUAST-spaghetti-Fliegen mit Fliegen die GALA4 exprimieren (UAS/GAL4
System)

Fliegen (pUAST-spaghetti-Fliegenstamme, w*; wgSP-1/ CyGO,;
P{w+mW.hs=GAL4-dpp.blk1}40C.6 / TM6B, Tb1 und

w*;P{iw+mW.hs=GawB}T80 / CyO)
Fliegenfutterréhrchen

Es wurden die folgenden Verpaarungen durchgefiihrt:

+ w Pl TWhs_m o DT an +
A C N - A E—_ ; ) fa M ol ;
a CyO' + 7 CyO +

¥V Piw+™"=GawB}T80 +
w oder 7’ BeGl/ T+

BoGl + , w _wg® P{w+™"=GAL4-dpp.blk1}40C 6
Cyo '+ 7 Cyo TM6B, Th

Selektion: non CyO
non 7b

V.  Wo" piw+"" =GAL4-dpp.blk1}40C.6
woder/7 ' BeGl +
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Préparation von Fliigel und Thorax von Drosophila melanogaster fiir die Durchlicht-
Mikroskopie

|FIiegen (gesammelt in 70%Ethanol)

| Ethanol (Merck)

|Xy|o| (Merck)

|Canada Balsam (Sigma)

| Methylsalicylat (Sigma)

|Binokular (Wild mit Beleuchtung)

|Pinzette (Dumont 5)

|Chirurgen-Schere (FST)

|Glasblbckchen (Neolab)

|Pasteurpipetten (Hereus)

| Ofen

100g Gewichte
Mikroskop (Leica)

Von den in 70% Ethanol gesammelten Fliegen wurden der Thorax, sowie die Fliigel, mit einer
speziellen Chirurgen-Schere abgetrennt. Die Kérperteile wurden je 10min in einer Ethanolreihe
(70%, 90%, 100%) entwissert. AnschlieBend wurden die Korperteile fir 10min in Xylol
inkubiert. Nun wurden die Fliigel und die Thoraxe getrennt auf Objekttrigern in einem Tropfen
GMM (Gerrys magic mount; 1,5¢ Canada Balsam pro ml Methylsalicat) arrangiert und mit
einem Deckglischen verschlossen. Die Deckglischen wurden mit 100g Gewichten beschwert,
um die Korperteile flach zu dricken. Die Priparate wurden so iiber Nacht bei 80°C gelagert.
Abschliefend wurden die Priparate mit Durchlicht mikroskopiert (LeicaDMR) und mit einer

Videokamera (Spot) Aufnahmen gemacht.
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Genetische Kreugungen Jur Herstellung von genetischen Mosaiken fiir die Gene [(2)k12101,
1(2)gl und vartul (scrib)

Es wurden die folgenden Kreuzungen durchgefuhrt (exemplarisch fir /2)£72707 auf FRT-
Chromosom 43D, /2)¢/ und vartu/ analog mit entsprechenden FRT-Chromosomen 40A und

80B):
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Selektion auf yw, neo” Individuen auf G418 Medium

/

~, Kreuzung3 -
Plneo™ : FRT] /(2)k12107 1 BoG/

yWw

cyo LA cyo

Plneo” : FRT] Plw hSTcNI] Kreuzung4 Plneo™: FRT] /(2)k12101
_— e v
w hsFLP1, yw
Cyo

\

Induktion von Hitzeschock des hsFLP1
Gens wihrend der Entwicklung fuhrt zur
w hsFLP1; /(2)k72707 Rekombination zwischen den FRT -sites

P[neo” ; FRT] Plw™; |'IS‘J'EN|]

Erlduterung des Diagramms: vor der ersten Kreuzung wurden die Chromosomen der mutierten
Genen isogenisiert”, d.h. es wurde ausgehend von einem einzigen Minnchen ein neuer Stamm
gebildet, indem dieses Mannchen mit Jungfrauen des Stammes yw~ BeG/ / CyO; + / + (fur die
Mutationen /(2)£12101 und /(2)g/') verpaart wurden, bzw. im Falle von P{vartul (serib)} mit dem
Stamm yw~ + / +; TM3 / TM6C, Thi. AnschlieBend wurde der Phinotyp der Stimme
kontrolliert. Fir Kreuzung 1 im Diagramm wurde als FRT-Chromosom im Falle von /2)£721017
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Fliegen des folgenden Genotyps verwendet: w7718, P/ry+ hsFLP|f36a; P[ry+17.2=neoFRT /43D
Plw+mC=piM46F Plw+mC=piM47F | CO; kar2, ry506 (Freundliche Gabe von Stephen
Cohen). Fir die Mutation /2)¢/ wurden Fliegen des Genotyps w1118; Plry+ hsFLP|f36a;
Plry+7.2=neoFRT]40A; 1y/506] verwendet. Fur die Mutation P{vartul (scrib)} wurden die
folgenden Fliegen verwendet: w1118; Plry+ hsFLP|f36a; P[ry+; hs-neo; FRT]E2B, far2, 1506,
Sb63b |/ TM6C, ryCB. In einem Fitterrohrchen wurden je funf Minnchen der Stimme
I2)k12101 | CyO; I2)gl" | CyO sowie P{wartul (serib)} / TM6B, Th mit je 40 Jungfrauen der oben
erwihnten FRT-Fliegen verpaart. AnschlieBend wurden etwa 10 Jungfrauen gesammelt, die im
Falle von /(2)k12101 und /2)g/' nicht CyO waren, bzw. im Falle von P{wvartul (scrib)} nicht Tubby.
Diese Tiere wurde fiir ein bis zwei Tage auf Futterrohrchen mit frischer Hefepaste gehalten.
AnschlieBend wurden diese Jungfrauen mit je 10 minnlichen Fliegen des Genotyps yw-; BeG/ /
OO (fir /2)k12101 und J2)gl), bzw. yw-; TM3 / TM6B (fix P{vartul (scrib)}) verpaart und auf
Medium gehalten, das mit G418 (Geneticin 25mg/ml Stammlésung: 0,3ml hiervon zu je 10ml
Fliegenfutter; frisch angesetzt) versetzt wurde. Das Futterréhrchen mit dem Medikament sollte
gentigend Trockenhefe haben, um die adulten Tiere zu versorgen, nicht jedoch die Larven. Die
verpaarten Fliegen wurden alle drei Tage in neue Futterréhrchen tberfithrt. Die anschlieBend
schliipfenden Fliegen wurden als Jungfrauen bzw. Minnchen gesammelt und einzeln mit Fliegen
des Genotyps yw~ BeGl /| CO; + / + bzw. yw + / +; TM3 / TM6B, Th verpaart. Von der
darauffolgenden Generation wurde der Phinotyp geprift:. Im Falle von /2)£72707 wurden die
Stimme etabliert, die melanotische Tumore und kleine Imaginalscheiben zeigten (des weiteren
wurde geprift, ob diese Fliegen mit Fliegen die ein /2)&72707-Transgen auf dem dritten
Chromosom tragen zu retten” waren; in allen Fillen positiv). Im Falle der /2)g/- und P{vartul
(serib) }-Mutation wurde auf das Auftreten der sogenannten “giant larvae” geachtet. Die Stimme
wurden erneut auf G418-haltigen Fliegenfutter vermehrt. Zur letztendlichen Erzeugung der
genetischen Mosaike wurden die folgenden Fliegenkombinationen verpaart: fur /2)&727101:
wil18,  Ply+  hsFLP|36a;  [2)k12101  Plry+17.2=neolRTJ43D  Plw+mC=piM]  46F
Plw+mC=piM47F | CyO; kar2, ry506 mit w1118, P/ry+ hsFLP]36a; Plry+t7.2=neoFRT43D f+
M@2R) | CO; kar2, 1506 fir [2)gls w1118; Plry+ hsFLP|B6a; /2)g4 Plry+7.2=neoFRT]40.A;
n[506] | CyO; kar2, ry506 mit Plry+ hsFLP[f36a; Plry+17.2=neolFRT]40A f+ Plw+]30B / CyO;
kar2, ry506 und fur P{vartul (scrib)}: w1118y Plry+ hsFLP[f36a; vartul Plry+; hs-neo; FRT]82B, kar2,
1506, Sb63b | TM6C, ryCB mit Plry+ hsFLP|36a; Plry+17.2=neoFRT]82B f+ /TM6C, ryCB. Da
die Flipase unter Kontrolle eines Hitzeschock-Promoters ist, muss zur entsprechenden Zeit das
Futterrohrchen, indem die Eier abgelegt wurden, entsprechend lange (siche Ergebnisse) bei
25°C gehalten und anschlieend fiir 60min bei 37°C im Wasserbad induziert werden. Dabei ist

zu beachten, das der Stopfen, der das R6hrchen verschlie3t soweit nach unten gedrickt werden
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muss, sodass es keiner Larve gelingen kann dem Hitzeschock zu entkommen. Die Larven oder

die Adulten Fliegen wurden darauthin nach Klonen analysiert.
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Préparation von Thorax, Kopf, Beine und Fliigel von Drosophila melanogaster fiir die
Rastereleketronenmikroskopie

|FIiegen (gesammelt in 70%Ethanol)

| Ethanol (Merck)

|Aceton (Merck)

| Dimethylsilazane (Sigma)

| Binokular (Wild mit Beleuchtung)

|Pinzette (Dumont 5)

|Chirurgen-Schere (FST)

|Glasblbckchen (Neolab)

|Pasteurpipetten (Hereus)

|Objektréger fur REM (Messingteller eigene Herstellung)

|Sputter (BAL-TEC SCD 005 Sputter Coater)

|Rasterelektronenmikroskop (Philips SEM 505)

|Kamera (Steinheil M20 Oscillophot)

Von den in 70% Ethanol gesammelten Fliegen wurden der Thorax, die Beine, K&pfe und Fligel
mit einer speziellen Chirurgen-Schere oder Pinzetten abgetrennt. Die Koérperteile wurden je
10min in einer Ethanolreithe (70%, 90%, 100%) entwissert. AnschlieBend wurden die
Korperteile fir je 10min in einer Ethanol:Aceton-Reihe (3:1; .1:1; 2:3) inkubiert. Weiter 10min in
100% Aceton. Es erfolgte eine Inkubation fiir je 5min in einer Aceton:Dimethylsilazane [giftig!
Abzugl]-Reihe (3:1, 1:1, 2:3). Zwei mal weitere 5min in 100% Dimethylsilazane. AnschlieBend
wurden die nun entwisserten und entfetteten Gewebe auf Papier gelegt und so mindestens fiir
2h entgast. Die Gewebe wurden auf Objekttrigern fir die REM mit Hilfe eines speziellen
Lotzinns montiert. Die Priparate wurden anschlieBend mit einem Goldsputter beschichtet
(140sec, 30mA). AbschlieBend wurden die Priparate mit dem REM mikroskopiert (Philips) und

mit einer Mittelformatkamera Aufnahmen gemacht.
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Test von Zellen auf Expression des lacZ-Reportergens durch Filterabklatsch und Farbung
mit X-gal.

Hefekolonien, die zu untersuchen sind

Z-Puffer Stock Lésung (16,1g Na,HPO4- 7H.0; 5,59 NaH,PO4- 7H20; 0,759 KCl;
0,246g MgSO4- 7H.0; H,O ad 1000 ml)

|X-ga| Stock Lésung (20mg/ml in N,N-dimetyhlformamid [DMF])

B-Mercaptoethanol (Sigma)

|FIUssigstickstoff mit Gefal3

Petrischalen
Whatmann-Papier in der Form der Petrischalen

|SD-PIatten (entsprechende Zusammensetzung)

| Pinzette

Die zu untersuchenden Kolonien werden erst fir einen Tag auf dem entsprechenden Medium
wachsen gelassen. AnschlieBend wird von diesen Kolonien ein Filterabklatsch gemacht, indem
ein entsprechend zurechtgeschnitten Whatmann-Papier auf die Platte mit den Kolonien gelegt
wird, mit einem sterilem Drigalski-Spatel leicht angepresst und dann wieder abgehoben wird.
Der Filter wird wiederum, mit den Kolonien nach oben zeigend erneut fiir einen Tag inkubiert.
Der Filter wird mit einer Pinzette von der Platte vorsichtig abgehoben und in fliissigen
Stickstoff tberfihrt, um die Hefekolonien zu permeabilisieren (der Filter sollte auf den Boden
des StickstoffgefiBles sinken). Die Expression des lacZ-Reportergens wird mit Hilfe einer X-gal
Losung getestet: Es wird etwa 4,5ml des Z-Puffers mit X-Gal (12,5ml Z-Puffer, 37ul B-
Mercaptoethanol, 210ul X-Gal Losung) auf Whatmann-Filterpapiere, welche auf den Boden
einer leeren Petrischalen liegen, gegeben. Auf diesen nun befeuchteten Filter wird ein weiterer
Filter gelegt. Beide Filter sollten befeuchtet sein. Den Filter aus den Stickstoff nehmen und auf
Papier zum auftauen legen. Nun den Filter mit der Kolonienseite nach oben in die vorbereiteten
Petrischalen mit dem Z-Puffer mit X-Gal Losung legen (Luftblasen entfernen). Die Petrischalen
in Plastiktaschen verschlieBen und bei 30°C inkubieren. Die Positivkontrollen beginnen sich
nach etwa 2-3h blau zu firben. Die Negativkontrollen nach etwa 18h. Kolonien die sich nach

den Negativkontrolle firben stellen eine unspezifische Hintergrundfirbung dar.
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wSouthern Blot“-Transfer von DNA auf Nitogellulosemembran

20x SSC Puffer (175,3g NaCl; 88,2g Sodiumcitrat; H,O auf 1000 ml)
Depurinierungslésung (0,25M HCI)

0,5M NaOH-3MNacCl

1M NH;OAc-0,02M NaOH

Whatmann-Papier

BA-85 Filter

32PCTP

Klenow-Enzym

Labeling-Mix

NICK Sephacryl G50 DNA Grade-Séaule (Pharmacia)

Das nach Southern (1975) benannte Verfahren ermdglicht den Transfer gelelektrophoretisch
separierter DNA auf Nitrozellulosemembran, wobei die Position der separierten DNA erhalten
bleibt. Der DNA-Transfer erfolgt bei hoher Salzkonzentration durch Kapillarkrifte. Die
anschlieBende Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA-Sonden etlaubt eine
Identifizierung spezifischer, zur Probe homologer Fragmente. Das zum Transfer bestimmte
Agarosegel wird (nach dem Fotografieren) mit einer Rasierklinge auf die gewtinschte Grof3e
zurechtgeschnitten und fur 15 min unter leichtem Schiitteln mit 50 Upm in einer
Depurinierungslésung (0,25 M HCI) behandelt. Die Depurinierung soll den Transfer von DNA-
Fragmenten, die groBer als 15 kb sind, etleichtern. Nach kurzem Sptlen mit Wasser wird das
Gel zweimal fir je 30min in Denaturierungslosung geschiittelt. AnschlieBend erfolgt eine
zweifache halbstindige Behandlung mit Neutralisationspuffer. Fiur den unidirektionalen
Transfer wird eine Plastikwanne mit 12,5xSSC geftllt und iber die Wanne mit einer Glasplatte
eine Briicke gebaut. Auf die Glasplatte werden drei Lagen mit SSC befeuchtete 3MM-Papier
gelegt, die die Losung aus der Wanne aufgrund der Kapillarkrifte hochsaugen. Das Gel witd,
wie auch alle anderen nun folgenden Materialien, luftblasenfrei aufgelegt. Auf das Gel wird nun
ein in SSC abgesittigter Nitrozellulosefilter gleicher Grof3e aufgelegt. Es folgen drei weitere mit
SSC befeuchtet 3MM-Papiere gleicher Grofle. AbschlieBend wird ein etwa 10 cm hoher Stapel
trockener Zellstoff darauf gesetzt und das Ganze mit einem Gewicht (0,5kg) beschwert. Die
Transferzeit betrigt je nach Gréfle der Fragmente bis zu 16h. Das Nitrozellulosefilter wird, nach
dem Transfer und nach entsprechender Markierung der Geltaschen und des Markers, fir 10 min
in 2xSSC zur Entfernung der Agarosereste vorsichtig gewaschen. (Die Vollstindigkeit des
Transfers kann durch Nachfirben des Agarosegels mit Ethidiumbromidlésung unter UV-Licht
kontrolliert werden). AnschlieBend erfolgt das Fixieren der DNA an das Filter mittels

zweistindigen Backen bei 80°C.
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Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Etwa 100ng der entsprechenden DNA in 25ul Wasser wurde fiir 10min auf 100°C erhitzt.
AnschlieBend wurde 12ul Labeling Mix, 5ul *"dCTP und 1ul Klenow-Enzym, (1u/ul)
zugegeben. Der Ansatz wurde bei 37°C fiir mindestens eine Stunde inkubiert. Dann wurde mit
einer NICK Sephacryl Sidule G50 DNA Grade (Pharmacia) aufgereinigt: die NICK Sephacryl
Sdule G50 DNA Grade wurde gedftnet und abgegossen. Sie wurde mit 1xTE aufgefillt und
gespult. AnschlieBend wurde ca. 500ul 1xTE auftragen und durchlaufen gelassen. Die
radioaktive Sonde wurde auftragen und einsickern gelassen. Es wurden 400ul 1xTE auftragen
und in einem Eppendorf-Reaktionsgefi3 gesammelt (enthilt erstes Eluat ohne Sonde). Es
wurde erneut 400ul 1xTE auftragen und in einem weiteren Eppendorf-Reaktionsgefal3
gesammelt, diese Fraktion enthilt die Sonde. Die Sonde wurde vor Benutzung 10min gekocht,

anschlieBend sofort auf Eis gestellt und dann abzentrifugiert.
Filterhybridisierung mit radioaktiver Sonde

Der Filter wurde in 4xSSC waschen. Nun wurde der Filter in Plastikfolie mit minimalem
Volumen dreiseitig einschweilt und durch die noch offenen Seite wurde ca. 8ml
Hybridisierunglosung zugeben. AnschlieBend wurde der Beutel ganz zugeschweil3t. Es erfolgte
eine Inkubation fiir 2h, bei 65°C im Wasserbad, unter langsamen schtitteln. AnschlieBend wurde
200ul der oben beschriebenen Sonde, nach 10 miniitigen kochen und sofortigen abkiihlen auf
Eis, in die Tasche mit dem Filter gegeben. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 65°C im
Wasserbad, unter langsamen schiitteln. AnschlieBend wurde die Flissigkeit mit der Sonde
entsorgt und der markierte Filter in 4xSSC mit 0,1% SDS mehrmals gewaschen, bis die
Hintergrundstrahlung minimal war (Geigerzahler). Der Filter wurde getrocknet und
anschlieBend in dinne Haushaltsfolie einpackt. Der Filter wurde letztlich mit Rontgenfilm

exponiert.
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Konstruktion des ,,bait“-Vektors pPBD2(GAL4)-spaghetti

| Bluescript-spaghetti-Vektor

ATG / Sal-BD-Primer:(5’-
CCGGTCGACTTATGAGTGCACAGGAAAAAGCCTTCGAAC-3)

C-terminalen Xho-BD-Primer:(5’-
GACAACCTTTTCAAGGAATACGGAGTAGCCTAACTCGAGCGG-3)

|Sa|| und Xhol-Restriktionsenzyme (Promega)

|Sephacryl S-400 Saule (Amersham)

|pBD2(GAL4) [Stratagene]

|High Fidelity Expand Kit (Boehringer)

|Rapid DNA Ligation Kit (Roche)

| Robocycler Gradient 40 (Stratagene)

Die volle Linge der proteinkodierenden Sequenz wurde PCR amplifiziert mit Hilfe der spagherts-
cDNA als Matrize, sowie den N-terminalen ATG /  Sal-BD-Primer (5-
CCGGTCGACTTATGAGTGCACAGGAAAAAGCCTTCGAAC-3) und dem C-terminalen
Xho-BD-Primer (5-GACAACCTTTTCAAGGAATACGGAGTAGCCTAACTCGAGCGG-
3’) [High Fidelity Expand Kit, Boehringer]. PCR-Bedingungen: 25ul Reaktionsansatz: 100ng
Matrizen DNA+10pmol je Primer+je 200mM Desoxynukleotide+2,5mM MgClL+2,5ul 10x
Reaktionspuffer und 1ul Pvu-Polymerase. 5min 96°C, 35 Zyklen (2min 54°C, 2min 72°C,
0,8min 94°C), 10min 72°C, 4°C. Das ca. 1.6 kb gro3e amplifizierte PCR-Produkt des spaghetti-
Gens wurde mit Sall- und Xhol-Restriktionsenzymen geschnitten. AnschlieBend fand eine
Aufreinigung mit Hilfe einer Sephacryl S-400 Siule statt, um die Reste der Primer und der
Schnittenden abzuscheiden. Das PCR-Produkt wurde in den mit Sall geschnittenen und
dephosphorylierten pBD2(GAL4)-Vektor (Version2 mit Chloramphenicol-Selektionsmarker)
[Stratagene] ligiert [Rapid Ligation Kit: 10ul DNA (50ng vector+150ng insert) gelost in 1x konz.
DNA dilution buffer; 10ul T4 DNA ligation buffer; mischen und 1ul T4 DNA ligase zugeben;

mischen und bei RT fiir 5Smin inkubieren).
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Herstellung von kompetenten Hefezellen

|YRG-2 Hefezellen (Stratagene)

YPD (20g Difco-Pepton, 10g Hefeextrakt, H,O ad 960ml, 40ml 50% Glucose, pH
5,8)

SD (6,7g Difco Hefe Nitrogen Basen ohne Aminoséauren, 182,2g D-Sorbitol, H.O
ad 860ml, 100ml 10x Dropout Solution, 40ml 50% Glucose, pH 5,8)

10x Dropout Solution pro Liter: (300mg L-Isoleucin, 1500mg L-Valin, 200mg
Adenin Hemisulfat Salz, 200mg Arginin HCI, 300mg Lysine HCI, 200mg
L-Methionin, 500mg Phenylalanin, 2000mg L-Threonin, 300mg L-
Tyrosin, die Aminosauren Histidin, Leucin und Tryptophan wurden als
1% Stocklésungen hergestellt)

LiSORB (100mM LiOAc, 10mM Tris-HCI (pH 8,0), imM EDTA, 1M Sorbitol,H,O ad
11)

|TE Puffer (10mM Tris-HCI (pH 7,5), 1mM EDTA)

| Erlenmeyerkolben 1l

| Wasserbad

| Photometer (LBK)

|Zentrifuge (Sorvall)

|Pipetten (Glas und Plastik)

|sa|mon sperm DNA (Stratagene)

|PEG 3350 (Sigma)

|Lithiumacetat (Sigma)

Es wurde eine YRG-2 Einzelkolonie in 200ml YPD-Medium in einem 500ml Etlenmeyerkolben
inokuliert. Diese Kultur wurde bei 30°C, unter schitteln (220 Upm) inkubiert bis die Kultur
gesittigt erscheint (1-2 Tage). Es wurde von der gesittigten Kultur in 300ml frisches YPD-
Medium soviel iiberfthrt bis eine optische Dichte OD600 von 0,2 erreicht wurde. Die Kultur
wurde bei 30°C, unter schiitteln (220 Upm) inkubiert bis eine optische Dichte OD600 von 0,8

erreicht wurde. Die Kultur wurde mit 3800 Upm fiir 5min, RT sedimentiert. Das Sediment mit
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den Zellen wurde in 100ml dH,O durch stindiges pipettieren mit einer sterilen Glaspipette
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen erneut sedimentieren. Die Zellen wurden in 50ml
LiSORB suspendiert und anschlieBend fir 30min in 30°C Wasserbad inkubiert. Die Zellen
wurden erneut sedimentiert und in 250ul LiSORB suspendiert. Es wurde mit LiISORB auf 1ml
Endvolumen aufgefullt. Es wurde salmon sperm DNA mit einer Konzentration von 20mg/ml
(Stratagene), fir mind. 15min gekocht. AnschlieBend wurden 800ul LiSORB zu der DNA
gegeben, es wurde gemischt. Die DNA-L6sung wurde auf RT abgekiihlt. Zu der DNA-Losung
wurden die 1ml Hefezellen zugegeben und grundlich gemischt. Es wurden letztlich 10ml 1xTE-
Puffer, LiAc und 40% (w/v) PEG-Lésung zugegeben, grindlich gemischt. Die kompetenten

Zellen wurden zu je 1ml aliquotiert und bei -80°C tiefgefroren.
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Transformation der kompetenten Hefezellen

|Kompetente YRG-2 Hefezellen

|DNA der jeweiligen Plasmide

SD (6,79 Difco Hefe Nitrogen Basen ohne Aminoséuren, 182,2g D-Sorbitol, H,O
ad 860ml, 100ml 10x Dropout Solution, 40ml 50% Glucose, pH 5,8)

10x Dropout Solution pro Liter: (300mg L-Isoleucin, 1500mg L-Valin, 200mg
Adenin Hemisulfat Salz, 200mg Arginin HCI, 300mg Lysine HCI, 200mg
L-Methionin, 500mg Phenylalanin, 2000mg L-Threonin, 300mg L-
Tyrosin, die Aminosauren Histidin, Leucin und Tryptophan wurden als
1% Stocklésungen hergestellt)

| Erlenmeyerkolben 1l

| Wasserbad

|Zentrifuge (Sorvall)

Zu je 1ml der kompetenten Zellen wurden ca. 100ng der zu transformierenden DNA gegeben.
Die Zellen wurden bei 30°C fiur 30min im Wasserbad unter schiitteln inkubiert. AnschlieBend
wurde die Zellen einem Hitzeschock bei 42°C fiir 8min unterzogen. Die Zellen wurden fiir
8min auf Eis gestellt und dann erneut einem Hitzeschock fir 8min bei 42°C unterzogen. Die
Zellen wurden in ein 50ml Roéhrchen mit 10ml SD-Medium mit der entsprechenden
Aminosduren-Zusammenstellung tberfithrt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 30°C fiir 1h,
unter schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 3800 Upm fiir 1min sedimentiert und in 800ul
SD-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf grofle oder kleine Platten mit
SD-Medium mit der entsprechenden Aminosidure-Zusammensetzung ausplattiert. Die Platten

wurden fiir mehrere Tage, bis Kolonien sichtbar wurden, inkubiert.
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Préparation von Hefe-Proteinextrakten

|Mit entsprechender DNA transformierte Hefe

Hefe Lysis Lsung (2% (v/v) Triton X-100, 1% (v/v) SDS, 100mM NaCl, 10mM
Tris-HCI (pH 8,0), 1ImM EDTA)

Protease Inhibitorlésung (0,1mg/miIPepstatin A (Sigma); 0,03mM Leupeptin
(Sigma); 145mM Benzamidin (Sigma); 0,37mg/ml Aprotinin (Sigma))

cracking-Puffer Stock-Lésung (8M; Harnstoff; 5% SDS; 40mM Tris-HCI (pH 6,8);
0,1mM EDTA; 0,4mg/ml Bromphenolblau; Deionisiertes Wasser)

cracking-Puffer komplett (1ml cracking-Puffer Stock-Lésung; 10pl
Mercaptoethanol; 70pl Protease Inhibitor-Lésung; 50ul PMSF 100x
Stockldsung)

|FIUssigstickstoff mit Gefal3

|Zentrifuge (Sorvall)

|Vortex (Neolab)

| Wasserbad

Fir jeden transformierten Hefe-Stamm, der mit Western Blot getestet werden soll, wurde eine
tber Nacht-Kultur in 5ml SD-Medium mit der entsprechenden Aminosdure-Zusammensetzung
hergestellt. Dazu sollte eine Kolonie mit einem Durchmesser von 1-2mm zum inokulieren des
Mediums gewihlt werden. Ebenso wurde eine Kolonie untransformierte Hefe in 10ml SD-
Medium mit der entsprechenden Aminosidure-Zusammensetzung Uberfithrt und tiber Nacht, bei
30°C inkubiert. Die tber Nacht-Kulturen wurden dann fiir 0,5-1min gevortext, um Zellklumpen
zu l6sen. Nun wurde jede tiber Nacht-Kultur in 50ml frisches YPD-Medium tiberfithrt und bis
zu einer optischen Dichte von ODG600 von 0,4-0,6, bei 30°C, unter schiitteln (250 Upm)
inkubiert. Diese Kulturen wurden sofort in eisgekithlte Zentrifugenrohrchen iberfihrt und fiir
5min bei 4°C mit 1000 Upm sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in
50ml eiskaltem H,O resuspendiert. Nach erneuter Sedimentierung fiir 5min bei 4°C mit 1000
Upm, wurde das Sediment in flissigen Stickstoff eingefroren und kann bei -70°C gelagert
werden. Zugabe von auf 60°C vorgewirmten cracking-Puffer. Auf Grund des schnellen
Degradierens von PMSF, muss der Puffer immer frisch und kurz vorher angesetzt werden. Es

wurde je 100ul cracking-Puffer pro 7,5 OD600 Einheiten Zellen bendtigt. Das Sediment mit
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den tiefgefrorenen Zellen wurde schnell nach Zugabe des cracking-Puffer, im 60°C Wasserbad
fir max. 2min aufgetaut. Es empfiehlt sich aller 7min frisches PMSF zuzugeben. Nun wurden
diese Zellsuspensionen in 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefile mit 80ul Glaskiigelchen pro 7,5
ODO600 FEinheiten Zellen tberfihrt. Es schloss sich 1min intensives Vortexen an. Die
Zelltrimmer und unlysierten Zellen wurden absedimentiert und fir 3-5min gekocht,
anschlieBend wurde fiir 1min intensiv gevortext. Nach erneuter Sedimentierung kénnen beide
Uberstinde vereint werden. Der Uberstand kann nun nach kochen auf das Polyacrylamidgel fiir

den Western Blot geladen werden.
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Isolierung der Plasmid-DNA aus Hefegellen

Mit entsprechender DNA transformierte Hefe

Hefe Lyse Lésung (2% (v/v) Triton X-100, 1% (v/v) SDS, 100mM NaCl, 10mM
Tris-HCI (pH 8,0), 1ImM EDTA)

Protease Inhibitorlésung (0,1mg/mIPepstatin A (Sigma); 0,03mM Leupeptin
(Sigma); 145mM Benzamidin (Sigma); 0,37mg/ml Aprotinin (Sigma))

cracking-Puffer Stock-Lésung (8M; Harnstoff; 5% SDS; 40mM Tris-HCI (pH 6,8);
0,1mM EDTA; 0,4mg/ml Bromphenolblau; Deionisiertes Wasser)

cracking-Puffer komplett (1ml cracking-Puffer Stock-Lésung; 10pl
Mercaptoethanol; 70pl Protease Inhibitor-Lésung; 50ul PMSF 100x
Stockldsung)

|FIUssigstickstoff mit Gefal3

|Zentrifuge (Sorvall)

|Vortex (Neolab)

| Wasserbad

Plasmid-DNA kann, durch das folgende Protokoll, aus den Hefezellen in ausreichender Qualitit
und Quantitit isoliert werden, um damit E. coli Zellen zu transformieren. Diese Methode liefert
eine Mischung von intakten Plasmiden und chromosomalen DNA-Fragmenten, daher ist die so
erhaltene Plasmid-DNA nicht rein genug fur eine Gelelektophoretische Analyse. Es wurden 2ml
SD-Medium mit der entsprechenden Aminosdurezusammensetzung mit einer isolierten His+ -
LacZ+ Hefekolonie inokuliert. Diese Kultur wurde bei 30°C inkubiert, bis sie gesittigt war. Die
Kultur wurde in 2ml Eppendorf-Reaktionsgefd3e iberfiihrt. Die Zellen wurden bei 13000 Upm
sedimentiert, der Uberstand wurde verworfen. Es erfolgte die Zugabe von 0,3ml Hefe Lyse-
Losung, es wurde grindlich resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 0,3ml Phenol-
Chloroform-Isoamyl Alkohol [25:24:1 (v/v/v)] und 0,3g siuregereinigte Glasktgelchen. Diese
Suspension wurde fir 2min grindlich gevortext. Die Suspension wurde fir 5min bei RT mit
13000 Upm zentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefale uberfuhrt. Die DNA wurde mit 1/10 Volumen von 3M NaOAc (pH 5,2) und
2,5fachen Volumen Ethanol prizipitiert und anschlieBend bei 13000 Upm fir 10min

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment mit der DNA wurde mit 1ml 70%
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(v/v) EtOH gewaschen und erneut fiir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Sediment unter Vakuum getrocknet. Die DNA wurde in 50ul stetilem H,O gel6st. Fur
die Transformation von XI.-2 Blue MRF’ kompetenten Zellen wurden jeweils 5-20ul dieser
DNA-Losung benoétigt. Die transformierten Zellen kénnen anschlieBend auf LB-Platten mit
50ug/ml Ampicillin ~ (fir AD-Konstrukte) oder Chloramphenicol; 30pg/ml (fur BD-GAL4-

Konstrukte) ausplattiert werden
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Transformation von XL-2 MRF’ coli Zellen

|XL-2 MRF’ coli Zellen (Stratagene)

B-mercapthoethanol (Stratagene)

lentsprechenden Plasmid-DNA

| Wasserbad

| Inkubator

LB-Platten (pro I: 10g Bacto-Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl, H-O ad 11, pH 7,0;
eventuell mit 50mg/ml Ampicillin oder 12,5mg/ml Tetracyclin; 16g Agar
(Difco))

SOC-Medium (pro I: 20g Trypton; 5g Hefeextrakt; 0,5g NaCl; autoklavieren; 10ml
einer 1M MgCl,-Lésung und 10ml einer 1M MgSQO4-L&sung; 20ml einer
20% (w/v) Glukose-Lésung)

|Zentrifuge (Hereus)

|Vortex (Neolab)

| Inkubator

Die kompetenten Zellen wurden auf Fis aufgetaut. Es wurde 3,4ul B-mercaptoethanol zu je
200ul der Zellen gegeben und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde fir 10min auf Eis
inkubiert, wobei aller 2min vorsichtig geschiittelt wurde. Es wurde ca. 100ng der Plasmid-DNA
zugegeben, geschiittelt und fur 30min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden einen Hitzeschock
von 30sec, 42°C unterzogen und dann sofort auf Eis gestellt. Nach 2min wurde zu den Zellen
200ul SOC-Medium zugegeben und dieser Ansatz wurde bei 37°C, mit 250 Upm fir 1h
inkubiert. Es wurden die gesamten 200ul auf LB-Platten mit den jeweiligen Antibiotika

ausplattiert.
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In vitro Transkription

5x Transkriptions-Puffer (Promega)

DTT (Promega)

RNasin (Promega)

rNTPs (Promega)

DNA

Polymerasen T7 oder T3 oder SP6 (Promega)
Wasserbad

Es wurde der folgende Ansatz pipettiert:

20ul 5xTranskriptionspuffer, 10ul DTT, 2,5ul RNasin, 20ul tNTPs-Mix, 2ul DNA je Tug/ul, 2ul
Polymerase (z.B. T7-Polymerase), auf 100 mit H,O.

Der Ansatz wurde fir 2h, 37°C inkubiert. AnschlieBend kann die RNA auf einem 1%
Agarosegel mit Ethidiumbromid analysiert werden. Es sollte ein RNA-Marker zur Bestimmung
der GroBe verwendet werden, da einzelstringice RNA im Gel eine andere Mobilitit besitzt, als

doppelstringige DNA.
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Extraktion von DNA aus Agarosegelen

|Agarosegel mit entsprechender DNA-Bande |

|QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) |

| Wasserbad |

|Zentrifuge (Hereus) |

|Vortex (Neolab) |

Mit Hilfe einer Rasierklinge wurde die entsprechende DNA-Bande aus dem Agarosegel
herausgeschnitten. Die ethidiumbromidgefirbte Bande wurde dabei mittels UV-Tisch sichtbar
gemacht. Es wurden drei Volumen des Puffers QG zu einem Volumen Gel gegeben.
AnschlieSend wurde der Ansatz bei 50°C, fiirr 10min bis zur vollstindigen Lésung des Gels im
Puffer inkubiert. Der Ansatz wurde zu je 800ul auf eine QIAquick Saule gegeben und jeweils fir
Imin bei 13000 Upm zentrifugiert, es wurde jeweils das Zentrifugat verworfen. Es wurde mit
0,75ml Puffer PE gewaschen (Imin, 13000 Upm, Zentrifugat verworfen). Es folgte ein Leerlauf
von 1min, 13000 Upm, um tberschiissigen Puffer zu entfernen. In einem neuen Eppendortf-
Reaktionsgefid3 wurde die Sdule hineingestellt und die gebundene DNA wurde mit 50ul

Elutionspuffer EB eluiert.
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Herstellung der pGEX4T1-hsp83”""; pGEX4T1-emc und pGEX4T1-CGJS 792-Konstrukte
Stir den Gluthathion in vitro Bindungstest.

|DNA der entsprechenden Gene (in pBluescript oder pAD2.1)

| pGEX-4T1-Vektor (Amersham)

|Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol (Promega)

|AIkaIische Phosphatase (Roche)

|QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen)

| Rapid Ligation Kit (Roche)

|Wasserbad (Kahner)

|Zentrifuge (Hereus)

Die Plasmide mit der DNA der Gene wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und
Xhol geschnitten und die inserts mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits isoliert. Der
Expressionsvektor pGEX4T1 wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen geschnitten und
dephosphoryliert. Die inserts wurden mit Hilfe des Rapid Ligation Kits in den Vektor ligiert. Mit
dem Ligationsansatz wurden XL-2 MREF’ coli Zellen transformiert. Mit Hilfe des QIAprep
Miniprep-Kits wurden aus den transformierten Zellen die Plasmide isoliert. Die Plasmide
wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol geschnitten und die DNA auf einem 1%
Agarosegel mit Ethidiumbromid separiert. Die Plasmide, die ein korrektes Schnittmuster

zeigten, wurden weiterverwendet.
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Transformation von BL21-CodonPlus coli Zellen mit den pGEX4T1-hsp83”7"; pGEX4T1-
emc und pGEX4T1-CGS792-Konstrukten fiir den Gluthathione in vitro Bindungstest.

pGEX-4T1-Vektor mit den entsprechenden Genen
BL21-CodonPlus coli Zellen (Stratagene)

|beta-MercaptoethanoI (Stratagene)

LB-Platten (pro I: 10g Bacto-Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl, H-O ad 11, pH 7,0;
50mg/ml Ampicillin; 16g Agar (Difco))

SOC-Medium (pro I: 20g Trypton; 5g Hefeextrakt; 0,5g NaCl; autoklavieren; 10ml
einer 1M MgCl,-Lésung und 10ml einer 1M MgSOQO4-L6sung; 20ml einer
20% (w/v) Glukose-L6sung)

|Wasserbad (Kahner)

|Zentrifuge (Hereus)

|Vortex (Neolab)

Die kompetenten BL-21 Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden zu je 100ul
aliquotiert. Der B-Mercaptoethanol wurde 1 zu 10 mit sterilem Wasser verdiinnt. Hiervon
wurden 2ul zu je 100ul der Zellen gegeben und vorsichtig geschittelt. Die Zellen wurden auf Eis
aller 2min, insgesamt fir 10min vorsichtig geschiittelt .Zu den Zellen wurden ca. 100ng der
verschiedenen Plasmide zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und auf Eis fir
30min inkubiert. Die Zellen wurden fiir 20sec bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen. Danach
wurden die Zellen fir 2min auf Eis gestellt. Es wurde 0,9ml vorgewirmtes SOC-Medium
zugegeben und bei 37°C mit 250 Upm fiir 1h inkubiert. Der Zellen wurde kurz bei 13000 Upm
sedimentiert, der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 200yl SOC-Medium

aufgenommen und auf LB-Platten mit Ampicillin plattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Induktion der Fusionsproteine der pGEX4T1-Konstrukte in BL21-Zellen mit IPTG
(kleiner Mafistab Jum Isolieren der korrekten Kolonien)

BL21-Zellen transformiert mit den pGEX-4T1-Vektor mit den entsprechenden
Genen

2x YT-G-Medium (pro I: 16g Bacto-Trypton, 10g Hefeextrakt, 5g NaCl, H,O ad
800ml, pH 7,0; auf 900ml mit H.O; autoklavieren; 100ml einer 20%
Glukose-L6sung; 1ml von 100mg/ml Ampicillin;)

IPTG (isopropyl B-D-thiogalactosid, Laktose-Analog; 100mM Stocklésung)

|1x PBS |

|CeII disrupter (LKB) |

|Glutathion Sepharose 4B (Amersham) |

| Drehrad (LKB) |

| Coomassie-Blau |

| SDS-PAGE mit Zubehér |

|Wasserbad (Kihner) |

|Zentrifuge (Hereus) |

|Vortex (Neolab) |

Von den tber Nacht gewachsenen LB-Platten mit den transformierten BL-21 Zellen wurden
mehrere Einzelkolonien gepickt und in 2ml 2xYT-G fiir 3-5h bei 37°C mit 250 Upm inkubiert.
Die Kulturen wurden bis zu einer OD600 von 0,6 wachsen gelassen. Die Fusionsproteine
wurden durch Zugabe von 20ul einer 100mM IPTG-Stocklésung induziert. Es wurde fiur 2h
37°C, 250 Upm inkubiert. Es wurden die Zellen kurz sedimentiert, der Uberstand verworfen.
Die Zellen wurden in 300ul eiskaltem 1xPBS aufgenommen. Die Zellen wurden mit Hilfe eines
Cell disrupters (je 1min auf FEis, Einstellung 6, kleine Spitze, permanent) sonifiziert. Das
Sonifikat wurde sedimentiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefil3
Uberfithrt. Es wurde hierzu 20ul der Glutathion Sepharose 4B zugegeben. Der Ansatz wurde auf
cinem Drehrad fir 30min inkubiert. Es wurde 100ul 1xPBS zugegeben, kurz gevortext und

anschlieBend wurde die Sepharose sedimentiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die
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Sepharose wurde in 2xSDS-loading buffer aufgenommen, fiir 10min gekocht und einer SDS-
PAGE unterzogen. Nach Coomassie-Firbung des Gels konnten die Banden sichtbar gemacht

werden.
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Induktion der Fusionsproteine der pGEX4T1-Konstrukte in BL21-Zellen mit IPTG (im
grofden Maf3stab)

BL21-Zellen transformiert mit den pGEX-4T1-Vektor mit den entsprechenden
Genen

2x YT-G-Medium (pro I: 16g Bacto-Trypton, 10g Hefeextrakt, 5g NaCl, H,O ad
800ml, pH 7,0; auf 900ml mit H.O; autoklavieren; 100ml einer 20%
Glukose-L6sung; 1ml von 100mg/ml Ampicillin;)

IPTG (isopropyl B-D-thiogalactosid, Laktose-Analog; 100mM Stocklésung)

[1xPBS

|Lysozym (1mg/ml Stocklésung; Sigma)

| Triton X-100 (Sigma)

| Cell disrupter (LKB)

|Glutathion Sepharose 4B (Amersham)

| Drehrad (LKB)

| Coomassie-Blau

|SDS-PAGE

|2x SDS loading Puffer

|Wasserbad (Kahner)

|Zentrifuge (Sorvall)

Von den Kolonien, die das korrekte Fusionsprotein exprimieren, wurden Einzelkolonien gepickt
und in 100 ml 2xY'T-G iiber Nacht bei 37°C mit 250 Upm inkubiert. Die Kulturen wurden 1 zu
10 mit vorgewirmten 2xY'T-G verdiinnt und fur zwei weitere Stunden, bei 37°C, 250 Upm
inkubiert, bis zu einer ODG600 von 1 bis 2. Die Fusionsproteine wurden durch Zugabe von einer
100mM IPTG-Stocklésung zu einer Endkonzentration von 0,1mM induziert. Es wurde fir 2h
37°C, 250 Upm inkubiert. Es wurden die Zellen sedimentiert (10min, 4°C), der Uberstand

verworfen. Die Zellen wurden in 10ml eiskaltem 1xPBS aufgenommen. Es wurde 20ul Lysozym
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(10mg/ml) zugegeben und fiir 20min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Cell-
disrupters (sechsmal je 1min auf Eis, Einstellung 6, kleine Spitze, permanent) sonifiziert. Das
Sonifikat wurde sedimentiert und der Uberstand in ein neues Falcon 50ml Gefif3 tiberfiihrt. Es
wurde Triton X-100 zu einer Endkonzentration von 1% zugegeben. Dieser Ansatz wurde fir
30min, RT auf dem Drehrad inkubiert. Es wurde fir 10min, 4°C, 13000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entweder gleich mit Sepharose versetzt oder bei -80°C tiefgefroren. Es wurde
hierzu 1ml der Gluthathion Sepharose 4B zugegeben. Der Ansatz wurde auf einem Drehrad fir
30min inkubiert. Die Sepharose wurde sedimentiert und bei 4°C gelagert, der Uberstand
tiefgefroren. Ein Aliquot der Sepharose wurde dreimal mit eiskaltem 1xPBS gewaschen, in
2xSDS-loading Puffer wberfihrt, 10min gekocht und einer SDS-PAGE unterzogen. Nach

Coomassie-Firbung des Gels wurde die korrekte GroBie der Fusionsproteine tiberpriift.
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in vitro Translation von ”*-Methionin-Spaghetti und SpaghettiATPR-Proteinen

pBluescript-spaghetti und pBluescript-spaghettiATPR DNA

|In vitro Translations-Kit (T3/ T7; Promega)

|Wasserbad (Kahner)

SDS-PAGE
2xSDS loading Puffer

| Blot-Apparatur (LKB)

| Roéntgenfilm (Kodak)

Es wurde der folgende Reaktionsansatz pipettiert: 25ul Rabbit Reticulocyte Lysat; 2ul Reaction
Puffer; 1ul RNA-Polymerase T7; 1ul Aminoacid Mixture minus Methionine; 4ul *S-Methionin
(10mCi/ml); 1ul RNasin Ribonuclease Inhibitor 40U/ul; 2ul der jeweiligen pBluesctipt-DNA;
auf 50ul mit sterilem Wasser. Der Ansatz wurde fiir 1h bei 30°C inkubiert. Danach bei -20°C
tiefgefroren. 20ul des Ansatzes wurde auf einem 12% Polyacrylamidgel geladen, geblottet und

die Membran auf Réntgenfilm exponiert.
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Glutathion-Bindungstest mit den GST-Fusionsproteinen und in vitro translatierten ”S-
Methionin-Spaghetti und SpaghettiATPR-Proteinen

|Sepharose 4B mit den gebundenen GST-Fusionsproteinen

in vitro translatierte Spaghetti-und SpaghettiATPR-Proteine

| Drehrad (LKB)

|SDS-PAGE

|2xSDS loading Puffer

| Blot-Apparatur (LKB)

|Zentrifuge (Hereus)

|Vortex (Neolab)

| Réntgenfilm (Kodak)

Es wurden je 300ul der Sepharose4B mit den gebundenen GST-Fusionsproteinen (vorherige
Versuche) zusammen mit je 5ul der radioaktiven Fusionsproteine fiir 4h bei RT, auf dem
Drehrad in Inkubationspuffer inkubiert. Es wurde finfmal mit 1xPBS gewaschen. Die
Sepharose wurde in 2xSDS-loading Puffer aufgenommen und fir 10min gekocht. Es wurden je
50ul der jeweiligen Ansitze auf ein 12% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen, die Proteine

wurden separiert, geblottet und die Membran mit einem Rontgenfilm exponiert.
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Herstellung von Fliegenfutter (nach Niisslein-Volhard)

Es werden die folgenden Komponeneten bendtigt:

Wasser 301 201 101
Agar 240¢g 160g 80g
Maismehl 2400¢g 1600g 800g
Sojamehl 300¢g 200g 100g
Bierhefe 540¢g 360g 180g
Malzextrakt 2400¢g 1600g 800g
Rubensirup 660g 440¢g 220¢g
Nipagin 72g 48¢ 24¢
Propionsaure 187,5ml 125ml 62,5ml
Phosphorsaure 18,75ml 12,5ml 6,25ml

1. Agar im kochenden Wasser l6sen

2. Malz- Sirup-Losung zugeben. Aufkochen lassen

3. Hefe- Mehl-Lésung zugeben.

4. Aufkochen, Deckel schlieBen und griindlich kochen lassen fur ca. zwei Stunden
5. Abkihlen lassen

6. Wenn Temperatur unter 50°C ist die Sduren zugeben.

7. Zwischendurch kriftig rihren.

8. Abfullen, sofort mit Gaze abdecken, zwei Stunden Trocknen lassen, stopseln und Gber

Nacht bei RT stehen lassen.

9. Bei 18°C lagern.
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Fruit fly’s
DNA is
mapped

Feat could help
fight human ills

By Tim Friend
USA TODAY

It’s just a gnat to most peo-
ple, but the lowly fruit fly has
become super fly to scientists.

An international research
team said Thursday that it has
completed and mapped the en-
tire gene sequence, or DNA
coding, of the fruit fly.

The achievement, reported
in today’s Science, is significant
because the fruit fly has been
used as a model for human bi-
ology for a century. The re-
searchers also found it pos-
sesses genes similar to 60% of
the genes known to cause hu-

man diseases, including cancer
and Parkinson’s disease. Com-
pletion of the genetic blueprint
should advance the under-
standing of human diseases.

“I never would have imag-
ined that more than half of hu-
man disease genes would have
counterparts in flies,” says Ger-
ry Rubin, who led the study,
called the Berkeley Drosophila
Genome Project, at the Univer-
sity of California, Berkeley.

The federal National Insti-
tutes of Health financed the ef-
fort to sequence and map the
genes of the fruit fly, Drosophi-
la melanogaster, in 1997. It was
not expected to be completed
until 2002.

But in January 1999, Celera
Genomics of Rockville, Md.,
and the Berkeley project an-
nounced the two would collab-
orate using technologies pio-
neered by Celera to sequence
and map human genes. The re-
sults surpassed expectations.

The drosophila blueprint,
about 13,600 genes, is in a NIH
database. Scientists and com-
panies will use it for research
and drug development.
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Abb. 49 Zeitungsansschnitt einer Tageszeitung ans Pittsburgh, Pennsylvania zur Zeit des 41 Annnal Drosophila Research

Conference. Das Genom von Drosophila umfasst nach Meinung von Celera ca. 13600 Gene.




