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1. Zusammenfassung

Die zellulare Konzentration regulatorischer Proteine ist die Bilanz des antagonistischen
Wechselspiels von Proteinsynthese und Proteinabbau. Die wichtigste Maschinerie des selektiven
Proteinabbaus in der eukaryontischen Zelle ist das Ubiquitin-26S Proteasom-System, dessen
Aktivitdt und Spezifitat u. a. durch das Signalosom, einen multifunktionellen Proteinkomplex
kontrolliert wird.

Die funktionelle Charakterisierung der Signalosom-Untereinheit Alien/CSN2rasophila

sollte die Kenntnisse zur entwicklungsbiologischen Relevanz des Signalosoms vertiefen und
Uberdies zur Klarung der Frage beitragen, Blosophila Alien/CSN2 aul3erdem als
Kernhormonrezeptor-spezifischer Corepressor agiert. Mit dem Ziel, den Funktionsverlust von
Alien/CSN2 in vivo analysieren zu kdonnen, wurden verschiedene revers genetische Ansétze
verfolgt. Einerseits wurde durch die Remobilisation genomisch integrierter P-Elemente versucht,
denalien/CSN2Locus durch die Insertion eines P-Element-Transposons zu mutagenisieren. Da
auf diese Weise jedoch keiaBen/CSN2Mutante generiert werden konnte, wurde alternativ der
Versuch unternommen, mit Hilfe der RNA-Interferenz-Methode alien/CSN2Genaktivitat
posttranskriptionell zu inhibieren. Allerdings konnte weder durch die Injektion doppelstrangiger
RNA noch durch die Expression eines symmetrisch transkribierten Transgens ein effizientes
Gensilencing erzielt werden, so dalR kealeen/CSN2spezifischen Phanokopien untersucht
werden konnten.

Zur Aufklarung molekularer Wechselwirkungen des Alien/CSN2-Proteins wurde mit Hilfe des
Hefe 2-Hybrid Systems nach Alien/CSN2-interagierenden Proteinen gesucht. Die
Durchmusterung einer embryonalen cDNA-Bibliothek flhrte zur Identifizierung von Rpn6, einer
Untereinheit des regulatorischen Partikels des 26S Proteasoms. Die physikalische Interaktion
von Alien/CSN2 und Rpn6, die sowohl im Hefe 2-Hybrid System als @muagkro nachgewiesen
werden konnte, sowie die Kongruenz ddiren/CSN2 und Rpn6Expressionsmuster sind
vielversprechende Indizien fur eine mdgliche Kooperation von Signalosom und Proteasom.
Durch die Charakterisierung ein®&pné6spezifischen P-Element-Insertionsmutante konnte
erstmalig die essentielle entwicklungsbiologische Relevanz des regulatorischen Partikels des 26S
Proteasoms iDrosophilademonstriert werden. Die Remobilisation dgm6spezifischen P-
Elements ermdglichte die Generierung weité&pn6Allele mit unterschiedlichen Allelstarken,

von denen zwei, ein hypomorphes und ein Null-Allel, einer ndheren genetischen Analyse
unterzogen wurden. Die Untersuchung somatischer Klone, die durch FLP/FRT-induzierte
mitotische Rekombination erzeugt wurden, zeigt, da? Rpn6 fiir das Uberleben proliferierender

Zellen unentbehrlich ist.



2. Einleitung

Im Zentrum der modernen Entwicklungsbiologie steht die Frage nach den genetischen und
molekularen Prinzipien, die insbesondere fur die Entwicklung multizellularer Organismen von
Bedeutung sind. Trotz der enormen Vielfalt multizellularer Erscheinungsformen tragt bereits die
Untersuchung einiger reprasentativer Modellorganismen, @aenorhabditisslegans
Drosophila melanogasteArabidopsis thaliana oder Maus nachhaltig zum Verstandnis
ontogenetischer Prozesse bei. Die vergleichende Analyse so komplexer Vorgadnge wie
Wachstum, Differenzierung, Morphogenese und Reproduktion gewéhrt zum einen Einblicke in
die Vielseitigkeit der verschiedenen, arteigenen Entwicklungsmuster, erméglicht aber zugleich
auch die Charakterisierung hochkonservierter, universeller Mechanismen.

Der Ubiquitin-abhangige Abbau zellularer Proteine stellt einen solchen, fir Eukaryonten
typischen Mechanismus dar. Neben der hinlanglich bekannten proteolytischen Funktion des
Proteasoms zeichnet sich zunehmend eine regulatorische Funktion des Signalosoms innerhalb
der Ubiquitiniylierungskaskade ab. Die derzeitigen Erkenntnisse zur Funktion des Signalosoms
und des regulatorischen Partikels des Proteasoms beruhen in erster Linie auf Untersuchungen an
Arabidopsis Hefe oder Saugerzellen und entbehren bislang einer ndheren Charakterisierung der
entwicklungsbiologischen Relevanz dieser beiden Komplexe im tierischen Organismus. Die hier
vorliegende Arbeit vermittelt Einblicke in die entwicklungsbiologischen Funktionen der
Signalosom-Untereinheit Alien/CSN2 und der Proteasom-Untereinheit Ripr®@$ophilaund

tragt somit zum allgemeinen Verstandnis dieser hochkonservierten Komplexe bei. Aus diesem
Grund soll in den folgenden einleitenden Kapiteln u. a. ein Uberblick Giber den derzeitigen
Kenntnisstand beziglich der Struktur, Funktion und Wechselwirkung von Signalosom und

Proteasom gegeben werden.
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2.1 Alien/CSN2 zeigt die Charakteristika eines Corepressors fur

Kernhormonrezeptoren und ist integraler Bestandteil des Signalosoms

Alien/CSN2 trat erstmalig im Vertebratensystem als Thyroidhormonrezeptor (TR)-
interagierendes Protein (TRIP15) in Erscheinung (&eeal, 1995) und wurde im folgenden
sowohl als Kernhormonrezeptor-spezifischer Corepressor Alien als auch als Untereinheit CSN2
des Signalosom-Komplexes charakterisiert (Seegal, 1998; Dressett al, 1999).

Wahrend in Vertebraten zwei verschiedatien/CSN2Genloci, -Transkripte und auch Proteine,
Alien a (40 kDa) und AlienB (52 kDa) nachweisbar sind (Tenbawnhal, 2002), verfugt
Drosophilatber nur einalien/CSN2Genkopie, ein Transkript und auch nur ein Alien/CSN2-
Protein einer molekularen Gro3e von etwa 52 kDa (Goubetald 1996; Freilichet al, 1999).

Der Sequenzvergleich vdorosophila Alien/CSN2 mit den humanen Alien/CSN2-Varianten
zeigt eine 90%ige Identitdt auf Aminosdureebene und dokumentiert so die ausgepragte
evolutionare Konservierung von Alien/CSN2 (Dressedl, 1999).

Dresselet al.(1999) konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dal3 das im Vergleich z(3Alien
C-terminal verkirzte Aliem-Protein als Corepressor mit Spezifitat fur einige Mitglieder der
Superfamilie der Kernhormonrezeptoren agiert. Kernhormonrezeptoren sind Bestandteile des
endokrinen Systems eines Organismus und bilden eine Klasse strukturell verwandter, DNA-
bindender Proteine, deren Aufgabe darin besteht, das Signal kleinmolekularer, lipophiler
Botenstoffe, wie z. B. Steroide, Retinoide, Thyroidhormone oder VitarpialDempfangen, um

es dann unmittelbar in eine genetische Antwort umzusetzen. Demnach werden sie auch als
ligandenabhéngige Transkriptionsfaktoren bezeichnet, obwohl fur einige Mitglieder der
Kernhormonrezeptor-Superfamilie, die sayphanRezeptoren (engl. Waise), bisher keine
adaquaten Liganden identifiziert werden konnten (Ubersicht in Owen & Zelent, 2000). Neben
der hormonabhangigen Aktivierung von Zielgenen kdnnen einige Kernhormonrezeptoren, z. B.
EcR, TR und der Retinsaurerezeptor (RAR), in Abwesenheit des entsprechenden Liganden
aulBerdem als Repressoren wirken und auf diese Weise aktiv die Expression von Zielgenen
inhibieren (Dobenset al, 1991; Baniahmadet al, 1992; Fondellet al, 1993). Die
genregulatorische Aktivitdt von Kernhormonrezeptoren wird Uberdies durch die Rekrutierung
modulierender Cofaktoren beeinflu3t. Derartige Coaktivatoren bzw. Corepressoren, die von sich
aus nicht an DNA binden konnen, verstarken den transkriptionsaktivierenden bzw. -
reprimierenden Effekt des Kernhormonrezeptors durch Wechselwirkung mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie und/oder durch Modifikation der lokalen Chromatinstruktur
(Ubersicht in Glass & Rosenfeld, 2000).
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In einer Reihe von GST-Pulldown- und Coimmunoprazipitations-Experimenten konnte gezeigt
werden, dald humanes Alien mit diversen anderen Kernhormonrezeptoren, wie humanem
COUP-TF1 (chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor) und DAX-1 (DSS,
AHC, X-chromosomal protein 1), deBrosophilaspezifischen Ecdysonrezeptor (EcR), Ftz-F1
(Fushi tarazu transcription factor 1) und SVP (Seven-up) physikalisch interagiert ([2teslsel

1999; Altinciceket al, 2000). Weitere Untersuchungen zeigten, dal3 die Interaktion vondAlien

mit dem Thyroidhormonrezeptor nur in Abwesenheit von Thyroidhormon stattfindet und daf3
Alien unter diesen Bedingungen die genreprimierende Funktion von TR signifikant verstarkt.
Aufgrund der Beobachtungen, dalR Alien zusatzlich mit SIN3A, einem mit
Histondeacetylasekomplexen assoziierten Faktor, interagiert und dafd in Anwesenheit eines
Histondeacetylase-hemmenden Agens, die Repressionsaktivitat von Alien inhibiert wird, wurde
postuliert, dal3 die Alien-vermittelte Repression zumindest teilweise auf die Acetylierung von
Histonen, also einen Chromatin-modifizierenden Mechanismus zurickzufihren ist ([Btessel
al., 1999).

Im Rahmen weiterer Untersuchungen wurde Alien/CSN2 in einem voéllig anderen biologischen
Zusammenhang entdeckt. Mit der Isolierung des sogenannten Signalosom-Komplexes aus
humanen und auch aus Maus-Zellen stellte sich ABeals integrale Komponente des
multimeren Komplexes heraus (Seegeral, 1998; Weiet al, 1998), und aucbrosophila
Alien/CSN2 wurde schlief3lich als Untereinheit d@sosophila Signalosoms identifiziert
(Freilich et al, 1999). Aus diesem Grund sollen die mittlerweile vielfaltigen Erkenntnisse zur

Struktur und Funktionsweise des Signalosoms im folgenden naher betrachtet werden.

2.2 Das Signalosom ist fur die Entwicklung vielzelliger Organismen von

essentieller Bedeutung

Das Signalosom ist ein innerhalb der Eukaryonten hochkonservierter Multiproteinkomplex, der
inzwischen aus Pflanzen, Saugdbmpsophilaund der Spalthef&chizosaccharomyces pombe
isoliert werden konnte. Die Hefeaccharomyces cerevisigeheint allerdings nicht Uber einen
Signalosom-Komplex zu verfigen, da mit Ausnahme der Untereinheit CSN5 keine homologen
Gene flr die tbrigen Untereinheiten im Genom $orcerevisiaedentifiziert werden konnten
(Aravind et al, 2000). Der 450-500 kDa grof3e Komplex setzt sich aus acht individuellen
Untereinheiten zusammen, gier definitionenmbeginnend mit der grof3ten Untereinheit gemaf
ihrer apparenten Molekulargewichte als CSN1-8 bezeichnet werden éDahg2000).
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Das Signalosom wurde erstmaligAnabidopsisidentifiziert und aufgrund seiner Beteiligung an
lichtabh&angigen, photomorphogenetischen Prozessen als COP9-Komplex bzw. COP9-
Signalosom bezeichnet (Wet al, 1994). Einige Untereinheiten des Signalosoms werden von
Genen der sogenannt@op/det/fusKlasse codiert, die bereits vor der Identifizierung des
Signalosom-Komplexes im Zuge genetischer Screens zur IsolierungrabidopsisMutanten

mit Storungen in der lichtregulierten Keimlingsentwicklung identifiziert worden waren
(Ubersicht in Schwechheimer & Deng, 2000).

Die Gruppe decop/det/fusMutanten zeichnet sich durch die phanotypische Ubereinstimmung
der einzelnen Loci augdnstitutive_potomorphogenesisle-eiolated, fusca). Alle Mutanten

dieser Klasse und somit auch die mittlerweile charakterisierten Signalosom-Mu@G®iéeh
(fus6/copl), CSN3(fus1ll), CSN4(cop8/fusd CSN7(fusH und CSN8(cop9/fusT zeigen in
Dunkelheit statt der normalen, dunkeladaptierten Keimlingsentwicklung (Skotomorphogenese)
photomorphogenetische Charakterisitika, wie sie normalerweise nur in Anwesenheit von Licht
ausgepragt werden, und sterben schlie3lich im Keimlingsstadium (Chambaltz1996; Peng

et al, 2001a; Wanget al, 2002). Auch der partielle Funktionsverlust der Signalosom-
Untereinheiten CSN5 bzw. CSNG6, der durch Cosuppressions-Experimente in transgenen
Pflanzen induziert wurde, resultiert in konstitutiver Photomorphogenese und zeigt Uberdies eine
Reihe weiterer Storungen z. B. wahrend der Blutenentwicklung (Schwechletimler2001;

Penget al, 2001b).

Auch in Drosophila fuhrt der Verlust der Signalosomaktivitat zu schwerwiegenden
EntwicklungsstorungerCSN4 wie auchCSN5Nullmutanten sterben als frihe Larven vor
Erreichen des dritten Larvenstadiums (Sahal, 2002), wahrend einige hypomorp@&N5

Allele lediglich spat-larvale bis pupale Letalitat bewirken (Freitfal, 1999). Mit Ausnahme

eines Differenzierungs- und Migrationsdefektes Photorezeptor-spezifischer Neurone wahrend
der Augendifferenzierung vonrosophila der inCSN5Mosaiktieren beobachtet wurde (Seih

al., 2002), wurden bislang keine weiteren distinkten Phanotypen beschrieben.

Im Gegensatz zu den offensichtlich essentiellen Funktionen des Signalosoms wéahrend der
Entwicklung vonArabidopsisundDrosophilaverursacht der Funktionsausfall des Signalosoms

in S. pombevergleichsweise schwache Effekte. Zwar ist der Zellzyklus und somit das Wachstum
von CSN1 und CSN2mutanten Zellen durch eine verlangerte S-Phase verzdgert, und die Zellen
nehmen eine ungewohnlich gestreckte Gestalt an; trotzdem si@bdi# und CSN2Mutanten
lebensfahig (Mundet al, 1999). Daruber hinaus zeig€hlSN3, CSN4 und auchCSN5
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp keine phanotypischen Anomalien (Ztoal, 2001,
Mundtet al, 2002).
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Die unter Laborbedingungen relativ entbehrliche Funktion des Signalos@npambesteht im

krassen Widerspruch zu den fundamentalen, entwicklungsrelevanten Funktionen des Komplexes
in ArabidopsisundDrosophila Anscheinend sind in erster Linie multizellulare Organismen auf
einen funktionellen Signalosom-Komplex angewiesen. Die Pleiotropie der phénotypischen
Effekte der Signalosom-MutantenAmabidopsisundDrosophiladeutet Giberdies eine vielfaltige
Beteiligung des Signalosoms an verschiedenen entwicklungsrelevanten Prozessen an.
Interessanterweise verlauft die Embryonalentwicklung der verschie@SrMutanten sowohl

in Arabidopsisals auch inDrosophila véllig ungehindert; die morphologischen
Entwicklungsstorungen und schlief3lich die letalen Folgen manifestieren sich erst in spateren
Entwicklungsstadien. Die Tatsache, dal} alle bislang charakterisierten Mutanten der
verschiedenen Untereinheiten die gleichen phanotypischen Effekfgaibidopsis oder
Drosophila hervorrufen, spricht eher fur die Funktionalitdt des Signalosoms im Gesamt-
Komplex als fiir verschiedene, autonome Teilfunktionen einzelner Untereinheiten.

Die Frage, ob das Signalosom auch in anderen Metazoen, wie z. B. Vertebraten, eine tragende
Rolle wéahrend der Entwicklung spielt, ist bislang ungeklart. Aufgrund der spezifischen
biochemischen Funktionen und der zahlreichen Protein-Wechselwirkungen des Signalosoms, die
im n&chsten Kapitel behandelt werden sollen, kann jedoch auch fur hohere Tiere eine essentielle

Funktion des Signalosoms postuliert werden.

2.3 Das Signalosom besitzt Kinase- und Deneddylasefunktionen und partizipiert

an einer Vielzahl von Signalwegen

Die biochemische Analyse des Signalosoms erbrachte zahlreiche Hinweise, die auf eine
Doppelfunktion des Komplexes hinweisen. Neben einer Funktion als Kinase konnte dem
Signalosom aufRerdem eine Deneddylaseaktivitat attestiert werden. Bei ndherer Betrachtung der
Konsequenzen Signalosom-abhangiger Phosphorylierung und Deneddylierung wird deutlich, dal3
das Signalosom unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulation des Ubiquitin-abhangigen
Abbaus zellularer Proteine spielt (Ubersicht in Seegel, 2001; Bech-Otschiet al, 2002).

Durch die direkte und indirekte Regulation der Stabilitdt und somit der Aktivitat verschiedener
Transkriptionsfaktoren gewinnt das Signalosom Einfluf3 auf eine Vielzahl von Signalwegen. Die
damit verbundene Multifunktionalitat des Signalosoms soll daher im folgenden anhand einiger

Beispiele verdeutlicht werden.
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2.3.1 Die Rolle der Kinasefunktion des Signalosoms bei der Regulation der

Proteinstabilitat

Die Kinaseaktivitat des Signalosom-Komplexes wurde an einer Reihe spezifischer Substrate, wie
c-Jun, kBa und p105 (Seegeat al, 1998), ICSBP (Coheet al, 2000) und p53 (Bech-Otschir

et al, 2001), gezeigt. Obwohl in keiner der acht Signalosomuntereinheiten eine typische Kinase-
Doméne identifiziert werden kann, besitzt der aufgereinigte Komplex eine spezifische Ser/Thr-
Kinaseaktivitat. Bis heute ist allerdings unklar, ob die Kinaseaktivitat von
Signalosompraparationen aus humanen Blutzellen einer der Untereinheiten, dem
Gesamtkomplex oder einer bislang unerkannten, assoziierten Kinase zuzuschreiben ist (Bech-
Otschiret al, 2002). Dennoch reprasentiert die Signalosom-assoziierte Kinaseaktivitat einen
neuartigen Kinasetyp. Verschiedene spezifische Kinase-Inhibitoren, u.a. auch fir Ser/Thr-
Kinasen, zeigen keine hemmende Wirkung auf die Signalosom-assoziierte Kinaseaktivitat. Im
Gegenzug wurde Cucurmin, ein Bestandteil des Currygewtrzes, dem tumorsupprimierenden
Eigenschaften zugeschrieben werden, als spezifischer Inhibitor der Signalosom-assoziierten
Kinaseaktivitat identifiziert (Henket al, 1999).

Die Signalosom-abhangige Stabilisierung von c-Jun

Eines der Zielproteine Signalosom-abhéngiger Phosphorylierung ist der Transkriptionsfaktor c-
Jun (Seegeet al, 1998). In Form von Homo- oder Heterodimeren, z. B. mit c-Fos, bindet c-Jun
an sog. AP-1 (activating protein 1) DNA-Sequenzen und aktiviert so die Expression
verschiedener Zielgene. Die Aktivitat von c-Jun hangt zum einen von seiner Proteinstabilitat und
zum anderen von posttranslationalen Modifikationen ab. Obwohl c-Jun in den meisten Zellen
konstitutiv exprimiert wird, bleibt die c-Jun-Proteinkonzentration niedrig, da ein konstanter
Abbau von c-Jun Uuber das Ubiquitin-Proteasom-System erfolgt. Erst infolge der
Phosphorylierung spezifischer Serin-Aminoséaurereste in der N-terminalen Aktivierungsdomane
von c-Jun wird das Protein stabilisiert und entgeht so der Ubiquitin-abhangigen Degradierung.
Das erhohte c-Jun-Proteinlevel ermdglicht dann die transkriptionelle Aktivierung AP-1-
regulierter Gene (Treiaat al, 1994; Mustiet al, 1997).

Bis zur ldentifizierung der Signalosom-abhangigen Phosphorylierung von c-Jun waren
ausschlief3lich einige Mitglieder der MAP-Kinase-Familie als c-Jun-spezifische Kinasen, sog.
JNKs (c-Jun N-terminal kinases), beschrieben worden. Das Signalosom bindet c-Jun durch eine
direkte Wechselwirkung der Untereinheit CSN5, die bereits zuvor als JAB1 (Jun activation
domain-binding protein 1) isoliert und als AP-1-Coaktivator charakterisiert worden war (Claret

et al, 1996). Vergleichbar den JNKs phosphoryliert das Signalosom c-Jun an den spezifischen
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N-terminalen Aminoséureresten und bewirkt so eine Stabilisierung von c-Jun und dadurch
wiederum die Aktivierung AP-1-regulierter Gene (Naumaral, 1999). Die Signalosom-
abhangige Stabilisierung bzw. Aktivierung von c-Jun stellt somit einen alternativen, JNK-
unabh&angigen Mechanismus zur Aktivierung der AP-1-Transkription dar.

Die Signalosom-abhangige Destabilisierung von p53

Ein weiteres Substrat der Signalosom-assoziierten Kinase ist der Tumorsuppressor p53. Ahnlich
wie c-Jun, so wird auch die zellulare p53-Konzentration unter normalen Bedingungen durch den
kontinuierlichen Abbau von p53 durch das Ubiquitin-Proteasom-System limitiert @failki

1996). Erst infolge genotoxischer Stimuli, wie z. B. ionisierender Strahlung, akkumuliert p53 im
Zellkern und aktiviert die Transkription Zellzyklus-hemmender und proapoptotischer Gene
(Ubersicht in Ryaret al, 2001).

Neben einigen anderen Modifikationen ist auch der Phosphorylierungszustand von p53
entscheidend fur die Stabilitdt bzw. Aktivitdt von p53. Das Signalosom interagiert durch die
direkte Wechselwirkung der Untereinheit JAB1/CSN5 mit p53 und phosphoryliert p53 an
spezifischen Positionen mit dem Effekt, dald p53 destabilisiert und dem Ubiquitin-abh&ngigen
Abbau zugefiihrt wird. Die Inhibition der Signalosom-assoziierten Kinaseaktivitat durch
Cucurmin hingegen hat zur Folge, dal3 p53 akkumuliert und die Zellen schlief3lich apoptotisch
zugrunde gehen (Bech-Otschiral, 2001).

Anhand der Beispiele von c-Jun und p53 wird deutlich, daR die Signalosom-abh&ngige
Phospohorylierung die Stabilitdt verschiedener Substrate reguliert, deren Proteinkonzentration
unter normalen Wachstumsbedingungen vom Ubiquitin-Proteasom-System gering gehalten wird.
Dabei folgt die Wirkung der Signalosom-abh&ngigen Phosphorylierung allerdings keinem
einheitlichen Schema, sondern kann je nach Substrat stabilisierend oder destabilisierend wirken.
Ob auch die Signalosom-abhéangige Phosphorylierung der anderen bislang charakterisierten
Signalosom-Substrat&Ba, p105 und ICSBP Auswirkungen auf ihre Proteinstabilitat hat, ist
unklar. Fest steht nur, dal3 ICSBP (interferon consensus sequence-binding protein) mit der
Untereinheit CSN2 interagiert und infolge der Signalosom-spezifischen Phosphorylierung mit
IRF-1, einem weiteren regulatorischen Transkriptionsfaktor interagieren und die Expression
verschiedener Zielgene reprimieren kann (Cattead, 2000).

Fur den NFkB-Inhibitor IkBa ist hinlanglich bekannt, dal3 er infolge spezifischer
Phosphorylierungen vom Ubiquitin-Proteasom-System proteolytisch angegriffen wird éChen

al., 1996). Analysen zur Klarung der Frage, ob die Signalosom-spezifische Phosphorylierung



Einleitung 9

auch in diesem Fall eine stabilisierende oder destabilisierende Funktion erfillt, stehen allerdings

noch aus.

2.3.2 Die Rolle der Deneddylasefunktion des Signalosoms bei der Regulation der

Proteinstabilitat

Nedd8 ist ein hochkonserviertes, Ubiquitin-&hnliches Polypeptid, das genau wie Ubiquitin oder
auch SUMO-1 im Zuge posttranslationaler Modifikation kovalent an spezifische Substrate
geheftet wird. Der Prozess der Nedd8-Konjugation, die sog. Neddylierung, erfolgt durch eine
Enzymkaskade, die dem Mechanismus der Ubiquitinylierung @hnelt (zur Ubersicht Ciechanover,
1998; Yehet al, 2000). Die einzig bekannten Nedd8-Substrate sind die Mitglieder der Cullin-
Proteinfamilie. Culline sind integrale Bestandteile der sog. SCF-Komplexe (SHlRi/feSbox

protein complex), die als E3-Ubiquitin-Ligasen funktionieren (zur Ubersicht Deshaies, 1999).
Die Nedd8-Modifikation der Cullin-Untereinheit stimuliert die Ubiquitin-Ligase-Aktivitat der
SCF-Komplexe (Osaket al, 2000; React al, 2000).

Untersuchungen ars. pombeund Arabidopsis zeigen, dal3 das Signalosom fiur die
Deneddylierung verschiedener SCF-Ligasen verantwortlich ist (Lyaptnal, 2001;
Schwechheimeet al, 2001; Zhouwet al, 2001; Yanget al, 2002). Zwar konnten individuelle
Interaktionen zwischen einzelnen Signalosom- und SCF-Untereinheiten charakterisiert werden,
wie z. B. die spezifische Wechselwirkung von CSN2 und Cullin bzw. von CSN6 und HRT1,
einer weiteren SCF-Untereinheit; trotzdem konnte wie auch schon hinsichtlich der
Kinaseaktivitat keiner der einzelnen Signalosom-Untereinheiten die Deneddylaseaktivitat
zugeschrieben werden. D& pombeZellen mit verschiedene@SNMutationen in gleicher
Weise neddylierte Culline akkumulieren, wird spekuliert, dal3 der Gesamtkomplex als solcher als
Deneddylase funktioniert (Zhaat al, 2001; Mundet al, 2002).

in vitro-Untersuchungen zeigten, dal? durch die Hemmung der Deneddylaseaktivitdt des
Signalosoms die Ubiquitinylierung und somit auch der proteolytische Abbau v, pdiiem
Substrat der E3-Ligase S&®, stimuliert wird (Yanget al, 2002). Demzufolge ist das
Signalosom durch seine deneddylierende, SCF-inhibierende Wirkungsweise indirekt an der
Stabilisierung zellularer Proteine beteiligt. Da die Substratspezifitat der verschiedenen SCF-
Ubiquitin-Ligase-Komplexe durch die Rekrutierung verschiedener F-Box-Proteine determiniert
wird, kann spekuliert werden, dal3 das Signalosom durch die Modifikation der Cullin-
Untereinheit, die allen SCF-Ligasen gemein ist, eine Vielzahl von Ubiquitin-Ligasen des SCF-

Typs inhibiert und somit die Stabilitat verschiedener SCF-Substrate reguliert.
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Zusammenfassend laf3t sich feststellen, dald das Signalosom durch seine unterschiedlichen
katalytischen Funktionen an mindestens zwei Stellen der Ubiquitinylierungskaskade eingreift
(Abb. 2.1). Zum einen wird das Schicksal verschiedener Proteine, wie z. B. von c-Jun oder p53,
bereits auf dem Substratniveau direkt durch die Signalosom-spezifische Phosphorylierung
determiniert. Zum anderen modifiziert das Signalosom durch seine Deneddylase-Funktion die
Aktivitat der E3-SCF-Ubiquitin-Ligasen und reguliert so auf indirekte Weise die Stabilitat SCF-
spezifischer Substrate.

Die Tatsache, dal3 das Signalosom zum einen durch direkte physikalische Interaktionen und
aullerdem durch seine biochemischen Qualitdten in verschiedene Teilprozesse der
Ubiquitinylierungskaskade involviert ist, fuhrte zur Formulierung der Hypothese, der
Signalosom-Komplex kénne eine Gerustfunktion tibernehmen. Demnach wirde das Signalosom
als zentrale Stutzstruktur die verschiedenen Enzyme, wie z. B. Kinasen, Deneddylasen und
Ubiquitin-Ligasen zusammenbringen und ihre enzymatische Aktivitat organisieren (Bech-
Otschiret al, 2002). Diese Auffassung wird dadurch gestarkt, dal® kirzlich ein funktioneller
Zusammenhang zwischen dem Signalosom-Komplex und COP10, einem vermeintlich E2-
Ubiquitin-konjugierenden Enzym, iArabidopsisbeschrieben wurde, wodurch ein weiterer
Reaktionsschritt des Ubiquitin-Proteasom-Weges von der regulatorischen Funktion des
Signalosoms abhangig sein konnte (Suatldl, 2002).

®
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Abb. 2.1 Das Signalosom als mutifunktioneller Regulator der Ubiquitinylierungsmaschinerie.
Schematische Darstellung der Reaktionsschritte des Ubiquitin-Proteasom-abhangigen Proteinabbaus, die
durch das Signalosom reguliert werden; modifiziert nach Seeger et al., 2001. Die Signalosom-spezifische
Phosphorylierung (1) kann je nach Substrat stabilisierend (Substrat A) oder destabilisierend (Substrat B)
wirken. Die Ubiquitinylierung von Substraten, die fiir den Abbau vorgesehen sind, erfolgt u. a. durch E3-
SCF-Ligasen. Die Aktivitdt der SCF-Komplexe wird durch die Signalosom-spezifische Deneddylierung der
Cullin-Untereinheit gehemmt (2). Neueste Untersuchungen weisen auf eine Interaktion des Signalosoms
mit E2-Ubiquitin-Carrier-Enzymen hin (3).
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2.4 Die PCI-Komplex-Familie

Das Signalosom bildet zusammen mit dem Deckelkomplex des 19S regulatorischen Partikels
(RP) des Proteasoms und dem eukaryotischen Translationsinitiationskomplex elF3 die PCI-
Komplex-Familie proteasome/OP9 signalosome/eukaryotic translatigntiation factor 3).

Alle drei Komplexe sind mit Ausnahme v@ cerevisiaen Pflanzen, Tieren un&. pombe
gleichermalien konserviert (Wei & Deng, 1999)Slrcerevisiadehlt der Signalosom-Komplex
ganzlich und auch die Zusammensetzung des elF3-Komplexes weicht von der in hdheren
Eukaryoten ab (Aravindt al, 2000).

Die PCIl-Komplex-Familie zeichnet sich sowohl durch die strukturelle Ahnlichkeit der
Komplexe als auch durch die Sequenzhomologien der einzelnen Untereinheiten aus (Gtckman
al., 1998a). Wahrend das Signalosom und der 19S RP-Deckelkomplex aus jeweils acht
Untereinheiten bestehen, setzt sich elF3 aus funf Core-Untereinheiten und je nach
Aufreinigungsprozedur aus funf bis 11 akzessorischen Untereinheiten zusammeet @im
2001).

Die Sequenzhomologien beruhen in erster Linie auf dem Vorkommen zweier Strukturmotive,
der MPN- und der PCI-Doméne (Aravind & Ponting, 1998; Hofmann & Bucher, 1998). Die
MPN-Doméne Mprl/Padl Nterminal domain), die auch fir andere Proteine, die nicht am
Aufbau eines PCI-Komplexes beteiligt sind, bekannt ist, umfal3t ca. 140 Aminosauren, ist
typischerweise im N-terminalen Bereich lokalisiert und wirdod[3Struktur interpretiert. Die
PCI-Doméane hingegen findet sich exklusiv in PCI-Komplex-Untereinheiten. Sie besteht aus
einer Folge von bis zu 200 C-terminalen Aminoséauren, fir die eumelikale Struktur
vorhergesagt wird. Fiur keine der beiden Domé&nen konnte bislang eine spezifische Aktivitat
festgestellt werden. Da aber beide Motive ausschlief3lich in Proteinen identifiziert wurden, die
am Aufbau multimerer Komplexe beteiligt sind, wurde von Anbeginn vermutet, dal3 sie als
Geruststrukturen das Gesamtgefiige der Multiprotein-Komplexe stabilisieren kénnten (Hofmann
& Bucher, 1998; s. auch Kap. 2.6).

Jeweils zwei Untereinheiten des Signalosoms (CSN5 und CSN6) und des 19S RP-
Deckelkomplexes (Rpn8 und Rpnl1l) verfigen uber eine MPN-Doméane, wahrend die tbrigen
sechs Untereinheiten beider Komplexe durch eine PCI-Doméane gekennzeichnet sind.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen und Hefe 2-Hybrid-Interaktionsstudien zeigten, daf3
sowohl die intermolekularen Wechselwirkungen als auch die dreidimensionale Anordnung der
Untereinheiten im Signalosom und 19S RP-Deckelkomplex, d.h. die Architektur der beiden
Komplexe, einem gemeinsamen Muster folgt (Kapetaral, 2000; Fuet al, 2001; Bech-
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Otschir et al, 2002). In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dafl der humane
Signalosom-Komplex ursprunglich als hartnédckige Kontamination beobachtet wurde, die
regelmanig bei dem Versuch, Proteasom-Komponenten aufzureinigen, auftrat Sealger
1998; Prof. W. Dubiel, personliche Mitteilung). Diese Befunde gaben auch Anlass zu der
Vermutung das Signalosom koénne anstelle des 19S RP-Deckelkomplexes an der Bildung
alternativer Proteasom-Komplexe beteiligt sein (Heekeal, 1999; Wei & Deng; 1999;
Schwechheimer & Deng, 2001). Fiir die Existenz derartiger Ubergangsformen liegen jedoch
keine fundierten Evidenzen vor.

Aufgrund der auRRerordentlichen Ahnlichkeit des Signalosoms und des 19S RP-Deckelkomplexes
hinsichtlich Anzahl, Sequenzhomologie und Topologie der Untereinheiten wird allgemein
angenommen, dal3 die beiden Komplexe und zum Teil auch elF3 einen gemeinsamen
evolutionaren Ursprung haben und werden deshalb auch als Paraloge klassifiziert (Géitkman
al., 1998a; Schwechheimer & Deng, 2001).

A B

Signalosom

Signalosom/19S RP-Deckelkomplex

26S Proteasom %
CSN6
— Deckel CRSy:s
19S RP

CSN1
- . Rpn7
Basis CSN2
Rpn6

20sCP — = -

CSN8
Rpn3 Rpn12 Rpn9

Abb. 2.2 Das Signalosom und der 19S RP-Deckelkomplex sind strukturell hochkonserviert.

(A) Schematische Darstellung des Signalosoms und des 19S RP-Deckelkomplexes als Subkomplex des
26S Proteasoms. (B) Das Signalosom und der 19S RP-Deckelkomplex setzen sich jeweils aus acht
Untereinheiten zusammen, von denen je zwei durch eine MPN-Doméane (dunkelschattiert) und die
dbrigen sechs durch eine PCl-Doméane gekennzeichnet sind (hellschattiert). Jeder individuellen
Komponente des Signalosoms (CSN) kann eine paraloge Untereinheit im 19S RP-Deckelkomplex (Rpn)
zugeordnet werden. Die Untereinheiten der beiden Komplexe sind so angeordnet, dall eine zentrale
Furche entsteht. Nahere Erlauterung s. Text. Abk.: RP, regulatorischer Partikel; CP, Core Partikel.
Schemata modifiziert nach Wei & Deng, 1999 und Bech-Otschir et al., 2002.
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2.5 Der Deckelkomplex des 19S regulatorischen Partikels des Proteasoms

Das Proteasom ist eine multikatalytische, nicht lysosomale Protease, die am Ende einer Kaskade
von enzymatischen Prozessen, dem Ubiquitin-Proteasom-Signalweg, den Abbau Ubiquitin-
konjugierter Proteine verwirklicht (Baumeisttral, 1997). Das 26S Proteasom ist eine labile
Struktur, die in zwei Subkomplexe, den 20S Core Partikel (CP) und den 19S regulatorischen
Partikel (RP), dissoziieren kann. Der katalytische 20S Core Partikel bildet eine r6hrenférmige
Struktur, die sich aus vier Ringen, zveei und zweif3-Ringen, die in eineafpa-Anordnung
Ubereinander gestapelt sind, zusammensetzt. Jeder der Ringe besteht aus sieben individuellen
Untereinheitengt, , und 3, ,, die so arrangiert sind, dal3 die proteolytisch aktiven Stellen auf der
Innenseite des zylindrischen Komplexes zum Liegen kommen.

Im funktionellen 26S Proteasom wird der 20S Komplex an beiden Enden von je einem 19S
regulatorischen Partikel flankiert (Abb. 2.2). Die Aufgabe des 19S RP besteht in der Erkennung,
Bindung und Deubiquitinylierung polyubiquitinylierter Substrate, die dann in denaturierter Form
in das Lumen des 20S CP transloziert werden, wo sie schliel3lich proteolytisch gespalten werden.
Der 19S RP-Deckelkomplex wurde inzwischen aus einer Reihe eukaryotischer Organismen, wie
Saugern (Dubieét al, 1995),S. cerevisiadGlickmanet al, 1998a),Drosophila(Haracska &
Udvardy, 1996) und kirzlich auchrabidopsis(Penget al, 2001c) isoliert. Er besteht aus
insgesamt 17-18 Untereinheiten, die sich in zwei Subkomplexen assemblieren, dem distalen
Deckelkomplex l{d) und dem proximalen Basalkompleba&g. Der Basalkomplex, der den
Kontakt zum 20S CP herstellt, umfal3t sechs AAA-ATPasen, Rptl-6 (Regulartigteptiple-

A ATPase subunit), und die beiden grof3ten nicht-ATPase Untereinheiten Rpnl und Rpn2
(Regulatory_prticle ron-ATPase subunit). Rpnl10, eine Untereinheit, die ebenfalls dem
Basalkomplex zugeordnet wird, stellt die Verbindung zum distalen Deckelkomplex her, dem die
acht nicht-ATPase Untereinheiten Rpn3, Rpn5-9 und Rpn11-12 angehotren éEmle$998).

Die proteolytische Aktivitat des Proteasoms ist fur die Zelle und somit auch fir den
Gesamtorganismus von essentieller Bedeutung. Neben der Eliminierung fehlerhafter Proteine,
deren Akkumulation toxisch wirken konnte, realisiert das Proteasom auch den Abbau diverser
regulatorischer Proteine, wie z. B. von Tumorsuppressoren, Protoonkogenen und anderen
Trankriptionsfaktoren, deren Aktivitdt mafRRgeblich von ihrer Proteinstabilitat bzw. -konzentration

in der Zelle abhéangt. Aufgrund der Vielzahl von Substraten partizipiert das Proteasom an so
fundamentalen Prozessen wie der Regulation des Zellzyklus, der Zellteilung und intrazellularer
Signalkaskaden, Stressantworten, DNA-Reparaturmechanismen und der Prozessierung antigener
Peptide (zur Ubersicht Ciechanover, 1998).
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Genetische Analysen i8. cerevisiageigen, dal’ der Verlust der Proteasomfunktion und auch
der Verlust einzelner Untereinheiten des Deckel- oder Basalkomplexes mit schwerwiegenden,
phanotypischen Folgen verbunden ist. Nullmutationen der Basalkomplex-spezifischen ATPase-
UntereinheiterRpt1-6sind letal, genau wie Mutationen, die die Deckelkomplex-spezifischen
UntereinheiterRpn5und Rpn6betreffen (Saiteet al, 1997; Rubiret al, 1998). Mutationen in

der Polyubiquitin-bindenden UntereinhBipn10sind hingegen vermutlich aufgrund redundanter
Aktivitaten vital (van Nockeet al, 1996).

Die Charakterisierung von Proteasom-spezifischen Mutanten in vielzelligen Organismen ist weit
weniger vorangeschritten. Drosophilawurden bisher lediglich zwei Untereinheiten des 20S
Core-Komplexesp2 und 36 genetisch analysiert (Saville & Belote, 1993; Smyth & Belote,
1999). Nullmutanten beider Untereinheiten Uberleben die Embryonalphase und gehen wéahrend
des ersten Larvalstadiums ohne nennenswerte morphologische Stérungen zugrunde. Die Analyse
verschiedener antimorpher, temperatursensitiver Allele der beiden Loci zeigte dominant-negative
Effekte, wie pupale Letalitat, Entwicklungsstdrungen abdominaler Strukturen, Sterilitat sowie
Storungen bei der Determination von Zellschicksalen wahrend der Entwicklung
mechanosensorischer Sinnesborsten (Schweisguth, 1999). Die pleiotropen Phanotypen
veranschaulichen nachhaltig die funktionelle Mitwirkung des katalytischen 20S Core-Komplexes
an etlichen entwicklungsrelevanten Prozessen. Die funktionelle Charakterisierung von
Komponenten des 19S RP-Komplexes beschréankt sich auf neueste Untersuchungen in
Drosophila S2 Schneider-Zellen. Der RNAi-induzierte Funktionsverlust verschiedener
Basalkomplex-spezifischer Untereinheiten und der Deckelkomplex-spezifischen Untereinheit
Rpnl12 resultiert in einer Verlangsamung der Zellteilungsrate und einer Akkumulation
polyubiquitinylierter Proteine, gefolgt von einer signifikanten Erh6hung der Apoptoserate
(Wdjcik & DeMartino, 2002). Zur entwicklungsbiologischen Relevanz des 19S RP-Komplexes
liegen jedoch keine genetischen Untersuchungen vor.
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2.6 Physikalische Interaktionen innerhalb der PCI-Komplex-Familie implizieren

funktionelle Kooperationen

Die PCI-Komplex-Familie scheint aul3er durch ihren gemeinsamen evolutionaren Ursprung
zusatzlich auch durch funktionelle Beziehungen miteinander verbunden zu sein. So konnte in
Arabidopsiskonnte eine direkte, physikalische Interaktion des Signalosoms mit Untereinheiten
des Translationsinitiationskomplexes elF3 nachgewiesen werden (Ketraigl1998; Yahalom

et al, 2001). Ob das Signalosom dadurch mdglicherweise auch an der Regulation der
Translation spezifischer mMRNAs beteiligt ist, ist allerdings unklar.

Bemerkenswerterweise wird auch von Interaktionen des Signalosom-Komplexes mit
Komponenten des 19S RP-Deckelkomplexes berichtet. Yahelaxh (2001) erwdhnen die
Copréazipitation der Deckelkomplex-spezifischen Untereinheit Rpn7 mit dem Signalosom-
Komplex, zeigen aber keine experimentellen Daten. Daruber hinaus wird mit der physikalischen
Interaktion von AtRpn6 und AtCSN1 im Hefe 2-Hybrid System ein weiterer Hinweis auf einen
unmittelbaren Kontakt von Signalosom und 19S RP-Deckelkomplex geliefert (wak

1999). Obwohl auch diese Art der Wechselbeziehung im Hinblick auf ihre funktionelle Relevanz
noch unverstanden ist, lieferte die weiterfiuhrende Untersuchung der CSN1-Rpn6-Interaktion
erstmalig Hinweise auf die Funktionalitdt der PCI-Doméane. Die Analyse von
Deletionskonstrukten zeigte, dall die PCI-Domane von CSN1 fur die spezifische
Wechselwirkung mit Rpn6 verantwortlich ist. In einer Reihe anderer Arbeiten konnte die
Funktion der PCI-Doméane als Interaktionsmotiv verifiziert werden. Insbesondere die
vielverzweigten Interaktionen der einzelnen Untereinheiten innerhalb des Signalosoms bzw. des
19S RP-Deckelkomplexes, die letztendlich die Integritat der PCI-Komplexe ausmachen, sind auf
die PCI-Domé&nen zurlickzufihren (Freiliebal, 1999; Fuet al, 2001; Tsuget al, 2001).
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2.7 Problemstellung

Das vorrangige Ziel der hier vorliegenden Arbeit bestand in der Aufklarung der
entwicklungsbiologischen Relevanz der Signalosomuntereienheit Alien/CSB&gophila

Die Charakterisierung einalien/CSN2spezifischen Mutante sollte Aufschlisse Uber die
Funktion von Alien/CSN2in vivo liefern und somit zur Klarung der Frage beitragen, ob
Alien/CSN2 inDrosophilaneben seiner Funktion als integrale Komponente des Signhalosom-
Komplexes mdglicherweise auch als Corepressor fur Kernhormonrezeptoren fungiert. Neben der
Uber- und Fehlexpression von Alien/CSN2 in transgenen Fliegen wurde durch lokale P-Element-
Transposition versucht, daalien/CSN2Gen in einem revers genetischen Ansatz zu
mutagenisieren. Parallel wurden verschiedene RNA Interferenz-Strategien erprobt, die der
Erzeugung vorlien/CSN2Phanokopien dienen sollten.

Eine weiteres Ziel bestand in der Isolierung und Charakterisierung Alien/CSN2-interagierender
Proteine. Der Einsatz des Hefe 2-Hybrid Systems sollte zur lIdentifizierung neuer
Interaktionspartner und somit zur Aufklarung molekularer Wechselwirkung des Alien/CSN2-
Proteins beitragen. Mit der Identifizierung der 19S RP-Deckelkomplex-spezifischen Untereinheit
Rpn6 als spezifischem Interaktionspartner erwuchs die Frage nach der Funktion von Rpn6
wahrend der Entwicklung vodrosophila Ausgehend von einer P-Element-InsertionRpn6

Gen wurden mit Hilfe genetischer Methoden n&pm6Allele generiert und zum Teil in Form

von genetischen Mosaiken einer phanotypischen Analyse unterzogen.
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3. Material

3.1 Gerate

Digitalkamera
Elektrophoreseapparaturen
Elektropulsgeréat
Fotomikroskop
Geltrockner
Kapillarziehgerat
Kahlzentrifuge
Mikroinjektionsapparatur
Mikromanipulator
Photometer
PCR-Maschine
Stereomikroskop
Tischzentrifuge
Ultraschallwasserbad
UV-Transilluminator
UV-Crosslinker
Videokamera und -printer

3.2 Chemikalien und Nahrmedien

Polaroid
Werkstatt, Universitat Marburg
Easyject Basic, Equibio
Axiophot, Zeiss
Biometra
Vertical Pipette Puller 720, Kopf
Heraeus Megafuge 1.0 R
5242 Hermle ZK 401, Eppendorf
Leitz
Ultrospec, Pharmacia
Personal Cycler, Biometra
Stemi SV 6, Zeiss
Biofuge 13, Heraeus
Sonorex TK 52, Bandelin
Spektroline TS-302
UV-Stratalinker 2400, Stratagene
Biotech-Fischer

Die verwendeten Chemikalien und N&hrmedien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Becton & Dickinson (Heidelberg), Fluka (Taufkirchen), Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Taufkirchen).
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3.3 Radioisotope

a-*P-dATP (3000 Ci/mmol)
%S-Methionin (1000 Ci/mmol)

3.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase

Aprotinin

Complete Mini, Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
DNase |, RNase-frei

Leupeptin

Lysozym

Pfu Turbo DNA-Polymerase

Proteinase K

RNase A

RNAsin (RNase-Inhibitor)

Restriktionsendonukleasen
TaqDNA-Polymerase

T3 RNA Polymerase
T7 RNA Polymerase
T4-DNA-Ligase

Hartmann, Braunschweig

Hartmann, Braunschweig

Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Qiagen, Hilden
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

3.5 Molekularbiologische Reagenzien und Reagenziensatze

Benchmark Prestained Protein Ladder

DIG DNA Labeling and Detection Kit

DIG RNA Labeling and Detection Kit

GFX PCR, DNA and Gel Band Purification Kit
Glutathione Sepharose 4B

Jetstar Plasmid Kit 2.0

Mass Ruler DNA-Ladder, Mix

Prime it II, Random Primer Labeling Kit

Gibco, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
GENOMED, Bad Oeynhausen
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Stratagene, Heidelberg
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TNT T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate System

TOPO TA Cloning Kit

Vectastain Elite ABC Standard Kit
Zero Blunt PCR Cloning Kit

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit

3.6 Antikorper und Seren

anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragmente
anti-Digoxigenin-POD, Fab-Fragmente

anti3-Galaktosidase-Antikorper
(polyklonal aus Kaninchen)

anti-Kaninchen-1gG, biotinyliert
Ziegenserum

Pferdeserum

Promega, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Biotrend, Kdln

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA

3.7 Stammbhaltung und Zucht von Drosophila melanogaster
a) Fliegenstamme Drosophila melanogastgr

Im folgenden sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Fliegenstdmme aufgelistet.

Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wird jeder Stamm mit einer Kurzbezeichnung bzw. einem
Trivialnamen benannt. Die mit dem Prafix BL und einer Stocknummer gekennzeichneten
Stdmme wurden vorBloomington Drosophila Stock Centéndiana University, Bloomington,
Indiana, USA) bezogen. Weitere Informationen zu den entsprechenden Stdmmen sind erhéltlich
unterwww.flystocks.bio.indiana.edie Beschreibung der Genotypen folgt der Nomenklatur
nach Lindsley und Zimm (1992).

Balancerstiamme

w; If/CyO wW*; Kr'"™/CyQ g jaez
Balancerstamm mit Markern ftr Chr. Il,
zur Verfugung gestellt von M. Affolter, Basel

CST™M w*; CyO/Sp; Sb/Ubx
Multimarkerstamm zur kreuzungsgenetischen Lokalisation inserierter P-
Elemente,
zur Verfugung gestellt von A. Holz, Marburg
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BL 4533

f11

Defizienzen
BL 2892

BL 384

BL 3702

BL 368

BL 3354

w*; In(2LR)Noé¢"Scd"™R, b'/CyO, Rw™m =ActGFP}JMR1
Markerstamm fur Chr. 1l mit GFP-exprimierende@yO-Balancer-
chromosom,

Donor: J.M. Reichhart

wg*YCyO; ry® Sid P{ry*"*=Delta2-3}99B/TM6, Ubx

Multimarkerstamm mit Transposase-codierendem Transgen auf Chr. Ill
zur Remobilisation von P-Elementen, Robertsbal (1988),

zur Verfugung gestellt von der W. Janning, Munster

Df(2L)N22-14/CyO
Bruchpunkte: 29C01-02; 30C08-09, 30D01-02; 31A01-02,
Donor: M. Ashburner

w*; Df(2L)N22-5/CyO
Bruchpunkte: 29D01-02; 30C04-D01,
Donor: T. Schipbach

w''® Df(2L)30A-C /CyO
Bruchpunkte: 30A03-05; 30C05,
Donor: T. Laverty

w*; Df(2L)N22-3/CyO
Bruchpunkte: 30A01-02; 30D01-02,
Donor: T. Schipbach

Df(3R)roe/TM3, Sér
Bruchpunkte: 84A06-B01; 84D04-D09,
Donor: C. Nusslein-Volhard

P-Element-Insertionen, Mutanten

BL 12042
(P2042)
EP 2569

BL 10465

BL 4096

W Pfw™C=lacW}(2)s2978"1CyO
P{lacW}-Insertion imrolling stoneLocus bei 29F08-30A01,
Donor: M. Scott

W PIw MCTrIBRRPAUAS *R=EP}(2)2569
P{EP}-Insertion imrolling stonelLocus,
Rorthet al. (1998), Liaoet al.(2000)

y' WP PfwmC=lacW}Rpn6&°°%ICyO
P{lacW}-Insertion imRpn&Locus bei 51C01-02,
Donor: I. Kiss, BDGP

numbd/CyO
numbAllel, Uemuraet al, 1989

UAS- und GAL4-Stamme

BL 1795

w*; P{w"™r=GawB}30A/CyO

Enhancer Trap-GAL4-Treiber auf Chr. I,
Expression in Imaginalscheiben,

Donor: A. Brand
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BL 1967

BL 1878

BL 1774

BL 1782

BL 1799

BL 5460
(daGAL4)

nos GAL4

SG24

Sgs 58 AB

y'w*; P{w™"=GawB}34B

Enhancer Trap-GAL4-Treiber auf Chr. Il, Expression in embryonalen
Speicheldrisen und in larvalen Imaginalscheiben,

Donor: A. Brand

w*; P{w'™r=GawB}T80/CyO

Enhancer Trap-GAL4-Treiber auf Chr. I,

Expression in larvalen Imaginalscheiben, Speicheldrisen und CNS,
Donor: N. Perrimon

w*; P{w™"=GawB}69B

Enhancer Trap-GAL4-Treiber auf Chr. 111,

Expression in der embryonalen Epidermis und in larvalen
Imaginalscheiben, Speicheldrisen und CNS,

Donor: A. Brand

w*; P{w™"=GawB}32B

Enhancer Trap-GAL4-Treiber auf Chr. 1ll,

Expression in larvalen Imaginalscheiben, Speicheldrisen und CNS,
Donor: A. Brand

w*; P{W'™°=GAL4-Hsp70.PB-89-2-1
Hitzeschock-induzierbares GAL4-Transgen auf Chr. I,
Donor: A. Brand

w*; P{w™"=GAL4-da.G32UH1
GALA4-Treiber imdaughterlessMuster auf Chr. I,
Donor: E. Knust

wE P{w™=GAL4::VP16-nos-UTR}MVD1
GAL4-Treiber im nanos-Muster auf Chr. Il
Donor: R. Lehmann

GAL4-Treiber imtwist-Muster,

zur Verfugung gestellt von A. Michelson, Boston

GAL4-Treiber-Linie, die unter der Kontrolle d&gs4regulatorischen
Elemente steht,
zur Verfigung gestellt von A. Hofmann, Berlin

FLP- und FRT-Stamme

BL 1929

BL 2120

Sonstige
Oregon R

white

y' w*, P{ry""?=hsFLP}12; noc*ICyO
X-chromosomal codierte Flip-Rekombinase,
Donor: N. Perrimon

W P{ry*"*=neoFRT}42D Pfw™“=piM }45F
FRT-Element an Position 42D zur Kopplung distaler Mutationen (2R),
Donor: G. Rubin

Wildtypstamm, Laborzucht der Arbeitsgruppe Renkawitz-Pohl, Marburg

w!
Transformationsstamm, Laborzucht der Arbeitsgruppe Renkawitz-Pohl,
Marburg
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b) Fliegenhaltung und Zucht

Maismehlagar 60 % (w/v) Maismehl
7,15 % (w/v) Fructose
1,2 % (w/v) Trockenhefe
0,14 % (w/v) Nipagin
0,6 % (w/v) Propionséure
0,7 % (w/v) Agar

Die Aufzucht der Fliegen erfolgte in Kunststoffrohrchen verschiedener GroR3e, die etwa viertels

mit Maismehlagar gefullt waren und mit einem Ceaprenstopfen verschlossen wurden. Zur

Futterung der Tiere wurde zusatzlich eine Prise gekdrnte Trockenhefe auf den Agar gegeben.
Die Haltung der Fliegenstamme erfolgte in Klimakammern bei 18 bzw’ Q@5Zur

experimentellen Handhabung wurden die Tiere kurz mit Diethylether narkotisiert.

3.8 Stammbhaltung und Kultivierung von Bakterienstammen
a) Bakterienstamme Escherichia col)

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Stamme verwendet:

BL 21 ompr, hsds (" mg), gal
DH5a supE4, AlacU169 @80lacZAM15), hsdRL7, recAl, endAL, gyrA96, thi-1,
relAl

XL-1 Blue supE4, hsdRL7, recAl, endAlL, gyrA96, thi-1, relAl, lac, F' [pro ABlacl?,

lacZAM15, Tn10(tefd)]
Wahrend der Stamm BL21 fir die heterologe Expression von GST-Fusionsproteinen eingesetzt
wurde, wurden die Stamme DB%und XL-1 Blue fur die Transformation mit rekombinanten
Plasmiden verwendet. Der Stamm SURE wurde fir die Transformation mit Konstrukten
verwendet, die durch komplizierte Sekundarstrukturen in den herkdmmlichen

Transformationsstammen nicht klonierbar waren.

b) Kultivierung und Stammbhaltung

LB-Medium (Luria-Bertani) 1 % (w/v) Bactotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
85,5 mM NaCl

Fur die Anzucht der Bakterien in Flussigkulturen wurde LB-Medium verwendet. Kurzfristige
Stammhaltungen erfolgten auf festen Agarnéhrbdden (LB-Medium/1,5 % (w/v) Agar), die nach
der Anzucht bei 37C schlief3lich fur einige Wochen bel’€@ aufbewahrt werden konnten. Zur
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langfristigen Stammbhaltung wurde eine frische Flussigkultur mit 15 % sterilem Glycerin

gemischt und bei -80C aufbewahrt.

3.9 Stammbhaltung und Kultivierung von Hefestammen
a) Hefestamme $accharomyces cerevisipe

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Stamme verwendet:

CG-1945 MATa ura3-52 his3-20Q lys2-801 ade2-101 trp1-901, leu2-3 112, gal4-
542, gal80-538 cyH2, LYS::GALL\sGALL,1+HIS3 URA:GALA sy
CyCLrxlacz

SFY526 MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trp1-901 leu2-3 112, cah
gal4-542 gal80-538 URA::GALL,,scGALL  clacZ

Wahrend der Stamm CG-1945 (ReporteliS3 lacZ) zum Durchmustern einer cDNA-

Bibliothek verwendet wurde, wurden der Stamme SFY526 (Repolaer) fur die

Quantifizierung der Interaktion zweier Proteine eingesetzt.

b) Kultivierung und Stammbhaltung

YEPD-Medium 5% (w/v) YEPD Broth (Gibco)
2% (w/v) Glucose

Fur die Anzucht der Hefen in Flussigkulturen wurde YEPD-Medium verwendet. Kurzfristige
Stammhaltungen erfolgten auf festen Agarnahrboden (YEPD-Medium/2 % (w/v) Agar), die nach
der Anzucht bei 30C schlief3lich fur einige Wochen bel’€@ aufbewahrt werden konnten. Zur
langfristigen Stammbhaltung wurde eine frische Flussigkultur mit 50 % sterilem Glycerin

gemischt und bei -80C aufbewahrt.

3.10 Plasmide

pBluescript IIKS+ Klonierungsvektor, Stratagene, Heidelberg
pBluescript ISK+ Klonierungsvektor, Stratagene, Heidelberg

pGEX-1 Expressionsvektor zur Expression von GST-Fusionsproteinen,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

pAS2-1 Schaukelvektor mit multipler Klonierungstelle, der sich sowolit.in
coli als auch ir. cerevisiagepliziert und die Expression von GAL4-
DBD-Fusionsproteinen in Hefe erlaubt ("Koderplasmid");
GAL4, ,,,PBD, TRP1, amp, CYH2, CLONTECH
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pACT2 Schaukelvektor mit multipler Klonierungstelle, der sich sowoltt.in
coli als auch irS. cerevisiagepliziert und die Expression von GAL4-
AD-Fusionsproteinen in Hefe erlaubt ("Beuteplasmid”);
GAL4;6586:AD, Leu2 amp, CLONTECH

pCR II-TOPO Klonierungsvektor, Invitrogen, Karlsruhe
pCR-Blunt Klonierungsvektor, Invitrogen, Karlsruhe
pCR-Blunt II-TOPO  Klonierungsvektor, Invitrogen, Karlsruhe

pPUAST Brand & Perrimon, 1993

Klon 327 vollstandigeCSN2/aliercDNA (1,4 kb) in pBS KS+HEcoRY),
Lier, 1998

pBcTTF 1 vollstandigedon juarcDNA (0,92 kb) in pBS KS+EcoR),

Winhauer, 1995

pBS-hGFP-S65T GFP-cDNA (ca. 0,7 kb) in pBS KSHindlll/Xbal),
Kremser, 1998

LD18931 embryonaleRpn6cDNA (1816 bp) in pBS SK+Xhol),
GenBank Nr. AF160939, Berkel®&rosophilaGenome Project,
Research Genetics, Huntsville, USA

pACT2-aFtz-F1 vollstandigeaFtz-F1-cDNA in pACT2 zur Expression eines GAL4-
AD-Fusionsproteins in Hefezellen,
zur Verfigung gestellt von L. Pick, New York

pACT2-BFtz-F1 vollstandigefFtz-F1-cDNA in pACT2 zur Expression eines GAL4-
AD-Fusionsproteins in Hefezellen,
zur Verfigung gestellt von L. Pick, New York

pRc/CMV-Dmp53 vollstandigeDmp53cDNA in pRc/CMV (Olimanret al, 2000),
zur Verfugung gestellt von A. Baniahmad, Giessen

pT25.7wWC Helferplasmid fur die P-Element-Transformation, das die codierende
Sequenz fur die P-Element-Transposase enthalt (Karess & Rubin,
1984)

3.11 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden als Initiatoren (Primer) fir die sequenzspezifische DNA-
Synthese in PCR-Versuchen oder in Sequenzierungsreaktionen eingesetzt. Sie wurden von der
Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

Artifiziell eingefuihrte Restriktionsschnittstellen sind fett hervorgehoben.

alien3'art.Hindlll 5" CGAATCAAGCTT TTTCTGGACCACAGCGAACTG 3
3'art.EcoRl 5" GTGTCATCTSAATTC GCAG 3'
5'art.Bglll 5" GTGCTAGATCT GGAAAATG 3
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Del.PCl-alien
Del.PCI-Rpn6
M13Fw(-20)
M13Fw(-40)
M13Rev
3'p53art.Xhol
5'p53Del. ATG
pACT2-3'-AD
pACT2-5'-AD
pAS2.1-5-MCS
Placl

Plw3-1

Pry2
pUAST-MCS-UAS
PUAST-UAS-blunt
Rpn6Del. ATG+EcoRI
3'(+55bp)-Rpn6P
3'(+1532bp)-Rpn6P
5'(-54bp)-Rpn6P
5'(-541bp)-Rpn6P
5'(-1303bp)-Rpn6P
T3

T7

5" GTTCACGTATAAACTGATCG 3

5" CAAATGCGCCTGCACAATCAC 3

5" GTAAAACGACGGCCAG 3'

5" GTTTTCCCAGTCACGAC 3

5" CAGGAAACAGCTATGAC 3

5" GTCETCGAGGTCATGGCAGCTC 3
5" TGTATATATCACAGCCAATGTCG 3
5" GTGCACGATGCACAGTTGAAG 3

5" GATGATGAAGATACCCCAC 3

5" CATCGGAAGAGAGTAGTAAC 3'

5" CACCCAAGGCTCTGCTCCCACAAT 3
5" TGTCGGCGTCATCAACTCC 3

5" CTTGCCGACGGGACCACCTTATGTTATT 3
5" GATCCTCTAGAGGTACCCTC 3

5" GCATGCCTGCAGGTCGGAG 3

5" CAGAATTC TGGCCGGAGCAAC 3
5" GTGTTCGATCGTTTCCGGTGTG 3
5" GCTGAATGCTCTCGGCAACATG 3
5" GCACCAGCTCTAATCGTGACTG 3
5" GATTGTGGGCTCAACTCACCTG 3
5" GGTAGATAACGACGTCCAGTTGA 3'

5" AATTAACCCTCACTAAAGGG 3'

5" GTAATACGACTCACTATAGGGC 3'

3.12 cDNA-Bibliotheken

pACT-cDNA-Bibliothek

basierend auf polyA-mRNA; ungerichtete Klonierung der

Drosophila melanogaster cDNAs uberxhol (Yu et al, 1999)

embryonal, 0-6 h

3.13 Auftragsarbeiten

zur Verfugung gestellt von L. Pick, New York (USA)

Sequenzierarbeiten wurden bei der Firma Seqglab GmbH, Gottingen in Auftrag gegeben.
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4. Methoden

l. Praparation und Analyse von DNA

4.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien
(Sambroolet al, 1989)

SOB-Medium 2 % (w/v) Bactotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSQ,

RF1 10 mM RbCI RF2 10 mM MOPS (pH 6,8)
50 mM MnCl}, 10 mM RbCI
30 mM KClI 75 mM CaCJ
10 mM CaC) 15 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) Glycerin

250 ml SOB-Medium wurden mit 2,5 ml einer frisciiencoliKultur wurden (1:100) angeimpft

und bei 37°C schuttelnd bis zu einer Qfpvon 0,5-0,6 kultiviert. Nach 15minttiger Inkubation

auf Eis wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 UpM;G} 10 min), in 80 ml kaltem RF1-
Puffer resuspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert (4000
UpM, 4 °C, 10 min) in 20 ml RF2-Puffer aufgenommen und 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Schlie3lich wurde die Zellsuspension in 3dQAliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -8C°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien
(Sambroolet al, 1989)

200 pl dauerkompetenter Zellen (KompetenZ-10° Transformantepig DNA) wurden auf Eis
aufgetaut, mit 1-1Qul Plasmid-DNA-L6sung versetzt und fur weitere 30 Minuten auf Eis
gelagert. Nach einer 60sekiindigen Hitzeschockbehandlung 3€& #2 Wasserbad wurde der
Ansatz sofort 10 Minuten auf Eis gestellt. Schlie3lich wurden 0,8 ml vorgewarmtes LB-Medium
zugegeben und zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz 1 Stunde € adf dem Schiuittler
inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde anschlie3end auf entsprechenden LB-Selektionsplatten
(Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 50ug/ml, IPTG, X-Gal) ausplattiert und G.N. bei 3C

inkubiert.

4.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

SOC-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (wl/v) Bactotrypton
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
20 mM MgSQ,
20 mM Glucose

Mit 5 ml einer frischerk. coliKultur wurde 1 | SOC-Medium (1:200) angeimpft und ber@7
schittelnd bis zu einer Q[ von 0,5-0,7 kultiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4000
UpM, 4°C, 10 min), in 1 | eiskaltem A. dest. resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach einer
weiteren Resuspension der Zellen in 500 ml eiskaltem A. dest. wurde die Zentrifugation
wiederholt und das Zellprazipitat in 20 ml 10 % (v/v) Glycerin gel6st. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 5 ml 10 % (v/v) Glycerin geldst, inul@diquots

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei 280bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.4 Transformation elektrokompetenter Bakterien

100 pl elektrokompetenter Zellen (Kompetenz*400'* Transformantempig DNA) wurden auf

Eis aufgetaut, wahrend 18 der Plasmid-DNA-LOsung in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefaf3
auf Eis vorgelegt wurden. 4@ der Zellsuspension wurden mit der Plasmid-DNA gemischt und
schliel3lich in eine eiskalte Elektroporationskiivette Uberfiihrt. Nach der Applikation des

Elektropulses (5 ms) wurden sofort 0,9 ml eiskaltes SOC-Medium zugegeben. Mit Hilfe einer
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Pasteur-Pipette wurde der Transformationsansatz in ein 15 ml Reaktionsgefal® tberfihrt und zur
Ausbildung der Antibiotikaresistenz 1 Stunde bei °& auf dem Schittler inkubiert. Der
gesamte Ansatz wurde anschlieBend auf entsprechenden LB-Selektionsplatten ausplattiert und
U.N. bei 37°C inkubiert.

4.5 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

4.5.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA (alkalische Lyse)
(Birnboim & Doly, 1979)

S1-Puffer 50 mM Tris/HCI (pH 8,0) S2-Puffer 200 mM NaOH
10 mM EDTA 1 % (w/v) SDS
100ug RNase A/ml
S3-Puffer 2,6 M KAc/Essigsaure (pH 5,2)

3 ml LB-Medium (+ Antibiotikum) wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und G.N. bei
37 °C schuttelnd inkubiert. 1 ml der Kultur wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefafd tberfuhrt und
abzentrifugiert (13000 UpM, 1 min). Die sedimentierten Zellen wurden inp2581-Puffer
resuspendiert und durch Zugabe von 26®&2-Puffer und fanfminutiger Inkubation bei RT
einer alkalischen Lyse unterworfen. Schlief3lich wurden 2583-Puffer zur Neutralisierung
zugegeben, leicht geschwenkt und 5-10 Minuten auf Eis inkubiert. Mit Hilfe einer 10mindtigen
Zentrifugation (13000 UpM, 4C) wurden die Zelltratmmer zusammen mit der chromosomalen
DNA von der gelosten Plasmid-DNA getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues
Mikroreaktionsgefald tberfuhrt und zur Fallung der Plasmid-DNA mit 0,8 VT Isopropanol
versetzt. Die DNA wurde durch eine 10minitige Zentrifugation (13000 UphEL) $elletiert,

anschlieRend zweimal mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und pd HQO gelost.

4.5.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

(Genomed Jetstar, nach Angaben des Herstellers)

Zur Praparation gré3erer DNA-Mengen wurde eine U.N. kultivierte 50 ml Bakterienkultur in ein
50 ml Falcon-Rohrchen uberfihrt und zentrifugiert (4000 UpM, 10 min). Die sedimentierten
Zellen wurden in 4 ml E1-Puffer resuspendiert und schlief3lich durch Zugabe von 4 ml E2-Puffer
unter leichtem Schwenken lysiert. Nach flinfminutiger Inkubation bei RT wurden 4 ml E3-Puffer
zur Neutralisation zugegeben. Durch eine 20minitige Zentrifugation (6000 Upi@) 20urden

die chromosomale DNA und Zelltrimmer préazipitiert. Der plasmidhaltige Uberstand wurde auf
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eine zuvor mit E4-Puffer &quilibrierte Anionenaustauschersaule geladen. Nach dem Durchfluf3
wurde die Saule zweimal mit je 10 ml E5-Puffer gewaschen. Die Elution der an die S&ulenmatrix
gebundenen Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 5 ml E6-Puffer. Das Eluat wurde mit 0,7
VT Isopropanol versetzt und die DNA durch Zentrifugation (6000 UpRZ 415 min) gefallt.

Das Prazipitat wurde zweimal mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und jirh HHQO gelost.

4.6 Praparation genomischer DNA aus Drosophila
(Pirotta, 1986; Steller & Pirotta, 1986)

Extraktionspuffer 100 mM Tris/HCI (pH 9,0)
100 mM EDTA
1 % (w/v) SDS

10 atherisierte Fliegen wurden in 1Q0 Extraktionspuffer mit einem Pistill in einem
Glashomogenisator homogenisiert. Fur die Praparation genomischer DNA aus Embryonen
wurde ein Volumen an Extraktionspuffer eingesetzt, das etwa dem Gesamtvolumen der zur
Verfugung stehenden Embryonen entsprach. Das Gesamtextrakt wurde in ein 1,5 ml
Mikroreaktionsgefald tberfuhrt und 20 Minuten bei’65im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe

von 14pul 8 M KAc wurde der Ansatz 30 Minuten auf Eis inkubiert und schlie3lich zentrifugiert
(13000 UpM, 4°C, 15 min). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt, und
die genomische DNA wurde durch Zugabe von 0,5 VT Ispropanol fir 5 Minuten bei RT gefallt.
Nach Zentrifugation (13000 UpM, 4C, 15 min) und zweimaligem Waschen mit 70 % EtOH
wurde das Préazipitat ca. 10 Minuten luftgetrocknet und schlief3lich in 2Qt1Qdest. geldst.

4.7 Plasmid-Rescue-Klonierung aus genomischer DNA von Drosophila

(nach Pirotta, 1986)

Einige P-Element-Transformationsvektoren, die Uber einen bakteriellen Plasmid-Anteil
verfugen, ermdglichen die Klonierung P-Element-flankierender, genomischer Sequenzen und
somit die genaue Bestimmung der Insertionsstelle eines P-Element-Transposons.

Etwa 5ug genomischer DNA einer P-Element-Insertionslinie wurden mit 50-100 Units eines
geeigneten Restriktionsemzyms in einem Gesamtvolumen vopl3002-3 Stunden inkubiert.

Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die DNA durch die Zugabe von 1/10 VT 3 M NaAc
(pH 4,8) und 2,5 VT EtOH abs. und anschliel3ender Zentrifugation ((13000 UtB4,146 min)

gefallt. Nach mehrmaligem Waschen mit 70 % EtOH wurde das Prazipitat getrocknet und
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schlieflich in 40Qul 1 x Ligationspuffer geldst. Durch die Zugabe von 2 Units T4-DNA-Ligase
wurde die Ligationsreaktion eingeleitet und Uber Nacht béCl®rtgefuhrt. Die ligierte DNA
wurde nochmals geféllt und in 0 A. dest. geldst. 2 dieser DNA-L6sung wurden schliel3lich

fur die Transformation elektrokompetenter Zellen eingesetzt.

4.8 Gelelektrophorese von DNA in Agarosegelen
(Sambroolet al, 1989)

1 x TAE-Puffer 200 mM Tris-Acetat (pH 7,7)
10 mM EDTA
10 x Auftragspuffer 0,5 % (w/v) Xylencyanol

0,5 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerin in 1x TAE

Analytische und praparative Gelelektrophoresen wurden mit Horizontalgelen der Gro3e% cm
cm bzw. 8 cmx 12 cm durchgefuhrt. In Abhangigkeit von der gewiinschten Trenneigenschaft
betrug die Agarosekonzentration 0,8-2 % (w/v) inx1TAE-Puffer, dem zuséatzlich
Ethidiumbromid (0,5ug/pl) zugesetzt wurde. Als Laufpuffer diente XL TAE. Vor dem
Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/10 VT £Auftragspuffer versetzt. Die Auftrennung

der DNA-Fragmente erfolgte bei 60-100 V Gleichspannung. AnschlielBend wurde das Gel bei
UV-Durchlicht analysiert bzw. dokumentiert.

4.9 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

(GFX PCR, DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham Pharmacia Biotech)

Unter UV-Licht wurde das gewinschte Fragment mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und in ein 1,5 ml-Mikroreaktionsgefaf} tberfuhrt. Zu je 100 mg Gelstlick wurden
100 ul Capture-Puffer zugegeben und bei €D 10-15 Minuten inkubiert, um die Agarose zu
I6sen. Der Reaktionsansatz wurde dann auf die Glasfasermatrix-Séaule gegeben und 1 Minute bei
RT inkubiert. Zur Zentrifugation (13000 UpM, 30 s) wurde die Saule in einem Sammelgefal
plaziert. Die darin aufgefangene Flissigkeit wurde verworfen und die saulengebundene DNA
mit 500l ethanolhaltigem Waschpuffer gewaschen (13000 UpM, 30 s). Die Saule wurde nun in
ein Eppendorfreaktionsgefal® tberfuhrt, und es wurden 10-A0dest. auf die Matrix gegeben.
Nach einminutiger Inkubation bei RT wurde der Ansatz zentrifugiert (13000 UpM, 1 min), um
die eluierte DNA im Reaktionsgefald aufzufangen.



Methoden 31

4.10 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Nukleinsauren kénnen aufgrund ihrer maximalen Absorption bei einer Wellenlange-2660
nm photometrisch quantifiziert werden. Aus der Absorption (optische Dichte OD) laf3t sich unter
Berucksichtigung der folgenden Parameter die Nukleinsaure-Konzentrafuginm bei einer

Quarzkivettendicke von 1 cm berechnen:

doppelstrangige DNA Of, x 50 x Verdunnungsfaktor
einzelstrangige DNA OR, x 33 x Verdunnungsfaktor
RNA OD,¢, x 37 x Verdunnungsfaktor

4.11 Southern Blot-Analyse

4.11.1 Southern Blot durch nach unten gerichteten Kapillartransfer
(nach Chomczynski, 1992)

Denaturierungspuffer 1,5 M NacCl 20x SSC 3 M NacCl
0,5 M NaOH 0,3 M NaCitrat
(pH 7,0)
Neutralisierungspuffer 1 M Tris/HCI (pH 7,4)
1,5 M NacCl

5-10ug restriktionsenzymatisch behandelte, genomische DNAeaasophilawurden in einem
Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch einen nach unten gerichteten
Kapillartransfer auf einer Nylonmembran immobilisiert. Dazu wurde das Agarosegel zunachst
10 Minuten in 0,25 M HCI gebadet, um groRe DNA-SegmentE)(kb) durch die stattfindende
Depurinierung zu fragmentieren und somit leichter transferierbar zu machen. Nachdem kurz mit
A. dest. gespult worden war, wurde das Gel zweimal 15 Minuten in Denaturierungspuffer und
schlie3lich zweimal 15 Minuten in Neutralisierungspuffer geschwenkt. In der Zwischenzeit
wurde der Blotaufbau wie folgt vorbereitet: 2-3 cm Saugpapiertiicher, 5 Lagen 3 MM
Whatmanpapier, die mit Transferpuffer (#8BSC) getrankte, in Gelgro3e zurechtgeschnittene
Nylonmembran (Hybond N, Amersham). Darauf wurde das Gel mit den Geltaschendffnungen
nach oben luftblasenfrei aufgelegt und mit 3 Lagen in Transferpuffer getranktem 3 MM
Whatmanpapier Uberschichtet. Mit Hilfe einer Whatmanpapier-Briicke wurde der Blot mit einem
Transferpuffer-Reservoir verbunden. Die DNA-Ubertragung erfolgte fiir 1-2 Stunden bzw. (iber
Nacht. Nach dem Transfer wurden die Geltaschen zur Orientierung markiert und das Agarosegel
vorsichtig entfernt. Nach einer 10mindtigen Trocknung der Membran 5& ,80urde die DNA

durch UV-Quervernetzung kovalent an die Membran gebunden.
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4.11.2 Hybridisierung der Nylonmembran mit einer radioaktiv markierten DNA-
Sonde

Church-Puffer 0,5 M NaPQ(pH 7,0)
7 % (w/v) SDS

Waschpuffer 1 2x SSC Waschpuffer 2 0,1x SSC

0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
Die getrocknete Membran wurde =zundchst 1 Stunde bei der gewunschten
Hybridisierungstemperatur (i. d. R. 88) in ca. 20 ml Church-Puffer (Church und Gilbert,
1984) in einem Hybridisierungsréhrchen rotierend prahybridisiert. Schliel3lich wurde die
Membran mit der hitzedenaturierten (100, 5 min), radioaktiv markierten DNA-Sonde in ca.
20 ml Church-Puffer tber Nacht bei 8& rotierend inkubiert. Nach dem Dekantieren der
Hybridisierungslésung wurde die Membran zun&chst 10 Minuten in Waschpuffer 1 bei
Raumtemperatur und schlie3lich in frischem Waschpuffer 1 10 Minuten & §Bwaschen.
Nach einem weiteren Waschschritt in Waschpuffer 2 fiar 10 Minuten bei
Hybridisierungstemperatur wurde die Membran in Haushaltsfolie eingeschlagen. Der Nachweis
der Hybridisierungssignale erfolgte mittels Autoradiographie.

4.11.3 Entfernung radioaktiv markierter Sonden von einer hybridisierten Membran

Stripp-Puffer 0,4 N NaOH
0,1 % (w/v) SDS

Um ein und dieselbe Membran nacheinander mit verschiedenen Sonden hybridisieren zu kénnen,
wurden bereits hybridisierte Filter zunachst zweimal 30 Minuten in ca. 100 ml Stripp-Puffer bei
45 °C geschwenkt. Nach funfminitigem Waschen in 0,1 M NaP@fer (pH 6,8) konnte die

Membran getrocknet oder direkt prahybridisiert werden.
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Il. Enzymatische Manipulation von Nukleinsauren

4.12 Enzymatische Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Die erforderliche Enzymmenge, um die eingesetzte DNA vollstandig zu spalten wird nach
folgender Formel bestimmt:

48,5 kb (= bp A) x Anzahl der Schnittstellen in der Ziel-DNA
GroRRe der Ziel-DNA (bp) x Anzahl der Schnittstellen in A-DNA

bendtigte Units/pug DNA =

Sie basiert auf der Definition der Enzymeinheit Unit [U], die die Enzymmenge definiert, welche
bendtigt wird, um Jug A-DNA innerhalb einer Stunde vollstandig zu schneiden.

Pro Restriktionsansatz wurden 0,2-p@ DNA mit entsprechender Enzymmenge in dem vom
Hersteller mitgelieferten Puffersystem in einem Reaktionsvolumen von 2(}2@0 optimaler

Reaktionstemperatur fir ein bis drei Stunden inkubiert.

4.13 Dephosphorylierung von freien 5'-Enden

Um eine Religation linearisierter Vektormolekule zu vermeiden, wurde die Vektor-DNA vor der
Ligationsreaktion mit alkalischer Phosphatase behandelt. Dieses Enzym spaltet die Esterbindung
zwischen der Phosphatgruppe und dem C5-Atom des offenen Zuckerphosphatgeristes und
verhindert somit eine Veresterung mit freien 3'-Hydroxyl-Enden.

Fur die Reaktion wurde die DNA-L6sung mit 0,5 U alkalischer Phosphatase und 1/10%/T 10
Reaktionspuffer versetzt und 15 Minuten bei’@7inkubiert. Es wurden nochmals 0,5 U Enzym
hinzugefiigt und die Reaktion bei 8Q fir 45 Minuten fortgesetzt. Zuletzt wurde das Enzym

durch eine 10minitige Inkubation bei 70 inaktiviert.

4.14 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfordert das Vorhandensein von kompatiblen Enden. 20-
100 ng Vektor-DNA wurden zusammen mit einem drei- bis funffachen molaren UberschuR des
zu klonierenden DNA-Fragmentes eingesetzt. Nach Zugabe von 1/10 YLigationspuffer

und 1 U T4 DNA-Ligase wurde in einem Endvolumen von 1pd2@ir eine Stunde bei RT oder

U.N. bei 16°C ligiert.
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4.15 Markierung von RNA- und DNA-Molekulen

4.15.1 Nichtradioaktive Markierung von RNA-Sonden mittels in vitro-Transkription
(DIG RNA Labeling and Detection Kit, Roche, Mannheim)

Die in vitro-Synthese DIG-markierter RNA-Molekile unter Verwendung linearisierter Plasmid-
DNA und einer entsprechenden RNA-Polymerase liefert RNA-Sonden mit definierter Lange und
Einzelstrangspezifitdt. Dazu wurden zunéchspd Plasmid-DNA stromabwaérts der zu
transkribierenden Fremd-DNA restriktionsenzymatisch linearisiert. Dabei wurde ein
Restriktionsenzym verwendet, das entweder Blunt-Enden oder 5'-Uberhange generiert. Die
linearisierte Plasmid-DNA wurde geféallt und in 0 H,O aufgenommen. Fur di@ vitro-
Transkription wurden 1ug linearisierte Plasmid-DNA, @l DIG RNA-Labeling Mix (10 mM

ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-UTP), 2 10 x
Transkriptionspuffer, ul RNasin (20 Ual) und 1pl T3- oder T7-Polymerase (20 ) in 20 pl
Gesamtvolumen fur 2 Stunden bei ¥7 inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion wurde eine
1:10-Verdinnung hergestellt und bis zur Verwendunghiole mount in sitiHybridisierungen

bei -20°C gelagert.

4.15.2 Nichtradioaktive Markierung von DNA-Sonden mit Hilfe von Zufallsprimern

(DIG DNA Labeling and Detection Kit, Roche, Mannheim)

Nichtradioaktive DNA-Sonden, die fim situ-Hybridisierungen eingesetzt wurden, wurden nach
der "random priming" Methode durch den Einbau des DIG-markierten Nukleotids Digoxigenin-
11-UTP hergestellt. Dazu wurden 50-200 ng der zu markierenden Template-DNA (i.d.R.
Agarosegel-aufgereinigte Restriktionsfragmente) i Bl,O aufgenommen, 5 Minuten bei 100

°C denaturiert und anschliel3end in flussigem Stickstoff schockgefroren. Nach Zugabglvon 2
Zufallshexameren (1,56 mg/ml), .2 dNTP/DIG-11-UTP Markierungsgemisch (1 mM dATP, 1
mM dCTP, 1 mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP) undl Klenow-Enzym (2

U/ul) wurde der Ansatz in einem Endvolumen vonu2@.N. bei Raumtemperatur inkubiert.

4.15.3 Spot-Test DIG-markierter DNA-Sonden
(nach Roche, Mannheim)

DIG1-Puffer 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5) DIG3-Puffer 0,1 M Tris/HCI (pH 9,5)
0,15 M NaCl 0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
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Zur Abschatzung der Qualitat DIG-markierter DNA-Sonden, dierfi&itu-Hybridisierungen an
Polytdnchromosomen eingesetzt werden sollten, wurdel tles Markierungsansatzes
entnommen und eine £p107% 10° und 10-Verdunnung hergestellt. Jeweils [l der
Verdunnungen wurde auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) gespottet und durch UV-
Bestrahlung kovalent vernetzt. Nach kurzem Waschen der Membran in DIG1-Puffer, wurde das
Filter 30 Minuten in DIG2-Puffer (0,5 % (w/v) Blocking-Reagenz in DIG1) prainkubiert.
SchlieR3lich wurde die Membran 30 Minuten in anti-DIG-AP-Antikorperldsung (1:5000 in DIG2)
bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach zweimal 15minttigem Waschen in DIG1-Puffer wurde
die Membran fir 2 Minuten in DIG3-Puffer &aquilibriert und schliel3lich in einem
aufgeschnittenen Autoklavenbeutel mit ca. 1 ml Farbereagenzu(4NBT + 3,5 pl X-
Phosphat/ml DIG3) inkubiert. Konnte nach 5 Minuten Farbezeit eine Farbung 8&pdis
beobachtet werden, war die Sonde ausreichend markiert und wurde bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert.

4.15.4 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit Hilfe von Zufallsprimern
(Prime it II-Kit Random Primer Labeling Kit, Stratagene, Heidelberg)

Blue Juice 0,1 M EDTA (pH 8,0)
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Radioaktive DNA-Sonden, die fur die Hybridisierung membrangebundener DNA eingesetzt
wurden, wurden nach der "random priming" Methode durch den Einbauov&iR)cdATP
hergestellt (Feinberg & Vogelstein, 1983). Dazu wurden 20-50 ng der zu markierenden
Template-DNA in 24ul H,O aufgenommen, mit 10l 9-mer Zufallsprimern vermischt und 5
Minuten bei 100°C denaturiert. Schliel3lich wurden 10 Nukleotidgemisch (jew. 0,1 mM
dCTP, dGTP, dTTP), 1-@l (a-**P)-dATP (3000 Ci/mmol) und fil Klenow-Enzym (5 Ul)
hinzugefugt, und der Ansatz wurde fur 1 Stunde be&iGhkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 5@ Blue Juice abgestoppt.

4.15.5 Schleudersaule

Zur Entfernung Uberschissiger Nukleotide nach der Markierung radioaktiver DNA-Sonden
wurde der gesamte Markierungsansatz uber eine Bio-Gel P10-Gelfiltrationsmatrix (Biorad)
aufgereinigt. Dazu wurden zunéchst der Deckel und der Boden eines 0,5 ml-Reaktionsgefalies

mit einer Kanule durchstochen und zur Abdichtung wurden 2-3 mm Glasperlen in das
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ReaktionsgefaR transferiert. Uber die Glasperlen wurden caul 520 Biogel P10-Trennmatrix

(30 % (w/v) in A. dest.) geschichtet. Die Saule wurde dann in einem 1,5 ml-Reaktionsgefaf
plaziert und zentrifugiert (2000 UpM, 2 min). Die aufgefangene Flissigkeit wurde verworfen
und der radioaktiv markierte Ansatz wurde auf die Saule gegeben. Wahrend einem weiteren
Zentrifugationsschritt (2000 UpM, 2 min) wurde die hochmolekulare, radioaktiv-markierte DNA
aufgefangen, wahrend einzelne Nukleotide zusammen mit dem Bromphenolblau-Farbstoff in der

Matrix zurtickgehalten wurden.

4.16 Polymerasekettenreaktion (PCR)

(Saikiet al, 1988; Qiagen, Stratagene nach Angaben der Hersteller)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation spezifischer DNA-
Abschnitte. Voraussetzung fir die gezielte Vervielfachung eines DNA-Fragmentes ist die
Kenntnis endstandiger Sequenzbereiche, die der Anlagerung synthetisch hergestellter
Oligonukleotide, sog. Primer, dient. Unter Verwendung der thermostaBiderDNA-
Polymerase werden die Primer komplementar zur Matrizen-DNA elongiert. Durch zyklische
Wiederholungen des Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Polymerisierungschrittes wird eine
exponentielle Amplifikation des DNA-Abschnittes erzielt.

Die Reaktionsansatze umfal3ten ein Gesamtvolumen vopll@td setzten sich aus folgenden

Komponenten zusammen:

X gl Template-DNA (5-50 ng)

1 pl Sinn-Primer (25 pmajlll)

1 pl Antisinn-Primer (25 pmoljdl)

2l ANTP-Mix (10 mM pro dNTP)
10 ul 10 x PCR-Puffer
20 pl 5 x Q-Solution (optional)
0,541 TagDNA-Polymerase (5 i)

ad 10Qul H,O

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermoblock nach folgendem Basisprogramm durchgefuhrt:
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1. Schritt: Denaturierung 9 300 s

2. Schritt: Denaturierung 7% 10s

3. Schritt: Primerhybridisierung 40-6C 60 s

4. Schritt: Polymerisierung I 30-180's
5. Schritt: Polymerisierung ™ 300 s

Nach Beendigung der DNA-Synthese in Schritt 4 wurde die Reaktion wieder bei Schritt 2
aufgenommen. Pro Ansatz wurden 25-30 Amplifikationszyklen durchgefuhrt.

Zur Amplifikation von Fragmenten, die im folgenden fir Expressionsversuche verwendet
werden sollten, wurde zur Vermeidung von Falscheinbauten die Pfu Turbo DNA-Polymerase

(Stratagene) mit 3'-5-Exonuclease-Aktivitat im entsprechenden Puffersystem verwendet.

4.17 in vitro-Transkription und Herstellung doppelstrangiger RNA
(Lohmannet al, 1999)

Fir die Herstellung einzelstrangiger RNA wurdepdlinearisierte Template-DNA mit gl 10

x Transkriptionspuffer, fil NTP-Mix (10 mM je NTP), 2ul RNase-Inhibitor (40 Uil) und 5ul

T3- bzw. T7-Polymerase (20 ) gemischt, mit RNase-freiem,8 auf ein Endvolumen von 50

pl aufgefullt und schlie3lich 2 Stunden bei 37 inkubiert. Zur Entfernung der Template-DNA
wurden dem Ansatz Pl RNase-freie DNase | (20 Wl) zugesetzt und 15 min bei 3T
inkubiert. Nachdem die Menge der synthetisierten einzelstrangigen RNA durch die
gelelektrophoretische Auftrennung von 1/10 VT des Ansatzes in einem DNA-Agarosegel
abgeschéatzt worden war, wurden diense und antisenseRNA-Transkriptionsansatze in
aquimolaren Mengen gemischt. Nach einer 10minttigen Denaturierung des Gemischs’@ei 100
im Wasserbad wurde der Ansatz zur Hybridisierung der einzelstrangigen RNAs im heif3en
Wasserbad stehen gelassen und uber Nacht langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Diese

Losung wurde direkt fur die Injektion doppelstrangiger RNA in Embryonen verwendet.



Methoden 38

lll. Praparation und Analyse von Proteinen

4.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Acrylamidldsung 30 % (w/v) Acrylamid 10x SDS-Laufpuffer 1,9 M Glycin
0,8 % (w/v) Bisacrylamid 0,25 M Tris
1 % (w/v) SDS
4 x Tris-SDS-Puffer, 0,5 M Tris/HCI pH 6,8 2 x SDS-Probenpuffer 50 mM Tris/HCI pH 6,8
pH 6,8 0,4 % (w/v) SDS 20 % (v/v) Glycerin

4 % (w/v) SDS
4 % (viv)B-Mercapto-

ethanol
4 x Tris-SDS-Puffer, 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 0,2 % (w/v) Bromphenol-
pH 8,8 0,4 % (w/v) SDS blau
Farbelésung 40 % (v/v) Methanol Entfarbeldsung 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure 10 % (v/v) Essigsaure

1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau

Proteine lassen sich in Anwesenheit von SDS, einem denaturierenden Detergenz, in
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach ihrem Molekulargewicht auftrennen.

Das verwendete Laemmli-System besteht aus zwei Komponenten: einem Trenngel, dessen
Acrylamidkonzentration vom gewunschten Auftrennungsbreich abhangt (i. d. R. 12,5 %
Acrylamidldésung in 1x Tris-SDS-Puffer pH 8,8) und einem 5%igem Sammelgel (5 %
Acrylamidlésung in 1x Tris-SDS-Puffer pH 6,8), mit dem das auspolymerisierte Trenngel
Uberschichtet wird.

Vor dem Auftragen der Proben auf das Sammelgel wurden die Ansatze mit 1Ix\3D&5-
Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei°@denaturiert. Die anschliel3ende Gelelektrophorese

in vertikalen Gelelektrophoreseapparaturen erfolgte bei 150-200 V fur 1-2 Stunden.

Um die aufgetrennten Proteine direkt im Gel sichtbar zu machen, wurde das Gel fur 10 Minuten
in Coomassie-Farbelosung bei RT geschwenkt. Durch mehrfaches Waschen in Entfarbeldsung
wurde Uberschuissiger Farbstoff entfernt, bis die Proteinbanden sichtbar wurden.
Wurden*S-Methionin-markierte Proteine aufgetrennt, wurde das gefarbte Gel nach griindlichem
Spulen mit HO 30 Minuten in 1 M Natriumsalicylat (Scintillator) inkubiert und 1 Stunde bei 65

°C auf 3-4 Lagen Whatmanpapier unter Vakuum getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte 0.N.

bei -80°C in einer Expositionskassette mit Verstarkerfolie (Laskey, 1980).
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4.19 in vitro-Expression

(TNT T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate System, Promega)

Dasin vitro Transkriptions-Translations-System von Promega ermoglicht die Expression von
Proteinen ausgehend von rekombinanten Plasmiden. Dazu muf3 das Plasmid zum einen den
offenen Leserahmen des zu exprimierenden Gens enthalten und zum anderen einen T7- bzw. T3-
Promotor fur die Bindung der entsprechenden RNA-Polymerase. Im Kaninchen-Retikulocyten-
Lysat befinden sich die Komponenten der Translationsmaschinerie. Zur Markierung/dies
Translates wurde die Reaktion in Anwesenheit ¥#8aMethionin durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde in folgendem Ansatz nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt:

25 ul Kaninchen Retikulocyten-Lysat
2 pl 25 x Reaktionspuffer
1 pl T7- bzw. T3-RNA-Polymerase (68 )
1 pl ImM Aminoséuregemisch ohne Methionin
4 pl *S-Methionin (10 mCi/ml)
1 ul RNasin (20 Udl)
pl zirkulare Plasmid-DNA (fug/pl)
ad 50 pl H,0

=

Der Reaktionsansatz wurde fir 60-90 Minuten bef@dnkubiert. 5pl des Ansatzes wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE). Schliel3lich wurden die Reaktionsprodukte
autoradiographisch detektiert.

4.20 Expression und Extraktion von GST-Fusionsproteinen

(Smith & Johnson, 1988; GST Gene Fusion System, Amersham Pharmacia)

Das Glutathion S-Transferase (GST)-Gen-Fusionssytem erleichtert die Detektion und
Aufreinigung bakteriell exprimierter Fremd-Proteine. Nach der gerichteten Klonierung der
codierenden Region des zu exprimierenden Peptids in ein pGEX-Plasmid (Amersham
Pharmacia), so dal3 sich die cDNA 3'-terminal im gleichen Leseraster des GST-Gens befindet,
wird im folgenden ein GST-Fusionsprotein exprimiert. Der GST-Anteil ermdglicht schlie3lich
die Isolierung des Fusionsproteins aus bakteriellen Proteinextrakten durch eine
affinitdtschromatographische Aufreinigung Uber Glutathione-beschichtete Sepharose-Kugelchen
("Beads").
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MTPBS 150 mM NacCl
16 mM NaHPQ, (pH 7,3)
4 mM NaHPO,
2 pg/ul Aprotinin alternativ: 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail-Complete
2 pg/ul Leupeptin Mini (Roche) pro 10 ml MTPBS

Das rekombinante pGEX-Plasmid wurde zur Expressida. inoliBL21 transformiert. 50 ml
LB-Amp-Medium wurden mit einer frisch transformierten Einzelkolonie angeimpft und 0.N. bei
37 °C geschiittelt (225 UpM). Mit 4 ml dieser Ubernachtkultur wurden 400 ml frisches LB-
Amp-Medium (1:100) inokuliert und schuittelnd bei 32 inkubiert. Nach Erreichen einer
ODg= 0,5-0,8 wurde die Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von 1 M IPTG
(Endkonzentration 1 mM) induziert, und die Bakterienkultur bei@GQ@veitergeschiittelt. Nach

2-3 Stunden wurde die Kultur abzentrifugiert (5000 UpMC410 min) und das Zellsediment in

5 ml MTPBS resuspendiert. Der Aufschluf® der Zellen erfolgte durch zweimaliges Frieren und
Tauen in flissigem Nund bei Raumtemperatur und eine anschlieBende Ultraschallbehandlung
(1 min, max., in Pulsen) auf Eis. Nach Zugabe von 10 % (w/v) Triton-X 100 (1 %
Endkonzentration) wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation (6000 UpRG, 4.0 min)
pelletiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefaf? tiberfiihrt, mit 50 %
(v/iv) Glycerin (Endkonzentration 10 %) versetzt, in 5@BAliquots in flussigem N

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung befC8@elagert.

4.21 Affinitatsaufreinigung in vitro-exprimierter Proteine durch Bindung an GST-
Fusionsproteine (GST-Pulldown-Assay)
(Ausubelet al, 1999; modifiziert)

GST-Pulldown-Experimente erlauben die physikalische Interaktion zwischen einem bakteriell
exprimierten GST-Fusionsprotein und einienvitro-exprimierten®™S-markierten Proteiim vitro

nachzuweisen.

NETN 20 mM Tris/HCI (pH 8,0) TWB 20 mM HEPES (pH 7,9)
100 mM NacCl 60 mM NacCl
1 mMEDTA 6 mM MgC}
0,5 % (v/iv) NP-40 0,1 mM EDTA
1 mMDTT 8,2 % (v/v) Glycerin

Nach Aquilibrierung der Glutathion-Sepharose-Kiigelchen ("Beads") durch mehrfaches Waschen
in NETN wurden pro Ansatz 4(l der 50%igen Suspension mit einer abgeschnittenen gelben
Spitze in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Die GST-Fusionsprotein-haltigen Extrakte
wurden bei 30C aufgetaut und das in einem Vorversuch ermittelte Volumen Proteinextrakt (10-

500pl), das zu einer Aufreinigung von 2y GST-Fusionsprotein fuhrt, wurde zu den Beads
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gegeben. Durch Zugabe von NETN wurden alle Ansatze auf das gleiche Volumen gebracht und
45-60 Minuten bei RT auf dem Rotator inkubiert. Nach Zentrifugation (3000 UpM, 15 s) wurde
der Uberstand abgenommen und die GST-Fusionsprotein-gekoppelten Beads dreimal in jew. 1
ml NETN-M (0,5 % (w/v) Magermilchpulver in NETN) gewaschen. Daraufhin wurden die
Beads in 200ul 20 % (w/v) Magermilchpulver (in NETN) 15 Minuten bei RT rotierend
geblockt. Die Beads wurden pelletiert, dreimal in jew. 1 ml NETN-M und schliel3lich zweimal in
jew. 1 ml TWB gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand soweit
abpipettiert, dal’3 ca. 501 Gesamtvolumen im Reaktionsgefald verblieben. Nun wurden pro
Ansatz 5yl frischesin vitro-Translat zugefiigt, und die Proben wurden 1 Stunde bei RT auf dem
Rotator inkubiert. AnschlieRend wurden die Beads pelletiert, sechsmal in jew. 1 ml NETN-M
und abschlieRend zweimal in jew. 1 ml NETN gewaschen. Der Uberstand wurde mdglichst
vollstandig abgenommen, ohne Beads zu verlieren, und es wuydea % SDS-Probenpuffer
zugegeben. Die Proben wurden 5 Minuten bef®@Xdenaturiert, kurz abzentrifugiert, und der
Uberstand wurde mit Hilfe einer weilRen Pipettenspitze auf eine SDS-PAGE aufgetragen. Zum
Nachweis der GST-Fusionsproteine wurde das Gel mit Coomassie gefarbt. Zur Detekiion des
vitro-exprimierten Proteins wurde das Gel schlief3lich getrocknet und einer Autoradiographie

unterzogen.
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IV. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in S. cerevisiae

4.22 Herstellung von Hefe-Nahrmedien

Da die Zusammensetzung und Qualitdt der Nahrmedien ausschlaggebend fir den Erfolg von
Experimenten mit transformierten Hefezellen ist, soll an dieser Stelle kurz auf die Herstellung
dieser Medien eingegangen werden. Die Nahrmedien wurden in Anlehnung an das Handbuch fur
dasMATCHMAKER Two-Hybrid System(@lontech) hergestellit.

Zur positiven Wachstumsselektion von transformierten Hefezellen wurden je nach Bedarf
verschiedene Mangelmedien benétigt. Als Basis fur jedes Mangelmedium wurde ein
synthetisches Minimalmedium (SD-Medium) verwendet, das die erforderlichen Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen bereitstellte. Durch Zugabe eines Gemisches essentieller Aminosauren, Purin-
und Pyrimidinbasen (DO-Ldsungyopoud, in dem jeweils auf die Komponenten verzichtet
wurde, auf deren Synthese durch die verwendeten Auxotrophie-Marker in den Transformanten
selektiert werden sollte, wurde das Medium den erforderlichen Selektionsbedingungen
angepasst.

Feste Agarnahrbéden wurden unter Verwendung von 2 % (w/v) Agar hergestellt.

10x SD-Medium 6,7 % (w/v) Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminoséauren (Difco)

20 % (w/v) Glucose

10x DO-L6sung Adenin Hemisulfatsalz 200 mgl/l
L-Arginin HCI 200 mgl/l
L-Histidin HCI Monohydrat 200 mgl/l
L-Isoleucin 300 mgl/l
L-Leucin 1000 mg/l
L-Lysin HCI 300 mgll
L-Methionin 200 mg/l
L-Phenylalanin 500 mgl/l
L-Threonin 2000 mg/l
L-Tryptophan 200 mgl/l
L-Tyrosin 300 mgl/l
Uracll 200 mgl/l
L-Valin 1500 mg/l



Methoden 43

4.23 Transformation von Plasmid-DNA in Hefezellen mittels Lithiumacetat
(Ausubelet al, 1994)

LiAc-Puffer 0,1 M LiAc
10 mM Tris/HCI pH 7,8
1 mM EDTA

Die Lithiumacetat-Methode ermoglicht eine schnelle und effiziente Transformation von
Hefezellen mit Plasmid-DNA wie auch die simultane Kotransformation mehrerer Plasmid-
Konstrukte, die im Idealfall £0rransformantepig Plasmid-DNA liefert.

Fur die Transformation von Hefezellen im kleinen Maf3stab wurden 25 ml YEPD-Vollmedium in
einem 50 ml-Falcon-Reaktionsgefald mit einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bei 30
°C geschuttelt (240 UpM). Die Hefekultur wurde zentrifugiert (2000 UpM, 3 min), der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 25 mlOHesuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (2000 UpM, 3 min) wurde der Uberstand verworfen, das Zellprazipitat in 25 ml
LiAc-Puffer resupendiert und 30 Minuten bei 30 geschittelt (240 UpM). Wahrenddessen
wurden die einzelnen Transformationsansatze in 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgeféafl3en vorbereitet.
Dazu wurden jeweils fil hitzedenaturierte Carrier-DNA (10 mg/ml Heringssperma-DNA) mit 1

pHg Plasmid-DNA pro zu transformierendem Konstrukt vermischt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert (2000 UpM, 3 min), und das Pellet wurde in 2 ml LiAc-Puffer gel6st. Pro
Transformationsansatz wurden 3@dellsuspension zu dem DNA-Gemisch gegeben und fur 30
Minuten bei 30°C inkubiert. Nach Zugabe von 220 60 % (w/v) PEG3350 pro Ansatz und
grindlichem Durchmischen wurden die Ansdtze mindestens 1 Stunde BEi iBRubiert.
Daraufhin wurde ein Hitzeschock bei 22 fir 5 Minuten appliziert. Nach einer finfmindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Ansatze zentrifugiert (4500 UpM, 2 min) und die
pelletierten Zellen in 1 ml }© resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in
150 pl H,0O aufgenommen, auf den erforderlichen Mangelmedium-Agarplatten ausplattiert und

mindestens 3 Tage bei 3G inkubiert.

4.24 Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid
Systems

(Chienet al, 1991; MATCHMAKER Two-Hybrid System 2, Clontech)

Das MATCHMAKER Two-Hybrid System 2 von Clontech erlaubt die Isolierung von cDNAS,
die potentielle Interaktionspartner eines speziellen Proteins codieren. Das zugrundeliegende
Prinzip beruht auf der Rekonstitution des hefespezifischen Transkriptionsfaktors GAL4. Die

Expression zweier rekombinanter Fusionsproteine, von denen eines mit der DNA-Bindedoméne
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(DBD), das andere mit der Transaktivierungsdoméne (AD) des GAL4-Aktivators fusioniert ist,
kann durch direkte Wechselwirkungen der beiden zu testenden Peptide zur Bildung eines
chimaren, jedoch funktionellen GAL4-Aktivators fuhren. Die Verwendung von Reportergenen,
deren Transkription der Kontrolle durch das spezifische, GAL4-responsive Promotorelement
UAS (upstream activating sequenaeterliegt, erlaubt die ph&notypische Detektion der Protein-
Protein-Interaktion.

Zwei unterschiedliche Klonierungsvektoren, pASZFRP) und pACT2 LEU2), ermdglichen

die konstitutive Expression eines GAL4-DBD-Fusionsproteins (pAS2-1) und eines GAL4-AD-
Fusionsproteins (pACT2). Zum Durchmustern einer cDNA-Bibliothek wird das zu
untersuchende Gen (Kdder) in der Regel mit der DNA-Bindedoméne fusioniert, wahrend die
cDNAs der zu durchmusternden Bibliothek (Beute) als AD-Fusionsproteine exprimiert werden.
Als UAS-kontrollierte, genomisch integrierte Reportergene werden zum einen der
AuxotrophiemarkeHIS3wie auchlacZ verwendet.

Zum Durchmustern einer pACT2-cDNA-Bibliothek wurde zunéchst das pAS2-1-Kdderplasmid
in Hefezellen transformiert. 2 ml SD/-Trp-Medium wurden mit einer frisch transformierten
Einzelkolonie angeimpft und 4.N. bei 3G schuttelnd inkubiert (250 UpM). Daraufhin wurden
200 ml SD/-Trp-Medium mit dieser Vorkultur inokuliert und wiederum 0.N. bei°G0
geschuttelt. Nach der Bestimmung der Qglam né&chsten Tag wurden 500 ml YEPD-
Vollmedium mit einem Volumen der Vorkultur angeimpft, daf die;§pPa. 0,2 betrug. Die
Zellen wurden bei 30C auf dem Schdttler bis zum Erreichen einer,gQton 0,5-0,8 (ca. 10
Zellen/ml) fur etwa 3-4 Stunden weiterinkubiert. Die gesamte Kultur wurde dann in 50 ml-
Falcon-Rohrchen aliquotiert und abzentrifugiert (2000 UpM, 5 min). Jedes Zellpellet wurde in 5
ml LiAc-Puffer resuspendiert und die Suspensionen wurden in zwei 50 ml Falcon-Rdhrchen
zusammengefuhrt. Die Zellen wurden sedimentiert, in jew. 12,5 ml LISQRB-Puffer + 1 M
Sorbitol) resuspendiert und fur 30 Minuten bei 3D geschittelt (250 UpM). In der
Zwischenzeit wurde der Transformationsansatz vorbereitet. Dazu wurdenub00
hitzedenaturierte Carrier-DNA (10 mg/ml Heringssperma-DNA) und IOPACT2-cDNA-
Bibliothek-DNA (250 ngitl) mit 200l LISORB vermischt. Die Zellen wurden in einem 50 mi-
Falcon-R6hrchen zusammengefihrt, abzentrifugiert (2000 UpM, 5 min) und in 4 ml LISORB
resuspendiert. Fur eine Negativkontrolle wurdenuR8er Zellsuspension entnommen und auf
SD/-Leu-Trp-His-Medium ausplattiert. Die Ubrige Zellsuspension wurde mit der DNA-L6sung
vermischt und fur 30 Minuten bei 3€ inkubiert. Anschliel3end wurden pro ml des Zell-DNA-
Gemisches 1,325 ml LiAc-Puffer und 2,675 ml 60 % (w/v) PEG3350 zugegeben, so dald ein
Gesamtvolumen von 30 ml entstand. Der gesamte Ansatz wurde fir 10-12 Minuten°Gei 42
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unter gelegentlichem Schwenken einem Hitzeschock unterzogen. Zur Ermittlung der
Transformationseffizienz wurden zu diesem Zeitpunktpb@les Transformationsansatzes
entnommen (s. 4.25). Zur Anreicherung der Kotransformanten wurde der Ubrige Ansatz zu 200
ml SD/-Leu-Trp-Medium gegeben und fur 3 Stunden bei@GGuf dem Schittler (250 UpM)
inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (2000 UpM, 5 min) und in insgesamt 8 ml SD/-His-
Leu-Trp-Medium resuspendiert. Jeweils 4d0des Transformationsansatzes wurden dann auf
einer SD/-His-Leu-Trp+3-AT-Selektionsplatte (50 mm) ausplattiert und fir 7-10 Tage bei 30

°C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden mit Hilfe eines Zahnstochers gepickt, auf
frischen SD/-His-Leu-Trp+3-AT-Selektionsplatten ausgestrichen, b&C30kubiert und bis zur
weiteren Bearbeitung bei°€ aufbewabhrt.

Die Verwendung von 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) im Selektionsmedium, einem kompetitiven
Inhibitor des HIS3-Proteins, erfolgte zur Inhibition des Wachstums von Transformanten mit
autonomer HIS3-Expression. Da die autonome HIS3-Expression in Abh&ngigkeit von dem
jeweiligen Hefe-Wirtsstamm und der verwendeten Plasmide variiert, wurde die erforderliche 3-
AT-Konzentration (1-50 mM) in Vorversuchen mit Kotransformanten des rekombinantem

pAS2-1-Koderplasmids und leerem pACT2-Beuteplasmid ermittelt.

4.25 Ermittlung der Transformationseffizienz und Abschatzung der
durchmusterten, unabhangigen Klone

Voraussetzung fur die Abschétzung der Anzahl der untersuchten Klone beim Durchmustern
einer cDNA-Bibliothek ist die Ermittlung der Kotransformationseffizienz. Dazu wird ein
definiertes Volumen des Transformationsansatzes entnommen und auf SD/-Leu-Trp-Medium,
das lediglich auf die Anwesenheit von Beute- und Kdderplasmid selektiert, ausplattiert. Nach 3-
4tagiger Inkubation bei 30C werden die Kolonien (cfu) gezéahlt. Mit Hilfe der folgenden
Formel kann nun die Kotransformationseffizienz ermittelt werden:

cfu x Gesamtvol. d. Transformationsansatzes (pl)

cfu/kg DNA = ausplattiertes Volumen (ul) x Menge der transformierten DNA (ug)

Bei simultanen Kotransformationen ist die DNA-Menge des limitierenden Plasmids zu

beriicksichtigen, wahrend bei sequentiellen Kotransformationen (s. 4.4.3) die DNA-Menge des
zuletzt transformierten Plasmids einkalkuliert werden muf3.

Die Kenntnis der Transformationseffizienz erlaubt anhand der folgenden Formel eine

Abschéatzung der Anzahl der durchmusterten, unabhangigen Priméarklone:
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Transformationseffizienz (cfu/ug)

Anzahl der Primarklone =
Menge der eingesetzten pACT2-Beute-Plasmid-DNA (ug)

4.26 Mini-Praparation von Hefe-Gesamt-DNA zur Gewinnung von Plasmid-DNA
(Ausubelet al, 1994)

Hefe-Digestions-Mix 0,1 M EDTA (pH 8,0) Hefe-Miniprep-Mix 0,5 M Tris/HCI (pH 8,0)
14 mM B-Mercaptoethanol 0,25 M EDTA
2,5 % (w/v) SDS

Die Verwendung von Hefe-Gesamt-DNA erlaubt die TransformatiorEvamli zur Gewinnung

von rekombinanten Hefé/ coliSchaukelvektoren.

Dazu wurden 3 ml SD/Mangelmedium, welches die Selektion auf das gewiinschte Plasmid
erlaubte, mit einer Einzelkolonie angeimpft und ca. 24 Stunden b®tC 3@huttelnd inkubiert

(250 UpM). 1 ml dieser Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfuhrt und
abzentrifugiert (13000 UpM, 1 min). Die Zellen wurden in 2H0Hefe-Digestions-Mix
resuspendiert und nach Zugabe von 1#,Zymolase (15 mg/ml) fur 30 Minuten bei 3T
inkubiert. Die Zymolasebehandlung diente der enzymatischen Perforation der Zellwand,
wodurch sog. Spheroplasten entstanden, die durch die nachfolgende Zugabeudtet
Miniprep-Mix und einer 30minutigen Inkubation bei 66 lysiert wurden. Durch die Zugabe

von 63ul 5 M KAc und einer 30mindtigen Inkubation auf Eis wurden unlgsliche Proteine und
Zelltrimmer prazipitiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes (13000 UpM\, 40 min) wurde

der DNA-haltige Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfuhrt und it 720
abs. EtOH gemischt. Durch Zentrifugation (13000 UpMC45 min) wurde die Gesamt-DNA
pelletiert und schlie3lich in 12@l H,O auf dem Schiuttler bei 37C grindlich geldst. Zur
Entfernung koprazipitierter RNA wurde der Ansatz mjtl:RNase A (10 mg/ml) vermischt und

30 Minuten bei 37C inkubiert. Nach Zugabe von 120 Isopropanol wurde die Gesamt-DNA
erneut prazipitiert und durch Zentrifugation (13000 UpM, 10 min) pelletiert. Die DNA wurde
zweimal mit 70%igem EtOH gewaschen, kurz getrocknet und schlief3lich juh B gelost.

Fur die Transformation elektrokompetenter Bakterien wurdenuR dieser DNA-LOsung

verwendet.
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4.27 Kolorimetrischer Nachweis der lacZ-Reportergenaktivitat in Einzelkolonien
auf festen Nahrboden (X-Gal Agarose Overlay Assay)
(http://www.sacs.ucsf.edu/home/HerskowitzLab/protocols/xgalagar.html) 2001

Overlay-Stock-Losung 0,5 M KHPO,-Puffer (pH 7,0)
6 % (v/v) Dimethylformamid
0,1 % (w/v) SDS

Der sog. X-Gal Agarose Overlay Assay ist ein unkompliziertes Verfahren, das einen
kolorimetrischen, semiquantitativen Nachweis dacZ-Reportergenaktivitat einzelner
Hefekolonien ermdglicht. Besonders vorteilhaft ist, dal® die zu analysierenden Klone direkt auf
der Agarplatte dieser schnellen Analyse unterzogen werden kdnnen.

Pro Platte wurden 10 ml Agaroselésung vorbereitet. Dazu wurden 0,5 % (w/v) Low Melting-
Agarose in Overlay-Stock-Losung durch Erwarmen bei@@eldst. Nach Zugabe von X-Gal
(Endkonzentration 0,5 mg/ml) uridMercaptoethanol (0,fl pro ml Agaroselésung) wurde die
warme Losung vorsichtig auf die bewachsene Agarplatte gegossen. Nach der Polymerisation der
Agarose wurden die Platten bis zur Entwicklung der Blaufarbung fur 2-12 Stunden 1&i 30
inkubiert. Nach Bedarf konnten gewlinschte Kolonien bis zu 5 Tagen nach der Behandlung mit
Hilfe eines sterilen Zahnstochers aus dem Topagar isoliert und auf frischen Agarplatten

ausgestrichen werden.

4.28 Quantifizierung der lacZ-Reportergenaktivitat in Flissigkulturen
(Ausubelet al, 1994)

Suspensionspuffer 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) Z-Puffer 60 mM NaHPO, (pH 7,0)
0,05 % (v/v) Triton X-100 40 mM NaH,PQ,
10 mM KClI
1 mM MgSQ,
ONPG-L8sung 80 ml Z-Puffer wurden mit folgenden Reagenzien versetzt:
64 mg ONPG

2001 0,5 M DTT
50l 10 % (w/v) SDS

216l B-Mercaptoethanol
Im Rahmen der Hefe 2-Hybrid Analyse ermdglicht die quantitative Bestimmuntaai&r
Reportergenaktivitat in kotransformierten Hefezellen eine Aussage lUber das Mal3 der Interaktion
zweier koexprimierter Proteine. Die Spaltung des chromogenen Substrates @QNPG (
Nitrophenylf3-D-Galactosid) durch dif-Galaktosidase liefert auf3er Galaktose auch das gelbe
Nitrophenol als Produkt. Da das ONPG-Substrat in hohem Uberschul? angeboten wird, verhalt
sich die Menge von produziertemiNitrophenol, dessen Absorption bei 420 nm gemessen

werden kann, proportional zBrGalaktosidase-Aktivitat (Miller, 1972).
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2 ml SD/Mangelmedium, welches die Selektion auf die gewtinschten Plasmide erlaubte, wurden
mit einer frisch transformierten Einzelkolonie angeimpft und ca. 48 Stunden beisghuttelnd
inkubiert (250 UpM). Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte, um alle Proben, die parallel
bearbeitet werden sollten, in der spateg-Phase und so mit einer ahnlichen Zelldichte zu
synchronisieren. Mit 20Qul dieser Vorkultur wurden 2 ml frisches SD/Mangelmedium
angeimpft und ca. 24 Stunden weiterinkubiert. Nach Erreichen eingg @D 0,2-0,4 wurde fur

jede Kultur die genaue QR bestimmt und jeweils 1 ml der Zellsuspension in ein 2 mil-
Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt. Die Zellen wurden pelletiert (13000 UpM, 3 min), und der
Uberstand wurde vorsichtig, ohne das Pellet zu stéren, abgesaugt. Die Zellen wurdeplin 200
Suspensionspuffer auf dem Schuttler gelést und anschlieRend in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Proben konnten direkt weiterbearbeitet oder & @€lagert werden.

Nach dem langsamen Auftauen der Proben auf Eis (30-60 min) wurde jeweils 1 ml frisch
hergestellte ONPG-LOsung zugegeben und kraftig geschuttelt. Die Proben wurderi®ean30
Wasserbad inkubiert und in 15minutigen Intervallen auf eine sichtbare Gelbfarbung tGberprift.
Trat in einem Zeitraum von 15 Minuten bis 4 Stunden eine sichtbare Gelbfarbung auf, so wurde
die Reaktion durch Zugabe von jeweils 300. M Na,CO, gestoppt und die Inkubationsdauer
dokumentiert. Die Proben wurden zur Sedimentation unldslicher Bestandteile abzentrifugiert
(13000 UpM, 1 min) und die OR) des Uberstandes wurde spektrophotometrisch gemessen. Als

Negativreferenz wurde eine Probe ohne Hefezellen mitgefihrt.

Die Berechnung der relativfliGalaktosidase-Aktivitat erfolgte nach folgender Formel, die die
Zelldichte (O, und das eingesetzte Volumen der Kultur (V) zu Beginn des Versuchs sowie
die Absorption des ReaktionsprodukiesNitrophenol (OD,,) und die Reaktionsdauer (t)

einkalkuliert:

ODa20 y 1000

B-Gal Units = E—
Deoo t(min) X V(mi)
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V. Arbeiten mit Drosophila melanogaster und histologische Methoden

4.29 P-Element Keimbahntransformation von Drosophila

(Rubin & Spradling, 1982; Spradling & Rubin, 1982)

a) Vorbereitung der Embryonen

200 bis 300white-Fliegen wurden 3-5 Tage nach dem Schlupfen auf mit Hefe bestrichenen
Apfelsaftagar-Plattenl{ 5 cm) bei 18°C gehalten. Die fur die Injektion vorgesehenen
Embryonen wurden durch das Wechseln der Apfelsaftagar-Platten in 30minttigen Intervallen
gewonnen. Die Eier wurden mit einem Pinsel vorsichtig in ein feinmaschiges Metallsieb
Uberfiihrt, mit 0,7%iger NaCl-L6ésung gewaschen und schlie3lich in einer im Verhaltnis 1:1 mit
H,O verdunnten Klorix-Losung (Colgate Palmoliv, Hamburg) fur ca. 1 Minute dechorionisiert.
Nach grundlichem Spulen mit 0,7 % NaCl wurden die Embryonen mit einem Pinsel auf einen
rechteckigen Apfelsaftagar-Block tberfiihrt und fur die Injektion mit Hilfe einer Prapariernadel
derart orientiert, dal3 der anteriore Pol zur Blockchenkante hin zum Liegen kam. Die
aufgereihten Embryonen wurden nun auf einem mit Klebstoff (in 10 ml Heptan gel6ster
Klebstoff von 10 cm Tesa-Packband) bestrichenen Deckglaschen fixiert, indem das
Deckglaschen mit leichtem Druck auf die Embryonen gesetzt wurde. Die Embryonen wurden
dann je nach Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur 8 bis 12 Minuten in einem Exsikkator tber
Kieselgel getrocknet, um den Innendruck der Embryonen zu verringern. Danach wurden die

Embryonen mit Voltalef-Ol tiberschichtet, um ein weiteres Austrocknen zu verhindern.

b) Mikroinjektion der Embryonen

10 x Injektionspuffer 1 mM NaHPQ (pH 7,4)
50 mM KClI

20 pl der zu injizierenden und in X Injektionspuffer geldsten DNA (045g/ul) wurden mit Sul

des ebenfalls in Xk Injektionspuffer gelosten Helferplasmidsgb.7wc (0,5ug/ul) vermischt

und zentrifugiert (13000 UpM, 30 min,°€), um stérende Schwebteilchen zu sedimentieren.

Mit 1 pl dieser DNA-L6sung wurde die Injektionsnadel von hinten befillt. Bei der
Injektionsnadel handelte es sich um eine Borosilikat-Glaskapillare 1,2 mm) mit
Innenfilament, die in einem Kapillarziehgerat manuell ausgezogen wurde. Diese Kapillare wurde
mit dem Drucksystem der Mikroinjektionsapparatur verbunden und am Mikromanipulator
befestigt. Zum Offnen der Kapillare wurde der vordere Teil unter dem Mikroskop (200fache
Vergrol3erung) am Rand des Deckglaschens abgebrochen. Nach gezieltem Einfiihren der Nadel
in das posteriore Ende der Embryonen wurde die DNA-LAsung injiziert. Embryonen, bei denen
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bereits die Bildung der Polzellen stattgefunden hatte und die somit einer Transformation der
Keimbahnzellen unzugénglich waren, wurden mit Hilfe der Injektionsnadel seitlich aufgerissen
und somit abgetotet.

Nach der Injektion wurde das Deckglaschen mit den Embryonen erneut mit Voltalef-Ol
Uberschichtet, in eine feuchte Petri-Schale mit Apfelsaftagar Uberfihrt und t@iigkubiert.

Nach ca. 24 Stunden wurden die geschlupften Larven mit einer Prapariernadel abgesammelt und
in Fliegenflaschen mit Zuchtmedium transferiert. Bis zum Schlupf der adulten Fliegen wurden
die Tiere bei 25C gehalten.

c) Selektion transformierter Fliegen

(Klemenzet al, 1987)

Die Selektion transformierter Fliegen wird durch die Verwendung wieitse-Gens (rote
Augenfarbe) als dominantem Selektionsmerkmal ermdoglicht. Da die Insertion der P-Element-
Konstrukte in der Keimbahn der injizierten Embryonen erfolgt, kann das Insertionsereignis erst
in der G1-Generation beobachtet werden.

Die injizierten Tiere (GO-Generation) wurden unmittelbar nach dem Schlipfen abgesammelt und
in Einzelzuchten mitwhite-Fliegen gekreuzt. In der daraus resultierenden G1-Generation
konnten transformierte Individuen anhand der orange- bis rotfarbenen Augen erkannt werden.
Jedes transgene Tier wurde nun wiederumwmhiite-Fliegen verpaart und die entstehenden
heterozygoten Nachkommen wurden untereinander weitergekreuzt. Die homozygoten
Nachkommen, die in der Regel an der dunkleren Augenfarbe zu erkennen sind, wurden dann zur

Etablierung einer stabilen transgenen Linie weitergezichtet.

4.30 Hitzeschockbehandlung von Drosophila-Embryonen und -Larven

Zur Induktion Hitzeschockpromotor-regulierter FLP-Rekombinase- oder GAL4-Expression in
Embryonen oder Larven wurden die Kunststoff-Kulturgefal3e, die die Tiere des gewlnschten
Stadiums enthielten, fur eine Stunde in einem 37G&armen Wasserbad inkubiert. Dabei
wurde der Stopfen so weit in das Kunststoffrohrchen hineingedruckt, dald auch Larven die aus
dem Nahrungsbrei herauskrochen unterhalb der Wasseroberflache gehalten wurden. Vor und

nach der Hitzeschockbehandlung wurden die Tiere b&C2abkubiert.



Methoden 51

4.31 Selektion Neomycin-resistenter Fliegen

(Steller & Pirotta, 1985; Xu & Rubin, 1993)

Durch die Verfitterung des Neomycin-Analogons Geneticin (Gibco Life Tech.) kann auf die
Anwesenheit von P-Elementen, die eimad-Selektionsmarker tragen und somit Neomycin-
Resistenz verleihen, selektiert werden.

Zur Selektion von Fliegen, die ein P-Element mit eineed-Selektionsmarker enthielten,
wurde die Parentalgeneration zur Eiablage fur 24-48 Stunden auf frische, mittelgrol3e
Futterflaschen gesetzt und bei Z5 inkubiert. Nach der Entfernung der Elterntiere wurden mit
Hilfe eines Zahnstochers 10-20 Locher in den Futteragar gebohrt, um eine mdglichst
gleichméaRige Verteilung der Geneticin-Losung zu gewahrleisten. Nach der Zugabe pbon 15
Geneticin-L6sung (50 mg/ml) pro ml Futteragar, wurden die Flaschen b¥C Z®» lange

weiterinkubiert bis die Neomycin-resistenten Tiere schlipften.

4.32 Antikorperfarbung an fixierten Drosophila-Embryonen
(Lawrence & Johnston, 1989)

a) Sammeln von Fliegenembryonen

Apfelsaftagar 25 % (v/v) Apfelsaft
1,25 % (w/v) Saccharose

2,5 % (w/v) Trockenhefe

0,2 % (w/v) Nipagin

2,7 % (w/v) Agar
Zur Eiablage wurden die Fliegen auf mit Apfelsaftagar gefillte Petrischdléndm) gesetzt.
Zur Futterung wurde auf den Apfelsaftagar zusatzlich eine Spatelspitze in Wasser angerihrte
Hefe gestrichen. Die Embryonen wurden dann mit einem Pinsel und 0,7%iger NaCl-Losung

abgesammelt.

b) Fixierung von Embryonen

PBS 130 mM NacCl
7 mM NaHPQ,
3 mM NaH,PO,
PBT 0,1 % (v/iv) Tween 20 in PBS

Embryonen des gewiinschten Entwicklungsstadiums (Stunden nach Eiablage) wurden mit einem
feinen Pinsel von den Ablageschélchen in ein feinmaschiges Netzchen uberfihrt, in NaCl-

Ldsung (0,7 %) gewaschen umdeiner im Verhaltnis 1:1 mit J verdinnten Klorix-Loésung
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(Colgate Palmoliv, Hamburg) fur ca. 1 Minute dechorionisiert. Nach grindlichem Spulen mit 0,7

% NaCl wurden die Embryonen mit einem Pinsel in ein Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt. Die
Fixierung erfolgte fur 10 Minuten in 50d 4 % Paraformaldehyd/PBS und 5@0Heptan unter
kraftigem Schutteln auf einem Schittler. Nach dem Absetzen der Embryonen an der
Phasengrenze wurden beide Phasen weitestgehend abgenommen und die Embryonen zur
Beseitigung des restlichen Formaldehyds zweimal mit je [plOBleptan gewaschen. Zur
Entfernung der Vitellinmembran wurden 5@lfrisches Heptan und 504 Methanol zugegeben

und 1 Minute kraftig geschittelt. Der Uberstand und die nicht absinkenden Embryonen wurden
verworfen, wahrend die verbleibenden Embryonen dreimal mit jeweils 1 ml Methanol
gewaschen wurden. Zuletzt wurden die fixierten Embryonen mit Methanol tGiberschichtet und bei

4 °C bis zu ihrer weiteren Verwendung gelagert.

c) Antikdrperfarbung

(Vectastain, ABC Kit Elite PK-6100 Standard; Lawrence & Johnston, 1989)

Die Antikdrperfarbung ganzer Embryonen erfolgte mit Hilfe des "Vectastain Elite ABC Kits"
und beruht auf einem Verfahren, das von Lawrence & Johnston (1989) entwickelt wurde. Das
Prinzip der ABC-Methode Avidin-Biotin-Complex) besteht in der Verwendung eines
unmarkierten Erstantikorpers, der durch einen biotinylierten Zweitantikorper detektiert wird. Der
Zweitantikorper geht im weiteren eine hochaffine Bindung mit einem Avidin-Peroxidase-
Komplex ein. Wahrend der Avidinanteil die spezifische Bindung an den Biotin-Anteil des
Zweitantikorpers vermittelt, katalysiert der Peroxidaseanteil die Reduktion von
Wasserstoffperoxid und bewirkt dadurch die Oxidation des Chromogens 3,3'-Diaminobenzidin-
Tetrachlorid (DAB). Die Oxidation des Chromogens resultiert in einer Absorptionsanderung und
fiihrt somit zu einem Farbumschlag, der durch die Zugabe zweiwertiger Ubergangsmetallionen
(Ni** oder C8") in Form von NiCJ bzw. CoCJ zusatzlich verandert werden kann.

Nach Entfernen des Methanols wurden die Embryonen dreimal 20 Minuten in PBT unter
leichtem Schwenken rehydriert. Anschliel3end wurde die Erstantikérperlésung (1:500 bis 1:5000
in PBT) appliziert und bei 4C tber Nacht leicht geschwenkt. Am néchsten Tag wurde die
Erstantikdrperlosung verworfen, und die Embryonen wurden dreimal 20 Minuten in PBT
gewaschen. Anschliel3end wurden die Embryonen fir 1 Stunde in 0,5 ml 2%igem Ziegen- bzw.
Pferdeserum in PBT (je nach Herkunft des Zweitantikbrpers) geschwenkt, um unspezifische
Bindungen des Zweitantikorpers abzuschwachen. Wéahrenddessen wurde der ZweitantikGrper
(1:100) in PBT/2 % Serum an fixierten Wildtypembryonen zur Absattigung unspezifischer

Bindungen praadsorbiert. Der so vorbehandelte Zweitantikdrper wurde in der gewinschten
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Endverdinnung (1:100 bis 1:500) zu den Embryonen gegeben, und der Ansatz wurde fur 45
Minuten unter leichtem Schwenken bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Zweitantikbrperlésung
wurden die Embryonen dreimal je 20 Minuten in PBT gewaschen. Wahrend dieser
Waschschritte wurde der Farbkomplex aus Avidin (lOL6sung A) und biotinylierter
Meerrettichperoxidase (1@ Lésung B) in 500ul PBT angesetzt und fur 30 Minuten bei RT
vorinkubiert. Das PBT wurde nun von den Embryonen abgezogen ungdl 3@0bkomplex-
L6sung wurden zugegeben; die Inkubation fand fir 30 Minuten unter leichtem Schwenken statt.
AnschlieRend wurde der Komplex verworfen und die Embryonen dreimal 10 Minuten in PBT
gewaschen. Schliel3lich wurden die Embryonen in ein silikonisiertes Blockschalchen Uberfluhrt,
und es wurden 60al PBT, 30l DAB (10 mg/ml) und 2Qul NiCl, (1% w/v) zugegeben. Die
Farbereaktion wurde durch Zugabe vopl 51,0, (0,3 % v/v) gestartet und unter dem Binokular
verfolgt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Farbelésung abgenommen und die Embryonen
mehrfach mit PBT gewaschen.

Fiur eine dauerhafte Aufbewahrung wurden die Embryonen in einer Alkoholreihe schrittweise
dehydriert (30 %, 70 %, 96 % Ethanol) und anschlieRend in Methylsalicylat’=pélagert.

Fur die Betrachtung unter dem Mikroskop wurden die Embryonen auf einem Objekttrager in
DPX (Fluka) eingebettet und mit einem Deckglaschen bedeckt. Nach der Aushéartung des
Einbettungsmediums konnten die Praparate dauerhaft gelagert werden.

4.33 Histochemische X-Gal-Blaufarbung an larvalen und adulten Geweben
(Glaseret al, 1986)

Fixierldsung 0,1 MNaPQ,pH 7,4 X-Gal-Farbelésung 10 mM NaPQ, pH 7,4
0,7 % (v/v) Glutaraldehyd 150 mM NacCl
1 mM MgCl,
. . 3,1 mM K;[Fe(CN
Faure'sche 30 % (w/v) Gummi arabicum 31 mM Ks%FeECNg
Lésung 100 % (w/v) Chloralhydrat 03 % (v/v4) Triton X-100

40 % (v/v) Glycerin

Fur den Nachweis dfi-Galaktosidase-Aktivitat wurden larvale Organe und adulte Gonaden in
0,7 % NaCl prapariert, in ein Blockschalchen mit Fixierlésung tberfuhrt und fir 20 Minuten
langsam geschwenkt. Nach der Fixierung wurden die Gewebe mehrfach mit PBS gewaschen und
schliel3lich in ein Blockschalchen mit 2 ml Farbelésung transferiert. Durch Zugabe yon 25
einer 8%igen X-Gal-Lésung (in DMF) pro ml Farbeldsung wurde die Farbreaktion gestartet und
unter Lichtabschlul3 bei RT oder 3T so lange fortgefuhrt, bis eine ausreichend intensive

Blaufarbung zu beobachten war. Durch mehrfaches Waschen in PBT wurde die Reaktion



Methoden 54

abgestoppt und die Gewebeproben wurden in einem Tropfen Faure'scher Losung dauerhaft

eingebettet.

4.34 in situ-Hybridisierung an fixierten Drosophila-Embryonen, Larven und
adulten Ovarien und Testes mit DIG-markierten RNA-Sonden
(O'Neill & Bier, 1994, modifiziert)

Ribofix-Lésung 50 mM EGTA (pH 8,0)
25 % (v/v) Formaldehyd (16 %, Ultrapure EM Grade, Polysciences)
in 1x PBS
20x SSC 3 M NacCl

0,3 M NagCitrat

Hybridisierungslésung (HS) 50 % (v/v) Formamid
25 % (v/v) 20x SSC (pH 7,0)
0,1 % (v/v) Heparin (50 mg/ml)
0,01 % (v/v) Tween 20

Farbepuffer 100 mM NacCl
100 mM Tris/HCI (pH 9,5)
50 mM MgCl,
1 mM Levamisol
0,1 % (v/v) Tween 20

Embryonen wurden wie unter 4.32 beschrieben dechorionisiert und in ein Rollrandglaschen mit
2,5 ml Ribofix-Losung Uberfihrt. Nach Zugabe von 2,5 ml Heptan wurden die Embryonen 25
Minuten unter kraftigem Schiutteln fixiert. Nach Entfernen der Fixierlosung wurden die
Embryonen mehrfach in Heptan gewaschen und schliel3lich in 2,5 ml Heptan und 2,5 ml
Methanol fir eine Minute durch kraftiges Schutteln devitellinisiert. Nach zweimaligem Waschen
in Methanol wurden die Embryonen dreimal in Ethanol (96 %) gewaschen und schliellich in
EtOH bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Fur in sit-Hybridisierungen an larvalen bzw. adulten Geweben wurden dritte Larven bzw.
narkotisierte adulte Fliegen in PBS mit Hilfe von Dumont-Pinzetten aufprapariert, und die
interessierenden Organe (Imaginalscheiben, ZNS, Ovarien, Testes etc.) wurden in einem
Eppendorfreaktionsgefald mit PBS gesammelt. Das PBS wurde abgenommen upt 100
Ribofix-L6ésung, 30Qul Heptan und 1Qul DMSO wurden zugegeben. Schliel3lich wurden die
Organe 20 Minuten auf dem Schdttler fixiert. Die Fixierlosung wurde abgenommen, und die
Organe wurden zweimal 5 Minuten in einer Mischung von j#08eptan und 50@ Methanol
geschuttelt. AbschlieRend wurde zweimal in Methanol gewaschen, und die fixierten Organe

konnten in Methanol bei 4C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert werden.
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Die folgenden Arbeitsschritte wurden fir fixierte Embryonen wie auch fixierte larvale und adulte
Organe gleichermalRen durchgefuhrt. Nach Abziehen des Alkohols wurden die Embryonen
funfmal 5 Minuten in PBT (PBS/0,3 % Tween 20) rehydriert und 20 Minuten in PBS/4 %
Paraformaldehyd unter leichtem Schwenken zwischenfixiert. Die Embryonen wurden dreimal 2
Minuten in PBT gewaschen und schlie3lich in @@®BT aufgenommen. Nach Zugabe vopl5
Proteinase K (10 mg/ml) wurde das Reaktionsgefal3 30 Sekunden in der Hand geschwenkt und
35 Sekunden wurden zum Absinken der Embryonen einkalkuliert, so dal3 eine
Gesamtinkubationsdauer von 65 Sekunden resultierte. Der Uberstand wurde sofort verworfen,
und die Reaktion wurde durch Zugabe von 300Glycin (20 mg/ml) und 90Qul PBT
abgestoppt. Nach dreiminitigem Schwenken wurden die Embryonen zweimal 5 Minuten in PBT
gewaschen und nochmals 8 bis 10 Minuten in 1 ml PBS/4 % Paraformaldehyd fixiert. Die
Embryonen wurden finfmal 5 Minuten in PBT gewaschen, 10 Minuten in 1 ml 1:1
PBT/Hybridisierungslosung (HS) inkubiert und schliel3lich fir weitere 10 Minuten in 1 ml HS
geschwenkt. Die HS wurde erneuert, und der Ansatz wurde 1 Stunde bei ¥3-56
Hybridisierungstemperatur im Wasserbad prainkubiert. Wahrenddessen wurgeildr,%1:10

in H,O verdinnten) DIG-markierten RNA-Sonde (vgl. 4.15.1) in uibBIS aufgenommen, 10
Minuten bei 100°C denaturiert und im Wasserbad auf Hybridisierungstemperatur eingestellt.
Die HS wurde von den prainkubierten Embryonen abgenommen und durch die Sonde ersetzt.
Die Hybridisierung erfolgte bei 53-5& tber Nacht.

Am folgenden Tag wurden die Embryonen dreimal 20 Minuten in 1 ml vorgewéarmter HS bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Anschliel3end wurde in 1 ml 80 % HS/20 % PBT, in 1 ml
60 % HS/40 % PBT und in 1 ml 20 % HS/80 % PBT fur jeweils 20 Minuten bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Es folgten funf 20minttige Waschschritte in jeweils 1 ml
PBT, wobei die Embryonen langsam auf Raumtemperatur angeglichen wurden. In der
Zwischenzeit wurden fixierte Wildtypembryonen durch mehrfaches Waschen in PBT rehydriert
und zur Absattigung unspezifischer Bindungen mit einer 1:100 Verdinnung des anti-DIG-AP-
Antikorpers inkubiert. Die praabsorbierte anti-DIG-Antikérperldsung wurde in einer
Enverdinnung von 1:2000 in PBT auf die Embryonen gegeben, und es wurde 1 Stunde bei
Raumtemperatur geschwenkt. Nach viermaligem Waschen in PBT wurden die Embryonen
einmal 5 Minuten und zweimal 10 Minuten in Farbepuffer inkubiert und schlie3lich in 1 ml
frischem Farbepuffer in ein silikonisiertes Blockschalchen tberfuhrt. Durch die Zugabe von 3,5
pl NBT und 3,5pl X-Phosphat wurde die Farbreaktion gestartet. Die Ansatze wurden unter
Lichtabschluf3 entwickelt und zwischenzeitlich unter dem Binokular kontrolliert. Bei

ausreichender Farbintensitat wurde die Reaktion durch Waschen in PBT abgestoppt. Nach
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mehrmaligem Waschen in absolutem EtOH konnten die Embryonen entweder in EtO¥Cbei 4

gelagert oder in Epon eingebettet werden.

4.35 in situ-Hybridisierung an Polytanchromosomen aus larvalen Speicheldriisen
(Langer-Safeet al, 1982; Schmidt, 1992)

20x SSPE 3M NaCl
0,2M NaH,PO,
0,02M EDTA  (pH 7.4)

20% PBS 2,6 M NaCl
0,14 M NaHPO,
0,06 M NaH,PO, (pH 7,4)

1xPBT 0,1 % Triton-X-100 in Ix PBS (v/v)

Die in situ-Hybridisierung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden an Polytanchromosomen aus
larvalen Speicheldrisen ermoglicht die cytogenetische Lokalisierung spezifischer
Gensequenzen.

Um einen maximalen Polytanisierungsgrad der larvalen Speicheldrisenchromosomen zu
erzielen, wurden die Tiere bei 18 in Futterflaschen mit geringer Populationsdichte angezogen.
Die Speicheldrisen von 2-3 wandernden Larven des dritten Larvenstadiums wurden auf einem
Objekttrager in einem Tropfen 45%iger Essigsaure prépariert, soweit wie moglich von
anhaftendem Fettkdrpergewebe befreit und schlie3lich auf einen gelatinisierten Objekttrager mit
einem Tropfen frischer 45%iger Essigsaure uberfuhrt. Nach 2-3 Minuten wurde ein
Deckglaschen (288 mm) luftblasenfrei aufgelegt und die Uberschissige Essigsaure mit Hilfe
eines Whatmanpapierstreifens abgesaugt. Durch mehrfaches Beklopfen und leichtes Verschieben
des Deckgldaschens mit einem Bleistift wurden die Chromosomen gespreitet. Nach Auflegen
einer Lage Whatmanpapiers wurden die Chromosomen durch einen starken senkrechten
Daumendruck gequetscht. Sofort nach dem Quetschen wurde das Praparat in flussigem
Stickstoff schockgefroren. Mit Hilfe eines Skalpells wurde das Deckglaschen ziigig abgesprengt,
und das Praparat wurde in 96 % EtOH fur 2 Stunden bei RT oder Uber Nacht’Gei 4
entwassert. Danach wurden die Praparate luftgetrocknet und konnten°Geillder einem
Trockenmittel fir mehrere Wochen aufbewahrt werden.

Vor der Hybridisierung wurden die Praparate zunachst einer RNase-Behandlung unterzogen.
Dazu wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer tberfuhrt, miuPGNase A (200

pHg/ml) in 2 x SSPE Uberschichtet und mit einem Deckglascher2@4nm) abgedeckt. Nach

einer einstundigen Inkubation bei 3T wurden die Deckglaschen abgespult und die
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Objekttrager 30 Minuten in 8 SSPE bei 658C hitzebehandelt. Nach einer kurzen Waschung
der Praparate in 2 SSPE wurde die chromosomale DNA acetyliert. Dazu wurden 300 ml einer
0,1 M Triethanolamin/HCI-Lésung (pH 7,5) in eine Farbekivette gegeben und auf dem
Magnetruhrer stark durchmischt. Zehn Sekunden nach der Zugabe vonuB75
Essigsaureanhydrid wurde der Rihrer ausgeschaltet, und die Objekttrager wurden sofort in die
Losung eingetaucht und fur 5-10 Minuten inkubiert. Es folgten zwei funfmindtige Waschschritte
in 2 x SSPE und schliel3lich eine Ethanolreihe zur Dehydrierung. Dabei wurden die Praparate
zweimal funf Minuten in 70 % EtOH und schliel3lich finf Minuten in 96 % EtOH inkubiert.
Nach Lufttrocknung der Objekttrager wurde die chromosomale DNA in einer frisch verdinnten
0,07 M NaOH-L6sung fir 3 Minuten denaturiert. Nach zweimaligem Waschenxi®2PE
wurden die Praparate nochmals einer Ethanolreihe unterworfen und abermals luftgetrocknet.

Die wie unter 4.15.2 beschriebene Digoxigenin-markierte DNA-Sonde wurde mjid Z0G2-

Puffer (s. 4.15.3) versetzt und bei -20 gelagert. 2Qul der Sonde wurden im kochenden
Wasserbad denaturiert, auf das Praparat pipettiert, luftblasenfrei mit einem Deckglasgh8n (18
mm) bedeckt und an den Randern mit Fixogum abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgte tber
Nacht bei 65°C in einer feuchten Kammer. Am néchsten Tag wurde das Deckglaschen
vorsichtig entfernt und der Objekttrager dreimal 20 Minuten y1SSPE bei 53C gewaschen.

Nach zwei funfminttigen Waschschritten ixIPBT wurden die Objekttrager in eine feuchte
Kammer gelegt, mit jeweils 10d einer 1:200-Verdinnung des DIG-Peroxidase-Antikorpers in

1 x PBS uberschichtet und schlief3lich mit einem Deckglasche@(22m) bedeckt. Nach einer
einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Deckglaschen abgespult und die
Objekttrager dreimal 5 Minuten inXPBT gewaschen. Schliel3lich wurden die Praparate wieder

in eine feuchte Kammer dberfuhrt und mit jeweils 1 ml einer Lésung Uberschichtet, die 0,5
mg/ml Diaminobenzidin und 0,01 %,8, in 1 x PBT enthielt. Nach einer etwa einstiindigen
Inkubationsdauer wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob bereits Signale sichtbar waren. In
diesem Fall wurden die Objekttrager mehfach j@gewaschen, luftgetrocknet und 5 Minuten

in Methanol fixiert. Die getrockneten Praparate wurden im Anschluf3 zur Darstellung des
charakteristischen Bandenmusters der Chromosomen fir 1-2 Minuten in einer 1:20 verdinnten
Giemsa-Losung gefarbt. Die Objekttrager wurden schlie3lich 10 Minuten gewassert. Die
getrockneten Préparate wurden mit einem Tropfen Euparal und einem Deckgléaschen eingebettet
und schlielich unter dem Mikroskop ausgewertet.
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5. Ergebnisse

I. Funktionsanalyse des alien/CSN2-Gens in vivo

Die Charakterisierung genspezifischer Mutanten liefert grundlegende Informationen utber die
Bedeutung eines Gens fir den Gesamtorganismus. Die phanotypischen Folgen von Verlust,
Fehlfunktion oder Fehlexpression eines Gens erlauben Ruckschlisse auf dessen
entwicklungsbiologische Funktion. Die Analyse entwicklungsrelevanter Gebeosophila
melanogastemwird insbesondere durch eine Vielzahl genetischer Marker und durch ein
effizientes Transformationssystem erleichtert.

Da aufgrund der intensivealien/CSN2Genaktivitat eine essentielle, entwicklungsrelevante
Funktion vermutet werden kann, wurde mittels genetischer Methoden versuclaljenff@SN2
spezifische Mutante zu generieren. Alternativ wurde der Versuch unternommen, unter
Verwendung verschiedener Techniken RNAi-induziatten/CSN2Phéanokopien zu erzeugen.

Eine weitere Moglichkeit zur Analyse der Genfunktinrvivoist die Uber- bzw. Fehlexpression.

Um der Frage nach den entwicklungsbiologischen Konsequenzen einer erhlma&DSN2
Genaktivitat nachzugehen, wurde das Alien/CSN2-Protein mit Hilfe des GAL4-UAS-Systems in

verschiedenen Stadien und Geweben ektopisch exprimiert.
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5.1 Das alien/CSN2-Gen wird in allen Entwicklungsstadien von Drosophila

exprimiert

Die genaue Kenntnis des zeitlichen und raumlichen Expressionsmusters ist eine unabdingbare
Voraussetzung fur die nédhere Charakterisierung der entwicklungsbiologischen Funktion eines
Gens. Zur Feststellung dealien/CSN2Expressionsmusters wurden ganze Embryonen,
verschiedene larvale Gewebe aus dritten Larven und adulte Gonaden mit einer DIG-markierten
alien/CSN2antisenseRNA-Sonde hybridisiert (Abb. 5.1). In sehr frithen Embryonalstadien,
noch vor Beginn der zygotischen Transkription, werden grof3e Mengen matetieal&LSN2
Transkripte gleichmallig im Embryo detektiert. Mit dem Fortschreiten der Embryogenese ist
zunachst eine starke Expression entlang des gesamten Keimstreifs zu beobachten, wobei sich im
Mesoderm ein segmentales Muster andeutet. Im weiteren nimmt das Gesamt-Expressionsniveau
ab, so dal3 in spaten, schlupfreifen Embrycsléan/CSN2Transkripte vornehmlich im ZNS, in

den Hirnhemispharen, im Darm und in den Gonaden detektiert werden. In spaten dritten Larven
setzt sich die Expression dalgen/CSN2Gens im larvalen Gehirn und auch in den Gonaden fort.
Des weiteren zeigen alle Imaginalscheiben eine gleichmaRige, st@ki€SN2Expression. Im
larvalen Darm, in den Speicheldriisen und in der somatischen Muskulatur konnten hingegen
keinealien/CSN2Transkripte nachgewiesen werden. Die beiden einzig untersuchten Organe aus
Adulten, Ovar und Testis, exprimieren beide disn/CSN2Gen. Wahrend der Follikelreifung

ist bereits in jungen Eikammern eiaken/CSN2Expression in den Néahrzellen zu beobachten,

die bis zum Untergang der Nahrzellen gegen Ende der Oogenese anhélt. Im somatischen
Follikelepithel konnten keinalien/CSNZTranskripte detektiert werden.

Aufgrund dieses weitgefacherten Expressionsmusters kann eine BeteiligualiedéSSN2

Gens an einer Vielfalt entwicklungsrelevanter Prozesse postuliert werden. Diese Hypothese ist
insbesondere flr die Suche nach ealem/CSN2spezifischen Mutante von Bedeutung. Es kann
durchaus angenommen werden, dall ddien/CSN2Gen zu einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt bzw. in einem bestimmten Gewebe eine essentielle Funktion tbernimmt.
Fur den Verlust derlien/CSN2Genfunktion kann demnach embryonale, larvale oder auch
pupale Letalitat postuliert werden. Fur den Fall eines nicht-letalen Phanotyps konnten aul3erdem
morphologische Defekte bei den adulten Tieren, weibliche und/oder méannliche Sterilitat sowie

Maternaleffekte erwartet werden.
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Abb. 5.1 Das alien/CSN2-Expressionmuster wahrend der Entwicklung von Drosophila. in situ-
Hybridisierungen mit einer DIG-markierten alien/CSN2-antisense-RNA-Sonde zur Detektion von
alien/CSN2-Transkripten. Parallel durchgefiihrte Kontrollanséatze mit einer DIG-markierten alien/CSN2-
sense-RNA-Sonde zeigten keine spezifische Farbung. (A-E) alien/CSN2-Expression wahrend der
Embryogenese. (A) Lateralansicht eines Embryos im Blastodermstadium. (B) Lateralansicht eines
Embryos wahrend der Keimstreifstreckung. (C) Lateralansicht eines Embryos mit extendiertem
Keimstreif. (D, E) Schlupfreifer Embryo, (D) Lateralansicht, (E) Dorsalansicht. (F-K) alien/CSN2-
Expression in spaten dritten Larven. (F, G) Beinmaginalscheiben. (H) Flligelimaginalscheibe. (I) Larvales
Gehirn mit anhaftender Beinimaginalscheibe. (J) Larvaler Testis. (K) Larvales Ovar. (L) Adulter Testis.
(M) Adultes Ovar. Erlauterungen s. Text.
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5.2 Genetische, cytologische und molekulare Charakterisierung alien/CSN2-

defizienter Fliegenlinien

Die Verfligbarkeit chromosomaler Deletionen, die dban/CSN2Genlocus einschliel3en, stellt
einen entscheidenden Vorteil fur die nachfolgende Suche nachadieetCSN2spezifischen
Mutante dar. Derartige Defizienzen reprasentieren Nullmutationen fur die betroffenen Gene und
ermoglichen somit die nachfolgende kreuzungsgenetische Isolierung genspezifischer Allele.

Die alien/CSN2Transkriptionseinheit ist auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms (2L) bei
Position 29F/30A lokalisiert (Goubeaed al, 1996) und ist im haploiden Genom als einfache
Kopie (single copy genevorhanden. Weder das Durchmustern derosophila
SequenzdatenbankeBgrkeley Drosophila Genome Projeabch die Analyse von genomischen
Restriktionsfragmenten in Southern Blot Experimenten (s. u.) lieferten Hinweise auf weitere
alien/CSN2Genkopien. Zur Identifizierunglien/CSN2defizienter Fliegenlinien wurde auf die
Defizienzensammlung dé&doomington Stock Centeurtickgegriffen. Folgende Stdmme, deren
Bruchpunkte so kartiert waren, dal3 eine chromosomale Deletion im Bereich 29F/30A erwartet

werden konnte, wurden fur die entsprechenden Analysen herangezogen:

Bloomington distaler proximaler
Stock Nr. Bruchpunkt Bruchpunkt
BL 2892 29C 01-02 30C 08-09  (Defizienz 1)
30D 01-02 31A 01-02 (Defizienz 2)
BL 384 29D 01-02 30C 04-D01
BL 368 30A 01-02 30D 01-02
BL 3702 30A 03-05 30C 05

Jede der vier Defizienzen ist im homozygoten Zustand embryonal letal, so dal3 die defizienten
Chromosomen mit Hilfe eine€yO-Balancerchromosoms in heterozygoten Fliegen stabil
gehalten werden mussen. Kreuzungsgenetische Untersuchungen zeigten, daf3 sich jede der vier
Defizienzen allelisch zu den ubrigen drei Fliegenlinien verhalt, woraus folgt, daf’3 es sich um
Uberlappende Defizienzen handelt. Weitere Komplementationstests zeigten, dal3 jede der
Defizienzen allelisch zu einer Mutation mimbGen qumb) ist, das an Position 30B lokalisiert

wurde (Uemureet al, 1989). Diese Beobachtung bestarkte die Annahme, dal3 die genannten
Defizienzen auch den nahegelegeaken/CSN2Locus umfassen kénnten.

Zur Klarung der Frage, ob daBen/CSN2Gen in den fraglichen Linien nun tatsachlich deletiert

ist, wurden Polytdnchromosomen aus den Speicheldriisen heterozygoter Larven mit einer DIG-
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markiertenalien/CSN2cDNA Sonde hybridisiert. Polytdnchromosomen bestehen aus mehr als
1000 eng aneinanderliegender Chromatiden, wobei die homologen maternalen und paternalen
Chromatiden Seite an Seite zum Liegen kommen. Da Balancerchromosomen durch ihre
multiplen Inversionen bei der Praparation und Untersuchung von Polytdnchromosomen auf3erst
storend sind, wurden die heterozygoten DefizienZ2), (die zuvor mit einem einer@yO,
P{ActGFP} Balancerchromosom umbalanciert worden waren, mit wildtypiscbergonR
Fliegen gekreuzt. Die daraus resultierende F1-Generation bestand zur einen Halfte aus
heterozygoter/CyO, P{ActGFP}Tieren, die durch die ubiquitare GFP-Reportergenexpression

in den lebenden Larven erkannt und aussortiert werden konnten. Die andere Haélfte der
Nachkommen bestand aus Tieren des Genet}[p§ die durch das Fehlen der GFP-Fluoreszenz

als solche identifiziert werden konnten. situ-Hybridisierungen mit einealien/CSN2cDNA

Sonde an Polytdnchromosomen dieser Tiere, die bezuglich des 2. Chromosoms ein defizientes
Chromosom gegentber einem Wildtypchromosom tragen, sollten im Falleade@CSN2
Defizienz ein nur uber die wildtypische Halfte des Riesenchromosoms verlaufendes Signal
detektieren. In diesem Sinne wurden Polytanchromosomen aus heterozBiesy+,
BL384/+ BL2892/+undBL3702/+ Larven untersucht. In Chromosomenpraparationen aus
Tieren des GenotypBL368/+, BL384/+ undBL2892/+wurden mit Hilfe einealien/CSN2
spezifischen Sonde ausschliel3lich halbseitige Hybridisierungssignale detektiert (Abb. 5.2). Im
Bereich der Defizienzen wurden durch den Verlust eines ganzen Chromosomenabschnitts haufig
Paarungslicken zwischen den polytanisierten homologen Chromatiden beobachtet. Die Region
des Wildtypchromosoms, die in der gegeniberliegenden Defizienz deletiert war, bildete wegen
der fehlenden Paarungsmaoglichkeit eine Schleife, auf der dann das Hybridisierungssignal zu
erkennen war. Auch in Chromosomenpraparationen aus Tieren des Gdiadyj02/+wurden
derartige Paarungslicken gefunden; @een/CSN2Hybridisierungssignal wurde allerdings auf
beiden Chromosomen detektiert (Abb. 5.2). Demnach reprasentieren die Fliegenlinien BL 368,
BL 384 und BL 289alien/CSN2Defizienzen, BL 3702 hingegen nicht.
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BL368 /+ BL384 /+ BL2892 /+ BL3702 / +

%

Abb. 5.2 alien/CSN2-genspezifische in situ-Hybridisierung an defizienten Polytanchromosomen.
Polytdnchromosomen aus heterozygoten Larven des Genotyps BL368/+ (A), BL384/+ (B), BL2892/+ (C)
und BL3702/+ (D) wurden mit einer DIG-markierten alien/CSN2-cDNA Sonde hybridisiert. Die
chromosomalen Deletionen der defizienten Chromosomen stéren die ordentliche Aneinanderlagerung der
homologen Bereiche der gegeniiberliegenden Wildtypchromosomen, so dal® es zur Ausbildung von
Paarungsliicken kommt. In Chromosomenpraparationen aus Larven des Genotyps BL368/+ (A), BL384/+
(B) und BL2892/+ (C) werden lediglich halbseitige Hybridisierungssignale an Position 29F/30A auf dem
Wildtypchromosom detektiert, wahrend in BL3702/+-Praparaten das Wildtyp- wie auch das defiziente
Chromosom ein Hybridisierungssignal zeigen (D).

Um die Ergebnisse der cytogenetischen Untersuchungen molekulargenetisch zu verifizieren,
wurde eine Southern Blot Analyse an genomischer DNA der defizienten Fliegenlinien
durchgefuhrt. Da die adulten Tiere der defizienten Stamme immer heterozygot fur das defiziente
Chromosom Df) sind und aufgrund der Anwesenheit eines Balancerchromosoms immer eine
Wildtypkopie der deletierten Region tragen, muf3te die genomische DNA aus homozygoten
Embryonen isoliert werden. Um die homozygoten Embryonen selektieren zu kénnen, wurden
heterozygoteDf/+ Fliegen untereinander gekreuzt und in 12stindigen Intervallen auf frische
Ablageschéalchen gesetzt. Jede Ablage wurde fur mindestens 24 Stunden B@i 25
weiterinkubiert, um zu gewahrleisten, dal3 alle homozygotén)(und heterozygoterDf/+)
Geschwister das erste Larvenstadium erreicht hatten und geschlipft waren. Die homozygot
defizienten Df/Df) und damit embryonal letalen Nachkommen konnten dann als ungeschlipfte
Embryonen abgesammelt werden.

Die genomische DNA wurde migamHI restriktionsenzymatisch gespalten, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Zur Kontrolle wurde der Filter zunachst mit
einer radioaktiv markiertedon juanrcDNA Sonde inkubiert. Dadon juarGen ist auf dem

dritten Chromosom lokalisiert (Winhauer, 1995) und ist demnach auch in der genomischen DNA
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der homozygot defizienten Embryonen nachzuweisen (Abb. '5.Bach Entfernung der
hybridisierten don juanSonde wurde dasselbe Filter mit eiredien/CSN2cDNA Sonde
inkubiert, die in der Wildtypsituation ein 5 kb gro@smHFFragment detektiert, welches das
vollstandigealien/CSN2Gen beinhaltet (Abb. 5.4). Das vdllige Fehlen eines
Hybridisierungssignales in den Spuren, die genomische DNA aus homozygoten Embryonen der
Defizienzen BL 368, BL 384 und BL 2892 enthalten, demonstriert, daflidasCSN2Gen hier
vollstandig fehlt. Im Gbrigen dokumentiert dieses Experiment, dal? zumindest auf3erhalb der
untersuchten Defizienzen keine weitafien/CSN2Genkopie imDrosophilaGenom vorhanden

ist. Genomische DNA aus homozygoten Embryonen der Defizienz BL 3702 liefert ein

wildtypisches Signal und enthalt demnach einen intakiien/CSN2Genlocus.

™ 9
\2) %0) ™ Y AQ
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4 kb — don juan

5 kb — alien/CSN2

Abb. 5.3 Southern Blot Analyse an genomischer DNA aus homozygot defizienten Embryonen.
Genomische DNA aus wildtypischen white Embryonen (Wt) und homozygoten Embryonen der
Fliegenlinien BL 3354, BL 368, BL 384, BL 2892 und BL 3702 wurde mit BamHI restriktionsenzymatisch
geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die
Autoradiographie nach Hybridisierung mit einer radioaktiv-markierten don juan-cDNA Sonde detektiert in
allen Spuren ein don juan-spezifisches 4 kb Fragment (oben). Die Rehybridisierung desselben Filters mit
einer alien/CSN2-cDNA-Sonde detektiert ausschlieRlich in genomischer DNA aus white Embryonen und
aus homozygoten BL 3354 (Df(3R)84A06-B01; 84D04-D09) bzw. BL 3702 Embryonen ein 5 kb
alien/CSN2-spezifisches Fragment (unten).

'Anzumerken ist, daR auch in der genomischen DNA aus homozygoten Embryonen der Fliegenlinie BL 3354
(Df(3R)84A06-B01; 84D04-DQ9die alsdon juanDefizienz beschrieben wurde (Blimer, 2000) und als Kontrolle
dienen sollte, eirdon juanspezifisches Fragment detektiert wird. Da die Ubrigen Ergebnisse fur sich sprechen,
mindert diese unerwartete Beobachtung die Aussagekraft des Gesamtexperiments jedoch in keinster Weise.



Ergebnisse 65

Zusammenfassend lalt sich feststellen, dafd die cytologische und die molekulargenetische
Charakterisierung der untersuchten Defizienzen tbereinstimmend zeigen, ddi@rd&@SN?2

Gen in den Fliegenlinien BL 368, BL 384 und BL 2892 deletiert ist, wahrend BL 3702 keine
alien/CSN2Defizienz reprasentiert (Abb. 5.4).

1 BL 3702 (30A3-5; 30C5)
[ ] BL 368 (30A1-2; 30D1-2)

[ ] BL 384 (29D 1-2; 30C 4-D 1)
I 5L 2892 (29C1-2; 30C8-9;

30D1-2; 31A1-2)

- ATG Stop Tt-elL
.- | =~
—-|-————|]:|| H:|| ] | | (17— —-
29 F BamHI BamHI 3OA
alien/CSN2 500 bp

Abb. 5.4 Molekulare und genetische Karte des alien/CSN2-Genlocus an Position 29F/30A.

Die hier maRstabsgetreu dargestellte Exon/Intron-Struktur des alien/CSN2-Gens ergibt sich aus dem
Vergleich der vollstindigen cDNA-Sequenz (Goubeaud et al, 1996; Lier, 1998) mit der
korrespondierenden genomischen Sequenz aus dem BAC-Klon BACR48E15 (GeneBank Nr. AC008182).
Die ungefahren Positionen der flankierenden BamHI-Schnittstellen, die ein 5 kb Fragment definieren, sind
angegeben (gestrichelte Linie nicht malRstabsgetreu). Cytologische und molekulargenetische
Untersuchungen zeigen, dal® das alien/CSN2-Gen in den Defizienzen BL 368, BL 384 und BL 2892
(schwarze Balken) deletiert ist. Die mit diesen Defizienzen (berlappende Defizienz BL 3702 (weilRer
Balken) enthalt hingegen einen intakten alien/CSN2-Genlocus.
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5.3 P-Element Remobilisation zur Mutagenisierung des alien/CSN2-Gens

Der Einsatz gentechnisch veranderter P-Element-Transposons bietet eine Vielzahl von
Anwendungsmoglichkeiten zur genetischen Manipulation und AnalyseDvosophila P-
Elemente integrieren sequenzunspezifisch in die DNA und stellen somit wirksame
Insertionsmutagene dar. Durch die Zuféalligkeit des Integrationsortes sind ungerichtete P-
Element-Insertionen jedoch nicht flr die Mutagenese eines einzelnen Zielgens geeignet. Die
Remobilisation von bereits integrierten P-Elementen resultiert hingegen vornehmlich in lokalen
Transpositionsereignissen, einem sbgcal Hop (Tower et al, 1993; Zhang & Spradling,
1993). Remobilisierte P-Elemente reintegrieren bevorzugt in der Nahe der ursprunglichen
Insertionsstelle, selten weiter als 100 kb entfernt. Demnach erhoht die lokale Transposition
erheblich die Wahrscheinlichkeit, einen benachbarten Genlocus zu treffen.

Fur die Mutagenisierung dealien/CSN2Gens mittels lokaler Transposition bot sich die
Remobilisation zweier benachbarter P-Elemente an. Die Insertionsstellen der P-ER2OI%e

und EP2569waren im Zuge deBrosophilaGenomprojekts lokalisiert worden und kartierten im
Promotorbereich demlling stone (rostTranskriptionseinheit, 224 bg?2042 bzw. 180 bp
(EP2569 stromaufwarts demstStartcodons (Abb. 5.5). Zur Mobilisation der P-Elemente, die
beide durch einewhite’-Marker erkennbar sind, wurde zunachst eine Transposased\&{k (
Robertsoret al, 1988) eingekreuzt, was zur Entstehung sog. Jumpstarter-Mannchen in der F1-
Generation fuhrt. In der Keimbahn dieser Tiere, die das zu mobilisierende P-Elernans au

der Transposasequelle tragen, konnen nun Transpositionsereignisse stattfinden. In den
Nachkommen dieser Jumpstarter-Mannchen kann dann aufgrund der genetischen Marker auf
Verlust (weil3e Augenfarbey) oder Vorhandensein (rote Augenfarb€) des P-Elements
selektiert werden. Da jedegite’-Tier das Resultat eines unabhangigenal HopEreignisses

sein kann, wurde von jedem Individuum eine bezlglich des zweiten Chromosoms isogene Linie
etabliert. Die Frage, ob in einer der so etablierten Linien tatsachlich eine Reintegration des P-
Elements in denalien/CSN2Locus stattgefunden hatte, mufdte im Anschlul3 mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden geklart werden.

Das erstd.ocal HopExperiment wurde mit der Fliegenlinie P2042 durchgefihrt, die homozygot
letal war und demnach Uber ei@yO-Balancerchromosom gehalten wurde. Aus der
Nachkommenschaft von 81 unabhangigen Jumpstarter-Mannchen (1-20 Nachkommen pro
Jumpstarter-Mannchen) wurden insgesamt 480 potentiettal HopLinien etabliert, die alle
weiterhin homozygot letal waren. Grundsatzlich konnte jeder dieser Linien das P-Element
entweder weiterhin an der urspringlichen Insertionsstelle tragen oder eine Neuintegration

aufweisen. Neuintegrationen kénnen in einigen Fallen durch den Einflu3 lokaler Enhancer eine
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von der Ausgangs-P-Element-Linie abweichemndgte'-Reporterexpression, also Augenfarbe
aufweisen. Insgesamt 77 der 480 untersuchten Linien, also 16 % zeichneten sich durch eine
veranderte, zumeist dunklere Augenfarbe aus, so dald von einer effizienten Remobilisation des
P2042Transposons ausgegangen werden konnte. Des weiteren konnte in 22 der insgesamt 480
Linien (4,5 %) eine interchromosomale Transposition P@042 auf das dritte oder das X-
Chromosom festgestellt werden. Um nun zu untersuchen, ob bei einer der 480 Linien tatsachlich
eine Integration des P-Elements in ddien/CSN2Locus stattgefunden hatte, wurden Southern

Blot Analysen durchgefuhrt. Zur Verringerung des Arbeitsaufwandes wurden zur Praparation
genomischer DNA jeweils 25 heterozyg®t#CyO-Fliegen aus vier Fliegenlinien gepoolt. Diese
DNA-Gemische wurden mBamHI restriktionsenzymatisch behandelt und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Im Falle einer Integration des ca. 11 kb grof3en P-Elements ahieieiC SN2-

Locus sollte einalien/CSN2cDNA-Sonde aul3er dem 5 kb grof3en wildtypischen Fragment
zusatzlich aberrante Restriktionsfragmente detektieren. Da das P-El&flact\(}) selbst tber

eine endogenBamHFSchnittstelle verfugt, wurden je nach Integrationsort und -orientierung des
P-Elements verkirzte oder lAngere Restriktionsfragmente erwartet. Die Southern Blot Analyse
zeigte jedoch, dal3 keine der 480 Linien eine P-Element-Insertion in dem untersuchten
genomischen Bereich daken/CSN2Gens trug.

An dieser Stelle mul3 darauf hingewiesen werden, dal im nachhinein gezeigt werden konnte, dal3
die Letalitat der Fliegenlinie P2042 nicht von der P-Element-Insertion im Promotorbereich des
rostGens verursacht wurde, sondern auf eine zweite unbekannte Mutsgicon{ hit auf
demselben Chromosom zurtickzufuhren war. Nach Entkopplund®2@42Insertion durch
meiotische Rekombination konnte die Fliegenlinie P2042 als homozygot vitale Fliegenlinie
gehalten werden (Dr. A. Holz, pers. Mitteilung). Mit der Identifikation dieses unbekannten
Letalfaktors konnte nun die durchgangige Letalitat der 480 potentietleal HopLinien wie

auch der von Dr. A. Holz parallel untersuchten Exzisiohsm{p Ou) Linien erklart werden. Da

die Letalitat nicht vorP2042 verursacht wurde, konnten durch die Remobilisation des P-
Elements natlrlich auch keine Revertanten generiert werden. Aufgrund des mutanten
Hintergrundes koénnen fir dieséscal HopExperiment keine Aussagen dariber gemacht
werden, wieviele neue Mutationen durch die lokale Transpositiof?20A2erzeugt wurden.

Ein weiteresLocal HopExperiment wurde ausgehend von der homozygot vitalen P-Element-
Linie EP2569 durchgefihrt. In diesem Fall wurden aus der Nachkommenschaft von 54
unabhéngigen Jumpstarter-Mannchen insgesamt 432 potehtieieHopLinien etabliert, von

denen ebenfalls 16 %, namlich 68 Linien durch eine veranderte Augenfarbe auffielen. In 29
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Linien (7 %) konnte eine interchromosomale Transposition nachgewiesen werden. Insgesamt
resultierten 11 letale, 3 semiletale und 418 vitale Linien. Dalies/CSN2-Gerauch wéahrend

der Spermatogenese und der Oogenese exprimiert wird, konnte fir den Verhlsrd€SN2
Genfunktion nicht nur Letalitét, sondern alternativ auch weibliche und/oder mannliche Sterilitat
postuliert werden. Aus diesem Grund wurden die homozygot vitalen Linien auf Sterilitat
getestet. Unter den 418 vitalen Linien konnten eine weiblich sterile und eine weiblich und
mannlich sterile Fliegenlinie identifiziert werden.

Aufgrund der Vitalitat und Fertilitat der Ausgangs-Linie EP2569 konnte davon ausgegangen
werden, dald die neu entstandenen Mutationen, Folgen der P-Element-Remobilisation waren.
Wahrend die letalen, semiletalen und sterilen Mutanten im folgenden naher untersucht wurden,
wurde auf eine molekulare Analyse der Ubrigen 416 vitalen, fertilen Linien verzichtet. Jede der
neu generierten mutanten Fliegenlinien wurde wie oben beschrieben im Southern Blot auf eine
Insertion des ca. 8 kb groBR&{EP}-Transposons in dealien/CSN2Genlocus untersucht. In

keiner der Linien konnte jedoch eine P-Insertioalian/CSN2nachgewiesen werden.

Parallel durchgefuihrte Komplementationsanalysen bestétigten die Ergebnisse der Southern Blot
Experimente. Es zeigte sich, daf} sich die 11 letalen und die 3 semiletalen Mutationen in 10
Komplementationsgruppen einordnen lie3en, d.h. es wurden insgesamt 10 verschiedene Genloci
mutagenisiert. In den drei Fallen, wo jeweils zwei bzw. drei mutante Linien allelisch zueinander
waren und demnach eine Komplementationsgruppe bildeten, handelte es sich um
Geschwisterlinien, die von ein und demselben Jumpstarter-Mannchen abstammten.
Erstaunlicherweise verhielt sich nur eine der Komplementationsgruppen allelisch zu den
Defizienzen BL 368 und BL 384, die deaien/CSN2Locus und eine Reihe weiterer
benachbarter Gene deletieren (s. 5.2). Da sich diese Komplementationsgruppe jedoch ebenfalls
allelisch zu Defizienz BL 3702 verhielt, die datien/CSN2Locus nicht deletiert, konnte
gefolgert werden, daR diese Mutation zwar in dem gemeinsamen Uberlappungsbereich der

genannten Defizienzen kartierte, jedoch unmaoglichatlas/CSN2Gen betreffen konnte.
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Abb. 5.5 Schematische Darstellung der Remobilisierung der P-Elemente P2042 und EP2569 zur
Mutagenisierung des alien/CSN2-Gens. (A) Die Karte der alien/CSN2-genomischen Region zeigt die
lineare Anordnung und Orientierung (Pfeile) der Transkriptionseinheiten try29F, alien/CSN2 und rolling
stone. Die P-Elemente P2042 und EP2569, die zur Mutagenisierung des alien/CSN2-Locus remobilisiert
wurden, inserieren 224 bp bzw. 180 bp stromaufwarts des rolling stone-Startcodons. (B) Allgemeines
Kreuzungsschema zur Remobilisierung eines P-Elements auf dem zweiten Chromosom. Es sind nur die
relevanten Genotypen und Chromosomen dargestellt. Die Kreuzung der Ausgangs-P-Element-Linie
[P(w")] mit einem Transposase-exprimierenden Stamm (A2-3) filhrt in der F1-Generation zur Entstehung
von Jumpstarter-Tieren. Die in der Keimbahn dieser Tiere auftretenden Transpositionsereignisse werden
durch Kreuzung mit einem Balancerstamm (/f/CyO) an die einzelnen Nachkommen der F2-Generation
weitergegeben. Jedes in der F2-Generation auftretende rotaugige Tier reprasentiert ein potentielles Local
Hop-Ereignis [P(w")*]. Zur Vermehrung des P(w")*-Chromosoms wird jedes vermeintliche Local Hop-Tier
einzeln mit mehreren Balancertieren verpaart. Ausgehend von den in der F3-Generation entstehenden
Geschwistertieren wird dann ein isogener Stock (F4-Generation) etabliert. Treten in diesem Stock
geradfliigelige, also homozygote P(w")*-Tiere auf, wurde keine letale Mutation erzeugt. Treten hingegen
ausschlieRlich heterozygote P(w')*/CyO-Tiere auf, wurde eine homozygot letale Mutation erzeugt.
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5.4 Injektion doppelstrangiger RNA und Expression eines symmetrisch
transkribierten Transgens zur Erzeugung von alien/CSN2-Phanokopien mittels
RNA-Interferenz (RNAI)

Das Phanomen der RNA-Interferenz (RNAI) beruht auf dem gezielten Abbau endogener
Transkripte nach der Applikation sequenzspezifischer, doppelstrangiger RNA-Molekiile. Diese
Form des posttranskriptionellen Gen-Silencings wurde erstmal@aenorhabditis elegans
beobachtet (Fireet al, 1998) und seither bei einer Vielzahl eukaryotischer Organismen
erfolgreich angewendet (Ubersicht in Hutvagner & Zamore, 2002). Der groRe Vorteil dieser
Methode besteht darin, dal? die Expression eines Zieigemso derart vermindert werden kann,

dall der Effekt einem Funktionsverlust des Gens gleichkommt. Die resultierenden
physiologischen oder morphologischen Stérungen simulieren den mutanten Phanotyp und
werden als Phanokopie bezeichnet. Die besondere Bedeutung der RNAi-Methode besteht also in
der Mdglichkeit, die Konsequenzen des Funktionsverlustes einzelnerrserne zu studieren

und dadurch die Frage nach der Genfunktion zu klaren. Damit stellt die RNAi-Methode eine
vielversprechende, revers-genetische Alternative zur klassischen Mutagenefierd€SN?2

Gens dar.

5.4.1 Injektion doppelstrangiger alien/CSN2-RNA in Drosophila Embryonen

Die gebrauchlichste Technik zur Erzeugung RNAi-induzierter Phanokopien von embryonal
exprimierten Genen iDrosophilaist die Injektionin vitro-synthetisierter doppelstrangiger RNA
(dsRNA) in Embryonen. Die Spezifitdt der RNA-Interferenz wird durch die Sequenz der dsRNA
erzielt, die zumindest uUber einen Bereich von 80-150 bp mit mRNA-spezifischen
Exonsequenzen des Zielgens tbereinstimmen mul3 (Tesahl 1999, Yanget al, 2000). Mit

Hilfe dieses Verfahrens konnten eine Reihe von genspezifischen Phanokopisssaphila
generiert werden, wie z. B. fimzzled even-skippedind fushi tarazu(Kennerdell & Carthew,
1998),nautilus(Misquitta & Paterson, 1999) odéiscs lostBhatet al, 1999).

Zur Erzeugungalien/CSN2spezifischer Phanokopien wurden ausgehend von der vollstandigen
alien/CSN2cDNA (in pBS KS+, Klon 327) zunachst einzelstrangggnse(ssRNA)- und
antisensgasRNA)-Transkripte synthetisiert, die im Anschluf3 miteinander hybridisiert wurden
(Abb. 5.6). Die so gewonneradien/CSN2dsRNA wurde in wildtypischehite-Embryonen des
synzytialen Blastodermstadiums injiziert. In drei unabhangigen Injektionsexperimenten wurden
jeweils 199, 264 bzw. 43 Embryonen injiziert (n = 506). Um abschatzen zu kénnen, in welchem

MaR die mechanische und physiologische Manipulation die Uberlebensrate der injizierten
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Embryonen beeintrachtigt, wurde in einem Kontrollexperiment (n = 240) eine Losung gleicher
Zusammensetzung injiziert, die jedoch durch die falsche Kombination von linearisiertem

Template und T3- bzw. T7-Polymerase kealeen/CSN2in vitro-Transkripte bzw. dsRNA
enthielt.

B Anzahl der iiberlebenden Tiere nach Injektion
0 20 40 60 80 100 %
injizierte n =240
Embryonen n =506
1. Larven I o1 %
' H— 41%

Puppen 30 %
PP 29 %
Negativkontrolle
Adult 24 % I:l °
e 27 % [] atien/csnz-asRNA

Abb. 5.6 Die Injektion doppelstrangiger alien/CSN2-RNA bewirkt keine signifkante Letalitat.

(A) Gelelektrophoretische Auftrennung in vitro-synthetisierter alien/CSN2-RNA in einem 1%igen
Agarosegel. Es wurde jeweils 1/10 VT eines 50 pl-Transkriptionsansatzes zur Herstellung
einzelstrangiger sense (ssRNA)- und antisense (asRNA)-Transkripte aufgetragen. Jeweils 30 pl dieser
beiden Ansatze wurden zur Generierung doppelstrangiger alien/CSN2-RNA gemischt. 1/12 VT dieses
Hybridisierungsansatzes (dsRNA), der fur die Injektionsexperimente verwendet wurde, wurde
aufgetragen. Das veranderte Laufverhalten der dsRNA bestéatigt eine effiziente Hybridisierung der beiden
gegenlaufigen Transkripte. Als Langenstandard (M) wurden 50 ng A(EcoRI/Hindlll)-DNA aufgetrennt. (B)
Graphische Darstellung der Anzahl Uberlebender Tiere (in %) nach Injektion doppelstrangiger
alien/CSN2-RNA bzw. einer RNA-freien Kontrolldsung. Die drei unabhangigen alien/CSN2-dsRNA-
Injektionsexperimente wurden zusammengefalt und gemittelt. Die Fehlerbalken markieren die in den
Einzelexperimenten ermittelten Minima bzw. Maxima, die Prozentzahl gibt den Mittelwert an. Fur das
einmalig durchgeflihrte Kontrollexperiment sind die absoluten Werte (in %) angegeben.
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Aufgrund der starken Abundanz maternaddien/CSN2Transkripte in der Oocyte und der
zygotischen Expression daBen/CSN2Gens inshesondere wahrend der frihen Embryogenese
wurde fur den Verlust dealien/CSN2Genfunktion ein embryonal letaler Phanotyp postuliert.
Vergleicht man jedoch anhand des Auftretens lebensfahiger Larven des ersten Larvenstadiums
die Uberlebensratalien/CSN2dsRNA-injizierter Embryonen mit der Uberlebensrate der
Kontrolltiere, so stellt sich heraus, dal3 die Injektion doppelstranglggEr’CSN2RNA keine
signifikante embryonale Letalitat verursacht (Abb. 5.6). Auch in spateren Entwicklungsstadien,
d. h. wahrend der Larvalentwicklung oder der Metamorphose, kann aufgrund der gleichartigen
Uberlebensrate vomlien/CSN2dsRNA- und Kontroll-injizierten Tieren keine extensive
Letalitat beobachtet werden. Die adulten Tiere zeigten keinerlei Stérungen und erwiesen sich in
Sterilitatstests als vollkommen fertil.

An dieser Stelle bleibt festzuhalten, daf? das Ausbleiben eines phanotypisch erkennbaren RNAI-
Effekts zum einen so interpretiert werden kann, dal alien/CSN2Genfunktion unter
Laborbedingungen keine essentielle entwicklungsbiologische Rolle spielt oder aufgrund
redundanter Gene kompensiert werden kann. Zum anderen muf3 jedoch auch die Moglichkeit in
Betracht gezogen werden, dal3 die Injektionsexperimente unter suboptimalen Bedingungen
durchgefihrt wurden, die die Entstehung von RNAI-Effekten grundsatzlich beeintréachtigen. Zur
Klarung dieser Frage hatte parallel eine Positivkontrolle mit einem Gen bekannter Funktion und
eindeutig embryonalem Phanotyp durchgefihrt werden missen.

5.4.2 Expression eines symmetrisch transkribierten Transgens zur Erzeugung

doppelstrangiger alien/CSN2-RNA in vivo

Die Erzeugung von RNAi-induzierten Phanokopien durch die Injektion doppelstrangiger RNA
unterliegt gewissen Einschrankungen. Die Tatsache, dal® jeder injizierte Embryo einzeln
manipuliert werden muf3 und die transienten Effekte durch Wiederholung ganzer Versuchsreihen
reproduziert werden missen, erfordert einen hohen experimentellen Aufwand. Eine weitere
Schwierigkeit stellt die mit diesem Vorgehen verbundene Stadienspezifitat dar. Die Injektion
von doppelstrangiger RNA in Embryonen inaktiviert zwar die zygotische wie auch die maternale
Genexpression, ist aber fiur die Analyse larval oder adult exprimierter Gdbegophila
ungeeeignet (Misquitta & Paterson, 1999). Demgegenuber ermdglichen stabile Transgene, die
die Expression bzw. Formierung von doppelstrangiger RhAivo erlauben, eine leicht
reproduzierbare und stadien- bzw. gewebespezifische Induktion von RNAi-Effekten. Diese

Strategie wurde inzwischen 0. elegangTavernarakist al, 2000), Drosophila (Fortier &
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Belote, 2000; Lam & Thummel, 2000; Piccet al, 2001; Giordancet al, 2002) und
Arabidopsis (Chuang & Meyerowitz, 2000) zur Erzeugung von Phanokopien erfolgreich
angewendet.

Das Prinzip der induzierbaren RNA-Interferenz beruht auf der Expression sogehaverted
Repeats(IR), d.h. eines rekombinanten, palindromischen cDNA-Fragments. Aufgrund der
Selbstkomplementaritat innerhalb der transkribierten RNA kommt es zur Ausbildung eines
intramolekularen RNA-Doppelstrangs, der mit groRer Effizienz RNA-Interferenz verursacht. Ein
haufiges Problem bei der Herstellung solcher Transgene ist die schwierige Klonierbarkeit
derartiger Konstrukte irE. coli. Offenbar sind palindromische DNA-SequenzerEincoli
aul3erordentlich instabil, so daf} wiederholt von der "Unklonierbarkeit" von gepiamtsted
repeatKonstrukten berichtet wird (Fortier & Belote, 2000; Tavernarakial, 2000; Piccinet

al., 2001). So blieben auch zahlreiche Versuche, ein entspreclaietéS SN2IR-Konstrukt zu
klonieren, erfolglos. Trotz verschiedenster Modifikationen, wie z. B. der Verwendung
unterschiedlich langer Fragmente (0,7-1 kb), der umgekehrten Orientierung beider Fragmente
(3'-Ende an 3'-Ende oder 5'-Ende an 5'-Ende) oder dem Gebrauch eines spEzietén
Stamms mit eingeschrankter Rekombinationsmaschinerie (SURE, Stratagene), konnte kein
positiver Klon isoliert werden. Auch die Trennung der beiden gegenléaufigen cDNA-Fragmente
durch Einfuhrung eines separierenden, unspezifischen SequenzabschnitBpésmy. (60-70

bp Vektorsequenz) beginstigte das Klonierungsvorhaben nicht.

Als Alternative zur Expression eines palindromiscladien/CSN2Konstrukts bot sich die
gleichzeitige, doppelseitige Transkription eines einzekléan/CSN2cDNA-Fragmentes an;

eine Strategie, die auch zur Erzeugung winte Phanokopien angewendet wurde (Giordaho

al., 2002). Die symmetrische Transkription des1se und desantisenseStranges sollte durch

die unmittelbare rdumliche N&he der beiden entstehenden Transkripte eine effiziente
Hybridisierung der komplementaren RNAs und somit RNAI beginstigen.

Zur Herstellung eines derartigen Konstruktes wurde zunachst mit Hilfe der genspezifischen
Oligonukleotide "5'arBglll" und "3'artEcoRI' und deralien/CSN2cDNA (Klon 327) ein 1024

bp umfassendesdien/CSN2PCR-Fragment amplifiziert und in pCRII-TOPO ligiert (Klon 334).
Unter Verwendung der vektorspezifischen Restriktionsschnitts8demH| und Xhol wurde das
partiellealien/CSN2cDNA-Fragment freigesetzt und in 5'-3'-Orientierung stromabwarts der
GAL4-Bindestellen in dieBglll/Xhol-Klonierungsstelle des Transformationsvektors pUAST
ligiert (Klon 338). Im Vergleich zur vollstandigen cDNA ist dieses Fragment sowohl im 5'- als

auch im 3'-Bereich verkirzt, so dafd die codierenden Bereiche fir die Aminosauren 1-56 und
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397-444 deletiert sind. Damit sollte vermieden werden, dal3 bei der nachfolgenden Expression
ein vollstandiges Transkript bzw. ein funktionsfahiges Protein entstehen kann.

Um eine bilaterale Transkription zu gewahrleisten, wurde eine zweite, invertierte UAS-
Promotorsequenz stromabwarts des bereits kloniatien/CSN2Fragments eingefugt. Dazu
wurde zunachst mit Hilfe der Primer "pUAST-MCS-UAS" und "pUAST-UAS-blunt" der ca. 450

bp lange Promotorbereich aus dem pUAST-Vektor amplifiziert und in pCR-Blunt ligiert (Klon
339). NachKpnl-Restriktion wurde das Promotorfragment in den linearisierten Vorklon 338
ligiert, so daf} letztendlich das Transformationskonstrukt "UAS-alien-SAU" (Klon 341) erhalten
wurde (Abb. 5.7).

Die Transformation dieses Konstrukts lieferte mehrere unabhangige transgene Fliegenlinien
(Stamme 341-1, 341-2 u.s.w.), in denen das "UAS-alien-SAU"-Transgen entweder auf
Chromosom 2 oder 3 lokalisiert wurde. Zur Induktion der symmetrisclien/CSN2
Transkription wurden homozygote 341-Fliegen mit einer Reihe stadien- und gewebespezifischer
GAL4-Aktivatorlinien gekreuzt, um in den Nachkommen die Folgen der erwarteten RNAI-
Effekte untersuchen zu kdnnen (GAL4-UAS-System s. Kap. 5.5). Allerdings fihrte weder die
Verwendung embryonaler Treiberlinien, wie der ubiquitaclmGAL4Linie oder einer
mesodermspezifischéwistGAL4Linie, noch der Gebrauch verschiedener larvaler Treiberlinien
(BL 1774, BL 1782, BL 1795, BL 1878), die GAL4 u. a. in den Imaginalscheiben und im
larvalen zentralen Nervensystem exprimieren, zu erkennbaren Storungen oder verminderter
Vitalitat in den transheterozygoten Nachkommen. Aucmd&GAL4induzierte Expression des
"UAS-alien-SAU"-Konstrukts in der Keimbahn blieb folgenlos, wie die anhaltende Fertilitat der
Transheterozygoten zeigte.

Da das Ausbleiben der erwarteten Entwicklungsstorungen verschiedene Ursachen haben konnte,
wurde zunachst kontrolliert, ob das "UAS-alien-SAU"-Konstrukt in einfacher Kopie Uberhaupt
eine ausreichende, simultane Synthese aben/CSN2sense undantisenselranskripten
erlaubte. Diein situ-Hybridisierung von DIG-markierten einzelstrangigairen/CSN2sense

bzw. antisenseSonden an transheterozygotdAS-alien-SAliwistGAL4Embryonen zeigt, daf?

beide Transkripte in so starkem Mal3e koexprimiert werden, dal® die Farbereaktion bereits nach
kurzer Zeit abgestoppt werden konnte, so da3 mitaddgisenseSonde das endogene
alien/CSN2Transkript nur ansatzweise detektiert wurde (Abb. 5.7). Demnach ist das "UAS-
alien-SAU"-Konstrukt durchaus funktionell und erlaubt zumindest die gleichzeitige Synthese
beider Einzeltranskripte, die zur Bildung doppelstrangiger RNA-Molekile beitragen sollten.

Da Giordancet al. (2002) durch Erhéhung der Kopienzahl eines symmetrisch transkribierten

white-Transgens eine Verstarkung des Silencing-Effektes erzielen konnten, wurde mittels
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Kreuzungsgenetik der Stamm "341-8C; 341-6A" etabliert, der insgesamt zwei Kopien des
"UAS-alien-SAU"-Transgens auf dem zweiten und dem dritten Chromosom trug. Trotz der
Verdopplung der Gendosis konnten jedoch nach Kreuzung dieses Stammes mit verschiedenen

embryonalen und larvalen Treiberlinien (s. 0.) weiterhin keine Entwicklungsstorungen beoachtet

werden.
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Abb. 5.7 Symmetrische Expression eines alien/CSN2-Fragmentes in vivo.

(A) Schematische Darstellung des "UAS-alien-SAU"-Konstrukts (Klon 341), das zur Herstellung
transgener Fliegen verwendet wurde. Die beidseitig des alien/CSN2-Fragments lokalisierten UAS-
Sequenzen ermdglichen die gleichzeitige Transkription des sense- wie auch des antisense-Stranges
(Pfeile). Die fir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen sind angegeben (s. Text). (B, C) in
situ-Hybridisierung von DIG-markierten, einzelstrangigen alien/CSN2-antisense- (B) bzw. sense- (C)
RNA-Sonden an Embryonen des Genotyps UAS-alien-SAU/twistGAL4. Beide Transkripte werden in
Embryonen des verlangerten Keimstreifstadiums simultan in einem twist-spezifischen, mesodermalen
Muster exprimiert (Ansicht von lateral). Die etwas ausgepragtere Hybridisierung der antisense-Sonde ist
wahrscheinlich auf das endogene alien/CSN2 Expressionsmuster zuriickzufiihren (B).

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fir das Ausbleiben von sichtbalien/CSN2RNAI-
Effekten bietet die bereits nach den RNAi-Injektionsexperimenten formulierte Hypothese, dald
ein Funktionsverlust dealien/CSN2Gens keine entwicklungsbiologischen Stdrungen in
Drosophilabewirkt. Da jedoch bislang kein Alien/CSN2-spezifischer Antikdrper verfiigbar ist,
der fur den immunhistochemischen Nachweis des Alien/CSN2-Proteimhate mount
Farbungen eingesetzt werden konnte, konnte auch nicht direkt geprift werden, ob die
angewandten RNAI-Strategien tatsachlich einen Verlust des Alien/CSN2-Proteins bewirkten.

Zur Klarung dieser Frage sollte anhand eines Alien/CSN2-Bkensproteinandirekt
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Uberprift werden, ob die symmetrische Expressionatles/CSN2Fragmentes das Silencing
einesalien/CSN2GFP-Fusionsgens bewirken kann.

Ausgehend von Fliegenlinien mit jeweils einem lokalisierten "UAS-alien-SAU"-Transgen bzw.
einem "UAS-Alien-GFP"-Transgen (s. Kap. 5.5) wurde kreuzungsgenetisch ein Fliegenstamm
etabliert, der beide Transgene auf unterschiedlichen Chromosomen trug. Durch Kreuzung dieser
Linie mit der GAL4-TreiberlinieSgs 58 ABwurden beide Konstrukte gleichzeitig in larvalen
Speicheldrisen exprimiert. Im Falle eines effizienten Silencing-Effekts der doppelstrangigen
alien/CSN2RNA, sollte auch das rekombinaraben/CSN2-GFPFusionstranskript degradiert
werden und daraufhin keine GFP-Fluoreszenz mehr nachzuweisen sein. Kirzlich konnten
Azevedoet al. (2002) in einem &hnlichen Experiment den Silencing-Effekt Rarl-dsRNA

anhand eineRarl-GFRFusionsgens in transgenen Pflanzenzellen demonstrieren. Vergleicht
man jedoch die GFP-Fluoreszenz in Speicheldrisenzellen, die beide Transgene exprimieren, mit
der GFP-Fluoreszenz in Speicheldrisenzellen, die nur das Alien/CSN2-GFP-Fusionsprotein
exprimieren, so wird deutlich, dal3 die symmetrische Expressioalsg/CSN2sense und
antisenselranskripte keine erkennbare Verminderung der Alien/CSN2-GFP-Expression zur
Folge hat (Abb. 5.8). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal3 auch fir das endogene
alien/CSNZ2Transkript kein Silencing-Effekt erzielt werden konnte.

-

Abb. 5.8 Die symmetrische Expression von komplementiren alien/CSN2-ssRNAs hat keinen RNAi-
Silencing-Effekt auf ein alien/CSN2-GFP-Fusionsgen. (A) Ektopische Expression des Alien/CSN2-
GFP-Fusionsproteins in den Speicheldrisen dritter Larven (UAS-Alien-GFP; Sgs 58 AB). (B)
AusschnittsvergroBerung aus (A). (C) Koexpression des Alien/CSN2-GFP-Fusionsproteins und des
"UAS-alien-SAU"-Transgens in den Speicheldrisen dritter Larven (UAS-Alien-GFP; UAS-alien-SAU/Sgs
58 AB). (D) AusschnittsvergroRerung aus (C). Die gleichartige Intensitat der GFP-Fluoreszenz in beiden
Fallen zeigt, dall die symmetrische Expression komplementéarer alien/CSN2-RNAs keinen hemmenden
EinfluR auf das Expressionsniveau des alien/CSN2-GFP-Fusionsgens hat.
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Zusammenfassend kann man festhalten, dal3 die symmetrische Transkriptiali&mESN2
Fragmentes zwar eine effiziente Synthese sense und antisenselranskripten erméglicht,
jedoch offensichtlich keinen RNAI-Effekt hat. Offensichtlich kommt es trotz der verfigbaren
Mengen an einzelstrdngigen RNAs nicht zur ausreichenden Bildung doppelstrangiger RNA-
Molekule. Die Frage nach den entwicklungsbiologischen Folgen eines Funktionsverlustes des
alien/CSN2Gens inDrosophilableibt demnach weiterhin ungeklart.

5.5 Die ektopische Expression des Alien/CSN2-Genprodukts in verschiedenen
Entwicklungsstadien und Geweben von Drosophila verursacht keine spezifischen

Entwicklungsstorungen

Das GAL4-UAS-System ermdglicht die gezielte, d. h. zeit- und gewebespezifische Induktion
von beliebigen Genprodukten Brosophila(Brand & Perrimon, 1993; Braret al, 1994). Die
Methode beruht auf der transienten stadien- bzw. gewebespezifischen Expression des Hefe-
Transkriptionsfaktors GAL4, der seinerseits die Expression von Transgenen in Gang setzt, die
unter der Kontrolle eines GAL4-responsiven UAS-Promotorelemengstieam activating
sequencg stehen. Die beiden genetischen Elemente liegen als separate Konstrukte in
unterschiedlichen transgenen Fliegenstammen vor und werden erst durch Kreuzung der GAL4-
Aktivatorlinie (Treiber) mit der UAS-Linie (Effektor) in der resultierenden Filialgeneration
kombiniert.

Zur GAL4-induzierbaren Expression des vollstdndigen Alien/CSN2-Proteins wurde die
vollstandigealien/CSN2cDNA als EcoRIFragment aus Klon 327 isoliert und in 5'-3'-
Orientierung stromabwarts des UAS-Promotors eiBesRHinearisierten pUAST-Vektors
eingefugt (Klon 329, Abb. 5.9). Aul3erdem wurde ein Transformationskonstrukt generiert, das
die GAL4-induzierbare Expression eines Alien/CSN2-GFP-Fusionsproteins ermdéglichen sollte.
Dazu wurde zunachst der codierende Bereichalilen/CSN2cDNA aus Klon 327 mit Hilfe des
vektorspezifischen Oligonukleotids "T7" und des genspezifischen, modifizierten Oligonukleotids
"alien3'art.HindllI" amplifiziert. Dieses 3'-deletierte Fragment, das um die letzten beiden
Aminoséaure-codierenden Tripletts und das Stop-Codon verkirzt war, wurde nun mit Hilfe der
artifiziell eingefugtenHindlll-Schnittstelle nacldindlll/Sall-Restriktion in den Vektor pBS-
hGFP-S65T ligiert, so dal} ealien/CSN2-GFPFusionsgen entstand (Klon 328), welches im
Anschlul alE£coRI/XbatFragment gerichtet in pUAST integriert wurde (Klon 330, Abb. 5.9).
Die Transformation dieser beiden Konstrukte lieferte mehrere unabhangige transgene "UAS-
Alien"-Fliegenlinien (Stdmme 329-1, 329-2 u.s.w) wie auch "UAS-Alien-GFP"-Fliegenlinien
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(330-1, 330-2 u.s.w), in denen die Transgene entweder auf dem zweiten, dem dritten oder dem

X-Chromosom lokalisiert wurden.
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Abb. 5.9 Schematische Darstellung der Konstrukte zur ektopischen Alien/CSN2-Expression in
Drosophila. (A) Das "UAS-Alien"-Konstrukt (Klon 329) enthalt die vollstandige alien/CSN2-cDNA zur
GAL4-induzierbaren Alien/CSN2-Expression. (B) Das "UAS-Alien-GFP"-Konstrukt (Klon 330) enthalt ein
alien/CSN2-G F P-Fusionsgen zur GAL4-induzierbaren Expression eines Alien/CSN2-GFP-
Fusionsproteins. Relevante Restriktionsschnittstellen sind angegeben (néhere Erlauterungen s. Text).

Zur ektopischen Expression des Alien/CSN2- bzw. des Alien/CSN2-GFP-Proteins wurden
homozygote 329- bzw. 330-Fliegen mit einer Reihe stadien- und gewebespezifischer GAL4-
Aktivatorlinien gekreuzt, um in den Nachkommen die Konsequenzen der verstarkten
alien/CSN2Genaktivitat analysieren zu kénnen. Allerdings fuhrte weder die Verwendung
embryonaler Treiberlinien, wie der ubiquitar@@GAL4Linie oder einer mesodermspezifischen
twistGAL4Linie, noch der Gebrauch verschiedener larvaler Treiberlinien (BL 1774, BL 1782,
BL 1795, BL 1878), die GAL4 u.a. in den Imaginalscheiben und im larvalen zentralen
Nervensystem exprimieren, zu morphologischen Aberrationen oder verminderter Vitalitat in den
transheterozygoten Nachkommen. Dieselben Beobachtungen wurden nach ubiquitarer
Alien/CSN2-Induktion in verschiedenen Entwicklungsstadien mittels Hitzeschock-induzierter
GAL4-Expression gemacht. Tiere des Genoty#sS-Alien; hsGALZentwickelten sich nach

einer Hitzeschockbehandlung wahrend der Embryogenese, wahrend des ersten, zweiten oder
dritten Larvenstadiums oder wahrend der Metamorphose in gleicher Weise wie ihre nicht-
Hitzeschock-behandelten Geschwistertiere. Aucmd®&GAL4induzierte, keimbahnspezifische
Expression des "UAS-Alien"-Konstrukts blieb folgenlos, wie die anhaltende Fertilitdt der
Transheterozygoten zeigte.



Ergebnisse 79

Aus diesen Experimenten kann geschluf3folgert werden, dal3 eine Erhohung der Alien/CSN2-
Dosis sowohl in den Geweben, die eine endogene Alien/CSN2-Expression zeigen, wie auch in
Geweben, in denen das Alien/CSN2-Protein ektopisch exprimiert wurde, keine Auswirkungen
auf Wachstum oder Differenzierung hat. Das gleiche gilt fir die Expression des Alien/CSN2-
GFP-Fusionsproteins, die dank der Fluoreszenz im lebenden Gewebe beobachtet werden konnte
(vgl. Kap. 5.4.2, Abb. 5.8). Aufgrund des C-terminalen GFP-Anteils h&tte durchaus eine
strukturelle Variante des Alien/CSN2-Anteils entstehen kénnen, die mit dem endogenen
Alien/CSN2-Protein konkurriert. Die fur diesen Fall erwarteten dominant-negativen Effekte
konnten jedoch nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend lal3t sich sagen, dald die ektopische Expression von Alien/CSN2 keine

weiteren Hinweise zur entwicklungsbiologischen Funktionaties/CSN2Gens liefert.
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Il. Interaktionsanalyse des Alien/CSN2-Proteins in vitro

Da die Versuche, daslien/CSN2Gen zu mutagenisieren oder mittels posttranskriptionellem
Gen-Silencing zu phanokopieren, ergebnislos blieben und somit nicht zur Aufklarung der
entwicklungsbiologischen Funktion daien/CSN2Gens inDrosophila beitragen konnten,
wurde in einem molekularbiologischen Ansatz nach den Wechselwirkungen des Alien/CSN2-
Proteins gefragt. Die Identifikation neuer Interaktionspartner sollte Aufschluld dariber geben, an
welchen molekularen Prozessen Alien/CSN2 partizipiert.

Das Hefe 2-Hybrid Verfahren erméglicht sowohl die Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken
nach potentiellen Interaktionspartnern als auch die gezielte Analyse der Wechselwirkung
zwischen zwei bekannten Proteinen (Chetral, 1991; Fields & Sternglanz, 1994). Einzige
Voraussetzung fir die Anwendung dieser Methode ist das Vorhandensein codierender cDNAs,
die eine effiziente Expression der entsprechenden Genproduktearevisiaerlauben. Damit
stellte das Hefe 2-Hybrid Verfahren ein geeignetes System fur die Suche nach direkten
Interaktionspartnern von Alien/CSN2 dar und wurde fur die Durchmusterung einer embryonalen

cDNA-Bibliothek wie auch fiir die gezielte Interaktionsanalyse angewendet.

5.6 Das Durchmustern einer embryonalen cDNA-Bibliothek liefert 92 potentielle
Interaktionspartner fiir Alien/CSN2

Aufgrund der starken maternalen und zygotischen Expressicalide8CSN2Gens bot sich die
Durchmusterung einer embryonalen cDNA-Bibliothek an, die den Entwicklungszeitraum
zwischen null und sechs Stunden nach Eiablage abdeckte. Fir die Durchmusterung dieser pACT-
cDNA-Bibliothek wurde die komplettalien/CSN2cDNA (AS 1-444) durchEcoRFIRestriktion

aus Klon 327 isoliert und in den Hefe-Expressionsvektor pAS2-1 ligiert (pASR2A/CSN2,

so dafl’ ein Fusionsgen entstand, das die konstitutive Expression des Fusionsproteins GAL4-
DBD-Alien/CSN2 erlaubte (s. Abb. 5.11). Unter Verwendung des Hefestamms CG1945, der
aufgrund eines genomisch integrierten, GAL4-responsiiSB8-Reportergens, eine positive
Wachstumsselektion auf Histidin-freiem Medium erlaubt, wurde zunachst getestet, ob GAL4-
DBD-Alien/CSN2 autonom dadIS3-Reportergen aktivieren kann. Es zeigte sich, dal3 GAL4-
DBD-Alien/CSN2 in Anwesenheit der pACT2-codierten GAL4-Aktivierungsdoméane (AD) ab
einer Konzentration von 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) keine autonome
Reportergenaktivierung bewirkt.
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Zur Durchmusterung der pACT2-cDNA-Bibliothek wurde ausgehend von einer bereits mit dem
pAS2-1alien/CSN2Plasmid transformierten CG1945-Kolonie eine Hefekultur angeimpft, die
dann mit den Plasmiden der pACT2-cDNA-Bibliothek kotransformiert wurde. Insgesamt wurden
1,3 x 1C¢ Kotransformanten auf Histidin-freiem, 1 mM 3-AT-Medium und ¥31C
Kotransformanten auf Histidin-freiem, 5 mM 3-AT Medium ausplattiert. Auf diese Weise
konnten nach der ersten Selektionsrunde 81 Kolonien von den 1 mM 3-AT- und 25 Kolonien
von den 5 mM 3-AT-Platten isoliert werden, die daraufhin auf frischen Histidin-freien 1 bzw. 5
mM 3-AT-Platten ausgestrichen wurden. Von den insgesamt 92 Kolonien, die diese zweite
Selektionsrunde uberstanden, wurden Flussigkulturen in Leucin-freiem Medium angesetzt, um
eine Anreicherung der pACT2-cDNA-Bibliothek-Plasmide zu erreichen. Durch den mangelnden
Selektionsdruck auf das pAS2alien/CSN2Plasmid ging dieses wahrend des Wachstums der
Flussigkulturen allmahlich verloren. Die aus diesen Flussigkulturen gewonnene Gesamt-DNA
wurde fur die Transformation von elektrokompeteriercoli XL1-Blue-Zellen verwendet und
ermoglichte die Isolierung von insgesamt 92 unabh&ngigen pACT2-cDNA-Bibliothek-
Plasmiden, die zunachst duréhol-Restriktion verifiziert wurden.

Zur weiteren Analyse wurden die klonierten cDNAs aus den 92 pACT2-cDNA-Bibliothek-
Plasmiden unter Verwendung des Oligonukleotids "pACT2-3'AD" vom 3'-Ende her
ansequenziert und mit Hilfe des FlyBlast-Programms BLASWNW.fruitfly.org identifiziert

(s. Tab. 5.1). Die Sequenzanalyse erlaubte bereits, beinahe zwei Drittel der isolierten cDNAs als
eindeutig falsch positiv einzustufen. Dazu gehdrten in erster Linie cDNAS, die fur bekannte
Proteine codierten, aber in der falschen Orientierung in den pACT2-Vektor kloniert waren und
somit kein entsprechendes GAL4-AD-Fusionsprotein liefern konnten. Fur andere cDNA-
Fragmente konnte im gesamt@rosophilaGenom keinerlei Homologie gefunden werden. Eine
andere Fraktion der als falsch positiv eingestuften Klone codierte fir mitochondriale bzw.
ribosomale Proteine, die in einer Reihe unabhangiger Hefe 2-Hybrid Versuche mit
unterschiedlichen Koderproteinen immer wieder isoliert wurden (Auflistung klassischer falsch
positiver Beuteproteine untewww.fccc.edu/research/labs/golemi®as ubrige Drittel der
insgesamt 92 isolierten Klone stellte zunachst potentielle Alien/CSN2-Interaktionspartner dar.
Etwa die Halfte dieser cDNA-Klone zeigten Sequenzhomologien zu ESTs oder vorhergesagten
Genen, die Proteine mit bislang unbekannter Funktion codierten. Diese Klone wurden verwahrt
aber keiner weiteren Analyse unterzogen. Von den Ubrigen 15 cDNA-Klonen wurden die
interessantesten Kandidaten ausgewahlt und gezielt auf Interaktion mit Alien/CSN2 getestet (s.
Kap. 5.7).
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Klassifizierung Anzahl Bemerkungen
der isolierten Klone | der isolierten Klone
(2 =92)
ribosomale Proteine 7 \
mitochondriale Proteine 13
bekannte Proteine, aber in .
falscher Orientierung 29 >~ 61 % Falschpositive
Homologie zu genomischen
Sequenzen, aber kein ORF 4
keinerlei Homologie im
Drosophila-Genom 4 /
vorhergesagte Gene ohne 4 CG4537, CG10496, CG15877, CG15896
bekanntes EST
GHO2289, GHO9031 (x2), GH11085,
ESTs mit unbekannter 16 GMO1350, LPO6868, LD09414, LD12037,
Funktion LD12131, LD19516, LD24104, LD29292,
LD30467, LD33828, SD0O2024, SDO5496
«  Pros54 (= Rpn10) (*)
Proteasom-Untereinheiten 5 . p42A (= Rpn7) ()
+ p42B (= Rpn6) x 3 (*)
_ +  Grapes Protein Kinase (*)
Kinasen 2 . p38a MAP-Kinase (Erk2) (*)
» elF3p40, Translationsinitiationsfaktor
Proteinsynthese 2 mit MPN-Domane (*)
» eEF2b, Translationselongationsfaktor
» dTAF;250, RNA Polymerase II
Transkriptionsfaktoren 1 Untereinheit (*)
+  Protein Phosphatase 2A, Pp2A-29B(*)
*  RM 62, RNA Helicase
Andere 5

e Astray, O-Phosphoserin-
Phosphohydrolase

e Innexin 3, Strukturprotein

e OHO31, Importin

Tab. 5.1 Ergebnisse der Sequenzanalyse und Klassifizierung der cDNAs, die als vermeintlich
Alien/CSN2-interagierende Klone im Hefe 2-Hybrid Verfahren isoliert wurden. Die Identifizierung der
cDNAs erfolgte mit Hilfe des FlyBlast-Programms BLASTN (www.fruitfly.org). 61 % der Kandidaten
konnten bereits anhand der Sequenzanalyse als eindeutig falsch positiv eingestuft werden. Von den
Ubrigen potentiellen Alien/CSN2-Interaktionspartnern wurde ein Teil in weiterfiihrenden Untersuchungen
getestet (*). Drei unabhangige pACT-cDNA-Bibliothek-Plasmide codierten die Proteasom-Untereinheit
Rpn6. Nahere Erlauterungen s. Text. Abk.: EST, expressed sequence tag.
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5.7 Drei N-terminal verkirzte Varianten der Proteasom-RP-Untereinheit Rpn6

interagieren mit Alien/CSN2 in der Hefe 2-Hybrid Analyse

Zur Verifizierung der physikalischen Interaktion von Alien/CSN2 mit den isolierten
Kandidatenproteinen wurde gepruft, ob diese Interaktionen in einem weiteren, unabhéngigen
Hefe 2-Hybrid Experiment reproduziert werden konnten. Diese weiterfuhrenden Untersuchungen
wurden auf die vielversprechendsten Beuteproteine beschrankt, wobei die Auswahl dieser ndher
zu untersuchenden Kandidatenproteine nach subjektiven Kriterien erfolgte.

Dabei wurde zum einen der charakterisierten Corepressorfunktion von Alien/CSN2 wie auch der
Zugehorigkeit zum Signalosom-Komplex Rechnung getragen. Da der Mechanismus, der der
Gen-Silencing-Funktion von Alien/CSN2 unterliegt, bislang unbekannt ist, konnte unter anderem
davon ausgegangen werden, dal3 eine spezifische Wechselwirkung mit der allgemeinen
Transkriptionsmaschinerie ausschlaggebend fir die reprimierende Funktion des Alien/CSN2-
Proteins sein konnte. Aus diesem Grund wurde d,RAB, die grol3te RNA Polymerase Il
Untereinheit (Kokuboet al, 1993), als vermeintlicher Interaktionspartner favorisiert. Des
weiteren wurden die Proteasom-RP-Untereinheiten Rpn6, Rpn7 und Rpn10giHiilzP000)

und die elF3p40-Untereinheit des Translationsinitiationskomplexes (Lasko, 2000) aufgrund ihrer
PCI-Komplex-Zugehorigkeit in die engere Wahl gezogen. Bereits bekannte Interaktionen
zwischen Signalosom- und elF3-Untereinheiten (Kamgi@ll, 1998; Yahalonet al, 2001) und
Hinweise auf eine Interaktion der Proteasom-RP-Untereinheit Rpn6 mit der Signalosom-
Untereinheit CSN1 irArabidopsis(Kwok et al, 1999) liel3en vergleichbare Wechselwirkungen

der hochkonservierten Komplexe untereinander au€hrasophilavermuten.

Die ubrigen Kandidatenproteine wurden aufgrund ihrer Beteiligung an verschiedenen
Signaltransduktionsprozessen und ihres mit Alien/CSN2 Uberlappenden Expressionsmusters
ausgewahlt. Dazu gehorte zum einen die regulatorische Untereinheit der Protein Phosphatase 2A
(Pp2A-29B), die vornehmlich in proliferativen Geweben exprimiert wird und an der Regulation
des Zellzyklus beteiligt ist (Mayer-Jaekel & Hemmings, 1995). Als zwei weitere
vielversprechende Kandidatenproteine wurden die Proteinkinasen p38a und Grapes ausgesucht.
Wahrend Grapes unter anderem als maternale Komponente die Kernteilungszyklen im
syncytialen Blastodermstadium reguliert (Fogatyal., 1994), wirkt die MAP-Kinase p38a in
verschiedenen Signalkaskaden mit, so z. B. bei der Determinierung von Zellschicksalen in
Imaginalscheiben, bei der Festlegung von Zellpolaritaten wahrend der Oogenese und im Zuge
der Immunantwort (Ubersicht in Martin-Blanco, 2000).

Um die direkte Interaktion von Alien/CSN2 mit den genannten Genprodukten bestatigen zu

konnen, wurde das Koderplasmid pAS2dien/CSN2mit den einzelnen pACT-Beuteplasmiden
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in den Hefestamm SFY526 kotransformiert, der tUber ein genomisch integriaci®s
Reportergen verfiigt. Zur Kontrolle wurde jedes Beuteplasmid mit dem leeren pAS2-1-Plasmid
kotransformiert. Ausgehend von mindestens sechs unabhéngigen Kotransformanten wurde
jeweils die relativgs-Galaktosidaseaktivitat in Flussigkultur bestimmt.

Auf diese Weise wurde ausschlief3lich in Kotransformanten, die das pAS@i1CSN2
Koderplasmid und eines der drei Rpn6-codierenden pACT-Beuteplasmide enthielten, eine
signifikante B-Galaktosidaseaktivitagemessen, die aul3erdem auch im X-Gal-Overlay-Assay
bestatigt werden konnte (Abb. 5.10). Fur die tGbrigen getesteten Genprodukte konnte hingegen
keine spezifischelacZ-Reportergenexpression nachgewiesen werden. Zwar zeigten
Kotransformanten, die das pAS2alien/CSN2K6derplasmid und das pACHPp2A-29B bzw.

das pACTdTAF,250-Beuteplasmid enthielten, eine messhii@alaktosidaseaktivitat, welche

aber im Vergleich zu den entsprechenden Negativkontrollen nicht signifikant erhéht war und
demnach auf eine autonome Reportergenaktivierung zurickgefuhrt werden muf3te.

Die vollstandige Sequenzanalyse der drei pARnGBeuteplasmide, die urspringlich als
Klone 1-3, 1-6 und 1-8 isoliert worden waren, zeigte, dald es sich um drei partielle cDNAs
handelte. Im Vergleich zu der vollstandigepn6cDNA (LD18931, BDGP) waren die drei
isoliertenRpn6cDNA-Fragmente im 3'-Bereich vollig identisch, im 5'-Bereich jedoch verkurzt.
Wahrend die vollstandigBpn6cDNA eine Folge von 422 Aminosauren codiert, war in den
isolierten pACTRpn6Klonen der codierende Bereich flir die N-terminalen Aminosauren 1 bis
84 (Klon 1-3), 1-100 (Klon 1-6) bzw. 1-82 (Klon 1-8) deletiert (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10 Alien/CSN2 interagiert in der Hefe 2-Hybrid Analyse mit verschiedenen N-terminal
verkiirzten Rpn6-Varianten. (A) Schematische Darstellung der drei Rpn6-cDNAs, die im Zuge des Hefe
2-Hybrid Screens als Alien/CSN2-Interaktionspartner isoliert wurden. Im Vergleich zur vollstdndigen
Rpn6-cDNA (LD18931), die sich aus 208 bp 5'UTR, einem 1269 bp ORF und 339 bp 3'UTR
zusammensetzt, enthalten die drei pACT-Beuteplasmide Klon 1-3, 1-6 und 1-8 jeweils ein 5'-deletiertes
Rpn6-cDNA-Fragment. Die von den einzelnen Fragmenten codierten Aminosauren sind angegeben, und
der die PCIl-Domane codierende Bereich ist schraffiert. (B) Die Koexpression von GAL4-DBD-Alien/CSN2
und den drei unvollstdndigen GAL4-AD-Rpn6-Varianten in der Hefe bewirkt im Vergleich zu den
Negativkontrollen eine signifikante lacZ-Reportergenaktivierung (p<0,01), die als B-Galaktosidaseaktivitat
(U) quantifiziert wurde. In den Negativkontrollen wurde jeweils der entsprechende leere Vektor (-)
kotransformiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. (C) Die X-Gal-Overlay-Analyse
von jeweils sechs unabhangigen Kotransformanten veranschaulicht die bereits in (B) quantifizierte -
Galaktosidaseaktivitat bei Koexpression von GAL4-DBD-Alien/CSN2 und einer der drei verkirzten GAL4-
AD-Rpn6-Varianten.
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5.8 Die PCl-Domane des Rpn6-Proteins tragt maBgeblich zur Alien/CSN2-

Interaktion bei

Zur weiteren Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen Alien/CSN2 und Rpn6 wurde
zunachst geprift, ob auch das vollstandige Rpn6-Protein (AS 1-422) in der Hefe 2-Hybrid
Analyse mit Alien/CSN2 interagiert. Dazu wurde unter Verwendung des genspezifischen,
modifizierten Oligonukleotids "Rpn6Del. ATG+EcoRI", des vektorspezifischen Oligonukleotids
"T7" und der vollstandigeRpn6cDNA (LD18931) als Matrize, der komplette ORF und die
3'UTR amplifiziert, wobei das Startcodon ATG durch GTG und somit Methionin durch Valin
ersetzt wurde. Dieses Fragment wurde zunachst in pCR-Blunt vorkloniert ("pCR-Blunt-
Rpn6Del.ATG") und schliel3lich nadbcoRI/XhotRestriktion in den Vektor pACT2 ligiert, so

dall einGAL4-AD-RpnéFusionsgen entstand ("pACT2sn6). Die Kotransformation dieses
Konstrukts mit pAS2-Jalien/CSN2in SFY526-Hefezellen zeigte, dald auch das vollstandige
Rpn6-Protein mit Alien/CSN2 in der Hefe 2-Hybrid Analyse interagiert (Abb. 5.11).

Aufgrund der im Zuge des Hefe 2-Hybrid Screens isolierten N-terminal deletierten Rpn6-
Varianten war zu vermuten, dal3 vornehmlich die C-terminale Hélfte von Rpn6 zur Interaktion
mit Alien/CSN2 beitragt. Der C-Terminus von Rpn6 wie auch von Alien/CSN2 ist insbesondere
durch das Vorhandensein einer PCI-Domane charakterisiert (siehe auch Kap. 5.11). Fir einige
Proteasom-RP- und Signalosom-Untereinheiten konnte bereits gezeigt werden, daf die PCI-
Domaéne fur die Inkorporierung der jeweiligen Untereinheit in den RP- bzw. in den Signalosom-
Komplex verantwortlich ist (Fet al, 2001; Tsuget al, 2001).

Zur Klarung der Frage, inwiefern die PCI-Domanen von Rpn6 und Alien/CSN2 deren
gegenseitige physikalische Interaktion beeinflussen, wurden die PCI-Domé&nen déiEg#jt (

und diese verkurzten Proteine in der Hefe 2-Hybrid Analyse eingesetzt. Zur Expression eines
GAL4-AD-Rpn@APCI-Proteins wurde unter Verwendung der genspezifischen Oligonukleotide
"Rpn6Del. ATG+EcoRI" (s.0.) und "Del.PCI-Rpn6" und der vollstandidepn6cDNA
(LD18931) als Matrize ein Fragment amplifiziert, das fur die Aminoséuren 2-323 codierte. Nach
der Vorklonierung in pCR-Blunt wurde das Fragment nkcloRI/XhotRestriktion in den
Vektor pACT2 ligiert, so dal} eiisAL4-AD-Rpn@APCI-Fusionsgen entstand ("pACT2-
Rpn@&PCI"). Parallel wurde ein entsprechenagien/CSN2PCI-Fragment durch Einsatz des
genspezifischen Oligonukleotids "Del.PCl-alien”, des vektorspezifischen Oligonukleotids "T7"
und der kompletteralien/CSN2cDNA (Klon 327) als Template hergestellt. Nach der
Vorklonierung in pCR-Blunt wurde das Fragment nEcoRIRestriktion in den Vektor pAS2-1
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ligiert, so dal3 ein GAL4-DBD-Alien/CSNPCI-Fusionsprotein exprimiert werden konnte, das

die Aminosauren 1-347 von Alien/CSN2 enthielt (Abb. 5.11).

Alien/CSN2APCI und RpnBPCI wurden miteinander bzw. zusammen mit dem jeweils
korrespondierenden vollstandigen Partnerprotein in SFY526-Hefezellen exprimiert (Abb. 5.11).
Durch den Vergleich def-Galaktosidaseaktivitat wird deutlich, dal’3 die Deletion der PCI-
Domane von Rpn6 einen volligen Verlust der Interaktion mit Alien/CSN2 bewirkt. Daraus kann
geschlossen werden, dal3 der die PCI-Doméane einschlielende C-Terminus von Rpn6 essentiell
ist fur die Interaktion mit Alien/CSN2.

Das reziproke Experiment mit Alien/CSNRCI konnte hingegen keine eindeutigen Hinweise

auf die Funktionalitat der PCI-Doméne von Alien/CSN2 liefern, da die Expression von GAL4-
DBD-Alien/CSN2APCI eine starke, autonome Reportergenaktivierung bewirkte. Zwar ist die
mittlere 3-Galaktosidaseaktivitdt in Kotransformanten, die Rpn6 und Alien/@$C2
koexprimieren, gegeniber der Alien/CSNCI-Negativkontrolle nur unwesentlich erhéht, so

daflR der Schluf3 nahe liegt, daR auch in diesem Fall keine signifikante Interaktion mehr
stattfindet. Dennoch sollte diese Beobachtung eher als vorlaufiges Indiz denn als deutliches
Resultat beurteilt werden, da, wie die starken Standardabweichungen zeigefy, die
Galaktosidaseaktivitat in Alien/CSKPCI-Transformanten durchgehend starken Schwankungen
unterlag. Die Frage nach der Relevanz der PCI-Doméane von Alien/CSN2 fur die physikalische

Interaktion mit Rpn6 kann demnach nicht zweifelsfrei beantwortet werden.
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Abb. 5.11 Die PCI-Domadne von Rpn6 bewirkt die Interaktion mit Alien/CSN2 in der Hefe 2-Hybrid
Analyse. (A) Schematische Darstellung der Hefe 2-Hybrid-Expressionskonstrukte, die fir die kompletten
und die deletierten Alien/CSN2- bzw. Rpn6-Proteine codieren. Angegeben sind die codierten
Aminosauren, die PCI-Domanen sind schraffiert. (B) Koexpression der Alien/CSN2- und Rpn6-Proteine in
SFY526-Hefezellen. Die Deletion der PCI-Domane von Rpn6 bewirkt den Verlust der Interaktion mit
Alien/CSN2. Die Expression von Alien/CSN2APCI verursacht eine variable, autonome JacZ-
Reportergenexpression. In den Negativkontrollen wurde jedes Protein in Anwesenheit des
entsprechenden leeren Partnervektors exprimiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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5.9 in vitro-exprimiertes Rpn6 bzw. Rpn6APCI bindet an ein GST-Alien/CSN2- bzw.
GST-Alien/CSN2APCI-Fusionsprotein

Um die physikalische Assoziation von Alien/CSN2 und Rpn6 in einem weiteren, unabhangigen
experimentellen Ansatz zu bestatigen, wurde Glutathion-Sepharose-gekoppeltes GST-
Alien/CSN2 bzw. GST-Alien/CSNXPCI mit in vitro-exprimiertem, radioaktiv markiertem
Rpn6 bzw. RpnBPCI inkubiert. Fur die bakterielle Expression der GST-Alien/CSN2-
Fusionsproteine wurde zum einen die vollstandigen/CSN2cDNA aus Klon 327 und zum
anderen daalien/CSN2PCI-Fragment aus pCR-Blunt na&ltoRIRestriktion in den pGEX-1-
Vektor ligiert, so daf} eiGST-alien/CSN2bzw. einGST-alien/CSNAPCI-Fusionsgen entstand.

Zur Expression von Rpn6 und R@®Cl im Retikulocyten-Lysat wurden das Plasmid LD18931
(pBluescript) und das FragmeRpn&PCI (pCR-Blunt) als Matrizen eingesetzt.

Nach Normalisierung der GST-Fusionsproteine und des unfusionierten GST-Proteins durch
SDS-PAGE wurden die Proteine in gleichen Mengen an Glutathion-Sepharose-Kugelchen
gebunden und mit jeweils|d in vitro-Translat inkubiert. Die Reaktionsansatze wurden in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und die radioaktiv markierten Rpn6-Proteine autoradiographisch
nachgewiesen (Abb. 5.12).

Anhand der Autoradiographie wird deutlich, davitro-exprimiertes Rpn6 und RpABCI
gleichermalien an GST-Alien/CSN2 und aulRerdem an GST-Alien/88BI2binden. Da freies

GST Rpn6 uberhaupt nicht bindet, kann gefolgert werden, dal3 Alien/CSN2 und
Alien/CSN2APCI spezifisch mit Rpn6 interagieren. Neben der Bande bei etwa 47 kDa, die
hinsichtlich der Molekulargré3e dem Signal der Input-Spur entspricht, erscheint des weiteren
eine Zusatzbande bei ca. 36 kDa. Da dieses Signal weder in der Input-Spur noch nach Inkubation
mit freiem GST auftaucht, handelt es sich dabei offensichtlich um ein spezifisches
Reaktionsprodukt, das moglicherweise durch die Alien/CSN2-Rpn6-Interaktion entsteht.
Rpn@&PCI, das im Retikulocytenlysat wesentlich effizienter exprimiert wurde als Rpn6, weist
hingegen eine schwache Affinitat zu GST auf. Im quantitativen Vergleich zu den betrachtlichen
Rpn@&PCI-Proteinmengen, die von den GST-Alien/CSN2-Proteinen gebunden werden, erweist
sich dieser Anteil allerdings als unbedeutend. Daher muf3 auch furAR@h6estgestellt
werden, dal3 trotz Deletion der PCI-Domane eine spezifische Interaktion mit Alien/CSN2 und
Alien/CSN2APCI stattfindet. Vergleicht man die Mengen von gebundenem Protein miit der
vitro-Translat-Referenz in der Input-Spur, scheint Rjgp6I sogar effizienter an GST-
Alien/CSN2 und GST-Alien/CSNEPCI zu binden als Rpn6.
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Diesen GST-Pulldown-Experimenten zufolge interagieren Alien/CSN2 und Rpn6 spezifisch
miteinander, womit die wechselseitige Affinitat der beiden Proteine, die bereits in der Hefe 2-
Hybrid Analyse detektiert wurde, bestéatigt werden konnte. Allerdings lieferte dieser
experimentelle Ansatz keine weiteren Hinweise auf eine Notwendigkeit der PCI-Domé&nen.
Wahrend insbesondere Rpn6 nach Deletion der PCI-Domane in der Hefe 2-Hybrid Analyse
keine Interaktion mehr mit Alien/CSN2 zeigt, ist die PCl-Doméne fir die Assoziation im GST-

Pulldown-Experiment durchaus entbehrlich.

GST- GST-
kDa GST- Alien GST- Alien
Input GST Alien APCI Input GST Alien APCI

61 —
49 — <4— Rpné

36 — — TEeaE» <— Rpn6APCI

35S-Rpn6 358-Rpn6APCI

Abb. 5.12 in vitro-exprimiertes Rpn6 und Alien/CSN2 interagieren im GST-Pulldown-Experiment
unabhangig von den PCI-Domanen. Autoradiographie zum Nachweis der 5S-markierten Rpn6- bzw.
RpnB6APCI-Proteine. GST-Alien/CSN2 und GST-Alien/CSN2APCI (Abk. Alien) binden Rpn6 und
RpnBAPCI spezifisch, freies GST-Protein hingegen nicht. In der Input-Spur wurde jeweils 1/10 VT des in
vitro-Translationsansatz-Volumens, das fir die Inkubation eingesetzt wurde, aufgetrennt.
GréRenstandard: Benchmark Prestained Protein Ladder (Gibco). Nahere Erlduterungen s. Text.

5.10 Die Hefe 2-Hybrid Analyse liefert keine Hinweise auf eine Interaktion von
Alien/CSN2 mit aFtz-F1, BFtz-F1 oder Drosophila p53

Um weitere Anhaltspunkte fur die Beteiligung von Alien/CSN2 an entwicklungsbiologisch
relevanten Prozessen zu gewinnen, wurden drei Kandidatenproteine, néftliel1, BFtz-F1

und Dmp53 getestet, fur die aus verschiedenen Grinden eine Interaktion mit Alien/CSN2
postuliert werden konnte.

DasDrosophila Ftz-F1-Gen codiert die zwei IsoformemFtz-F1 undBFtz-F1, die beide zur
Superfamilie der Kernhormonrezeptoren gehéren. Wahm&itekF1 vornehmlich maternal und

frih embryonal exprimiert wird und als Cofaktor von Fushi tarazu (Ftz) eine Rolle bei der
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Segmentierung spielt, wirFtz-F1 erst gegen Ende der Embryogenese und wahrend der
Metamorphose exprimiert, wobei es an der Regulation der Ecdyson-induzierten Genkaskade
beteiligt ist (Yuet al, 1997; Broadugt al, 1999). Im Zuge der funktionellen Charakterisierung
von Alien als Corepressor mit Spezifitat fir verschiedene Kernhormonrezeptoren konnten
Dresselet al. (1999) in einem GST-Pulldown-Experiment zeigen, dal3 ein -BI&h-
Fusionsproteirin vitro-exprimiertesaFtz-F1 bindet. Da zum damaligen Zeitpunkt nur eine
partielle alien/CSN2cDNA zur Verfigung stand, die ein C-terminal verkirztes Alien/CSN2-
Protein (AS 1-360) codierte, sollte die Interaktion wdftz-F1 und Uberdies vopFtz-F1 nun

mit dem vollstdndigen Alien/CSN2-Protein in der Hefe 2-Hybrid Analyse bestatigt werden.
Dazu wurdenaFtz-F1 bzw. BFtz-F1 als GAL4-AD-Fusionsproteine mit GAL4-DBD-
Alien/CSN2 in SFY526-Hefezellen koexprimiert und dieGalaktosidaseaktivitat der
Kotransformanten bestimmt. Weder fifftz-F1 noch fuFtz-F1 konnte jedoch eine Interaktion

mit Alien/CSN2 in der Hefe 2-Hybrid Analyse nachgewiesen werden.

Die Vermutung, daf3 Alien/CSN2 niitrosophilap53 (Dmp53) interagieren konnte, stitzte sich
auf die Beobachtungen von Bech-Otsattial. (2001), denen zufolge der humane Signalosom-
Komplex p53 bindet und spezifisch phosphoryliert. Diese Signalosom-abhangige
Phosphorylierung von p53 bewirkt, dal p53 einem raschen Abbau durch das Ubiquitin-
Proteasom-System zugefuhrt wird und reprasentiert somit eine wichtige Alternative zum
MDM2-abhéngigen p53-Degradationsmechanismus. Zwar wurde in Far-Western Blot-
Experimenten CSN5/Jabl als diejenige Signalosom-Untereinheit identifiziert, die die grofite
Affinitat zu p53 zeigt, dennoch ist ebenso, wenn auch mit geringerer Intensitat, eine Bindung
von p53 an CSN2 zu erkennen (Fig. 3A in Bech-Otsethad, 2001).

Dmp53 ist im Vergleich zu p53 aus Vertebraten strukturell und auch funktionell hochkonserviert
(Brodskyet al, 2000; Jiret al, 2000; Ollmanret al, 2000). Der augenscheinlichste strukturelle
Unterschied ist innerhalb der in Vertebraten p53-Proteinen hochkonservierten MDM2
interagierenden Region zu finden. Da im gesanmiessophilaGenom bislang kein MDM2-
Homolog identifiziert werden konnte, muf3 davon ausgegangen werden, @®saphila
bevorzugt andere Mechanismen fur die Regulation der Proteinstabilitdt von Dmp53
verantwortlich sind, so z. B. die Signalosom-abhéangige Phosphorylierung.

Auf der Grundlage der genannten Erkenntnisse wurde gepruft, ob Dmp53 mit Alien/CSN2
physikalisch interagiert. Zunachst wurde getesteinobtro-exprimiertes Dmp53 an ein GST-
Alien/CSN2-Fusionsprotein bindet. Dazu wurde das Dmp53-Protein ausgehend von der
vollstandigen cDNA in pRc/CMV und unter Verwendung der T7-Polymerase im
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Retikulocytenlysat exprimiert und radioaktiv markiert und schlie3lich mit Glutathion-Sepharose
immobilisiertem GST-Alien/CSN2 inkubiert. Die Autoradiographie zum Nachweis®*@®n
markiertem Dmp53 zeigt, da? Dmp53 spezifisch an Alien/CSN2 bindet (Abb. 5.13).

GST-
kDa Input GST Alien

49 -
36 — W  <€— *S-Dmp53

Abb. 5.13 in vitro-exprimiertes Dm§)53 bindet an Alien/CSN2 im GST-Pulldown-Experiment.
Autoradiographie zum Nachweis des °S-markierten Dmp53-Proteins. GST-Alien/CSN2 (Abk. Alien)
bindet Dmp53 spezifisch, freies GST-Protein hingegen nicht. In der Input-Spur wurde 1/10 VT des in
vitro-Translationsansatz-Volumens, das fir die Inkubation eingesetzt wurde, aufgetrennt.
GroRenstandard: Benchmark Prestained Protein Ladder (Gibco).

Mit dem Ziel diese Wechselwirkung in der Hefe 2-Hybrid Analyse zu bestatigen, wurde die
vollstandige Dmp53cDNA mit den modifizierten, genspezifischen Oligonukleotiden
"5'p53Del. ATG" und "3'p53art.Xhol" amplifiziert, in pCR-Blunt vorkloniert und nach
EcoRI/XholRestriktion in pACT?2 ligiert. Die Koexpression von GAL4-AD-Dmp53 und GAL4-
DBD-Alien/CSN2 in SFY526-Hefezellen verursachte jedoch keine mesgb@edaktosidase-
Reporteraktivitat, so dal3 die im GST-Pulldown-Experiment gezeigte Dmp53-Alien/CSN2-
Interaktion in der Hefe 2-Hybrid-Analyse nicht reproduziert werden konnte.
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lll. Molekulare und funktionelle Analyse der 19S RP Proteasom-

Untereinheit Rpn6

Die Identifikation der Proteasom-Untereinheit Rpn6 als Interaktionspartner von Alien/CSN2
warf die Frage nach der entwicklungsbiologischen RelevanzRgas6Gens auf. Unter
Berucksichtigung der Tatsache, dal3 bislang keine der acht Untereinheiten des Deckelkomplexes
des 19S regulatorischen Proteasompartikels unter diesem Gesichtspunkt analysiert wurde, konnte
erwartet werden, dafd die Analyse Rgmn6Expressionsmusters und die Charakterisierung einer
Rpn6spezifischen P-Element-Insertionsmutante grundlegende Hinweise auf die Funktion des
Deckelkomplexes wéahrend der Entwicklung \@rosophilaliefern wirde.

5.11 Die 19S RP-Deckelkomplex-Untereinheit Rpn6 ist evolutionar

hochkonserviert und ahnelt der Signalosom-Untereinheit Alien/CSN2

Das Rpn6-Protein, das auch unter dem Namen p42B bekannt ist, wurde in biochemischen
Untersuchungen als integrale Komponente des Deckelkomplexes des 19S regulatorischen
Proteasompartikels iBrosophilaidentifiziert (Haracska & Udvardy, 1996; Holket al, 2000).

Die von der embryonaleRpn6cDNA LD18931 codierte Folge von 422 Aminosauren ist
identisch zur p42B-Proteinsequenz (H@gzhl, 2000).

Um eine Aussage Uber die evolutionédre Konservierung des Rpn6-Proteins treffen zu kdnnen,
wurde die vollstandige Rpn6-Proteinsequenz zur Suche nach homologen Proteinen in der
GenBank-Datenbank verwend&ivww.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTDie Abfrage mit Hilfe des
Suchprogramms BLASTP lieferte mehrere Proteine aus verschiedenen Organismen, die
signifikante Sequenzahnlichkeiten ZDrosophila Rpn6 aufwiesen. Der multiple
Sequenzabgleich mittels des Alignment-Programms ClustalX zeigt, dal alle getesteten Proteine
uber ihre gesamte Lange groRe Ahnlichkeiten aufweisen (Abb 5.14 A). Dabei wird deutlich, daR
DrosophilaRpn6 der humanen 26S Proteasom-Untereinheit p44.5 mit 67 % Sequenzidentitat am
nachsten steht (Saigét al, 1997). Weitere Proteine, wie das vorhergesagte Protein F57B9.10 aus
C. elegans(GenBank Nr. NP498517) mit 53 % Sequenzidentitdt und die 19S Proteasom-
Untereinheit 9 (AtS9) aulrabidopsismit 50 % Sequenzidentitat (Kwakt al, 1999), zeigen
ebenfalls einen hohen Grad an Ubereinstimmund@msophila Rpn6. Auch Hefe-Proteine,
namlich das vorhergesagte Protein T50185 Swupombanit 53 % Sequenzidentitat und das
Rpn6-Protein au$. cerevisiaanit 44 % Sequenzidentitat (Saib al, 1997; Glickmaret al,

1998b), zeichnen sich durch eine beachtliche AhnlichkeiDnaisophilaRpn6 aus.
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Fur alle der genannten Proteine wurde durch Abfrage der Protein-Datenbank Pfam im C-
terminalen Bereich eine PCI-Doméne vorhergesagt, die jeweils ca. 80 Aminosauren umfal3t
(Pfam database of protein domains and HNIMew.pfam.wustl.edBatemaret al, 1999). Im
multiplen Sequenzvergleich werden die PCI-Domé&nen der verschiedenen Rpn6-Proteine absolut
deckungsgleich gruppiert, wobei in allen Fallen ein konservierter Histidin-Rest den N-terminalen
und ein konservierter Leucin-Rest den C-terminalen Abschluf3 der PCI-Doméne markiert.
AulRerdem wurde mit Hilfe des FlyBlast-Programms BLASTP das gesamte verfugbare
DrosophilaProteom nacibrosophilaRpn6-ahnlichen Proteinen durchmustert. Dabei stellte sich
heraus, daR Alien/CSN2 die signifikanteste Ubereinstimmung mit Rpn6 aufweist. Wahrend die
Sequenzahnlichkeiten anderer Proteasom-RP- und Signalosom-Untereinheiten, die im
Suchergebnis erschienen, auf die PCI-Doméne beschrénkt bleiben, zeigen Alien/CSN2 und Rpn6
eine 20%ige Sequenzidentitat Gber die gesamte Lange der beiden Proteine (Abb. 5.14 B). In
diesem Zusammenhang gewinnt die diskutierte Hypothese, dal’ der Proteasom-RP-Deckel- und
der Signalosom-Komplex von einem gemeinsamen Vorlaufer-Komplex abstammen, an
Plausibilitat. Aufgrund der relativ hohen SequenzibereinstimmungeBrnomophilaRpn6 und

Alien/CSN2 kénnen die beiden Proteine durchaus als Paraloge klassifiziert werden.
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Dm-Rpn6é e MAGA TLFERACALSSVNREEQDSS LLNKLVRDQEG- -- - - - AENDEERIRIKECCGILQQ 53
Hs-p44.5 e MAAAAVVE FQRAQS LLS TCREASIDI LHS IVKRD I Q - ----ENDEEAVQVKECSILEL 53
Ce-F57B9.10 1 MRE TSSRED TNN|I GKAPEMSGC T1IMD TMTS LPHCNDQNV | RHLTNLVKSPAS - - - - - - - - - - GDLCD IKKKELCS IME L 67
At-S9 L MVSYRATTETISILALEANSSEAI TI LYQVLEDPSS - - -- - - - - - - SPEAIRIKEQAITNL 50
Sp-T50185 e MSSKSS - LELANNAVKSND IEKAIDLYKEV LNK- - - - - -- - - GVSKDEKVANEQEQALTNL 51
Sc-Rpn6 1 - - e s e e - - e- - - - MS LPGSKLEEARRLVNEKQYNEAEQVY LS LLDKDSSQSSAAACASVDDKRRNEQE TSILEL 61
Dm-Rpné 54 GELYKQEGKAKE LADLIKVTRPFLSS|ISKAKAAKLVRSLVDN FLDMDAGTG-|EVQLCKDC IEWAKCEKRTFLRQSL 129
Hs-p44.5 54 GSLLAKTGCAAELGCLLKYVRPFINS|ISKAKAARLVRSLLDLFLDMEAATG-CEVELCLEC IEWAKSEKRTFLRQAL 129
Ce-F57B9.10 68 GNI|I LAQNKQTEELRNNIEQTRP FLVS LCKAKAAKLVRDLVDLCLK I DDQDGD I KVGLVKEC IQWATEQNRTFLRQTL 144
At-S9 51 CDRLITIEEKRCEDLRKLLTKLRPFFSLIPKAKTAKIVRRI IDAVAKIPCITD-LCITLCKEMVEWIRAEKRTEFLRQRV 126
Sp-T50185 52 SDLYVRENRHNDLACLVQQSRP LMANFSKAKSAKIVRTLIDKFSGEKKSLP-LCIEVANDC IKWAIKEKRTFLRQAL 127
Sc-Rpn6 62 GQLYVTMGAKDKLREFIPHS TEYMMQFAKSKTVKVLKTLIEKFEQVPDSLD-DCIFVCEKS IEFAKREKRV FLKHS L 137
Dm-Rpn6 130 EARLIALYFCTALY TEALALGACLLRELKKLDDKNLLVEVCLLESKTYHALSNLPKARAALTSARTTANAIYCPPKV 206
Hs-p44.5 130 EARLVSLYFCTKRYCEALHLGSCLLRELKKMDDKALLVEVCLLESKTYHALSNLPKARAALTSARTTANAIYCPPKL 206
Ce-F57B9.10 145 TARLVRLYNDLQRY 1CALPLAACLIRELKKVDDKEV LVEVELEESKAYYNLSNIGRARASLITGARTTANAIYVNPRM 221
At-S9 127 EARLAALLNMNENKEYVEALALLSTLVKEVRRLDDKLLLVDIDLLESKLHFSLRNLPKAKAALTAARTAANAIYVPPAQ 203
Sp-T50185 128 ETKLISLYYDNSSY ICAINLINTLLSELKRMDDKNLLTEVHLLESKVYHAIRNIPKARASLTAAK ISANAVYCPPML 204
Sc-Rpn6 138 SIKLATLHYQKKQYKDSLALINDLLREFKKLDDKPS LVDVHLLESKVYHKLRNLAKSKASLTAARTAANSIYCPTQT 214
Dm-Rpn6 207 QGALDLQSCI LHAACERDFKTAFSY FYEAFEGFDSVDS - ---VKALTSLKYMLLCKIMLCQSDDVN--QLVSCGKLAI 277
Hs-p44.5 207 QA T1LDMQSCI| IHAAEEKDWK TAYSY FYEAFEGYDSIDS----PKAI TSLKYMLLCKIMLNTPEDVQ--ALVSCGKLAL 277
Ce-F57B9.10 222 QAALDLQSCI LHAACEK FKTAFSYFYEAFEGYDSVDEK---VSALTALKYMLLCKVMLDLPDEVN--SLLSAKLAL 293
At-S9 204 QGT1IDLQSCI LHAE-EKDYKTGYSY FFEAFES FNALGD- - - -PRAVFSLKYMLLCKIMVSQADDVAGNNLLKG-- -W 272
Sp-T50185 205 QGNLDLQSC I LHAD-DVD FKTAYSY FYEAYEGFTS LDDD - - -KKALSSLKYMLLSQIMLNSVSEVK--SLLITICGKHAI 275
Sc-Rpn6 215 VAELDLMSC | LHCE -CKDYKTAFSY FFESFESYHNLTTHNSYEKACQV LKYMLLSKIMLNLIDDVK--NI LNAKY TK 288

\
Dm-Rpné 278 T-YSGRDICAMKSVAEASHKRS LADFQAALKEYKKE LAEDVIVQAHLCTLYDTVLEQNLCR IITEPYSRVQVAHVAES 353
Hs-p44.5 278 R-YAGRQTEALKCVACASKNRS LADFEKA LTDYRAE LRDDP I ISTHLAKLYDNLLEQNLIRVIEPFSRVQIEHISSL 353
Ce-F57B9.10 294 K-YNGSDLCAMKA | AAAAQKRS LKD FQVA FGS FPCE LQMDPVVRKHFHS LSERNLEKDLCR IIEPYS FVQIEHVAQQ 369
At-S9 273 T- TVGPDLCAMKAVALCAHSKRS LKLFENALRDYKAQ LEDDPIVHRHLSSLYDTLLEQNLCR LIEPFSRVEIAHIAEL 348
Sp-T50185 276 R-YAGRDIEAMRAIACAHENRS LADFEKA LODYKPE LASDP | IRSHLSSLYDNLLEQNLLRVVEP FSRVEVSHIAEL 351
Sc-Rpn6 289 ETYCSRGIDAMKAVAEAYNNRSLLDFNTALKQYEKE LMGDELTRSHFNALYDTLLESNLCK |IIEPFECVEISHISKL 365
Dm-Rpné 354 IQLPMPQVEKK LSQN | LDKKFSCILDQCEGV LIV FEETPVDKI1YERVLETIQSNGKVVDTLYQ-KAKKLS 422
Hs-p44.5 354 I KLSKADVERK LSQN | LDKKFHCILDQCEGV LI | FDEPPVDKI1YEAALETIQNNSKVVDSLYN-KAKKLT 422
Ce-F57B9.10 370 | GIDRSKVEKK LSQN | LDQKLSGS LDQCEGMLIV FE IAVPDEAYQTALDTIHANGEVVDALYS-NASKIN 438
At-S9 349 | GLP LDHVEKK LSQN | LDKKFAGTLDQGAGC LI | FEDPKADAIYSATLETIANNGKVVDS LYV -PVCQNHVPEK 421
Sp-T50185 352 I GLS TVQVECK LSQN | LDK | FYCILDQGSGCLIVYDEPQCDK IYEAALEVIKNNGTVVDLLIENKASALL 421
Sc-Rpn6 366 | GLD TQQVECK LSQN | LDK | FYCVLDQCGNGWLYVYE TPNCDA 1TYDSA LELVGQLNKVVDCLFE-KASV LY 434
A
Dm-Rpné 1 MAGATLFERAQALSSVNREEQDSS LLNKLVRDQEGAENDEERIR IKEQCGC | LQQGCELYKQEGKAKE LADL | 70
Dm-CSN2 1 MSDNDDD FMCDDDEDYGLEYSEDSNSEPDVEC LENQYYNSKALKEEEPKAALAS FQKV LDLENGEKGEWGC FKA LKQM | 7
Dm-Rpn6 71 KVTR------- - - oo o - PFLSS|SKAKAAKLVRS LVDMFLDMDAGTG- - - IEVQLCKDCIEWAKQEKR TFLRQS LEA 131
Dm-CSN2 78 KINFRLCNYDEMMVRYKGCLLTY|KSAV TRNHSEKS INSILDYI|ISTSKNMALLQNFYE TTLDALRDAKNDRLWFKIN T 154
Dm-Rpn6 132 RLIALYFDTALY IEALALGAQLLRELKKLDCKN-- - - - - LLVEVQLLESK TYHA LSN LPKARAALTSARTTANAIYC 202
Dm-CSN2 155 K LGKILY FDRSD F 1K LQK/l LKQLHQSCQTDDCEDD LKKGTQLLE IYALE | QMY TVQKNNKK LKALYEQS LHIKSAIPH 231
Dm-Rpn6 203 PPKVCGA LDLCSGILHAACERDFK TA FSY FYEAFEGFDSVDSVKALTSLKYMLLCKIMLGCSDDVNQLVSGKLAI TY 279
Dm-CSN2 232 P -LINGV IRECEGGKMHLR -EGE FEKAH TDFFEA FKNYDESGSPRR TTCLKY LVLANMLMKSG- -1 NP FDSQEAKPYK 304
Dm-Rpn6é 280 SGRDICAMKSVAEASHKRS LAD FQAA LKEYKKE LAEDV IVQAHLGTLYD TM LEQNLCRI IEPYSRVQVAHVAES IQ L 356
Dm-CSN2 305 NDPEI| LAMTNLVNSYQNND INEFETI LRQHRSNIMADQFIREHIEDLLRNIRTQVLIKLIRPYKNIAIPFIANALN | 381
Dm-Rpn6é 357 PMPQVEKKLSCNI| LDKK FSGI LDQGEGV LIV FEETPVDKTYERVLE TIQSMGKVVD T TLYQKAKKLS 422
Dm-CSN2 382 EPAEVES LLVSCI| LDDTIKGRIDQVNQV LCLDKINSSASRYNALEKWSNQIQSLQFAVVQKMA 444

Abb. 5.14 Rpn6 ist evolutionar hochkonserviert und weist Sequenzdhnlichkeiten zu Alien/CSN2
auf. (A) Multipler Sequenzvergleich verschiedener Rpn6-Proteine mit Hilfe des Alignment-Programms
ClustalX (Thompson et al., 1997). Identische und dhnliche Aminosaurereste wurden anhand des SeqVu
1.0.1 Programms (Garvan Institute for Medical Research, Sydney, Australien) unter Verwendung der
Kyte-Doolittle-Parameter ermittelt und sind grau unterlegt. Die kongruenten PCI-Domanen, die N-terminal
von einem konservierten Histidin- und C-terminal von einem konservierten Leucin-Rest flankiert werden,
(Pfeilspitzen) sind unterstrichen. Drosophila melanogaster (Dm), Homo sapiens (Hs), Caenorhabditis
elegans (Ce), Arabidopsis thaliana (At), Schizosaccharomyces pombe (Sp), Saccharomyces cerevisiae
(Sc). (B) Sequenzvergleich von Drosophila Rpn6 und Drosophila Alien/CSN2 unter Zuhilfenahme der
gleichen Parameter wie in (A). Identische und ahnliche Aminosaurereste sind grau unterlegt, die
deckungsgleichen PCI-Domanen sind unterstrichen.
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5.12 Das Rpn6-Expressionsmuster uberlappt mit alien/CSN2

Die in in vitro-Experimenten gezeigte physikalische Interaktion von Rpn6 und Alien/CSN2
lieferte erste Anhaltspunkte fur eine direkte Wechselwirkung der beiden Prot&@naswphila

Fur ein funktionelles Zusammenspial vivo muld auRerdem ein zumindest teilweise
Uberlappendes Expressionsmuster der beiden Genprodukte erwartet werden. Da es sich in beiden
Fallen um intrazellulare Proteine handelt, stellt die zeitliche und raumliche Koexpression eine
unabdingbare Voraussetzung fur eine funktionelle Kooperation dar.

Zur Feststellung deRpn6Expressionsmusters wurden ganze Embryonen, verschiedene larvale
Gewebe aus dritten Larven und adulte Gonaden mit einer DIG-markigtesantisenseRNA-

Sonde hybridisiert (Abb. 5.15). Wie auahen/CSN2wird Rpn6éwahrend der Oogenese in den
Nahrzellen der reifenden Follikel exprimiert, was zu einer Anreicherung mate R
Transkripte im friihen Embryo fiihrt. Uberdies wird ®&gm6Gen, anders alalien/CSN2 auch

in den somatischen Follikelzellen der Eikammer transkribiert. Im Laufe der Embryogenese ist im
gesamten Keimstreifen eine starke zygotische ExpressioRpo6zu beobachten, die jedoch
gegen Ende der Embryonalentwicklung gleich dem ExpressionsniveaalieoiCSN2eine
fortschreitende Reduzierung erfahrt. In spaten Embryonen beschrénkt stppn@Expression
vornehmlich auf das ZNS und die Hirnhemispharen, den Darm und die Gonaden. In spaten
dritten Larven wird da&pn6Gen ebenfalls in allen Imaginalscheiben und Teilen des Gehirns
transkribiert. Im larvalen Darm, in den Speicheldrisen und in der somatischen Muskulatur
konnten hingegen keinRpn6Transkripte nachgewiesen werden. &pn6in den larvalen
Gonaden und im adulten Testes exprimiert wird, konnte anhanoh ggi-Hybridisierungs-
Experimente nicht eindeutig geklart werden, da diese Gewebe auch im Kontrollexperiment mit
einerRpn6senseRNA-Sonde zum Teil angefarbt wurden.
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Abb. 5.15 Das Rpn6-Expressionmuster wahrend der Entwicklung von Drosophila. in situ-
Hybridisierungen mit einer DIG-markierten Rpn6-antisense-RNA-Sonde zur Detektion von Rpn6-
Transkripten. Parallel durchgefiihrte Kontrollansatze mit einer DIG-markierten Rpn6-sense-RNA-Sonde
zeigten keine spezifische Farbung. (A) Ovariole. (B) Reifender Follikel mit Rpn6-Expression in den
Nahrzellen und den somatischen Folllikelzellen. (C-E) Rpn6-Expression wahrend der Embryogenese. (C)
Lateralansicht eines Embryos im frihen Blastodermstadium. (D) Lateralansicht eines Embryos mit
extendiertem Keimstreif. (E) Lateralansicht eines schlupfreifen Embryos. (F-l1) Rpn6-Expression in spaten
dritten Larven. (F) Larvales Gehirn. (G) Fligelimaginalscheibe. (H) Augen-Antennen-Imaginalscheibe. (l)
Beinimaginalscheibe. Erlduterungen s. Text.
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5.13 Das P-Element /(2)k00103 inseriert im 5'-untranslatierten Bereich von Rpn6

Die embryonaleRpn6¢cDNA LD18931 setzt sich aus 208 bp 5'UTR, einem 1269 bp langen
offenen Leserahmen und 339 bp 3'UTR zusammen. Zur Aufklarung der genomischen
Organisation deRpn6Gens wurde die Sequenz der vollstandiggm6cDNA fir die Suche

nach homologen Sequenzen iDrosophilaGenom verwendet. Mit Hilfe des FlyBlast-
Programms BLASTN wurde zum einen der genomische Klon BACRO7P02 (GenBank Nr.
ACO007580) identifiziert, der vom BDGP an Position 51C01-02 auf dem rechten Arm des
zweiten Chromosoms kartiert worden war. Der Sequenzvergleich von cDNA und genomischer
Sequenz offenbarte die Exon/Intron-Struktur égm6Genlocus. Demnach ist der offene
Leserahmen auf vier Exons verteilt, die durch drei kleine Introns (zwischen 63 und 148 bp)
separiert werden (Abb. 5.16).

Weiterhin fuhrte die BLASTN-Suche zur ldentifikation defaPwW}-Elementsl(2)k00103

dessen Insertionsstelle vom BDGP mittels inverser PCR und anschlie3ender Sequenzierung
ermittelt worden war (Spradlingt al, 1999), und das lalklybaseAngaben einen rezessiv
letalen Phéanotyp verursachte. Der Sequenzvergleich zeigt§(20l@®103im ersten Exon des
Rpn6Gens lokalisiert ist und zwar im 5'-untranslatierten Bereich, 184 bp stromaufwérts des
Translationsstarts.

Nach Erhalt der Fliegenlinie BL 1046Blpomington Stock Centerdie die P-Element-
Insertionsmutationl(2)k00103trug und Uber eirlCyO-Balancerchromosom stabil gehalten
wurde, mul3te allerdings festgestellt werden, dal3 es sich dabei um eine Mischpopulation
handelte, die sich aus Fliegen mit hell- und dunkelorangefarbenen Augen zusammensetzte. Da
die rote Augenfarbe der Tiere ausschliel3lich durch wlhde-Reportergen des B{c\W}-
Elements verursacht wird, sollten jedoch alle Tiere eines isogenen Stammes die gleiche
Augenpigmentierung aufweisen. Da erfahrungsgemal} die Intensitat der Augenfarbe mit der
Anzahl anwhite-Reportergenkopien korreliert, muf3te vermutet werden, daf? die dunkelaugigen
Fliegen mdglicherweise ein weiteres P-Element im Genom integriert haben kénnten. Aus diesem
Grund wurden Tiere mit hell- bzw. dunkelrorangefarbenen Augen untereinander gekreuzt, so dal3
zwei separate Fliegenlinien BL 10465-H (hellorange) und BL 10465-D (dunkelorange) etabliert
werden konnten. Bereits in der F1-Generation zeigte sich, daf3 alle Nachkommen die Augenfarbe
ihrer Eltern hatten, und auch in den nachfolgenden Generationen blieb die Augenfarbe jeweils
uniform. Dadurch wurde deutlich, daf3 es sich um zwei verschiedene 2. Chromosomen handelte,
die jedoch aufgrund ihrer Allelie beide dieselbe Mutation tragen muf3ten.

Um sicherzugehen, dal3 es sich zumindest bei einer der beiden Fliegenlinien tatsachlich um die

P{lacW}-Insertion in denRpn6Genlocus handelte, sollte mit Hilfe der P-Element-Rescue-
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Methode der P-Element-Integrationsort molekular verifiziert werden. Dazu wurde genomische
DNA aus adulten Fliegen der Linie BL 10465-H ratoRIrestriktionsenzymatisch gespalten,

ligiert und fur eine Transformation B. coli eingesetzt. Auf diese Weise gelang es, ein ca. 12 kb
langes genomisches Fragment zu klonieren, das unter Verwendung des vektorspezifischen P3'-
Fligel-Oligonukleotids "Pry2" ansequenziert wurde. Die Sequenzanalyse bestatigte, dafl} das
P{lacW}-Element in 5'-3'-Orientierung in der 5'UTR dR@pn6Gens, 184 bp stromaufwarts des
Translationsstarts inseriert ist und daf3 die Fliegenlinie BL 10465-H somit sicher GBgméie
spezifische PacWi-Insertion verfugt. Auf eine molekulare Charakterisierung der Fliegenlinie

BL 10465-D wurde verzichtet.

EcoRlI EcoRI
lacZ | white ‘ pBR322 '- ssnsnmn ~12 kb Rescue-Fragment =ss=s=auns
P5¢ P3¢
PI(2)k00103
ATG Stop
500 bp

Abb. 5.16 Genomische Organisation des Rpn6-Genlocus und Lokalisation des P{lacW}-Elements
PI(2)k00103. Der Sequenzvergleich der embryonalen Rpn6-cDNA mit dem genomischen Klon
BACRO7P02 zeigte, dal} sich der codierende Bereich des Rpn6-Gens auf vier Exons verteilt, die durch
drei Introns separiert werden (Aminosauren-codierende Bereiche in schwarz, UTRs in weil}). Die P-
Element-Rescue-Klonierung aus der Fliegenlinie BL 10465-H lieferte ein ca. 12 kb langes genomisches
EcoRI-Fragment (gestrichelte Linie), das ausgehend vom P3'-Fliigel ansequenziert wurde. Demnach ist
PI/(2)k00103 in der 5'UTR, 184 bp stromaufwarts des Startcodons inseriert.
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5.14 Das Enhancertrapmuster des P{lacW}-Elements /(2)k00103 uiberlappt partiell

mit dem Rpn6-Expressionsmuster

Bei der P-Element Insertid(2)k00103handelt es sich um ein BEW}-Element, das zur Klasse

der Enhancertrap-Transformationsvektoren gehort, die nicht nur als Insertionsmutagene, sondern
auch zur Detektion genregulatorischer Enhancerelemente dienen. Je nach Integrationsort kann
ein P-Element codiertes Reportergen unter die Kontrolle eines genspezifischen Enhancers
geraten und so im Idealfall die rAumliche und zeitliche Expression des endogenen Locus
reflektieren (O'Kane & Gehring, 1987). Als Enhancertrapvektor enthalt dasV3{Element

neben einemwhite’ -Transformationmarker und bakteriellen pBR322-Vektorsequenzen
zusatzlich ein mit einem Kernlokalisierungssignal fusionieldeg-Reportergen (Bieet al,

1989).

Um die lacZ-Reportergenexpression der P-Element Inseti{@yjk00103zu charakterisieren,

wurde an Embryonen der Fliegenlinie BL 10465-H dr@alaktosidase-Antikorperfarbung und

an Geweben aus heterozygoten dritten Larven und an Gonaden aus heterozygoten Adulten eine
histochemische X-Gal-Farbung durchgefuhrt (Abb. 5.17). Dabei stellte sich heraus, @l das
Gal-Enhancertrapmuster die endogé&tmn6Expression nur partiell widerspiegelt. In frihen
Embryonen des zellularen Blastodermstadiums akkumulierf-daal-Protein gleichmafig in

den Kernen der Blastoderm- und Polzellen und der im Dotter verbliebenen Kernéaquivalente. Im
vollverlangerten Keimstreifstadium ist eine ubiquit@&al-Expression zu beobachten, die
allerdings von einer segmental@iGal-Anreicherung dominiert wird. In spaten Embryonen wird

das -Gal-Reporterprotein vornehmlich in den Hirnhemispharen, dem ZNS und im Darm
detektiert. Wahrend in Geweben aus heterozygoten dritten Larven Uberraschenderwe[$e keine
Gal-Expression nachgewiesen werden konnte, zeigten adulte Gonaden eine sp§zidathe
Aktivitat. Im Laufe der Oogenese weisen insbesondere die Nahrzellen eine [$t&ak
Expression auf, wahrend die Expression im somatischen Follikelepithel zwar detektierbar aber
vergleichsweise schwach ist. Im adulten Testes beschrankt sifhGhae&Expression auf spate
priméare Spermatocyten und postmeiotische Spermatiden wahrend in den proliferierenden
Stammzellen bzw. den Spermatogonien k@ntgal-Aktivitdt nachweisbar ist.

Im Vergleich zum endogendRpn6Transkriptionsmuster bleibt festzuhalten, dafl3 sowohl die
embryonale als auch die keimbahnspezifisBh@al-Aktivitat in der Oogenese das endogene
Rpn6Vorkommen bestatigen (vgl. Kap. 5.12). D[ Gal-Expression wé&hrend der
Spermatogenese legt den Schluf3 nahe, dal3 Rpn6 mdglicherweise auch in der mannlichen

Keimbahn exprimiert wird. Das vollige Fehlen larval@rGal-Aktivitat steht zwar im
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Widerspruch zur extensivéRpnGExpression in dritten Larven, stellt aber die Ergebnissender

situ-Hybridisierungsexperimente keineswegs in Frage. Vielmehr muld davon ausgegangen

werden, dal3 die Wirksamkeit der genregulatorischen Elemente, die fur die larvale Expression

verantwortlich zeichnen, in det(R)k00103Insertionslinie BL 10465-H gestort ist.

C D
< - 4
;_Ih. E
ie -"‘ ! i I
E F '\:—4_, .

Abb. 5.17 Das B-Gal-Enhancertrapmuster der Rpné6-spezifischen P{lacW}-Insertion /(2)k00103
reflektiert partiell die endogene Rpn6-Expression. (A-D) Immunhistochemischer Nachweis der B-Gal-
Expression in BL 10465-H-Embryonen mit Hilfe eines polyklonalen B-Gal-Antikdrpers. (A) Lateralansicht
eines Embryos im zellularen Blastodermstadium. (B) Lateralansicht eines Embryos mit extendiertem
Keimstreif. (C) Lateralansicht eines Stadium 16-Embryos. (D) Ventralansicht eines Stadium 14/15-
Embryos mit Fokus auf das ventrale ZNS. (E, F) Histochemischer X-Gal-Nachweis der 3-Gal-Aktivitat in
Gonaden aus heterozygoten BL 10465-H-Fliegen. (E) Ovariole. Das kernlokalisierte B-Gal-
Reporterprotein ist vornehmlich in den Nuclei der Nahrzellen und in geringerer Intensitadt auch im
somatischen Follikelepithel nachweisbar (Pfeilspitze). (F) Testis. Die Aktivitdt des BGal-Reporterproteins
beschrankt sich auf die Kerne primarer Spermatocyten und reifender Spermatiden. Die apikale
Testisspitze, in der die prameiotischen Stammzellen und Spermatogonien lokalisiert sind, bleibt ungefarbt
(Pfeil).
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5.15 Die P-Element-Insertion /(2)k00103 verursacht friih-larvale Letalitat

Zur ndheren Charakterisierung des Phanotyps der rezessiv letalen Fliegenlinie BL 10465-H
wurde zunachst der Letalitatszeitpunkt festgestellt. Um das Risiko des Vorhandenseins einer
zweiten unabhangigen Mutation auf der{2pk00103Chromosom, die maoglicherweise
irrefihrende Zusatzeffekte bewirken kdnnte, zu minimieren, wurde zunachsk{2k90103
Chromosom durch meiotische Rekombination bereinigt. Dazu wurden heterozigioi®465-
H-Weibchen uber funf Generationen mihite-M&nnchen gekreuzt, so dal3 in der weiblichen
Meiose ungehindert Rekombinationsereignisse zwischen dem materng22k00103
Chromosom und dem paternalen Wildtypchromosom stattfinden konnten. In den Nachkommen
konnte anhand dewhite’-Augenmarkers auf die Anwesenheit dd§2fjk00103Elements
selektiert werden. Schlief3lich wurden heterozyggkil 10465-HWeibchen mit Mannchen des
Balancerstammew; [f/CyO gekreuzt. Die in der Tochtergeneration auftretendet0465-
H/CyO-Geschwister wurden untereinander gekreuzt, um einen bereinigten BL 10465-H-Stamm
zu etablieren. Da in diesem Stamm ausschliel@D-Tiere auftraten, konnte gefolgert werden,

dal3 die Letalitat mit dem P-Element segregiert war.

Zur Feststellung des Letalitdtszeitpunktes wurden heterozygote/BL10465-HTiere
untereinander gekreuzt, um stérende EinflisseGigs-Balancerchromosoms zu vermeiden.

Von der Nachkommenschaft dieser Kreuzung wurden 1000 Embryonen abgesammelt und bei 25
°C fur mindestens 24 Stunden inkubiert, um den Schlupf der ersten Larven zu ermoglichen. Zur
Kontrolle wurden parallel 1000 Embryonen dekite-Fliegenstammes abgesammelt, um die
natirliche Letalitatsrate der Laborzuchten bestimmen zu kdnnen. In beiden Fallen zeigte sich,
dal3 ca. 2 % der Nachkommen embryonal letal waren. Da fur eine Mutation mit embryonal
letalem Phanotyp jedoch ein letaler Phanotyp bei 25 % der Embryonen postuliert werden muf3,
und die Letalitat der Nachkommen heterozygaetdL10465-HFliegen nicht die natirliche
Letalitatsrate Uberstieg, konnte gefolgert werden, daf3 homozBga@165-HTiere embryonal

vital sind und mindestens das erste Larvenstadium erreichen.

Zur weiteren Eingrenzung des Letalitatszeitpunktes homozygate0465-HTiere wurde ein
BL10465-H/CyO, ActGFFtamm etabliert, der den Vorteil bietet, da? heterozygote
Balancertiere durch extensive GFP-Fluoreszenz von den homozygoten, nicht-fluoreszierenden
BL10465-HTierenin vivo unterschieden werden kénnen. Aus der Nachkommenschaft dieses
Stamms wurden 100 dritte Larven abgesammelt und auf GFP-Fluoreszenz untersucht. Alle
getesteten Tiere zeigten die fir daGFP-Reportergen-typische Fluoreszenz. Daraus konnte
der Schlul3 gezogen werden, dal homozyBatE0465-HTiere das dritte Larvenstadium nicht

erreichen und demnach bereits wahrend des ersten bzw. zweiten Larvenstadiums zugrunde
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gehen. Tatsachlich wurden unter den Nachkommen heterozygBtet0465-HFliegen Larven
des ersten bis zweiten Larvenstadiums beobachtet, die trage und unbeweglich auf den
Ablageschéalchen liegenblieben und schlief3lich verendeten. Von der auf3eren Morphologie
erschienen die Tiere jedoch normal und zeigten keine auffalligen Aberrationen, so dal3 keine
Ruckschlisse auf eine direkte Ursache fur die Letalitat homozy@tted465-HLarven

gezogen werden konnten.

5.16 Die Rpné6-spezifische P-Element-Insertion /(2)k00103 ist ursachlich fiir den
larval letalen Phanotyp der Linie BL 10465-H

Um definitiv zu nachzuweisen, dal3 difadeW}-Insertionl(2)k00103in der 5’'UTR de®kpn6

Gens und nicht etwa eine eng benachbarte Zweitmutation urséchlich fur den larval letalen
Phanotyp der Fliegenlinie BL 10465-H ist, sollte das P-Element remobilisiert und damit eine
Rettung erzielt werden. Zur Mobilisation degaeW}-Elements, das durch einarite -Marker
erkennbar ist, wurde zunachst eine Transposasequelle in die bereinigte Fliegenlinie BL 10465-H
eingekreuzt, um in der F1-Generati¢2)k00103;A2-3 Jumpstarter-Mannchen zu erhalten (vgl.
Kap. 5.3). Aus der Nachkommenschaft von 16 unabh&ngigen Jumpstarter-M&nnchen (6
Nachkommen pro Jumpstarter-Mannchen) wurden insgesamt 96 potentielle P-Element-
Exzisions- Jump Ow) Linien etabliert, die durch den Verlust debite’-Reportergens als
solche identifiziert wurden. Da jedes weil3augige Tier das Resultat eines unabhangigen
Exzisionsereignisses sein kann, wurde von jedem Individuum eine beziglich des zweiten
Chromosoms isogene Linie etabliert (Kreuzungsschema analog zu Abb. 5.5 B). So stellte sich
heraus, daf’3 53 d&i2)k00103Jump OutLinien homozygot lebensfahig waren, wahrend die
tbrigen 43 Linien trotz Verlust des P-Elements weiterhin homozygot letal blieben.

In Rickkreuzungsexperimenten der vitalermp OuiLinien mit der parentalen Ursprungslinie

BL 10465-H zeigte sich erwartungsgemald, dafl} dllsmp OutChromosomen die
Insertionsmutatioh(2)k00103komplementieren konnten. Um die Exzisionsereignisse zusatzlich
molekular zu verifizieren, wurde exemplarisch in zwei unabh&ngigen, vitalen Linien der
ursprungliche Insertionsort des P-Elements analysiert. Dazu wurde aus genomischer DNA der
vitalen Jump OuiLinien 2A und 20A die Region der ursprunglichen P-Element-Insertionsstelle
mit Hilfe der flankierenden Oligonukleotide "5'(-541bp)-Rpn6P" und "3'(+55bp)-Rpn6P"
amplifiziert (s. auch Abb. 5.19C), in pCRII-TOPO ligiert und schlie3lich sequenziert. Bereits die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zeigte, dafl} die beiden Amplifikate
bezuglich ihrer Lange nicht von dem entsprechenden 596 bp langen Wildtyp-Fragment zu

unterscheiden waren (Abb. 5.18). Die nachfolgende Sequenzanalyse lieferte den Beweis, dal3 in
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beiden Fallen eine prazise Exzision des P-Elements stattgefunden hatte, aus der eine exakte
Reversion der wildtypischen Nukleotidfolge resultierte.

Die geschilderten genetischen und molekularen Experimente belegen zweifelsfrei, dald zwischen
der larvalen Letalitat der Fliegenlinie BL 10465-H und der P-Element-Inséf#ik00103ein

kausaler Zusammenhang besteht. Aufgrund der Lokalisation {gsAR-Elements in der

5'UTR desRpn6Gens, kann folgerichtig der Schlul3 gezogen werden, daf} die P-Element-
Insertion die Funktion deRpn6Gens nachhaltig stoért. Die durch die beeintrachRpa6

Funktion hervorgerufene larvale Letalitat veranschaulicht, daRRjamGen eine essentielle
Funktion wahrend der Entwicklung v@rosophilazuzuschreiben ist.

M Wt 2A 20A

1000 bp

500 bp | «—59% bp

Abb. 5.18 Die molekulargenetische Analyse der vitalen Jump Out-Linien 2A und 20A belegt die
vollstandige und prazise Exzision des P{/lacW}-Elements /(2)k00103. Aus genomischer DNA der
vitalen Jump Out-Linien 2A und 20A wurde mit Hilfe flankierender Oligonukleotide ein die urspriingliche
P-Element-Insertionsstelle umfassendes 596 bp langes Fragment amplifiziert und gelelektrophoretisch
aufgetrennt (1%iges Agarosegel, Grolkenstandard M: Mass Ruler DNA-Ladder Mix). Zur Kontrolle wurde
das entsprechende Fragment aus genomischer DNA aus white-Fliegen (Wt) amplifiziert. Die Amplifikate
aus 2A und 20A sind bezuglich ihrer Lange nicht vom Wildtyp-Fragment zu unterscheiden und zeigten in
der nachfolgenden Sequenzanalyse eine exakte Reversion zur Wildtypsituation.



Ergebnisse 105

5.17 Die letalen Jump Out-Linien 2F und 20F reprasentieren neue Rpn6-
spezifische Mutationen und zeichnen sich durch unterschiedliche Allelstarken

aus

Die Remobilisation des P-Elemeri{2)k00103lieferte neben den vitalelump Outlinien
zusétzlich 43Jump OutlLinien, die weiterhin homozygot letal waren und deshalb mit einem
CyO-Balancerchromosom gehalten werden mufdten. Da die Exzision eines P-Elements nicht
immer préazise und vollstandig verlauft, sondern haufig nur einen Teil des P-Elements entfernt
oder der Insertionsstelle unmittelbar benachbarte Bereiche deletiert (Detattyel 995), sollte
getestet werden, ob es sich bei den letdiemp OwiEreignissen um neuRpnéspezifische

Allele handelte. Dazu wurde jeweils eine letale Nachkommen-Linie pro Jumpstarter-M&nnchen
mit der parentalen Ursprungslinie BL 10465-H ruckgekreuzt. Keine der insgesamt 14 getesteten
letalenJump OudLinien (zwei Jumpstarter-Mannchen hatten ausschlie3lich itadgp Out
Nachkommen hervorgebracht) konnte die P-Element-Insertionsmutd{#)k00103
komplementieren, d.h. jede der getesteten letdlenp OuiLinien reprasentierte ein neues

Rpn6spezifisches Allel.

5.17.1 Phanotypische Charakterisierung der Jump Out-Allele rpn6* und rpn6**

Da die Verfugbarkeit verschiedener Allele unter Umstanden sehr hilfreich fur die detaillierte
Analyse der Genfunktion sein kann, wurden exemplarisch die allelisthep OutLinien 2F
(Allelbezeichnungrpn6®f) und 20F (Allelbezeichnungpn6?°) phanotypisch und
molekulargenetisch charakterisiert. Bei der Bestimmung des Letalitatszeitpunktes konnte, auf die
gleiche Weise wie in Kap. 5.15 beschrieben, zunachst gezeigt werden, dal? sowohl homozygote
rpn6°"- als auchrpn6?°"-Embryonen vollstandig vital sind und das erste Larvenstadium
erreichen. Nach der Etablierung der Stan#RéCyO, ActGFRPund20F/CyO, ActGFRwvurden

aus der Nachkommenschaft dieser Stamme jeweils 100 dritte Larven abgesammelt und auf GFP-
Fluoreszenz untersucht. Im Falle vgm6* zeigten alle getesteten Tiere die fir dasGFR
Reportergen-typische Fluoreszenz, woraus gefolgert werden konnte, dal homoag§Gte

Tiere das dritte Larvenstadium nicht erreichen und demnach bereits wahrend des ersten bzw.
zweiten Larvenstadiums zugrunde gehen. So, wie bereits bei den Nachkommen heterozygoter
+/BL10465-HFliegen beobachtet werden konnte, fanden sich auch unter den Nachkommen
heterozygoter/rpn6>"-Tiere Larven des ersten bis zweiten Larvenstadiums ohne &uRere
Auffalligkeiten, die reglos auf den Ablageschéalchen liegenblieben und starben.
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Im Gegensatz dazu zeigten 19 der 100 zufallig abgesammelten dritten Larven der Linie
20F/Cy0O, ActGFRalso ca. ein Funftel, keine GFP-Fluoreszenz und waren somit homozygot fur
rpn6®". Da fur den Fall larvaler Vitalitat in diesem Stadium ein Auftreten heterozygoter
Balancertiere und homozygoter Mutanten im Verhaltnis 2:1 postuliert werden muf3 (homozygote
CyO-Tiere sterben bereits spat embryonal bis frih larval), spricht die beobachtete Haufigkeit
homozygoter rpn6*°*-Larven dafiir, daR ein gewisser Anteil bereits wahrend der
Larvalentwicklung verendet. Um die weitere Entwicklung verfolgen zu kdénnen, wurden 20
homozygotepn6™-Larven in eine Futterflasche transferiert und bef@5nkubiert. Wahrend

eine gleiche Anzahl heterozygotgm6*/CyO-Kontrolltiere nach einigen Tagen als adulte
Fliegen schlipften, verpuppten sich tberhaupt nur 16 der 20 homozygoé&ti-Larven und
gingen spatestens wahrend der Metamorphose zugrunde. Aufgrund der spat larvalen bis pupalen
Letalitat, die im Vergleich zu den beiden andeRgpn6Allelen eine erheblich verlangerte
Uberlebensspanne darstellt, kann gefolgert werden, dafR es sign6&f um ein schwaches

bzw. hypomorphes Allel handelt.

5.17.2 Molekulargenetische Charakterisierung der Jump Out-Allele rpn6* und

rpn62F

Aufgrund des interessanten Befundes, daR es sialph@ undrpn6®®” um Allele handelte, die
unterschiedlich starke Phéanotypen hervorriefen, stellte sich die Frage nach der Art der erzeugten
Mutationen. Zur molekulargenetischen Charakterisierung wurde genomische DNA der
heterozygoten FliegenliniedF/CyO, ActGFPund20F/CyO, ActGFRn verschiedenen PCR-
Experimenten eingesetzt. Zur Amplifikation des relevanten Bereiches wurden verschiedene
Kombinationen von Oligonukleotiden eingesetzt, die stromaufwarts (5') und stromabwarts (3')
der ursprunglichen P-Element-Insertionsstelle hybridisierten. Unter Verwendung der
Oligonukleotide "5'(-1303bp)-Rpn6P" und "3'(+1532bp)-Rpn6P" gelang an genomischer DNA
aus heterozygote@F/CyO, ActGFPFliegen die Amplifikation eines ca. 0,9 kb langen
Fragmentes, dal3 gegenuber dem erwarteten 2,8 kb langen Wildtypfragment erheblich verkirzt
war (Abb. 5.19A). Die Sequenzierung des in pCRII-TOPO ligierten Fragments zeigte, dal3 es
sich beirpn6® um eine partielle Deletion d&pn6Gens handelt, die insgesamt 1901 bp umfaft.
Davon betroffen sind ca. 1200 Kilobasenpaare unmittelbar stromaufwartdRpue
Transkriptionseinheit, das gesamte erste Exon und Intron und ca. 100 bp des zweiten Exons.
Aufgrund der Tatsache, dal} diese Defizienz neben putativ genregulatorischen Sequenzen, die
gesamte 5'UTR und auch den fur die Aminosauren 1-145 codierenden Bereich deletiert, kann
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gefolgert werden, daR es sich lppn6* definitiv um ein amorphes Allel bzw. ein Nullallel
handelt.

Die molekulare Charakterisierung dgm6™™-Allels erwies sich als ungleich komplizierter.
Keine der getesteten Oligonukleotid-Kombinationen, die die Amplifikation von Fragmenten
ermdoglichen sollten, die die urspringliche P-Element-Insertionsstelle tGberspannten, lieferte ein
vom Wildtyp abweichendes, aberrantes Amplifikat. Um die wildtypischen Fragmente, die bei
der Verwendung genomischer DNA aus heterozygd@nCyO, ActGFFFliegen aufgrund des
intakten RpnéLocus desCyO-Chromosoms amplifiziert wurden, zu eliminieren, wurde
schlieRlich genomische DNA aus homozygotpn&™-Larven eingesetzt. Auf diese Weise
konnte zwar gezeigt werden, dal3 sowohl die Bereiche, die die urspringliche P-Element-
Insertionsstelle unmittelbar flankierten, als auch der codierende Bereidtpdé&ens vollig

intakt und demnach von der P-Element-Exzision unberihrt waren; eine PCR-Amplifikation Gber
die Insertionsstelle hinweg blieb jedoch weiterhin unmdglich. Dies begrindete die Vermutung,
dalR Reste des 10 kb grofRerideé{\}-Elements am urspringlichen Integrationsort verblieben
sein kdnnten. Tatsachlich lieferten verschiedene Kombinationen von randstandigen P-Element-
spezifischen Oligonukleotiden miRpnéLocus-spezifischen Oligonukleotiden Fragmente, die
auch aus genomischer DNA der Ursprungslinie BL 10465-H amplifiziert werden konnten (Abb.
5.19B, Spur 1 und 2). Da sowohl Oligonukleotide mit Spezifitat fir den 5'-Bereich als auch fur
den 3'-Bereich des P-Elements die Erzeugung spezifischer Fragmente erlaubten, konnte gefolgert
werden, dal} die P-Element-Remobilisation eine interne Deletion innerhalb der P-Element-
Sequenzen verursacht hatte, die zumindest teilweise auclvidesReportergen betreffen
mulite. Offensichtlich war das zurtickgebliebene P-Element-Bruchstiick jedoch grof3 genug, um
eine effiziente PCR-Amplifikation zu behindern. Die Verwendung des P-Element-spezifischen
Oligonukleotids "PIw3-1", das im 3'-Bereich des P-Elements hybridisiert, und des genomischen
Oligonukleotids "5'(-54bp)-Rpn6P", das 54 bp stromaufwérts des P-Elements bindet,
ermoglichte schliel3lich die Amplifikation eines ca. 2,5 kb langen Fragments, das ausschlief3lich
auf den Verbleib von ca. 2,5 kb P-Element-Sequenzen zurickgefuhrt werden konnte (Abb.
5.19B, Spur 4). Die schwache Intensitat der Bande ist hdchstwahrscheinlich auf eine mangelnde
Effizienz der PCR-Reaktion bei der Erzeugung grof3er Amplifikate (> 2 kb) zurtickzufiihren. So
verlief auch die Kontrollreaktion an genomischer DNA der Linie BL 10465-H trotz optimierter
PCR-Bedingungen (Elongationszeit 10 min) erfolglos. Das erwartete 10 kb lange Fragment
konnte nicht amplifiziert werden (Abb. 5.19B, Spur 3). Auf eine detaillierte Sequenzanalyse des

2,5 kb P-Element-Uberrestes wurde verzichtet.
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Abb. 5.19 Die Jump Out-Allele rpn62F und rpn62°F sind das Ergebnis unpraziser P-Element-
Exzisionen. (A) Aus genomischer DNA heterozygoter Fliegen der letalen Jump Out-Linie rpn62F/CyO,
ActGFP konnte mit Hilfe der Oligonukleotide "5'(-1303bp)-Rpn6P" und "3'(+1532bp)-Rpn6P" ein die
urspringliche P-Element-Insertionsstelle umfassendes, ca. 900 bp langes aberrantes Fragment
amplifiziert werden. Das erwartete 2,8 kb lange wildtypische Fragment konnte vermutlich aufgrund seiner
GroRe weder aus wildtypischer Kontroll-DNA (Wt) noch aus den intakten Rpné6-Loci der CyO-
Chromosomen amplifiziert werden. Aus genomischer DNA heterozygoter Fliegen der Linie rpn620F/CyO,
ActGFP konnte kein Amplifikat erzeugt werden. (B) Gelelektrophoretische Auftrennung verschiedener
PCR-Amplifikate unter Verwendung genomischer DNA aus homozygoten rpn6°*-Larven und der
Ursprungslinie BL10465-H/CyO. Die Kombination P-Element-spezifischer Oligonukleotide mit Rpn6-
Locus-spezifischen Oligonukleotiden (Spur 1 und 2: "Plac1"/"5'(-541bp)-Rpn6P", Spur 3 und 4: "Plw3-
1"/"5'(-54bp)-Rpn6P") erlaubt die Amplifikation spezifischer Fragmente aus rpn6°®" und demonstriert so
den Verbleib von 2,5 kb P-Element-Sequenzen am urspringlichen Integrationsort. (A, B) 1%ige
Agarosegele, Groftenstandard M: Mass Ruler DNA-Ladder Mix. (C) Schematische Darstellung des Rpn6-
Genlocus mit der ursprungrlichen P-Element-Integration in der 5' UTR. Der Balken unterstreicht den
deletierten Bereich in rpn6” (1901 bp), die kleinen Pfeile stellen die fiir die PCR-Analysen verwendeten
Oligonukleotide dar (s. Text).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, daR das neu ethemgtéOutAllel rpn6™
aufgrund der Deletion codierender Bereiche Bps6Gens eine eindeutige Nullmutation fir
Rpn6darstellt, die in homozygoten Tieren zu frih-larvaler Letalitat fihrt. Die Tatsache, dal3
derselbe Phanotyp auch fur die urspringliche®}-Insertionsmutanté(2)k00103attestiert
werden konnte, erlaubt den Rickschlu3, dal3 auch dieses AllelRgan&Nullmutation
reprasentiert. Offensichtlich entkoppelt das 10 kb grof3e P-Element-Integra&Rpdi@
Transkriptionseinheit von essentiellen genregulatorischen Bereichen, so dafl} keine Rpn6-
Expression mehr stattfinden kann. Im Gegensatz dazu scheint das ca. 2,5 kb grol3e P-Element-
Relikt in rpn6®®" eine gewisse Restaktivitat d@pn6Gens zu gestatten, die es den homzygoten
Tieren erlaubt bis ins dritte Larven- bzw. ins Puppenstadium zu tberleben.

5.18 Die Analyse von somatischen rpn6%- und rpn6?*"-Mosaiken liefert Hinweise

auf eine essentielle Funktion von Rpné6 in proliferierenden Geweben

Mit der Charakterisierung der verschiedeign6Allele konnte gezeigt werden, dal3 das Rpn6-
Protein eine essentielle Funktion wahrend der EntwicklungDmarsophila erfillt; konkrete
Hinweise auf spezifische physiologische oder zellulare Dysfunktionen lieferte der larval letale
Phanotyp jedoch nicht. Da Larven des ersten bis zweiten Larvalstadiums einer experimentellen
Manipulation wesentlich schwerer zuganglich sind als beispielsweise Embryonen oder dritte
Larven, wurde auf das FLP/FRT-System zurtickgegriffen, das die Erzeugung somatischer Klone
ermoglicht. Die Analyse homozygot mutanipn6Klone in adulten Fliegen sollte Aufschluf3
dariiber geben, welche Auswirkungen der Verlust von Rpn6 auf zellulare Funktionen, wie z. B.
Proliferation oder Differenzierung hat.

5.18.1 Kopplung der Rpné6-Allele ron6* und rpn6?*" mit FRT-Elementen durch

meiotische Rekombination

Das FLP/FRT-System der ortsspezifischen Rekombination entstammt der
Rekombinationsmaschinerie degi-Plasmids au$§. cerevisiaaind besteht im wesentlichen

aus der sequenzspezifischen Rekombinase FLP und der FLP-ErkennungssequeRzAFRT (
Recognition @rgef). Je nach Lokalisation der FRTs ist die FLP-Rekombinase in der Lage intra-
oder intermolekulare Rekombination zwischen zwei FRT-Elementen zu katalysieren (Ubersicht
in Futcher, 1988). IIibrosophilawurde das FLP/FRT-System zur Generierung von somatischen
oder Keimbahnmosaiken etabliert (Golic & Lindquist, 1989; Golic, 1991; Xu & Rubin, 1993).

Inzwischen ist eine Vielzahl von transgenen FLP- wie auch FRT-Fliegenstammen mit
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unterschiedlichen Markern erhaltlich, die eine effiziente Induktion mitotischer Rekombination
erlauben (Ubersicht in Theodosiou & Xu, 1998).

Unabdingbare Voraussetzung fur die FLP/FRT-induzierte mitotische Rekombination eines
spezifischen Genlocus ist die Kopplung des Locus mit einem FRT-Element. Aufgrund der
chromosomalen Lokalisation d&pn6Gens an Position 51C01-02 auf dem rechten Arm des
zweiten Chromosoms bot sich die Kopplung mit einem in Centromernahe, also proximal
gelegenen FRT-Element an Position 4#R{[42D an. Dieses FRT-Element ist Teil eines
Transposons, das unter anderem durch ein Hitzeschock-induzierbares Neomycin-Resistenz-
Reportergenr(ed) markiert ist und somit die Selektion auf Anwesenheit des FRT-Elements
erlaubt. Die Kopplung der beidéRpn6Allele rpn6* undrpn6®F mit FRT42Derfolgte durch
meoitische Rekombination in heterozygoten Weibchen (Abb. 5.20). DaFRag2D
Chromosom Uber eine zweite P-Element-Insertion an Position 45F verfugt, diehigsh
Reportergen tragt, konnte in der Nachkommenschaft der heterozygoten Weibchen auf Tiere
selektiert werden, die neomycinresistent und zugleich wei3dugig waren. Da der Verlust des
white"-Markers allerdings lediglich signalisierte, dal3 ein Rekombinationsereignis zwischen dem
FRT42DLocus und Position 45F stattfgefunden hatte, muf3ten alle neomycinresistenten,
weil3dugigen Tiere in Einzelkreuzungen mit dgpnémutanten Linie BL 10465-Hw;
P{lacW}I(2)k100301/Cy® auf Komplementation getestet werden. Fliegen, in deren
Nachkommenschaft ausschlieRliClyO-Tiere auftraten, muBten dgsn6™- bzw. rpn6°-Allel

erhalten haben und repréasentierten somit Chromosomen, die fur die FLP/FRT-Analyse geeignet
waren. Die weil3augigen Nachkommen einer solchen Komplementationskreuzung wurden
untereinander gekreuzt, um die isogenen Stanmmes™-FRT42D" des Genotyps; rpn6,

P{ry* neo FRT}42D/CyChzw. 'Tpn6°°-FRT42D" des Genotypsv; rpn&®, P{ry* neo
FRT}42D/CyOzu etablieren. AuRerdem wurden im Anschluf3 beide Stamme parall€yQit

ActGFPumbalanciert, um in spateren Experimenten tber einen larvalen Marker zu verfiigen.
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Abb. 5.20 Kopplung der Rpné6-Allele rpn6* und rpn6* mit dem FRT-Element FRT42D durch
meiotische Rekombination. Schematische Darstellung der kreuzungsgenetischen Kopplung des
centromernahen, proximalen FRT-Elements mit den distalen Rpn6-Jump Out-Allelen rpn62F und rpn620F
auf dem rechten Arm von Chromosom 2. Die Kopplung der beiden Loci erfolgt zuféllig wahrend der
Meiose weiblicher F1-Tiere und kann mit Hilfe der genetischen Marker identifiziert werden (nahere
Erlauterungen s. Text). Symbole: griines Dreieck, P{ry’, hs-neo, FRT}42D; rotes Dreieck, P{w", hs-

myc}45F; blaue Raute, rpn62F- bzw. rpn620F-AIIeI; Kreis, Centromer.

5.18.2 Homozygot mutante rpn6?°"-Zellen proliferieren und differenzieren normal

wihrend homozygot mutante rpn6%-Zellen zugrunde gehen

Zur Herstellung homozygot mutanter Klone durch FLP/FRT-katalysierte Rekombination bedarf
es zum einen einer FLP-Rekombinasequelle und zum anderen zweier homologer FRT-Elemente,
von denen eines mit dem mutanten Allel und das andere mit dem entsprechenden Wildtyp-Locus
gekoppelt sein mul3. Diese genetische Konstitution wird durch das Zusammenkreuzen zweier
entsprechender Fliegenstdmme erzielt (Abb. 5.21). Einer der benoétigten Stamme, namlich der
FRT-Stamm tpn6°"-FRT42D" bzw. tpn6*-FRT42D" inklusiveRpn6Mutation war bereits
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durch meiotische Rekombination hergestellt worden (s. Kap. 5.18.1). Der zweite Fliegenstamm,
der sowohl die FLP-Rekombinasequelle als auch das wildtypische FRT-Chromosom zur
Verfiigung stellen sollte, wurde durch kreuzungsgenetische Standardmethoden ausgehend von
den Ursprungslinien BL 1929 des Genotypw, Rry*, hs-FLP}; Sco/CyOund BL 2120 des
Genotypsw; P{ry*, hs-neo, FRT 42D, Rw', hs-my¢ 45F etabliert, so daR der Stamm "hs-FLP;
FRT42D" des Genotypg w, Rry*, hs-FLP}; P{ry*, hs-neo, FRT 42D, Rw', hs-my¢ 45F
entstand, der stabil bei 18 gehalten werden konnte. Aufgrund der X-chromosomalen
Lokalisationhs-FLR-Transgens wurden virginelle Weibchen dieses Stammes mit M&annchen des
Stammespn6™-FRT42D" bzw. Ypn6*-FRT42D" gepaart, um in allen F1-Nachkommen FLP-

Rekombinase-Expression induzieren zu kénnen.



Ergebnisse

113

FRT rpné FRT P[w*]
' U
P w-; O_[> X y "W - hsFLP; O—[> N
@ o>
CyO

rpn6
F1  y-w-hsFLP; > v'_
o P[w']

FLP-Rekombinase-Induktion
durch Hitzeschock

N

rpn6é P[w*]
rpn6 ‘ o> '— | oD +
+ O—[> 5 ( O—[> 5 +
rpné rpn6
rpn6 ‘ o> '— | oD '— rpn6
+ rpn6
> )"

Abb. 5.21 Generierung somatischer Rpn6-Mosaike mit Hilfe des FLP/FRT-Systems. Schematische
Darstellung der Herstellung und Markierung homozygot mutanter rpn6” - bzw. rpn6°*-Klone. Durch eine
Hitzeschockbehandlung der F1-Tiere kann in mitotischen Zellen die FLP/FRT-katalysierte, reziproke
Rekombination zwischen den Nicht-Schwesterchromatiden der beiden FRT-Chromosomen induziert
werden. Je nach Segregation der rekombinanten Chromosomen in der nachfolgenden Mitose kdnnen
entweder zwei weiterhin heterozygote (rpn6/+) Tochterzellen entstehen (Segregationstyp A) oder zwei
genotypisch unterschiedliche Tochterzellen (Segregationstyp B), von denen eine homozygot wildtypisch
(+/+) und die andere homozygot mutant (rpn6/rpn6) ist. Durch den Dosiseffekt des distalen, P-Element
codierten white-Markers kann in adulten Augen auf die Kopienzahl des Transgens und somit auf den
Genotyp der Zellen geschlossen werden. Weitere Erklarungen im Text; Symbole wie in Abb. 5.20.
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Die Verwendung eines Hitzeschockpromotor-kontrolliertebP-Transgens erlaubt in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Hitzeschockapplikation die ubiquitare Expression der FLP-
Rekombinase in allen Zellen eines distinkten Entwicklungsstadiums. Um Uberhaupt Klone
erwarten zu konnen, muf3 der Hitzeschock allerdings in einem Stadium verabreicht werden, das
durch mitotische Aktivitdt gekennzeichnet ist. Nur mitotische Zellen kénnen von der FLP/FRT-
induzierten, mitotischen Rekombination betroffen werden und so zur Entstehung genetisch
identischer Tochterzellen bzw. eines Klones beitragen. Induziert man die mitotische
Rekombination zu einem frihen Zeitpunkt, z. B. wahrend des ersten Larvenstadiums, wenn das
zu untersuchende Gewebe aus nur wenigen Zellen besteht, ist mit einem sporadischen Auftreten
grof3flachiger Klone zu rechnen. Induziert man die mitotische Rekombination hingegen zu einem
spateren Zeitpunkt, z. B. gegen Ende der Larvalentwicklung, so kann, aufgrund der gré3eren
Zellzahl und der damit verbundenen statistisch erhéhten Anzahl von Rekombinationsereignissen,
das haufige Auftreten von Klonen geringerer Gro3e erwartet werden.

Fur die Generierungpn6®™- bzw. rpn6**-mutanter Klone, die in adulten Tieren analysiert
werden sollten, wurden einstindige Hitzeschockbehandlungen an Embryonen (0-24 Stunden
nach Eiablage), an ersten Larven (24-48 Stunden nach Eiablage), an zweiten Larven (48-72
Stunden nach Eiablage), an dritten Larven (72-96 und 96-120 Stunden nach Eiablage) und an
Puppen durchgefihrt. Da mit Ausnahme des adulten Auges (s. u.) fir keines der anderen adulten
Gewebe ein Marker verwendet worden war, der z. B. Klone im Fliigel oder in der Kutikula als
solche gekennzeichnet hatte, wurden alle potentiellen Mosaik-Fliegen auf morphologische
Stoérungen, wie z. B. Deformationen der Fligel oder Beine, Borstendefekte oder andere raumlich
begrenzte Aberrationen, untersucht. Im Vergleich zu Geschwistertieren, die zur Kontrolle keiner
Hitzeschockbehandlung unterworfen worden waren, wurde jedoch weden6ff- noch in
rpn6"-Mosaik-Fliegen eine Haufung von lokalen Strukturveranderungen beobachtet.

In den Augen adulter Mosaik-Tiere konnte die Analyse homozygot mutanter Klone aufgrund des
Augenpigmentierungsmarkerghite wesentlich gezielter durchgefuhrt werden. Da die FLP-
katalysierte Rekombination an den FRT-Elementen zum Austausch des gesamten distalen
Chromosomenarms fihrt, segregiert dgsvP hs-myg-Element an PositioA5F des
wildtypischen FRT-Chromosoms zusammen mit dem wildtypis&mréLocus und markiert so

die Zellen, die mindestens eine Wildtypkopie 8g6Gens enthalten (Abb. 5.21). Anhand des
Pigmentierungsgrades der einzelnen Ommatidien konnte auf den Genotyp der Zellen
geschlossen werden. Heterozygote Zellen, die UbeRpn&mutantes und ein wildtypisches
FRT-Chromosom und damit Gber nur eine Kopiewlbe-Markergens verfugten, waren orange

gefarbt. Homozygot mutante Klone hingegen enthielten tUberhaupt keine Kopiehdes
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Transgens und waren demnach vollig unpigmentiert. Die reziproken homozygot wildtypischen
Geschwisterklone verfugten Uber zwei Kopien déste-Reportergens und waren durch die

dunkelrote Farbung der Zellen zu erkennen (Abb. 5.22).

Abb. 5.22 Homozygote Zellen des hypomorphen Allels rpn6 prollferleren und differenzieren sich
normal, wahrend homozygote Zellen des Nullallels rpn6 zugrunde gehen und keine Klone im
adulten Auge bilden. Die Markierung homo- und heterozygoter Wildtypzellen durch den Marker P{w’",
hs-myc}45F identifiziert homozygot mutante Klone als unplgmentlerte Ommatidien. (A, B) Augen von
heterozygoten Fliegen des Genotyps w, hs FLP; FRT42D, P(w")/FRT42D, ron6°”". (A) Kontrolltier, das
keiner Hitzeschockbehandlung unterworfen wurde und demnach aUSSChIIeBIICh heterozygote,
orangefarbene Ommatidien besitzt. (B) Mosaik-Tier mit unpigmentiertem rpn6° -Klon (weiBe Punktelinie)
und dunkelrotem Geschwisterklon (schwarze Punktelinie). (C) Mosaik-Auge einer Fliege des Genotyps w,
hs FLP; FRT42D, P(w" )/FRT42D rpn6% mit homozygot wildtypischem Klon (schwarze Punktelinie). In
Anwesenheit des Nullallels rpn6 konnten keine unpigmentierten, homozygot mutanten Klone beobachtet
werden. Die Klone in B und C wurden durch Hitzeschockbehandlung wahrend des friilhen dritten
Larvenstadiums (72-84 Stunden nach Eiablage) induziert.

Homozygote Augenklone des hypomorphen Allgis6° wurden in der Mehrzahl der Mosaik-
Tiere beobachtet und variierten in Anzahl und Gr6RBe je nach Zeitpunkt der
Hitzeschockapplikation (s. 0.). Nicht in allen, aber in den meisten Féallen befanden sich die
reziproken, dunkelroten Geschwisterklone in unmittelbarer Nachbarschaft zu den weil3en,
mutanten Klonen. Die Tatsache, dal3 die reziproken Geschwisterklone in der Regel gleich grof3
waren, d. h. dal3 die beiden urspringlich einzelnen rekombinanten Geschwisterzellen eine
gleiche Anzahl an Tochterzellen hervorgebracht hatten, verdeutlichte, dgh@f&-mutanten

Zellen normal proliferierten. Da die Ommatidien innerhalb des mutanten Klons und auch die
unmittelbar an den Klon angrenzenden wildtypischen Zellen bei der mikroskopischen
Betrachtung vollig normal erschienen, konnte gefolgert werden, daf} auch die Determination und
Differenzierung der verschiedenen ommatidialen Zelltypen offensichtlich normal verlief.
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Im Gegensatz dazu konnten in den Augen adufia6’"-Mosaik-Tiere niemals weilRe, also
homozygot mutantepn6 -Klone beobachtet werden, egal zu welchem Zeitpunkt der
Entwicklung die mitotische Rekombination induziert worden war. Das regelméafige Auftreten
dunkelroter, homozygot wildtypischer Klone war jedoch ein eindeutiges Indiz dafir, dal3
mitotische Rekombination stattgefunden haben muRte. Das vollige Fehlen homonyg@ter

Klone bedeutet, dal’ die betroffenen Zellen nicht mehr proliferieren konnen und offensichtlich
durch wildtypische Zellen ersetzt werden. Die Tatsache, daf} die adulten Mosaik-Augen vollig
normal erschienen und keinerlei lokale Strukturveranderung zeigten, die auf einzelne
persistierende mutante Zellen hatten zurtckgefuhrt werden koénnen, legt nahe, dal3 die
homozygotenrpn6’~-Zellen nach ihrer Entstehung nicht nur vom Proliferationsgeschehen
ausgeschlossen waren, sondern auch auch aus dem Gewebeverband eliminiert wurden. Auch die
spate Induktion mitotischer Rekombination in spaten dritten Larven und Vorpuppen, also zu
einem Zeitpunkt, wo sich einige Zellen der Augenimaginalscheibe ein letztes Mal teilen und
bereits ein definierte Zellidentitat erlangen, resultierte nicht in lichtmikroskopisch erkennbaren
Veréanderungen einzelner Ommatidien. Auch wenn bei solch einer spaten Induktion nicht mit
groRflachigen Stérungen gerechnet werden kann, so héatten eingeiemutante Zellen im

Falle einer gestorten Differenzierung durchaus lokale Strukturveranderungen innerhalb einzelner
Ommatidien hervorrufen kdnnen. Das vollige Ausbleiben derartiger Effekte weist darauf hin,
dal der spate Verlust depnéGenaktivitat keine Konsequenzen weder fir die Differenzierung

der einzelnen unmittelbar betroffenen Zellen noch fiir benachbarte Zellen im Ommatidium hat.
Die Analyse derRpnémutanten Klone in den Augen adulter Mosaik-Tiere kann auch zur
Erklarung des Ausbleibens von Storungen in den anderen untersuchten adulten Strukturen
herangezogen werden. Die ResidualaktivitatRieséGens inrpn6°~-mutanten Klonen erlaubt

den betroffenen Zellen normal zu proliferieren und zu differenzieren, so dal3 sie sich
phanotypisch von den umgebenden Wildtypzellen nicht unterscheiden lasga&* lrmutanten
Mosaik-Tieren hingegen kann davon ausgegangen werden, dafd auch in den Primordien anderer
adulter Strukturen homozygoten6®"-Zellen aufgrund von Proliferationsstérungen zugrunde

gehen und deshalb nicht zur Entstehung der adulten Gewebe beitragen.
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5.19 Weder die ektopische Expression von Rpn6 noch die ektopische
Koexpression von Rpn6 und Alien/CSN2 verursacht spezifische

Entwicklungsstérungen

Um zu Uberprifen, ob nicht nur der Verlust Bgm6Genaktivitat, sondern moglicherweise auch
eine verstarkte Rpn6-Expression spezifische Entwicklungsstdrungen verursacht, wurde Rpn6 mit
Hilfe des GAL4/UAS-Systems ektopisch exprimiert (vgl. Kap. 5.5). Dazu wurde zuné&chst die
vollstandige Rpn6cDNA als EcoRI/KpntFragment aus LD18931 isoliert und in 5'-3'-
Orientierung stromabwarts des UAS-Promotors elfmR|/Kpntlinearisierten pUAST-Vektors
eingefligt. Die Transformation dieses Konstrukts lieferte mehrere unabhéngige transgene "UAS-
Rpn6"-Fliegenlinien, in denen das Transgen entweder auf dem zweiten, dem dritten oder dem X-
Chromosom lokalisiert wurde.

AuRerdem wurde durch Kreuzung der markierten "UAS-Rpn6"-Linie 4A, die das "UAS-Rpn6"-
Transgen auf dem dritten Chromosom tragt, mit der markierten "UAS-Alien"-Linie 329.9, die
das "UAS-Alien"-Transgen auf dem zweiten Chromosom tragt, eine Fliegenlinie erzeugt, die die
simultane Koexpression von Rpn6 und Alien/CSN2 erlaubt.

Zur ektopischen Expression von Rpn6- bzw. zur Koexpression von Rpn6 und Alien/CSN2
wurden homozygote Fliegen der entsprechenden Linien mit einer Reihe stadien- und
gewebespezifischer GAL4-Aktivatorlinien gekreuzt (s. Kap. 5.5). Wie im Falle von Alien/CSN2,
fuhrte weder die alleinige Expression von Rpn6 noch die Koexpression mit Alien/CSN2 in
embryonalen oder larvalen Geweben zu morphologischen Aberrationen oder verminderter
Vitalitat in den transheterozygoten Nachkommen. Das Ausbleiben spezifischer
Entwicklungsstorungen weist darauf hin, dal3 eine erhdohte Rpn6-Dosis, auch in Anwesenheit
einer erhdhten Dosis des vermeintlichen Interaktionspartners Alien/CSN2, toleriert wird. Diese
Beobachtung liefert jedoch keine Anhaltspunkte fir eine direkte Wechselwirkung der beiden

Genprodukten vivo.
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6. Diskussion

Der gezielte Abbau zellularer Proteine ist fur die eukaryontische Zelle und somit auch fiur die
Entwicklung vielzelliger Organismen von eminenter Bedeutung. Das Ubiquitin-Proteasom-
System bewirkt neben der Beseitigung fehlerhafter Genprodukte auch die Eliminierung
regulatorischer Proteine und kontrolliert auf diese Weise eine Reihe essentieller Signalwege.
Wahrend die enzymatischen Vorgange innerhalb der Ubiquitinylierungskaskade hinlanglich
bekannt sind, rickt die Frage nach der Regulation der einzelnen Reaktionsschritte zunehmend in
den Vordergrund. Mit der Isolierung und Charakterisierung des evolutionar hochkonservierten
Signalsom-Komplexes ist es vor allemAnabidopsis Saugerzellen un8. pombegelungen,

einen Regulator fur verschiedene Teilprozesse des Ubiquitin-abhangigen Proteinabbaus zu
identifizieren.

Mit der entwicklungsbiologischen Charakterisierung der Signalosom-Untereinheit Alien/CSN2

in Drosophilasollte ein weiterer Beitrag zum Verstandnis der Funktion des Signalosoms im
tierischen Organismus geleistet werden. Verschiedene BemiuhungealjeddSSN2Gen zu
mutagenisieren, blieben zwar erfolglos, dennoch liefern z. BalgdagCSN2Expressionsmuster

und auch die physikalische Interaktion mit der 19S RP-Deckelkomplex-Komponente Rpn6
interessante Hinweise zur Funktion des Signalosom-Komplexes wahrend der Entwicklung von
Drosophila Die genetische Analyse von Rpn6 vermittelt Gberdies erstmalig Einblicke in die
entwicklungsbiologische Relevanz des Signalosom-verwandten 19S RP-Deckelkomplexes.

Im folgenden sollen deshalb die einzelnen Ergebnisse dieser Arbeit vor dem Hintergund des
aktuellen Kenntnisstandes zur Funktion des Signalosoms, aber auch einige methodische Aspekte

diskutiert werden.
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6.1 Die Funktionsanalyse des alien/CSN2-Gens in vivo scheitert an der

eingeschrankten reversen Genetik von Drosophila

6.1.1 Das alien/CSN2-Gen in Drosophila — ein Cold Spot?

Drosophila stellt insbesondere wegen ihrer auf3erordentlich gut charakterisierten und
unkomplizierten Genetik einen der attraktivsten vielzelligen Modellorganismen dar. Die Analyse
entwicklungsrelevanter Gene wird durch das Vorhandensein einer Vielzahl genetischer und
molekularer Marker, durch ein effizientes Transformationssystem und nicht zuletzt durch die
Verfugbarkeit einer stetig wachsenden Zahl von P-Element-Insertionslinien erheblich erleichtert.
Der entscheidende Nachteil gegentiber anderen Modellorganismen, wie z. B. Maus oder Hefe, ist
jedoch das Fehlen eines effizienten Knock Out-Systems zur gezielten Mutagenisierung einzelner
Gene. Zwar konnten Rong & Golic kurzlich eiDeosophilaspezifische Knock Out-Methode
etablieren, die aber aufgrund ihrer noch sehr mangelhaften Effizienz bislang noch keine breite
Anwendung gefunden hat (Rong & Golic, 2000; Rong & Golic, 2001; Roag, 2002).

Die Isolierung genspezifischer Mutationen Drosophila ist demzufolge weiterhin von
Zufallsereignissen abhangig, die allerdings kreuzungsgenetisch relativ schnell und genau
lokalisiert werden kénnen. Eine Mdoglichkeit, die Zufalligkeit von Mutationsereignissen auf
einen definierten genomischen Bereich zu beschranken, besteht in der Remobilisation von P-
Elementen. P-Element-Transposons reintegrieren bevorzugt in der Néahe ihrer urspringlichen
Insertionsstelle, selten weiter als 100 kb entfernt (Tetveat, 1993; Zhang & Spradling, 1993).

Fur die Mutagenisierung dedien/CSN2Genlocus bot sich daher die Remobilisierung zweier
unabhangiger P-Elemente an, die 7-8 kb stromabwartalderCSNZTranskriptionseinheit
lokalisiert worden waren (BDGP).

Die Remobilisierung des{RRcW}-ElementsP2042wurde zu einem Zeitpunkt durchgefihrt, als

die alien/CSN2defizienten Fliegenlinien noch nicht zur Verfigung standen und somit keine
Moglichkeit zur Komplementationsanalyse bestand. Alle der resultierenden 480 potentiellen
Local HopLinien erwiesen sich als homozygot letal, so wie auch schon die Ausgangslinie
P2042. Mit der spateren Erkenntnis, daf} die Letalitdt der Ausgangslinie P2042 nicht von der P-
Element-Integration, sondern von einer zweiten, unbekannten Mutation auf demselben
Chromosom verursacht wurde, wurde klar, da3 auch die ausnahmslose Letalitdt der 480
etabliertenLocal HopLinien in erster Linie auf diese Zweitmutation zurtickgefiihrt werden
mulite. In diesem mutanten Hintergrund konnten Mutationen, die durtlo@hHopEreignis
induziert worden waren, phanotypisch nicht identifiziert werden. Da jedoch alleo¢@0Hop
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Linien molekulargenetisch analysiert wurden, konnte ausgeschlossen werden, daf3 sich darunter
eine spezifische Integration in dedien/CSN2Locus befand. Im nachhinein kann also
festgestellt werden, dal? auch eine gewisse Anzahl von vermeintlich homozygot vitalen P-
Element-Remobilisationsereignissen untersucht worden war. Dieser Sachverhalt ist insofern von
Belang, als dal3 sich dascal HopExperiment mitP2042dadurch qualitativ von dernocal
Hop-Experiment mitEP2569 unterscheidet. Entsprechend der Arbeitshypothese, dald der
Funktionsverlust deslien/CSN2Gens phanotypische Konsequenzen, wie Letalitat oder
Sterilitat, verursache, wurden potentidlP2569Local HopLinien, die keines dieser Kriterien
erfillten, keiner weiteren Analyse unterzogen. Sollte sich also in einer dieser vitalen Linien eine
P-Element-Integration in dagien/CSN2Gen ereignet haben, so ist sie unbemerkt geblieben.

Die Ineffektivitat der beidehocal HopExperimente, in denen insgesamt 912 potentlaileal
Hop-Linien erzeugt wurden, ist wahrscheinlich in erster Linie auf das Transpositionsverhalten
der P-Elemente zurtickzufuhren. So hangt zum Beispiel die Transpositionsfrequenz nicht nur von
der Art des P-Element-Vektors, sondern auch von seiner Startposition ab. Systematische
Untersuchungen zeigten, dal3 die Transpositionsraten verschiedener P-Elemente nach
Remobilisation durch eine genomische Transposasequelle zwischen 1 und 13 % variieren
kénnen (Berg & Spradling, 1991; Tower al, 1993; Zhang & Spradling, 1993). Demzufolge
kdnnen keine allgemeingultigen Aussagen dariber getroffen werden, welche
Transpositionsfrequenz fur ein spezifisches P-Element erwartet werden kann. Auch wenn keine
statistische Auswertung ddrocal HopExperimente betrieben wurde, so sollte dennoch
festgehalten werden, dal3 nach der RemobilisationBR2569in ca. 100 der insgesamt 432
etablierten Linien, also in knapp einem Viertel der untersuchten Linien, ein entweder an
veranderter Augenfarbe, interchromosomaler Transposition oder ein am Phéanotyp erkennbares
Transpositionsereignis stattgefunden hatte. Im FallRB042wurden bei ca. 16 % der 480
potentiellenLocal HopLinien eindeutige Transpositionsereignisse beobachtet.

Auch wenn in Anbetracht der Erfolglosigkeit der beidestal HopExperimente vermutet
werden mul3, dal3 die absolute Anzahl der untersuchten Transpositionsereignisse statistisch
unzureichend war, so stellt sich jedoch die Frage, inwiefern die Wahrscheinlichkeit, den
alien/CSN2Locus mindestens einmal zu treffen, mit der absoluten Anzahl der untersuchten
Local HopEreignisse uberhaupt korreliert. Neueste Untersuchungen bestatigen die lang gehegte
Vermutung, dal3 P-Elemente nicht vollkommen zuféllig in jeden beliebigen genomischen
Bereich integrieren kdnnen. Beobachtungen, wie die Haufung von P-Element-Insertionen in
euchromatischen Regionen oder die deutliche Tendenz zur Integration in die 5'-Bereiche von

Genloci, bestarkten die Annahme, dal3 die lokale Chromatinstruktur einen Einflu? auf das
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Insertionsvermogen transponierbarer Elemente hat. Die systematische Analyse tausender P-
Element-Insertionsstellen zeigte, dald zwar keine Konsensus-Zielsequenz existiert, dafd aber die 8
bp-Zielsequenztérget sitg¢ der Transposase durch einen GC-Reichtum gekennzeichnet ist (Liao

et al, 2000). Die Praferenz der Transposase fur bestimmte Zielsequenzen resultiert demnach
eher aus der Struktur der Ziel-DNA als aus der primaren Nukleotidsequenz. Durch diese
differentielle Zuganglichkeit verschiedener genomischer Bereiche fiur die Insertion von P-
Elementen ist auch das Phanomen der s$tgt Spots dem uberdurchschnittlich hohen
Vorkommen von P-Element-Insertionsereignissen an spezifischen Stellen im Genom, zu
verstehen. Die P-Element-Insertionsmutagenese des BDGP, bei der u. a. die Verteilung der
gesammelten P-Element-Integrationen systematisch untersucht wurde, erméglichte die
Klasssifizierung sogHot Spot, Warm Spotund Cold SpotGene (Spradlingt al, 1999); fur

das zweite Chromosom wurden #Hbt Spot, 177Warm Spoctund 1097Cold SpotGene
vorhergesagt. Die Mehrzahl der Gene zeichnet sich also durch eine relativ geringe
Empfanglichkeit fir P-Element-Insertionen aus.

Die Tatsache, dald weder in einer der genomweiten P-Element-Insertionsmutagenesen des BDGP
noch bei der in dieser Arbeit durchgefuhrten lokalen P-Element-Mutagenese eine Insertion in
denalien/CSN2Locus erzielt werden konnte, deutet darauf hin, daf} es sicli®eiCSN2um

ein typische<Cold SpotGen handelt. Die geringe Mutagenisierbarkeit diesn/CSN2Locus

mag teilweise auch darauf zuriickzufihren sein, dal3 es sich bei dem 5'-Bereich des benachbarten
rostGens offensichtlich um eindWarmoderHot Spotzu handeln scheint. Immerhin konnten

fur diesen Locus gleich drei unabhangige P-Element-Insertidh2042 EP2569 und P20
(Paululatet al, 1997), erzeugt werden. Dal3 eine derartige gegenseitige BeeinfluRung im Sinne
positiver bzw. negativer Interferenz zwischen zwei benachbarten Loci existiert, ist allerdings rein
spekulativ.

Auch wenn did_ocal HopExperimente letztendlich erfolglos blieben, so kdnnen doch wichtige
Ruckschlisse gezogen werden, die bei der Planung zukinftiger Mutagenese-Strategien
berlcksichtigt werden sollten. Fur den Fall einer erneuten P-Remobilisierung sollte zur
Erhohung der Trefferwahrscheinlichkeit eine moglichst groRe Zahl potentieltal Hop

Linien etabliert werden. Um das Auftreten redundanter, prameiotischer Transpositionsereignisse
zu verringern, sollte nach Moéglichkeit von vielen unabhangigen Jumpstarter-Tieren ausgegangen
werden, von denen wiederum nur zwei bis vier Nachkommen, vornehmlich solche mit
veranderter Augenfarbe, etabliert werden sollten.

Aufgrund des genetische@old SpotCharakters desalien/CSN2Locus sollte jedoch
konsequenterweise eine chemische EMS-Mutagenese favorisiert werden. Im Gegensatz zur P-
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Element-Insertion wirkt das alkylierende Agens Ethylmethansulfonat absolut ungerichtet und
sollte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auch zu einer Mutatioaliem/CSN2Gen fuhren.

Mit Hilfe der alien/CSN2Defizienzen BL 368, BL 384 und BL 2892 und der lberlappenden
Defizienz BL 3702 konnten in sukzessiven Komplementationsanalysen letale Mutationen
selektiert werden, die zwischen dem proximalen Bruchpunkt von BL 3702 und dem distalen
Bruchpunkt von BL 368 kartieren (s. Abb. 5.4).

6.1.2 Die Problematik der RNAi-Methode

Aufgrund des Fehlens einatien/CSN2spezifischen Mutante wurde alternativ versucht, den
Funktionsverlust desalien/CSN2Gens durch posttranskriptionelles Gen-Silencing
herbeizufihren. Zu diesem Zweck wurde die inzwischen vielfach erfolgreich angewandte RNA-
Interferenz-Strategie (RNAIi) verfolgt, die die Applikation Transkript-spezifischer,
doppelstrangiger RNA-Moleklle (dsRNA) erfordert (Fateal, 1998).

Der klassische Weg zur Einschleusung von dsRNBrosophilaEmbryonen ist die Injektiom
vitro-synthetisierter doppelstréangiger RNA. Auf diese Weise konnte eine Reihe genspezifischer
Mutationen, wie z. Bfrizzled even-skippedindfushi tarazu(Kennerdell & Carthew, 1998), die

sich durch distinkte embryonale Phanotypen auszeichnen, erfolgreich phanokopiert werden. Fir
die beiden Gen¢ramtrack unddiscs lost die bereits wahrend der Oogenese in Form von
maternalen Transkripten in die Oocyte eingelagert werden, konnten mit Hilfe der dsRNA-
Injektion nicht nur die bekannten zygotischen Funktionen verifiziert, sondern zusatzlich weitere
Funktionen fiir die maternale Komponente charakterisiert werden (Kennerdell & Carthew, 1998;
Bhat et al, 1999). In einigen Fallen unterschieden sich jedoch die RNAi-induzierten
Phanokopien von den korrespondierenden Nullmutanten. Die Injektiorwiragiess(wg)-

dsRNA erzeugte lediglich lokale, auf die Injektionsstelle begremgtypische Stérungen in der
Cuticula, die in Nullmutanten den gesamten Embryo betreffen (Kennerdell & Carthew, 1998).
Besonders fragwirdige Ergebnisse lieferte die Injektion doppelstranmpgéitus RNA, die
schwerwiegende, muskelspezifische Stérungen verursachte (Misquitta & Paterson, 1999). Echte
nautilus Nullmutanten, die erst im nachhinein identifiziert wurden, weisen allerdings nur so
minimale Muskeldefekte auf, dal3 sie homozygot lebensféhig sind (Balagepalar2001).

Die Injektion doppelstrangigealien/CSN2RNA hatte im Vergleich zu Negativ-Kontroll-
Injektionen keine Vitalitdts-mindernden Konsequenzen. Diese Beobachtung kann zum einen so
interpretiert werden, dal® der Verlust der maternalen und zygotistieaiCSN2Expression

keine Folgen fur die Entwicklung fibrosophilahat. Das Ausbleiben larvaler, pupaler oder
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adulter Phanotypen konnte damit erklart werden, d&idasophila anders als in Glegansdie
Penetranz von embryonal induzierten RNAI-Effekten im Laufe der Entwicklung sukzessive
abnimmt. Wahrend fOC. elegandesonders die raumliche und zeitliche Expansion von RNAI-
Effekten, wie z. B. die Zell- bzw. Organ-ubergreifende Ausbreitung von RNAI-Effekten oder die
Persistenz bis in die F1-Generation, charakteristisch ist, konnten nach dsRNA-Injektion in
DrosophilaEmbryonen nur in sehr seltenen Fallen adulte Phanotypen erzeugt werdest (Fire
al., 1998; Timmons & Fire, 1998; Misquitta & Paterson, 1999). Da es jedoch versdumt wurde,
eine Positiv-Kontrolle durchzufihren, die unter den gleichen experimentellen Bedingungen
einen distinkten Phanotyp hatte hervorbringen missen, muf3 zum anderen auch eine technische
Ursache fur das Ausbleibafien/CSN2spezifischer Phanotypen in Betracht gezogen werden.

Um einerseits die aufwendige Wiederholung der dsRNA-Injektionsexperimente und andererseits
die vermeintliche Stadienspezifitat zu umgehen, wurde alternativ versucht, mit Hilfe eines
alien/CSN2Transgens RNAi-Effekte zu induzieren. Diese Strategie wurde. ialeganswvie

auch inDrosophilamehrfach erfolgreich angewandt. Allerdings kamen dabei sog. IR-Konstrukte
(inverted repegtzum Einsatz, die die Expression selbstkomplementarer Transkripte und somit
die Enstehung intramolekularer doppelstrangiger RNA-Molekulle erlaubten (Lam & Thummel,
2000; Tavernarakiet al, 2000). Da die Herstellung einesien/CSN2IR-Konstruktes aus
klonierungstechnischen Grinden nicht moéglich war (s. Kap. 5.4.2), wurde ein Transgen
konstruiert, das an beiden Enden von jeweils einem UAS-Promotorelement flankiert wurde und
so die simultane Transkription der beiden gegenldufigen RNAs ermoglichen sollte. Wie mit
Hilfe derin situ-Hybridisierung einzelstrangiger RNA-Sonden gezeigt werden konnte, findet in
der Tat eine spezifische und auch effiziente Expression sowohlidefCSN2sense als auch

der antisenselranskripte statt. Die Tatsache, da3 nach embryonaler, larvaler oder adulter
Aktivierung dennoch keine spezifischen Ph&notypen beobachtet werden konnten, lai3t sich wie
auch schon im Falle der Injektionsexperimente so interpretieren, dall entweder der
Funktionsverlust voralien/CSN2keine Entwicklungsstorungen bewirkt oder aber daf3 auch
dieses Verfahren nicht zur Induktion RNAi-abhangiger Phanokopien geeignet ist. Da die
ektopische Expression eines Alien/CSN2-GFP-Fusionsproteins keine erkennbare Inhibition
durch die symmetrische Trankription d@lgen/CSN2Konstrukts erfahrt, mufd indes eher von
einer mangelnden Zweckdienlichkeit des Konstruktis ausgegangen werden. In diesem
Zusammenhang sollte allerdings auch auf die eingeschrankte Effektivitdt der klassichen IR-
Konstrukte eingegangen werden. Verschiedene Autoren, die durch die larvale Expression von
IR-Konstrukten Knock Out-Phanotypen fir Gene wiaite, yellow, transformer-2oderperiod

erzeugen wollten, die sich in adulten Fliegen manifestieren, beobachteten fast ausnahmslos
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schwéchere Phanotypen als sie fir die entsprechenden Nullmutanten bekannt sind (Fortier &
Belote, 2000; Martinek & Young, 2000; Piccet al, 2001; Giordanoet al, 2002).
Offensichtlich bewirkt die Expression von IR-Konstruktervivoin erster Linie keinen totalen,
sondern einen partiellen Funktionsverlust und ist demzufolge eher als Knock Down- denn als
Knock Out-Methode zu verstehen. Neueste Untersuchungen, die die Silencing-Effekte von IR-
Konstrukten mit entsprechenden, symmetrisch transkribierten Konstrukten vergleichen, kommen
zu dem Schluf3, dal3 die Silencing-Wirkung von symmetrisch transkribierten Konstrukten
gegenuber IR-Konstrukten noch schwécher ist und nur zum Teil durch eine Erhéhung der
Transgen-Dosis kompensiert werden kann (Giordetnal, 2002; Kimet al, 2002). Dieser
qualitative Unterschied wird darauf zurtickgefuhrt, dal3 die Bildung haarnadelférmiger
Doppelstrang-RNA-Molekile gegentber der Hybridisierung von einze@ese undantisense
Transkripten begunstigt ist (Giordaabal, 2002).

Auf diesem Hintergrund mul3 die Tatsache, da3 mit der symmetrischen Expression des
alien/CSNZ2Transgens keine Phanokopien erzeugt werden konnten, noch von einer anderen Seite
betrachtet werden. Aufgrund der ergiebigen Transkription beider Einzelstrang-RNAs kann
durchaus davon ausgegangen werden, daf} es, wenn auch mit geringerer Effizienz, zur Bildung
von alien/CSN2dsRNA-Molekilen und somit zu einem partiellen Silencing alesn/CSN2

Gens gekommen ist. Der Versuch, den Silencing-Effekt indirekt durch die Repression eines
ektopisch exprimierten Alien/CSN2-GFP-Fusionsprotein zu quantifizieren, kénnte auch daran
gescheitert sein, dafl3 ein nicht unerheblicher Anteil der GFP-Fluoreszenz auf der Anwesenheit
von freiem, unfusioniertem GFP-Protein beruht. Western Blot-Analysen zeigten, dald in den
Speicheldrisen dritter Larven neben dem ektopisch exprimierten Alien/CSN2-GFP-
Fusionsprotein auch eine Fraktion an freiem GFP nachweisbar ist (Bodderas, 2000). Es stellt sich
also die Frage, inwiefern ein partieller, sprich Dosis-abh&ngiger Funktionsverlust des
alien/CSN2Gens, wie er moglicherweise durch die symmetrische Transkriptioslide8CSN2
Konstruktes hervorgerufen wurde, tUberhaupt die Entstehung spezifischer Phanotypen
beglnstigen kann. Wenn der Silencing-Effekt nicht mindestens eine 50%ige Reduktion der
endogeneralien/CSN2Aktivitat zur Folge hat, sind keine phanotypischen Konsequenzen zu
erwarten. Schliel3lich liefert auch keine déen/CSN2Defizienzen, die Uber nur eine Kopie der
alien/CSNZ2Transkriptionseinheit verfugen, Hinweise auf einen Dosis-Effekt.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dald mit Hilfe der RNAIi-Experimente keine Aussage Uber die
entwicklungsbiologische Relevanz dden/CSN2Gens getroffen werden kann. Trotzdem sollte

in Anbetracht der essentiellen Funktionen der Signalosom-Untereinheiten CSN4 und CSNS5,
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deren Funktionsverluste larvale Letalitdt hervorrufen, fir Alien/CSN2 weiterhin eine
unverzichtbare Funktion postuliert werden.

Um in zukinftigen Experimenten dennoch die aul3erordentlichen Vorteile der RNAi-Methode
ausnutzen zu konnen, sollte nochmals mit Nachdruck versucht werden, ein effizienteres
alien/CSN2inverted repeaKonstrukt herzustellen. Inzwischen wurden verschiedene
Sequenzelemente, wie z. B. genfremde Spacer (Petah, 2001) oder Intron-Sequenzen (S.
Breuer, pers. Mitteilung), erfolgreich zur Trennung der beiden gegenlaufigen Fragmente
eingesetzt, um die Klonierungseffizienz der IR-Konstrukte zu erhdhen. Als sinnvolle Positiv-
Kontrolle bote sich ein analoges Experiment mit dem larval le2&K4Gen an, das ebenfalls

eine Signalosom-Untereinheit codiert. Sollte das RNAi-induzierte Silencing G&iN4
ausreichen, um einen Phanotyp zu verursachen, der dem Nullph&notyp ahnelt, so sollte ein
analoges Experiment gleichermal3en Aufschlufd Uber die Funktion von Alien/CSN2 geben. Um
von vornherein die Gendosis des zu inhibierenden Gens zu verringern, konnten die RNAI-
Transgene auch in entsprechende, defiziente Linien eingekreuzt werden. In diesem heterozygot
mutanten Hintergrund, der nur eine Wildtyp-Kopie des betreffenden Locus bereitstellt, kdnnte
ein zusatzlicher Funktionsverlust moéglicherweise additiv wirken und weitreichendere
Konsequenzen nach sich ziehen.

Wirde sich allerdings herausstellen, daf? der partielle Funktionsverlust von CSN4 ebenfalls keine
phanotypischen Auswirkungen hat, weil die notwendige zelluldre Signalsom-Konzentration nicht
unterschritten wird, so konnte die RNAI-Strategie zur Analyse der Alien/CSN2- bzw. der

Signalosom-Funktiom vivoin zukunftigen Experimenten vernachlassigt werden.

6.2 Allgemeine und spezielle Limitationen des Hefe 2-Hybrid Screens mit
Alien/CSN2 als Koderprotein

Angesichts der mangelnden Aussagekraft der Untersuchungen zur Funktion von AliemCSN2
vivo wurde mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid-Verfahrens alternativ versucht, durch die Identifizierung
von interagierenden Proteinen einen molekularbiologischen Zugang zur Funktion von
Alien/CSN2 zu bekommen.

Die Durchmusterung von ca. 26 10 embryonalen cDNA-Klonen lieferte zunachst 92
Kandidaten, die fur potentielle Alien/CSN2-interagierende Proteine oder Proteinfragmente
codierten. Aufgrund von Sequenzanalysen konnten bereits zwei Drittel der isolierten Klone als
eindeutig Falschpositive verworfen werden (s. Tab. 5.1). Von den ubrigen Beuteproteinen

wurden acht Kandidaten ausgewahlt, die angesichts ihrer funktionellen Eigenschaften und im



Diskussion 126

Hinblick auf die Funktion von Alien/CSN2 als Signalosom-Untereinheit bzw. Corepressor fur
eine Kooperation mit Alien/CSN2 besonders in Frage kamen. Die gezielte Analyse dieser acht
Kandidaten in weiteren Hefe 2-Hybrid-Experimenten konnte jedoch lediglich Rpn6, eine
Untereinheit des 19S RP-Deckelkomplexes des 26S Proteasoms, als spezifischen Alien/CSN2-
Interaktionspartner identifizieren. Bemerkenswerterweise hatte bereits die Durchmusterung der
cDNA-Bibliothek gleich drei unabhangige Rpn6-codierende Beuteplasmide hervorgebracht; eine
Besonderheit, die ansonsten in nur einem einzigen weiteren Fall, namlich fir GHO9031, einem
EST unbekannter Funktion, beobachtet werden konnte.

Abgesehen von der interessanten Interaktion von Alien/CSN2 mit Rpn6, die im nachsten Kapitel
ausfuhrlich diskutiert werden soll, konnte der Hefe 2-Hybrid Screen nicht zur Isolierung
neuartiger Interaktionspartner verhelfen und somit auch keine innovativen Hinweise auf eine
funktionelle Beteiligung von Alien/CSN2 an bestimmten Signalwegen liefern. Uberdies konnten
auch keine der erwarteten oder sogar bekannten Interaktionspartner, wie etwa weitere
Signalosom-Untereinheiten, Culline oder vielleicht Kernhormonrezeptoren, isoliert werden. Im
Hinblick auf zukunftige Experimente sollen im folgenden mégliche Ursachen fur die geringe
Ausbeute erortert werden.

Grundsatzlich missen in diesem Zusammenhang die allgemeinen Limitationen der Hefe 2-
Hybrid Methode einerseits und die speziellen Eigenarten von Alien/CSN2 andererseits
bertucksichtigt werden. Einer der ausschlaggebenden Faktoren ist die Qualitat der cDNA-
Bibliothek. Die hier verwendete cDNA-Bibliothek wurde urspriinglich durch die ungerichtete
Klonierung von cDNAs, die mit Hilfe von polyT-Oligonukleotiden revers transkribiert worden
waren, hergestellt (Yt al, 1999). Da die Expression eines funktionellen GAL4-AD-
Beuteproteins nur dann moglich ist, wenn die cDNA in der richtigen Orientierung und im
richtigen Leseraster ligiert wurde, ist statistisch betrachtet tberhaupt nur ein Sechstel aller Klone
in der Lage, ein GAL4-AD-Fusionsprotein zu exprimieren. Unter diesen Umstanden ist es
absolut notwendig, eine mdglichst grol3e Anzahl unabhéngiger Klone zu durchmustern, um die
Wahrscheinlichkeit, jedes embryonal exprimierte Gen mindestens einmal zu treffen, zu
maximieren. FurDrosophila werden insgesamt ca. 13500 Gene vorhergesagt, von denen
allerdings nur ein Teil wahrend frih-embryonaler Stadien exprimiert ist (Aéamls 2000).
Vorausgesetzt die verwendete cDNA-Bibliothek wirde jedes embryonale Transkript mindestens
einmal als funktionelle&SAL4-ADFusionsgen reprasentieren, so muf3te rein theoretisch eine
Durchmusterung von 8 10" Klonen (6x 13500) ausreichen, um jedes Transkript mindestens
einmal zu treffen. Da jedoch stark exprimierte Gene gegenuber schwach exprimierten Genen

verhaltnismaRig haufiger in der cDNA-Bibliothek vertreten sein werden, wird tblicherweise eine
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Anzahl von 10 zu durchmusternden Klonen angestrebt, um eine weitestgehende Sattigung zu
erzielen (Prof. L. Pick, personliche Mitteilung). Die mit GAL4-DBD-Alien/CSN2 durchmusterte
Zahl von 2,6 x 1C¢ Klonen war also wahrscheinlich einfach zu gering, um alle
Kandidatenproteine statistisch erfassen zu konnen.

Eine weitere Besonderheit der hier verwendeten cDNA-Bibliothek basiert auf der Tatsache, daf3
die cDNAs unter Verwendung eines polyT-Oligonukleotids generiert wurden. Mit Ausnahme
einiger Transkripte mit internen oligoA-Sequenzen wurden auf diese Weise vornehmlich
polyadenylierte mRNAs vom 3'-Ende her revers transkribiert, so dald eine Anreicherung C-
terminaler Bereiche zu erwarten ist. Da die reverse Transkription insbesondere bei langen
Transkripten h&ufig abbricht, bevor eine vollstandige cDNA synthetisiert wurde, ist die
Isolierung von Interaktionspartnern, deren Wechselwirkung mit Alien/CSN2 auf N-terminalen
Interaktionsdomanen beruht, weitestgehend aussichtslos. Die Isolierung dreier p&pie@er
cDNAs, die im 5'-Bereich unterschiedlich stark verkirzt waren, veranschaulicht eben diese
Problematik.

Eine andere, allgemeingiltigere Einschréankung des Hefe 2-Hybrid Systems ergibt sich durch die
grundlegende Voraussetzung, dal3 die kotransformierten Hefezellen uneingeschrankt
proliferieren kdnnen missen, um Uberhaupt als positive Kandidaten-Klone in Erscheinung treten
zu kénnen. Unter Umstanden wirkt sich jedoch die konstitutive Expression heterologer Proteine
in S. cerevisiaschadlich auf das Wachstum der Zellen aus. Fur Beuteproteine, die von sich aus
toxisch auf die Hefezellen wirken, besteht also im Hefe 2-Hybrid System von vornherein keine
Chance, als Interaktionspartner eines Koderproteins identifiziert zu werden.

Neben diesen generellen Vorbehalten des Hefe 2-Hybrid Systems muissen auch die
maoglicherweise limitierenden Eigenschaften des Koderproteins berucksichtigt werden. Im
speziellen Fall von Alien/CSN2, einem integralen Bestandteil des Signalosoms, koénnte
beispielsweise die Abwesenheit des Komplexes einen entscheidenden Einflul3 auf die Topologie
und somit das Interaktionsvermdgen der unkomplexierten Untereinheit haben. Derartige
strukturelle Abweichungen kdnnen zum einen Wechselwirkungenjndigvo tatsachlich
stattfinden und von funktioneller Relevanz sind, blockieren und zum anderen aber auch
neuartige, falschpositive Wechselwirkungen, die zwar spezifisch erscheinen, aber in
Wirklichkeit keine funktionelle Rolle spielen, begunstigen. In diesem Zusammenhang mussen
noch zwei weitere System-inharente Aspekte der Hefe 2-Hybrid Methode bericksichtigt werden.
Erstens, da grundsatzlich zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen spezifische posttranslationale
Modifikationen der beteiligten Partner erfordern, die die Hefezelle nicht leisten kann, sind

Wechselwirkungen, die von solchen Modifikationen abhangig sind, schwerlich zu erwarten.
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Zweitens, auch die Anwesenheit der heterologen, N-terminal fusionierten GAL4-Domanen kann
stérende intramolekulare Strukturverdnderungen innerhalb des Koéder- oder Beuteproteins
bedingen.

Bemerkenswerterweise konnte in einer umfangreichen Hefe 2-Hybrid Studie, die u. a. der
Aufklarung der wechselseitigen Interaktionen innerhalb des Signalosom-Komplexes aus
Arabidopsisdienen sollte, fir die CSN2-Untereinheit keine einzige Interaktion mit einer der
tbrigen CSN-Untereinheiten nachgewiesen werdere{fal, 2001). Die direkte Hefe 2-Hybrid
Analyse verschiedener Signalsom-Untereinheiten Russophila zeigte hingegen, dald
DrosophilaCSN2 mit den Untereinheiten CSN5, CSN7 und mit sich selbst interagiert (Freilich
et al, 1999). Zwar handelt es sich in diesen beiden Untersuchungen um CSN2-Proteine
unterschiedlicher Herkunft; aufgrund der evolutionaren Konservierung des Komplexes und der
einzelnen Untereinheiten sollten jedoch auch vergleichbare Interaktionsmuster innerhalb der
Signalosom-Komplexe erwartet werden. Vielmehr scheint die Verwendung unterschiedlicher
Hefe 2-Hybrid Systeme, wie z. B. GALA4ss. LexA-basierte Systeme, unterschiedlicher
Hefestdmme oder Reportergene, und die damit verbundene unterschiedliche Sensitivitat der
verschiedenen Verfahren maf3geblich zu den diskrepanten Ergebnissen verschiedener
Untersuchungen beizutragen. Bei dieser Gelegenheit soll deshalb nachhaltig darauf hingewiesen
werden, dal3 ein positives wie auch ein negatives Ergebnis einer Hefe 2-Hybrid Analyse fur sich
betrachtet keine endgiltige Aussage uber die wirkliche Interaktion zweier Proteine erlaubt,
sondern unbedingt einer weiteren, unabhangigen Bestatigung bedarf.

Die relativ maRige Ausbeute des Hefe 2-Hybrid Screens, der in dieser Arbeit zur Isolierung von
Alien/CSN2-interagierenden Proteinen durchgefihrt wurde, ist neben der zu geringen Anzahl an
durchmusterten Klonen also auch auf eine Reihe System-immanenter und wahrscheinlich
Uberdies auf Alien/CSN2-spezifische Besonderheiten zurtickzufiihren. Eine Wiederholung des
Versuchs sollte nur unter der Pramisse einiger Modifikationen betrieben werden. In erster Linie
sollten dabei natiirlich moglichst viele unabhangige cDNA-Klan&®) durchmustert werden.

Eine qualitativ hochwertigere cDNA-Bibliothek, die sich beispielweise durch gerichtet klonierte
cDNAs, die zuvor mit Hilfe von Zufallsprimern generiert wurden, und vielleicht auch dadurch,
dalR sie Transkripte eines ausgedehnteren Entwicklungszeitraums représentiert, auszeichnet,
wirde die Effizienz zuséatzlich steigern. Ferner sollte auch die Verwendung eines induzierbaren
Expressionssystems in Betracht gezogen werden. Auch wenn die konstitutive Expression von
GAL4-DBD-Alien/CSN2 in Hefezellen unproblematisch ist, so kdnnte mit Hilfe der
kontrollierten Induktion das Spektrum der Beuteproteine um die Fraktion der toxisch wirkenden

Proteine bereichert werden.
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6.3 Die physikalische Interaktion von Alien/CSN2 mit Rpn6 — ein Hinweis auf eine

Kooperation von Signalosom und Proteasom?

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Hefe 2-Hybrid Screen fuhrte zur Identifizierung von Rpn6,
einer nicht-ATPase Untereinheit des 19S regulatorischen Partikels des 26S Proteasoms. Rpn6
zeichnete sich gegentuiber den anderen Beuteproteinen dadurch aus, daf3 es gleich dreimal isoliert
werden konnte. Die drei unabhangigepn6cDNAs waren weitestgehend kolinear und nur im
5'-Bereich unterschiedlich stark verkurzt, so dal} sie fir drei N-terminal deletierte Rpn6-
Varianten codierten. Die quantitative BestimmungldeZ-Reportergenaktivitat zeigte, dafd die
langste (AS 83-422) und die kirzeste Variante (AS 101-422) etwa gleich stark mit Alien/CSN2
interagieren, wahrend die dritte Variante, die im Vergleich zur langsten Variante tber nur zwei
Aminosaurereste weniger verfugt (AS 85-422), eine wesentlich schwachere, aber dennoch
signifikante Interaktion mit Alien/CSN2 einging (s. Abb. 5.10). Die Ursachen fir diese
erstaunliche Diskrepanz sind unklar, kdnnten aber moglicherweise auf strukturellen
Unterschieden beruhen, die durch die Deletion der zwei Aminoséurereste hervorgerufen werden.
Entscheidend ist ohnehin die Tatsache, daf auch das vollstandige Rpn6-Protein mit Alien/CSN2
im Hefe 2-Hybrid System interagiert. Uberdies konnte die physikalische Interaktion von Rpn6
mit Alien/CSN2 im GST-Pulldown-Experiment bestatigt werden.

Dieser interessante Befund, dal3 Alien/CSN2 und Rpn6 direkt miteinander wechselwirken
kénnen, gibt Anlass zu der Vermutung, dald diese Art der Interaktion moglicherweise eine
funktionelle Bedeutungn vivo haben konnte. Diese Annahme wird weiterhin dadurch gestutzt,
dal3 die Expressionsmuster der beiden Gene eine beachtliche Kongruenz aufweisen. Zwar kann
alleinig aus der zeitlichen und raumlichen Koexpression zweier Transkripte nicht ohne weiteres
eine wechselseitige Interaktion der Genprodukte deduziert werden, da solche Aspekte wie
differentielle Translation oder subzellulare Lokalisation der Proteine unbertcksichtigt bleiben;
dennoch bleibt festzuhalten, dal} die Koexpression zellularer Proteine eine unabdingbare
Voraussetzung fur deren direkte Wechselwirkimgivo ist.

Von physikalischen Wechselwirkungen einzelner Untereinheiten des Signalosoms mit einigen
Untereinheiten der beiden anderen PCIl-Komplexe ist bereits mehrfach berichtet worden (vgl.
Kap. 2.6), und auch die Tatsache, dal3 das Signalosom als hartndckige Kontamination in
Proteasompraparationen auftritt, mag nicht nur auf die strukturelle Ahnlichkeit mit dem 19S RP-
Deckelkomplex, sondern mdglicherweise auch auf eine gewisse Affinitat der beiden Komplexe
zuriuckzufuhren sein. Die funktionelle Relevanz dieser Vernetzung der verschiedenen PCI-

Komplexe ist unterdessen vollkommen unverstanden.



Diskussion 130

Die physikalische Interaktion von Alien/CSN2 mit Rpn6, die in dieser Arbeit festgestellt werden
konnte, ist eine weitere Evidenz fur eine unmittelbare Wechselwirkung von Signalosom und 26S
Proteasom. Auf dem Hintergrund der hinlanglich bekannten Beteiligung beider Komplexe an
verschiedenen Teilprozessen des Ubiquitin-abhangigen Proteinabbaus und der regulatorischen
Funktionen des Signalosoms besteht ein begrindeter Anlal3, zusatzlich eine direkte Interaktion
bzw. Kooperation von Signalosom und Proteasom zu postulieren. Wahrend das Signalosom
durch seine Kinase- und Deneddylaseaktivitat eine regulatorische Rolle bei der gezielten,
Ubiquitin-abhangigen Destabilisierung verschiedener Substrate spielt, vollzieht das 26S
Proteasom als letztes Glied der Ubiquitinylierungskaskade den ultimativen proteolytischen
Abbau. Der vermeintliche Zweck der unmittelbaren Interaktion von Signalosom und Proteasom
konnte also in der Regulation der Aktivitat oder Spezifitdt des Proteasoms bestehen.

Uber die Art und Weise, wie das Signalosom die Aktivitat oder die Spezifitit des 26S
Proteasoms modulieren konnte, kdnnen verschiedene Vermutungen angestellt werden. Da
bislang ausschliel3lich fur Komponenten des 19S RP-Deckelkomplexes eine physikalische
Interaktion mit dem Signalosom nachgewiesen wurde, kann in erster Linie davon ausgegangen
werden, dafld der distale Deckelkomplex des regulatorischen Partikels die primare Zielstruktur far
die Signalosom-abhangige Regulation darstellt. Denkbar ware zum einen, dal3 das Signalosom
durch seine Kinaseaktivitdt den Phosphorylierungsstatus bestimmter Untereinheiten des
Deckelkomplexes spezifisch modifiziert und so die Affinitat des regulatorischen Partikels fur
polyubiquitinylierte Substrate verandert. Eine andere Mdglichkeit ware, dal? das Signalosom
nicht durch seine katalytische Aktivitat, sondern vielmehr durch seine strukturelle Ahnlichkeit
mit dem Deckelkomplex Einflu? auf die Aktivitdt des Proteasoms gewinnt. Aufgrund der
gleichartigen Architektur der beiden Komplexe wéare ein reziproker Transfer von einzelnen
Untereinheiten vorstellbar, der zur Entstehung von chimaren Mischformen der beiden Komplexe
beitragen konnte, und dadurch die Spezifitat oder Aktivitat des regulatorischen Partikels,
vielleicht auch des Signalosoms modulieren kdnnte. Im Extremfall konnte die Vermischung der
beiden Komplexe nicht nur im Austausch einiger Untereinheiten bestehen, sondern in einer mehr
oder weniger stabilen Assoziation von Signalosom und Deckelkomplex, die in einer Sonderform
des regulatorischen Partikels resultieren konnte (Wei & Deng, 1999). Obwohl dieser spezielle
Fall noch nicht beobachtet wurde, so ist doch die Existenz alternativer Proteasom-Komplexe
bekannt, die sich durch die Rekrutierung unterschiedlicher regulatorischer Komplexe
auszeichnen (Ubersicht in Ciechanover, 1998).

Auch wenn es aul3er den physikalischen Interaktionen von AtCSN1 mit AtRpn6 @vabk

1999), von Signalosom-Komplex und Rpn7Anabidopsis(Yahalomet al, 2001) und von
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Drosophila CSN2 mit Rpn6 (diese Arbeit) keine weiteren direkten Hinweise auf eine
unmittelbare Kooperation von Signalosom und 26S Proteasom gibt, so kann jedoch der
experimentelle Befund, dalR in Signalosom-defizienten Mutanterabidopsis eine
Akkumulation polyubiquitinylierter Proteine zu beobachten ist (Retrag, 2001a,b), im Sinne

der Signalosom-Proteasom-Kooperations-Hypothese interpretiert werden. Die Argumentation,
die Anreicherung von polyubiquitinylierten Substraten G5 NMutanten kdnnte eine
Konsequenz der fehlenden Deneddylierungsaktivitat des Signalosoms sein, ist zwar nicht von
der Hand zu weisen, aber unzureichend. Angenommen, die konstitutive Nedd8-Modifikation der
Cullin-Untereinheiten der SCF-E3-Ubiquitin-Ligasen wirde tatsachlich mit einer verstarkten
Ubiquitinylierung der verschiedenen Substrate einhergehen, so sollte die proteolytische Aktivitat
des Proteasoms eine UberméaRige Akkumulation der polyubiquitinylierten Proteine verhindern
kénnen. Die exzessive Anreicherung von Proteinen, die eigentlich fir den proteasomalen Abbau
bestimmt waren, ware demnach madglicherweise auch auf eine verminderte Aktivitat oder
Spezifitat des 26S Proteasoms in Signalosom-Mutanten zurtickzufiihren.

Ein weiterer, allerdings auf3erst hypothetischer und unsicherer Hinweis fur einen Zusammenhang
von Signalosomfunktion und Proteasomaktivitét ist die Tatsache, da®sophilaSignalosom-
Mutanten den gleichen Phanotyp zeigen wie Proteasom-Mutanten. Alle bisher bekannten
Mutanten, sowohl fur die Signalosom-Untereinheiten CSN4 und CSN5 (Fretliah 1999;

Suhet al, 2002) als auch fur die 20S-Untereinhei2nund36 (Saville & Belote, 1993; Smyth

& Belote, 1999) und die 19S RP-Deckelkomplex-Komponente Rpn6 (diese Arbeit) sterben
wahrend der frihen Larvalentwicklung, ohne dall besondere morphologische
Entwicklungsstorungen erkennbar sind. Natirlich kbnnen diese homogenen Phanotypen nicht
ohne weiteres auf eine gemeinsame Ursache zuruckgefuhrt werden; die frappante
Ubereinstimmung gestattet allerdings die Annahme, daR der Verlust der Signalosom- oder
Proteasom-Aktivitat aufgrund der wechselseitigen Kooperation der beiden Komplexe &hnliche
Stérungen provozieren kdnnte.

Weiterfihrende Analysen werden die hier, auf der Basis recht pralimin&rer Ergebnisse,
postulierte Interaktion von Signalosom und Proteasom prifen muiussen. Mit Hilfe von
Coimmunoprazipitations-Analysen sollte zunadchst versucht werden, die physikalische
Interaktion von Alien/CSN2 und Rpn6 bzw. von Signalosom und Proteasomivo
nachzuweisen. Des weiteren konnte auch die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von
Signalosom und Proteasom aufschluf3reiche Informationen liefern. In pflanzlichen wie auch in
tierischen Zellen wird fur das Signalosom bzw. fir die jeweils detektierten Untereinheiten

sowohl von nukledrem als auch cytoplasmatischem Vorkommen berichtet (Chaetoadiiz
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1996; Seegeet al, 1998; Dresseét al, 1999; Mundtet al, 1999; Tsugeet al, 2001). Die
ektopische Expression von Epitop-markierten Myc-Alien/CSN2- bzw. Alien/CSN2-GFP-
Fusionsproteinen in verschiedenen embryonalen und larvalen Geweben spricht ebenfalls fir eine
cytoplasmatische wie auch nukleare Lokalisation des Signalosobr®@swophila (Lier, 1998).
Proteasom-spezifische Antikdrper detektieren den Komplex je nach Zelltyp ebenfalls im Kern
und/oder im Cytoplasma (Kleiet al, 1990). Die Kolokalisation beider Komplexe in
wildtypischen und im Vergleich dazu in Signalosom- oder 19S RP-Deckelkomplex-mutanten
Zellen konnte Aufschlisse Uber wechselseitige Interaktionen der beiden Komplexe liefern.
Immunhistologische Untersuchungen an humanen Mesotheliom-Zellen weisen bereits auf eine
Kolokalisation der beiden Komplexe in Kernnahe hin (Seegat, 1998).

Grundsatzlich stellt sich jedoch die Frage,mosophilafir die anstehenden Fragestellungen
einen idealen Modellorganismus darstellt. Zweifellos repraseribersophila bislang den
einzigen multizellularen, tierischen Organismus, an welchem die entwicklungsbiologische
Relevanz des Signalosoms (Freilatal, 1999; Sufet al, 2002) und des Proteasoms (Saville &
Belote, 1993; Smyth & Belote, 1999; diese Arbeit) demonstriert werden konnte; die
entscheidenden mechanistischen Erkenntnisse wurden jedéchhidopsis in Hefe und in
kultivierten Saugerzellen gewonnen. Wie bereits erwahnt, zeichnddasbphilaim Vergleich

zu den genannten Systemen dadurch aus, dald sie den einzigen multizellularen, tierischen
Vertreter darstellt, fir den Signalosom- und auch Proteasom-Mutanten tGberhaupt bekannt sind.
Der besondere Vorteil gegeniber Saugerzellkultur-Experimenten besteht darin, dal3 z. B. in
klonalen Analysen die Storungen Signalosom- oder Proteasom-defizienter Zellen parallel zu den
Verhéltnissen in wildtypischen Zellen untersucht werden kdnnten; und das in verschiedenen
Geweben und Entwicklungsstadien, wahrend kultivierte Saugerzellen meist hochspezialisierte
oder krankhaft verdnderte Zelltypen repréasentieren. DemnachBalkephilaweiterhin fur die
Charakterisierung der Signalosom- und 19S RP Deckelkomplex-Funktionen herangezogen

werden.

6.4 Die Relevanz der PCl-Domanen fiir die physikalische Interaktion von
Alien/CSN2 und Rpn6 bleibt fraglich

Der Einsatz PCIl-Domanen-deletierter Alien/CSN2- und Rpn6-Varianten im Hefe 2-Hybrid- und
im GST-Pulldown-Verfahren sollte zur Klarung der Frage beitragen, ob die direkte Interaktion
von Alien/CSN2 mit Rpn6 von den PCI-Domé&nen der beiden Proteine abhéangig ist.

Bedauerlicherweise erbrachten die beiden unterschiedlichen experimentellen Ansétze keine
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Ubereinstimmenden Ergebnisse. Wahrend GST-AREI gleichermallen das vollstandige wie
auch das PCl-deletierte Rpn6-Protein im GST-Pulldown-Experiment prazipitiert, so ist im Hefe
2-Hybrid keine signifikante Interaktion der PClI-deletierten Varianten nachweisbar. Fur sich
gesehen liefern beide Experimente also gegensatzliche Aussagen: laut GST-Pulldown spielt
keine der beiden PCI-Doméanen eine ausschlaggebende Rolle fiir die direkte Interaktion von
Rpn6 und Alien/CSN2; laut Hefe 2-Hybrid ist insbesondere die PCI-Domane von Rpn6
unentbehrlich fir die Wechselwirkung mit Alien/CSN2. Fir die Relevanz der PCI-Doméne von
Alien/CSN2 konnte aufgrund der stérenden autonomen Reportergen-Expression in DBD-
Alien/CSN2APCI-Hefe-Transformanten kein unzweifelhaftes Ergebnis erzielt werden; allerdings
hat es den Anschein als wirde auch Alien/CSR2I nicht mehr mit Rpn6 interagieren (s. Kap.

5.8).

Fur das Zustandekommen dieser widerspriichlichen Befunde kommen verschiedene Ursachen in
Frage. Da sich jedoch beide Methoden heterologer Expressionssysteme bedienen, kann nur
schwer beurteilt werden, welcher Methode die grol3ere oder glaubwirdigere Aussagekraft
zugesprochen werden kann. Dem Hefe- und erst recht dem bakteriellen Expressionssystem
mangelt es an der posttranslationalen Modifikationsmaschinerie héherer Eukaryoten. Uber
posttranslationale Modifikationen von Alien/CSN2 oder Rpn6 ist zwar nichts bekannt, und sie
scheinen auch fur die Interaktion der beiden vollstandigen Proteine keine Rolle zu spielen, aber
dennoch wird dieses Argument haufig, insbesondere fir die Rechtfertigung (falsch-) negativer
Ergebnisse, bemuht. Ein weiterer, schwerwiegender Aspekt ist die Frage, ob ein heterolog
exprimiertes Protein, besonders dann wenn es durch so einschneidende Maflinahmen, wie die
Deletion ganzer Doméanen, stark abgewandelt ist, Gberhaupt noch eine dem funktionellen Protein
vergleichbare Tertiarstruktur ausbildet. Diese Einschrankungen gelten gleichermal3en fur das
Hefe 2-Hybrid- wie auch fur das GST-Pulldown-System.

Als spezifischer Schwachpunkt des hier durchgefiihrten Hefe 2-Hybrid-Experiments muf3
eingerdumt werden, daf nicht gesichert ist, ob die verwendét€hKonstrukte tberhaupt
exprimiert werden. Wahrend die Expression der vollstandigen Alien/CSN2- bzw. Rpn6-Proteine
indirekt durch ihre positive Interaktion belegt ist, wurde die Expression des DBD-
Alien/CSN2APCI- bzw. des AD-RpnBPCI-Proteins weder direkt noch indirekt, durch Western
Blot-Analysen oder durch irgendeine positive Interaktion, nachgewiesen. Strenggenommen
konnte die fehlende Interaktion von Alien/CSN2 und Rj6I also auch auf eine fehlende
Expression von Rp¥PCl zuriickzufuhren sein. Das gleiche gilt fir Alien/CRRZI,
wenngleich in diesem Fall die autonome Reportergen-Expression fur die Anwesenheit eines

aberranten Aktivators, namlich héchstwahrscheinlich Alien/Q8M3, spricht.
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Das Argument der vermeintlichen Nicht-Expression eines Interaktionspartners trifft fur das
GST-Pulldown-Experiment nicht zu. Alle getesteten Proteine wurden effizient translatiert und
interagierten schlief3lich in jeder beliebigen Konstellation. Allerdings handelt es sich bei diesen
Alien/CSN2-Interaktionen nicht um die erste oder gar einzige Wechselwirkung eines GST-
Alien/CSN2-Proteins, die nicht in einem unabh&ngigen Verfahren verifiziert werden konnte. So
wurde beispielweise eine eindeutige Interaktion wasophila Alien/CSN2 mitaFtz-F1 im
GST-Pulldown-Experiment gezeigt (Dresstlal, 1999), die im Hefe 2-Hybrid-Experiment

nicht verifiziert werden konnte (s. Kap. 5.10). Dasselbe, positive Interaktion im GST-Pulldown-
Experiment, keine Interaktion im Hefe 2-Hybrid-Experiment, gilt fir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen zur Interaktion von Alien/CSN2 mit Dmp53 (s. Kap. 5.10). Fur
alle diese Falle eine Nicht-Expression der korrespondierenden Partner-Proteine in den
Hefezellen zu postulieren, ist nicht rechtzufertigen; besonders nictdHin-F1, da hier
entsprechende Positivkontrollen mit dem Interaktionspartner Ftz durchgefiuhrt wurden (Daten
nicht gezeigt, s. auch Yet al, 1997). Vielmehr hat es den Anschein, als sei bakteriell
exprimiertes GST-Alien/CSN2, aus welchen Grunden auch immer, ein Uberaus
interaktionsfreudiges Protein. Wie dem auch sei, im Falle von so eindeutig widersprichlichen
Ergebnissen mul3 versucht werden, der Fragestellung auf andere Art und Weise, wie z. B. durch
Far Western Blot-Analysen oder Coimmunoprazipitation von transient exprimi&Rem
Varianten, gerecht zu werden. Die Relevanz der PCI-Domé&nen von Alien/CSN2 und Rpn6 fur
ihre wechselseitige Interaktion bleibt also vorerst fraglich.

In diesem Zusammenhang muf} jedoch noch angemerkt werden, dal® einige Autoren von
vornherein auf eine Bestatigung ihrer Hefe 2-Hybrid Ergebnisse und zum Teil auch auf
Kontrollen, die die Expression der Interaktionspartner demonstrieren wirden, verzichten. Durch
verschiedene alternative Methoden einvernehmlich demonstrierte und somit tiberzeugende Daten
zur Relevanz der PCI-Domane liefern bislang ausschlie3lich Etudg2001) und Wangt al.

(2002). Demnach ist die PCI-Doméane der Signalosomuntereinheit CSN1 das einzige Beispiel,
fur das eine spezifische Funktion gezeigt werden konnte, namlich die Integration von CSN1 in

den Signalosom-Komplex.
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6.5 Drosophila Alien/CSN2 — nur Signalosomuntereinheit oder auch Corepressor?

Die Charakterisierung des humanen Alien-Proteins als Corepressor fir Kernhormonrezeptoren
legt die Vermutung nahe, dé@osophilaAlien/CSN2 nicht nur als als integrale Komponente

des Signalosom-Komplexes, sondern ebenfalls als Corepressor agieren kénnte. Aul3er einer
physikalischen Interaktion vorosophila Alien/CSN2 mit dem Ecdyson-Rezeptor (EcR) und

mit BFtz-F1 im GST-Pulldown-Experiment und einer direkten Interaktion von humanem Alien
mit EcCR im Hefe 2-Hybrid System (Dresset al, 1999) liegen jedoch keine weiteren
stichhaltigen Evidenzen fur eine mogliche Funktion von Alien/CSN2 als Corepressor in
Drosophilavor. Im tbrigen mussen die betreffenden Untersuchungen von Degsaklim
nachhinein unter dem Vorbehalt, dal zum damaligen Zeitpunkt nur eine unvollstandige
Drosophila alien/CSNZDNA zur Verfugung stand, betrachtet werden. Diese cDNA codierte
fur die Aminoséauren 1-360 (Goubeaatal, 1996) und entbehrt somit fast die gesamte C-
terminale PCI-Doméne. Erst nachfolgende Untersuchungen fuhrten zur Isolierung eines
weiterreichenden 3'-Endes (Lier, 1998) und erbrachten schlie3lich den Nachweis, dal3 in
Drosophilaexklusiv dieses eine Transkript, welches eine Folge von 444 Aminosauren codiert,
exprimiert ist (Bodderas, 2000). Mit Ausnahme der Sauger, die offensichtlich zwei verschiedene
Alien/CSN2-Proteine, Aliemt (40 kDa) und AlienB (52 kDa) exprimieren (Tenbaust al,

2002), scheinen alle anderen Organismen Uber nur eine Alien/CSN2-Variante zu verfigen, die
dem Alienp-Protein homolog ist. In den Untersuchungen von Drextsal (1999) wurde jedoch
ausschlie3lich die Funktion von Alienanalysiert; vergleichende Analysen mit Aligrstehen

noch aus.

Es scheint, als sei das Vorkommen von Aleeund somit vielleicht auch die Corepressor-
Funktion eine spezifische Erscheinung in Vertebraten. Es kdnnte spekuliert werden, daf} die
ursprungliche Funktion von Alien/CSN2 als Signalosom-Komponente wahrend der Evolution
der Vertebraten oder Sauger durch eine Genduplikation und der daraus resultierendan Alien
Variante eine spezifische Funktionserweiterung erfahren hat. Ein mogliches Indiz, das im Sinne
der Theorie einer Vertebraten-spezifischen Evolution der Corepressor-Funktion interpretiert
werden konnte, ist die Interaktion von Aliem mit DAX-1, einem besonders stark
abgewandelten Mitglied der Superfamilie der Kernhormonrezeptoren (Altinetcak 2000).

DAX-1 ist ein Vertebraten-spezifischer Kernhormonrezeptor;, DAX-1-Homologe aus
Invertebraten sind nicht bekannt (Zanagtaal, 1994). Die Tatsache, dall SMRT, ein anderer
Corepressor mit Spezifitat fur einige Kernhormonrezeptoren, nicht mit DAX-1 interagiert, und
daf3 einige naturlich vorkommende, pathogene DAX-1-Mutationen einen Verlust der Interaktion
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mit Alien zur Folge haben, unterstreicht die Spezifitat der AlilEAX-1-Interaktion.
Mdoglicherweise ist diese besondere Wechselwirkung aus einer Art Koevolution der beiden
Proteine entstanden und deshalb eine spezielle Entwicklung innerhalb der Vertebraten.
Demgegeniber steht das vollige Fehlen von Transkriptionsfaktoren der Kernhormonrezeptor-
Superfamilie in Pflanzen und niederen Metazoen, was die Corepressor-Funktion von
Alien/CSN2 in diesen Organismen ohnehin zweifelhaft erscheinen laf3t. Umso interessanter wére
es, die Funktion von Alien/CSN2 iDrosophilazu verstehen. Die Analyse vahien/CSN2
spezifischen Mutanten kénnte besonders aufschluf3reiche Informationen dariber liefern, ob
verglichen mit andere@ SNMutanten zusatzliche Stérungen auftreten, die z. B. typische
Anzeichen fir eine Fehlfunktion innerhalb der Ecdyson-regulierten Genkaskade repréasentieren.
Gegenuber den beiden bislang bekannten Kernhormonrezeptor-Corepresdoresojhilg
SMRTER und Bonus, zeichnet sich Alien/CSN2 dadurch aus, dald es ausschlief3lich in
proliferierenden Geweben exprimiert ist. SMRTER, ein EcR-Corepressoreflaail999), und
Bonus, einFtz-F1-Corepressor (Becksteat al, 2001), werden hingegen auch in larvalen
Geweben, wie z. B. in Speicheldrisen exprimiert, die wahrend der Metamorphose zugrunde
gehen. Somit bestiinde die Moglichkeit, da3 Alien/CSN2 eine besondere Rolle bei der
Regulation der EcR- und/od@Ftz-F1-regulierten Genexpression in proliferierenden Zellen
spielt.

Bedauerlicherweise konnte die hier vorliegende Arbeit keine Argumente fir oder wider die
postulierte Funktion vomrosophila Alien/CSN2 als Corepressor liefern. Angesichts dieser
Fragestellung sollten zukinftige Experiment unbedingt auf die Isolierung &ieafCSN2
spezifischen Mutante abzielen. Der Idealfall einer allelischen Serie, wie er z. B. in Form von
mehreren EMS-Punktmutationen auftreten konnte, kénnte unter Umstanden die Differenzierung

zwischen Signalosom- und Corepressor-spezifischen Funktionen erlauben.
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6.6 Rpn6, eine Komponente des 19S regulatorischen Partikels des 26S

Proteasoms, ist essentiell fur die Entwicklung von Drosophila

Mit der Identifizierung von Rpn6 als Alien/CSN2-interagierendem Protein erwuchs die Frage
nach seiner entwicklungsbiologischen Relevanz. Die Verfuigbarkeit einer mutanten Fliegenlinie,
die sich durch eine P-Element-Insertion im 5'-untranslatierten BereichRge6Gens
auszeichnete, ermoglichte die phénotypische Analyse und die Generierung Rgtesétlele.
Rpn6éNullmutanten sind homozygot letal und gehen wahrend des ersten bis zweiten
Larvenstadiums ohne &auf3erlich erkennbare Entwicklungsstorungen zugrunde. Dieser relativ
spate Letalitatszeitpunkt kann jedoch nicht ohne weiteres als Indiz fur eine spate essentielle
Funktion von Rpn6 interpretiert werden. Wahrscheinlich kompensiert die maternale Deposition
von Rpn6Transkripten und auch von funktionellen 26S Proteasomen die fehlende zygotische
Rpn6Expression so lange, bis die maternalen Komponenten so weit dezimiert sind, daf3 keine
ausreichende zellulare 26S Proteasom-Konzentration mehr erreicht wird. Fir diesen Protein-
Dosis-Effekt spricht auch die Beobachtung, dal3 Larven, die homozygot fur ein hypomorphes
Rpn6Allel (rpn6*) sind, das offensichtlich eine Restaktivitat gn6Gens erlaubt, bis zum
dritten Larvenstadium, teilweise sogar bis ins Puppenstadium tberleben. Offensichtlich bedarf es
zu diesem Zeitpunkt einer verstarkten Proteasomaktivitat, die aufgrund der nur resfargden
Genaktivitat jedoch nicht erreicht werden kann.

Diese Argumentation beruht auf der Annahme, daf3 die Verfugbarkeit von Rpn6 ein limitierender
Faktor fur die Assemblierung eines funktionellen 26S Proteasoms ist. Endgultige Beweise, wie z.
B. der Nachweis der Akkumulation von polyubiquitinylierten ProteinefRpmémutanten

Tieren oder Zellen, stehen allerdings noch aus. Dennoch existieren Anhaltspunkte, die diese
These stutzen. Rpn6 ist offensichtlich ausnahmslos am Aufbau des Deckelkomplexes des 19S
regulatorischen Partikels beteiligt. Die Tatsache, dal? das Rpn6-Protein zumindest in
embryonalen Proteinextrakten ausschliel3lich als integrale Komponente des Deckelkomplexes
und nicht in unkomplexierter Form vorkommt (Haracska & Udvardy, 1996; tle6kl, 2000),

deutet darauf hin, daf3 Rpn6 keine andere, Proteasom-unabhé&ngige Funktion erfllt.

Die RNAi-Analyse verschiedener Untereinheiten des 20S Core und des 19S RP Deckel- und
Basalkomplexes ibrosophilaS2 Schneider-Zellen zeigt, dafl} in Abwesenheit einer einzigen
Untereinheit der dazugehdrige Komplex nicht mehr korrekt assembliert und somit auch die
Formierung funktioneller 26S Proteasomen verhindert ist (Wojcik & DeMartino, 2002). Da in
Abwesenheit eines funktionellen 19S Regulators der 20S Core Partikel in einem autoinhibierten,
katalytisch inaktiven Zustand verharrt (Grell al, 1997; Baumeisteet al, 1998), ist zu

vermuten, dald der durch das Fehlen von Rpn6 verursachte Mangel an funktionellen
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Deckelkomplexen bzw. 19S regulatorischen Partikeln auch mit einem Verlust der 26S
Proteasom-Gesamtaktivitdt endet. Ein Indiz, das fur den Verlust der 26S Proteasomaktivitat in
Rpn6éMutanten spricht, ist der larval letale Phanotyp RpnéMutanten, der in gleicher Weise

fur Nullmutanten der 20S Core Partikel-Untereinhef2rund36 festgestellt wurde (Saville &
Belote, 1993; Smyth & Belote, 1999).

Die Analyse somatischeRpn6Klone veranschaulicht, daR Rpn6 fir das Uberleben
proliferierender Zellen unentbehrlich iRpnémutante Zellen, die wahrend der frihen
Larvalphase durch mitotische Rekombination erzeugt wurden und tUberhaupt kein Rpn6-Protein
mehr synthetisieren kdbnnen, werden vom Proliferationsgeschehen ausgeschlossen und bilden
keine Klone. Das voéllige Fehlen von Strukturveranderungen in Mosaik-Augen, die durch
persistierendeRpnémutante Zellen héatten verursacht werden kénnen, weist nicht nur darauf
hin, dal3 die homozygot mutanten Zellen ihre Teilungsaktivitat friihzeitig einstellen, sondern daf}
sie aul3erdem auch aus dem Zellverband eliminiert und durch benachbarte Zellen ersetzt werden.
Ob der UntergandRpn6mutanter Zellen eine Folge von Zellzyklusstérungen oder von
spezifischen apoptotischen Aktivitaten ist, ist unklar. Die Klarung dieser Frage sollte durch die
Verwendung von Apoptose-Markern, wie z. B. Acridin Orange oder mit Hilfe der TUNEL-
Methode grundsatzlich mdglich sein. Da es sich aber aller Voraussicht nach nicht um
grol3flachige, sondern um ein- bis wenigzellige Areale innerhalb einiger Imaginalscheiben
handeln durfte, ist der unzweifelhafte Nachweis wahrscheinlich nur unter hohem
experimentellen Aufwand, d. h. durch die Praparation, Farbung und konfokale Laserscan-
Mikroskop-Analyse zahlreicher Imaginalscheiben zu erbringen.

Unabhé&ngig davon, oBpnémutante Zellen nun durch apoptotische oder nekrotische Prozesse
zugrunde gehen, so erklart der Zellegnémutanter Zellen jedoch den larval letalen Phanotyp.

Die Letalitat homozygot mutanter Tiere wahrend der frihen Larvalphase, d. h. in einem
Entwicklungsstadium, das in erster Linie durch eine hohe, wachstumsfordernde
Proliferationsrate gekennzeichnet ist, ist demnach eher auf eine Hemmung des allgemeinen
Wachstums bzw. einen unterentwickelten Gesamtzustand als auf spezifische
Entwicklungsstérungen zurickzufihren.

Die Tatsache, dal3 in Mosaik-Augen, in defgmémutante Klone bzw. Zellen erst spét, d. h.
wahrend der letzten mitotischen Teilungen der ommatidialen Vorlauferzellen induziert wurden,
keine Differenzierungsstorungen beobachtet werden konnten, kann nicht ohne weiteres als Indiz
dafur verstanden werden, Rpn6 bzw. das 26S Proteasom seien nicht an zellularen
Determinations- oder Differenzierungsprozessen beteiligt. Moglicherweise kann die Weitergabe

von funktionellem Rpn6-Protein bzw. von 26S Proteasomen Uber eine oder wenige Zellteilungen
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hinweg, den Verlust der genetischRpn6Aktivitat kompensieren und so auch in homozygot
mutanten Zellen das geregelte Determinations- und Differenzierungsgeschehen aufrechterhalten.
Tatsachlich zeigen die Untersuchungen von Schweisguth (1999), dal3 das 26S Proteasom an
Zellschicksal-entscheidenen Prozessen wahrend der Entwicklung der mechanosensorischen
Sinnesorgane beteiligt ist. Der Grund fiir das Fehlen vergleichbarer PhanotiRméiosaik-

Tieren beruht wahrscheinlich auf dem Umstand, daf3 es sich bei der Analyse von Rpn6 um ein
amorphes Allel und bei der Analyse dg2- und(6-Untereinheiten um antimorphe Allele
handelte. Wahrend der Verlust d&pn6Genaktivitat durch die Anwesenheit funktioneller 26S
Proteasomen moglicherweise erst nach einer kurzen Zeitverzégerung, d. h. nach einer bis
wenigen Zellteilungen zum Tragen kommt, hat die Expression eines fehlerfafteder36-

Proteins, das mit dem wildtypischen Genprodukt in Konkurrenz tritt, die unmittelbare Folge, daf?
der 20S Core Komplex durch die Integration der fehlerhaften Untereinheit inaktiviert wird. Zwar
nimmt die Zahl funktioneller 26S Proteasomen sowohl durch den Mangel an Rpn6-Protein als
auch durch den Einbau fehlerhaff@&Untereinheiten ab; in den antimorphpg- bzw. 36-
Mutanten wird die Aktivitat der verbleibenden funktionellen 26S Proteasomen jedoch zusatzlich
durch die Anwesenheit katalytisch inaktiver 26S Proteasomen kompetiert. Diese
hinzukommende Hemmung der 26S Proteasomaktivitat ist wahrscheinlich ausschlaggebend fur
den starkeren phéanotypischen Effekt.

Vermutlicherweise kdnnte die Analyse antimorpRgme6Allele eher zur Klarung der Frage
beitragen, ob Rpn6 bzw. der 19S RP Deckelkomplex eine Rolle bei der Determination von

Zellschicksalen oder bei Differenzierungsprozessen spielt (s. auch Kap.6.7).
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6.7 Ausblick

Im Zentrum weiterfuhrender Untersuchungen sollte die Frage stehen, ob die in dieser Arbeit
entdeckte physikalische Interaktion von Alien/CSN2 mit Rpn6 eine funktionelle Bedduatung

vivo hat. Unter der Voraussetzung, dal3 in Coimmunoprazipitations-Experimenten eine direkte
Interaktion von Alien/CSN2 mit Rpn6 bestatigt werden kann, sollte im Anschlufld zunachst mit
Hilfe von in vitro-Experimenten eine detaillierte Kartierung der fur die gegenseitige
Wechselwirkung kritischen Doménen, Strukturmotive oder Aminoséaurereste in Alien/CSN2 und
Rpn6 vorgenommen werden. Mit der Kenntnis der relevanten Interaktionsdomanen bestinde
dann die Moglichkeit, diese Doméanen so zu mutagenisieren, dafl} zwar die Proteinstruktur von
Alien/CSN2 bzw. Rpn6 und somit auch die Fahigkeit in den jeweiligen Komplex zu integrieren
erhalten bleibt, da? aber keine Alien/CSN2-Rpn6-Interaktion mehr stattfinden kann. Um
schlie3lichin vivo gezielt den Verlust der Alien/CSN2-Rpn6-Interaktion herbeizufihren,
kénnten derartig gentechnisch modifizierte Alien/CSN2- oder Rpn6-Varianten, die mit den
endogenen wildtypischen Alien/CSN2- bzw. Rpn6-Proteinen konkurriereBrasophila
exprimiert werden.

Die Vorteile dieses Vorgehens beruhen auf zwei wichtigen Aspekten. Der methodische Vorteil
dieses Ansatzes besteht darin, dafd durch die Expression der dominant-negativen Proteine in
transgenen Fliegen auf die Generierung von "echten” mutanten Fliegenlinien verzichtet werden
kann; ein Vorzug der angesichts der problematischen reversen Genefikogophila nicht
unterschatzt werden sollte (s. auch Kap. 6.1). Weit Uberzeugender ist allerdings, dal} diese
Strategie grundsétzlich die Untersuchung distinkter Teilfunktionen multifunktioneller Protein-
Komplexe erlaubt. Da der Verlust einer einzelnen Untereinheit sowohl im Falle des Signalosoms
als auch im Falle des 26S Proteasoms die strukturelle Destabilisierung des gesamten Komplexes
nach sich zieht, veranschaulicht die Analyse von Nullmutationen in erster Linie den
Funktionsverlust des entsprechenden Gesamtkomplexes. Die Einbringung dominant-negativ-
wirkender Untereinheiten, die nicht den Gesamt-Komplex als solchen, sondern lediglich eine
spezifische Teilfunktion ausschaltet, erméglicht also die Differenzierung separater
Subfunktionen. Diese Strategie, die im Ubrigen auch in anderen Organismen angewandt werden
konnte, sollte zur Klarung zellbiologischer und entwicklungsbiologischer Fragen zur Funktion
des Signalosoms und anderer Komplexe beitragen kdnnen.
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7. Abkiurzungen

3-AT
AD
APS
BDGP
BLAST
bp
cDNA
DBD
DMF
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EGTA
EMS
EST
EtOH
HEPES
19G
IPTG
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MOPS
MRNA
NBT
ONPG
PBS
PEG
RNA
RT

S

SDS
TEMED
Tris

U

G.N.
UpM
UTR
viv

VT
wiv
X-Gal
X-Phosphat

3-Amino-1,2,4-triazol
Aktivierungsdoméane
Ammoniumpersulfat
BerkeleyDrosophilaGenome Project
basic local alignment search tool
Basenpaar(e)

complementar DNA
DNA-Bindungsdoméne
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure

Ethylmethansulfonat
expressed sequence tag
Ethanol

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure

Immunglobulin G

IsopropylB-D-thiogalactopyranosid

Kilobasenpaar(e)
Morpholinopropansulfonsaure

messenger RNA

Nitrobluetetrazolium

o-Nitrophenyl3-D-Galaktosid
Phosphate Buffered Saline
Polyethylenglykol

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Sedimentationskoeffizient
Natriumdodecylsulfat

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin

Tris (Hydroxymethyl)-aminomethan

Enzymeinheit Unit

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

untranslatierte Region

Volumen pro Volumen

Volumenteil

Gewicht pro Volumen

5-Brom-4-chlor-3-indolylB-D-Galaktosid
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-Phosphat
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