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1. EINLEITUNG

Die DNA von Eukaryonten liegt im Zellkern in Form von Chromatin vor, welches aus DNA, RNA,
Histon- und Nichthistonproteinen besteht. Die Nucleosomen stellen dabei die erste Ebene der
Verpackung dar. Hierbei wird das doppelstrdngige DNA-Molekil zwei mal um das Histonoktamer
gewunden und es entsteht durch die perlschnurférmige Anordnung der Nucleosomen die 10nm Faser.
Die Nucleosomen werden dann weiter Uber die sogenannte 30nm Faser in die Chromosomen verpackt.
Der hochste Kondensationsgrad wird in den mikroskopisch sichtbaren Metaphasechromosomen
erreicht.

Eine differentielle Verpackung des Chromatins eukaryontischer Zellen wurde zuerst von Heitz (1928)
beschrieben. Wahrend das Heterochromatin Gber den gesamten Zellzyklus in der kondensierten Form
vorliegt, dekondensiert das Euchromatin in der Interphase. Im Gegensatz zum Euchromatin enthélt das
Heterochromatin nur wenige Gene und besteht zu einem grof3en Anteil aus mittel- und hochrepetitiven
Sequenzen.

Normalerweise transkriptionsaktive euchromatische Bereiche kdnnen durch Heterochromatisierung
inaktiviert werden. Bei weiblichen Saugern wird zur Dosiskompensation ein X-Chromosom durch
Heterochromatisierung inaktiviert, dies ist zytologisch als Barr- Kdrperchen sichtbar (Lyon 1972). In
Drosophila melanogastekann ein @hnliches Verhalten bei der Positionseffekt-Variegation (PEV)
beobachtet werden. Das Phanomen der PEV wurde zuerst von Muller (1930) beschrieben. Nach
Rontgenstrahimutagenese isolierte er Fliegen, die einen rot-weild gefleckten Augenphanotyp zeigten.
Durch Schultz konnte 1936 gezeigt werden, da’ der Phénotyp infolge eines Rearrangements des
X-Chromosoms mit einem Bruchpunkt im Heterochromatin auftrat.videdieGen, welches fiir die
Pigmenteinlagerung in den Ommatidien bendtigt wird, kommt dadurch in unmittelbare Nachbarschaft
zum zentromerischen Heterochromatin. In einigen Zellen wird daraufhin das white-Gen exprimiert, in
anderen bleibt es inaktiv, was zum Mosaikphanotyp fihrt. Analysen transgener Linien mit
heterochromatischem Positionseffekt zeigten, dall die Inaktivierung durch Heterochromatisierung
wahrend der Embryogenese nach dem Blastodermstadium beginnt und bis zum spaten 3.
Larvenstadium erhalten bleibt. Wahrend der darauffolgenden terminalen Differenzierung kommt es
zur teilweisen Relaxation des Chromatins und zur Ausbildung des Mosaikphéanotygisa(L1096).

Es existieren zur Zeit 3 Modelle, die die Entstehung der PEV beschreiben. Der Verlust der
Genexpression wird durch DNA-Elimination verursacht (Karpen 1994). Die Inaktivierung des von
PEV betroffenen Gens erfolgt durch dessen Lokalisation in heterochromatische Kompartimente des
Zellkerns (Wakimoto und Hearn 1990). Eine dichtere Verpackung des betroffenen Gens in
heterochromatische Strukturen fuhrt zu dessen Inaktivierung. Diese Heterochromatisierung erfolgt
durch multimere Proteinkomplexe nach dem Massenaktionsmodell (ebekel987) oder nach dem
alternativen Modell der multiplen Bindungsstellen (Henikoff 1996). Dal3 die Geninaktivierung durch
eine Modifikation der Chromatinstruktur hervorgerufen wird, konnte durch Untersuchungen an
polytdnen Speicheldrisenchromosomen gezeigt werden. Der vom Rearrangement betroffene Locus
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verhalt sich zytologisch wie das benachbarte Heterochromatin (R¢atet982). AuRerdem konnten

nach Insertionen eines Reportergens in heterochromatische Regionen auf molekularer Ebene
Veranderungen in der Chromatinstruktur dieses Reportergens nachgewiesen werden (Wallrath und
Elgin 1995).

In den letzten Jahren wurden ca. 200 Mutationen isoliert, die das Ausmal} der Variegation beeinflussen
(Reuter und Wolff 1981, Sinclagt al. 1983, Dorret al. 1993). Wenn PEV durch eine Verénderung in
der Chromatinstruktur hervorgerufen wird, sollten diese Gene fir strukturelle und regulatorische
Chromatinbestandteile kodieren (Reuter und Spierer 1992). Wéhrend Suppressormutationen zu einer
Verringerung der Variegation fuhren, verstdrken Enhancermutationen das Ausmal der Variegation.
Nach zytologischen und genetischen Untersuchungen kbnnen Enhancer- und Suppressormutationen in
4 Klassen eingeteilt werden (Wustmagtral. 1989):

1. Haplo-Suppressoren mit Triplo-Enhancereffekt: Der Ausfall einer Genkopie fuhrt zum

Suppressoreffekt, wahrend eine zusatzliche Genkopie einen Enhancereffekt zur Folge hat.

2. Haplo-Enhancer mit Triplo-Suppressoreffekt: Der Ausfall einer Genkopie hat einen

Enhancereffekt zur Folge, eine zusatzliche Kopie einen Suppressoreffekt.

3. Haplo-Suppressoren ohne Triplo-Enhancereffekt

4. Haplo-Enhancer ohne Triplo-Suppressoreffekt
Die Klassifizierung der Gene erfolgte nach dem zu beobachtenden Mutantenphanotyp. Demzufolge
sollten die Suppressorgenprodukte ursachlich an der Kondensation und die Enhancergenprodukte an
der Dekondensation des Chromatins beteiligt sein.

Strukturelle Bestandteile des Heterochromatins wurden durch die Analyse von Suppressor-
genprodukten identifiziert.

Das heterochromatische Protein 1 (HP1) konnte durch seine Bindung an perizentromerisches
Heterochromatin und das zum grofRen Teil heterochromatisierte 4. Chromosom identifiziert werden
(Jameset al. 1989). Es wird vonSu(var)205tocus kodiert, einem dosisabhéngigen Modifikator fir
PEV (Eissenberget al. 1990). Die im HP1 enthaltene Chromodomane zeigt Homologie zum
Polycomb-Protein, einem Repressor der homootischen Gene (Paro und Hogness 1991). Ebenso wie
bei PEV wird der aktive oder reprimierte Zustand der homdéotischen Gene von einer Zellgeneration
stabil auf die nachste weitervererbt (Paro 1990). Mutationen im HP1-Protein verursachen rezessive
embryonale Letalitat, die mit Defekten in Morphologie und Segregation der Chromosomen assoziiert
ist (Kellum und Alberts 1995).

Waéhrend fur das HP1 kein DNA-bindendes Motiv identifiziert werden konnte, enthalt das

SU(VAR)3-7 Protein sieben putative Zinkfingerstrukturen, die durch 40-107 Aminosaurereste
voneinander getrennt sind. Durch diese putativen Zinkfinger kénnte DNA in heterochromatische
Strukturen verpackt werden (Reuttral. 1990). Das SU(VAR)3-7 Protein ist ebenfalls mit dem
perizentromerischen Heterochromatin und dem Chromosom 4 assoziiert. Eine Interaktion mit HP1
konnte sowohl genetisch als auch durch Ko-Immunoprazipitation beider Proteine aus embryonalen
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Kernextrakten bewiesen werden (Cleatdal. 1997). Multimere Proteinkomplexe wurden ebenfalls

fur Proteine der Polycombgruppe identifiziert (Frankeal. 1992), die an der Repression
homdotischer Gene beteiligt sind.

Die in HP1 und Polycomb enthaltene Chromodoméane wurde ebenfalls im SU(VAR)3-9 Protein
identifiziert (Tschiersclet al. 1994). Das SU(VAR)3-9-Protein besitzt zuséatzlich die SET-Doméne,
die Homologie zum Polycombgruppenprotein Enhancer of zeste (Jones und Gelbart 1993) und zum
antagonistisch agierenden Protein Trithorax (Metzal. 1990) aufweist. Die im Hefe-Dihybridsystem
nachgewiesene Interaktion mit HP1 (Fischer 1997) zeigt, dal3 auch das Protein SU(VAR)3-9
maoglicherweise ein Bestandteil multimerer heterochromatischer Proteinkomplexe ist.

Vom Su(var)3-6und Su(var)2-tLocus werden regulatorische Chromatinbestandteile kodiert, die
wahrscheinlich chromosomale Proteine modifizieren. Bafvar)3-6Locus kodiert fur die
Proteinphosphatase 1 (Baksiaal. 1993). Es wurden genetische WechselwirkungenSdg€sar)3-6

Locus mit demSu(var)3-7Locus nachgewiesen. Mdglicherweise wird das SU(VAR)3-7- Protein
durch die Proteinphosphatase 1 modifiziert (Reuter und Spierer 1992).

In homo- und heterozygoten Mutanten d&s(var)2-1Locus ist die Histon H4-Deacetylierung
signifikant reduziert und die Empfindlichkeit gegeniiber endogenen Nucleasen erhéhef{2drn
1986).

Wahrend die Genprodukte der Suppressorgene fiir strukturelle und regulatorische Chromatin-
bestandteile kodieren, die dessen Kondensation zur Folge haben, sollten die Enhancergenprodukte fur
Komponenten kodieren, die zur Dekondensation von Chromatin fihren. Die
Chromatindekondensation ist eine essentielle Voraussetzung fir jede Transkriptionsaktivierung. Von
besonderem Interesse sind Enhancergene, die auch Aktivatoren der homdéotischen Gene darstellen und
deshalb in die Gruppe der Trithoraxgruppengene eingeordnet werden kénnen. Zu dieser Gruppe
gehoren die Enhancergenathorax-like(Trl) undE(var)3-93D

Mutationen von Trithoraxgruppengenen wurden durch deren suppressorische Wirkung auf Polycomb-
und Antennapediamutationen isoliert (Kennisson und Tamkun 1988). Die molekulare Analyse einiger
Vertreter dieser Gengruppe laRt einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Aktivierung
homootischer Gene und der Herstellung einer offenen, transkriptionsaktiven Chromatinstruktur
erkennen.

Das Trithorax-Gen kodiert fur 2 Proteine, die N-terminal verschieden sind. Die Proteine enthalten
Zinkfingerstrukturen und es konnte auch eine Zinkbindangtro nachgewiesen werden (Maegbal.

1990). Trithorax ist ein chromosomales Protein und kolokalisiert mit dem antagonistisch wirkenden
Protein Polycomb an ca. 30 Bindungsstellen an Polytanchromosomddresophila melanogaster
(Chinwallaet al. 1995). Durch Immunoprazipitation von Chromatin nach Formaldehyd-Crosslinking
konnte eine Bindung des Trithorax-Proteins an PREs (Polycomb group response elements)
nachgewiesen werden (Orlanéob al. 1998). PREs sindis-regulatorische Elemente, die fur die
Aufrechterhaltung des reprimierten Zustandes der homdéotischen Gene verantwortlich sinet @han
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1994). Komplexe aus Polycombgruppenproteinen binden an diese PREs und verpacken sie in
hohergeordnete Chromatinstrukturen, die dantréivs-Aktivatoren nicht mehr zugénglich sind (Zink

und Paro 1995). Die Bindung des Trithorax-Proteins an diese PREs kdnnte der von den
Polycombgruppenproteinen vermittelten Repression durch Verpackung in heterochromatische
Strukturen entgegenwirken.

Vom zestelLocus wird ein DNA-bindendes Protein kodiert, welches einen EinfluR auf Transvection
zeigt (Kennison 1993, Judd 1995). Transvection ist eine von der homologen Chromosomenpaarung
abhangige Regulation der Genaktivitat. Dieses Phanomen beruht wahrscheinlich auf der Fahigkeit von
cis-regulatorischen Elementen auf einem Chromosom mit dem Promotor auf dem gepaarten
homologen Chromosom zu reagieren (Kennison 1993).

DasBrahmaGen kodiert fur ein Protein mit Homologie zum Transkriptionsaktivator SNF2/SWI2 von
Saccharomyces cerevisi@Bamkunet al. 1992). Beide Proteine besitzen ein Sequenzmotiv, welches
fur DNA-abhéngige ATPasen beschrieben wurde (Kingstaal. 1996). Brahma wurde zusammen

mit SNR1 als Bestandteil eines multimeren Proteinkomplexes identifiziert, der homolog zu dem
Proteinkomplex SNF/SWI (der auch das Protein SNF2/SWI2 enthaltpaocharomyces cerevisiae

ist (Dingwall et al. 1995). Mutationen in der ATPase-Doméne von Brahma filhren zu dessen
Funktionsverlusin vivo (Elfring et al. 1998). Bisherige Daten zeigen, daf} die evolutionar konservierte
Funktion des SNF/SWI-Komplexes &accharomyces cerevisjdgrosophila melanogastamd auch

bei Sdugern (Wangt al. 1996) in einer ATP-abhangigen Disruption der Nucleosomenstruktur besteht,
wodurch die Bindung von Transkriptionsfaktoren erleichtert wird (Kingstasl. 1996, Pazin und
Kadonaga 1997). DaR Brahma an der Schaffung oder Aufrechterhaltung einer offenen
Chromatinstruktur beDrosophila melanogastebeteiligt ist, zeigt auch seine Homologie zu dem
Protein ISWI (Elfringet al. 1998). ISWI und Brahma weisen nur Homologie im Bereich der ATPase-
Doméne auf (Tsukiyamet al. 1995). ISWI wurde als Bestandteil der Chromatinremodellingkomplexe
NURF, CHRAC und ACF identifiziert (Tsukiyamet al. 1995, Itoet al. 1997, Varga-Weiset al.

1997), in denen es eine ATPase-Funktion besitzt. Chromatinremodellingkomplexe sind multimere
Proteinkomplexe, die Chromatinstrukturen modifizieren kénnen. ACF kann in einem ATP-abhangigen
Mechanismus sowohl Nucleosomen positionieren, als auch deren Sipagitng modifizieren ( Ito

et al 1997). CHRAC ist in der Lage, Nucleosomen in regularen Abstanden zu positionieren, kann aber
auch ebenso die Empfindlichkeit von DNA im Chromatin gegeniiber Endonucleasen erhdhen (Varga-
Weisz et al. 1997). Rekonstituierte Nucleosomen werden durch NURF und ATP in ihrer Struktur
verandert, wodurch die Bindung des GAGA-Faktors an seine Bindungsstellaapa@@Promotor
ermdglicht wird (Tsukiyamat al. 1995). Ebenso erméglicht das durch den GAGA-Faktor und ISWI
verursachte Chromatinremodelling eine Aktivierung des Promotors des Segmentierurfigsigiens
tarazuin vitro (Okada und Hirose 1998). Es wurden Mutanten fur ISWI identifiziert, bei denen die
Expression des Segmentierungsgemgyrailed und des homdéotischen Gehkbx in larvalen
Imaginalscheiben reduziert ist (Tamkun, personliche Mitteilung).

Der GAGA-Faktor wurde urspringlich als Transkriptionsaktivator, der an GA/TC-reiche Elemente in
den Promotorregionen vieler Gene beosophila melanogastdsindet, identifiziert (Biggin und Tijan
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1988, Soelleet al. 1993). Er besitzt ein putatives Zinkfingermotiv (Soedteal. 1993). Es konnten 4
verschiedene Klassen von cDNA-Klonen identifiziert werden, die C-terminal verschieden sind
(Benyajati et al. 1997). Am hsp70Promotor bindet der GAGA-Faktor und 6ffnet die
Nucleosomenstruktur des inaktiven Promotors (Beeral. 1995). Der GAGA-Faktor wird vom
Trithorax-like Gen (Trl)kodiert (Farka®t al. 1994).Trl gehért zur Klasse der Trithoraxgruppengene

und ist auRerdem ein Enhancergen fiur PEV (Fagkas 1994). Neben der Transkriptionsaktivierung
besitzt er aufgrund seiner Lokalisation im zentromerischen Heterochromatin auch Funktionen wahrend
der Zellteilung (Bhatt al. 1996). Wie das Protein Trithorax konnte auch der GAGA-Faktor an PREs
nachgewiesen werden (Strattal. 1997).

Das Enhancergef(var)3-93D wurde nach Insertionsmutagenese durch plaisChsneory -
Transposon identifiziert (Doret al 1993a). Vorteile der Mutagenese durch modifizierte P-Elemente
sind zum einen die mogliche Lokalisation des betroffenen Locus auf Polytdnchromosomein durch
situ Hybridisierung mit einer Sonde aus dem Transposon und die Klonierung von genomischen
Sequenzen aus dem unmittelbaren Insertionsbereich durch Plasmidrescue (Steller und Pirotta 1985).
Die durch dapUChsneory -Transposon induzierte MutanEgvar)3-93€0129yeist interessante
Eigenschaften auf. Die Tiere Uben einen starken dominanten Enhancereffekt auf PEV aus. Der
Enhancereffekt wird als paternaler Effekt von den Mannchen auf deren Séhne stabil iber mehrere
Generationen weitergegeben, auch wenn diese selbst nicht mehr Trager der Mutation sind. Genetische
Analysen haben gezeigt, dafl3 das Y-Chromosom fur diesen imprintingéahnlichen Effekt verantwortlich
ist (Dorn et al. 1993b). Die insertionelle MutatioB(var)3-930'€0129st wie fast alle bekannten
Mutantenallele dieses Locus rezessiv letal b&Cl18nd 25C. Bei 29C ist sie sehr stark semiletal.

Die homozygoten Weibchen sind steril. HomozygE(&ar)3—93U190129Ménnchen zeigen eine
signifikante Transformation des 5. in das 4. Abdominalsegment, die bei den heterozygoten Tieren nur
schwach ausgepragt ist. Additive Effekte fir die homdotische Transformation wurden in
transheterozygoteBE(var)3-930'€0129; pf(3R)red’>2ZTieren gefunden (Doret al. 1993b). Die
DefizienzDf(3R)red3523chIieBt dasTrithorax-Gen ein, einen positiven Regulator des Bithorax-
Komplexes. Dies zeigt, daR auch der Enhamlgear)3-93Dein positiver Regulator des Bithorax-
Komplexes ist (Dorret al. 1993b). Es wurden, ausgehend von Bérar)3-9303'€0129\ytation,
lebensfahige Revertanten isoliert, die auch keinen Enhancerphénotyp mehr auspragen. Bei ihnen
erfolgte ein praziser Ausbau des Transposons. Deshalb kann die Insertipt/Clesneory -
Transposons als Ursache flr die zu beobachtenden Mutantenphénotypen betrachtet werdgn (Dorn
al. 1993b).

Ausgehend von der insertionellen MutatiEﬁvar)3-93D"e°129konnte der Locus molekular
charakterisiert werden. Im Northernblot wurden 2 Transkripte von 2,3 und 2,0 Kilobasen (kb)
nachgewiesen, die besonders abundant im frihen Embryonalstadium sind (Dorn, personliche
Mitteilung). Es wurden bisher 22 alternative SpleiB3produkte identifiziert (Bbwal. 1993b, Roth,
personliche Mitteilung). Die Struktur dégvar)3-93DLocus ist in Abb. 1 zu sehen. Alle bisher

identifizierten Transkripte besitzen die ersten vier Exonen und unterscheiden sich nur in ihren 3"-
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Bereichen (Dorn und Roth, persdnliche Mitteilung). Zwei Transkripte konnten bisher auf der
genomischen Karte lokalisiert werden. Die 3"-Exonen werden durch ein ca. 10kb grof3es Intron von
den gemeinsamen distal gelegenen Exonen getrennt. Bisher konnten in diesem Intron noch keine
Exonen alternativ gesplei3ter Transkripte dgwar)3-93DGens identifiziert werden (Dorn,
personliche Mitteilung).

Im gemeinsamen N-terminalen Bereich der E(VAR)3-93D-Proteine konnte eine 120 Aminosauren
umfassende hydrophobe Domaéne identifiziert werden, diBtosiophilamelanogastekonserviert ist
(Dornet al.1993b). Aufgrund des gemeinsamen Vorkommens bei den GenproduktBnQore des
Broad-Komplexes tramtrackundbric a bracwurde sie auch als BTB-Domane bezeichnet (Zollman

et al. 1994). Die beiden Tramtrack-Proteine entstehen durch alternatives SpleiRen und stellen
Repressoren der Segmentierungsgeven skipped, odd skipped, hairy, runt, engrailedfushi-
tarazudar (Read und Manley 1992; Harrison und Travers 1990; Brown und Wu 1993). Al®h die
Core-Transkripte entstehen durch alternatives Spleil3en. Sie sind an der durch Ecdyson ausgel6sten
Kaskade der Metamorphose beteiligt (Di Batal. 1991).Bric a bracMutanten weisen homdootische
Transformationen auf (Zollmaet al. 1994). Auch dieses Gen ist an der Kontrolle von
Entwicklungsvorgangen b&rosophila melanogastdyeteiligt.

Interessanterweise besitzt auch der GAGA-Faktor die BTB-Domane (Satedled 993, Farkast al.

1994). Ebenso wie der Enhandefvar)3-93D kann er in die Gruppe der Trithoraxgruppengene
eingeordnet werden und Mutationen dieses Locus zeigen einen Enhancereffekt auf PE\&{Rdrkas
1994). Fir den GAGA-Faktor konnte gezeigt werden, dal3 er ein Transkriptionsaktivator ist, der auch
Chromatinstrukturen modifizieren kann (Biggin und Tijan 1988, Soetlat. 1993, Brienet al. 1995,
Tsukiyamaet al. 1995, Okada und Hirose 1998). Die BTB-Doméane wurde nicht nubdesiophila
melanogaster sondern auch bei Poxviren und beim Menschen identifiziert. Aufgrund des
Vorkommens bei Poxviren und der zusatzlichen Zinkfingerstrukturen bei vielen Vertretern dieser
Proteinfamilie wird die Domé&ne auch als POZ-Domé&pexyirus andzinc finger) bezeichnet
(Bardwell und Treisman 1994).

Beim Menschen wurden Vertreter der BTB-Domdanenfamilie identifiziert, die in engem
Zusammenhang mit der Onkogenese stehen. Durch eine Translokation t(11;17) entsteht das
Fusionsprotein PLZF-RA® (promyelocytic leukemia zinc finger-retinoic acid recepjoiDie POZ-
Domane des PLZF-RAR ist wahrscheinlich an der Transformation der Zellen (Dengl. 1996)
beteiligt. Dad_AZ3/BCL6Gen (lymphoma-associated zinc finger 3 / B cell lymphoma 6) ist in einigen
Non-Hodgkin-Lymphomen mutiert (Dhordaiet al. 1997). Eine Integration des humanen
PapillomavirusHPV68in das BTB-DomanengefPM-1 fihrt zu einem Fusionstranskript in einer
Zervixkarzinomzellinie (Reutegt al. 1998).

Die BTB-Domane ist eine Protein-Proteinwechselwirkungsdoméne (Bardwell und Treisman 1994,
Chenet al. 1995, Donget al. 1996, Dhordairet al. 1997), die im N-Terminus der Proteine lokalisiert

ist. Anhand der Bric a brac-BTB-Doméane wurde ein Homodimerisierung nachgewiesene(Gen
1995), es kdénnen aber auch, wie fur Tramtrack und GAGA gezeigt, (Bardwell und Treisman 1994 )
Heterodimere gebildet werden. Eine extrem stabile Dimerbildung wurde fur die BTB-Domane des
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PLZF-Proteins durch biochemische Untersuchungen nachgewieseat (&i. 1997). Unter
physiologischen Bedingungen sollte das PLZF-Protein als Dimer vorliegen. Da auch die
E(VAR)3-93D-Proteine die BTB-Domane besitzen, kann auch fir sie eine Protein-
Proteinwechselwirkung postuliert werden.

Mit einem AntikOrper, der gegen das gesamte E(VAR)3-93D-Protein 23gt gerichtet ist, konnte an
Polytanchromosomen eine Chromatinbindung nachgewiesen werden ¢Datn1993b). Da in
keinem der bisher abgeleiteten Proteine ein DNA-bindendes Motiv identifiziert werden konnte (Roth,
personliche Mitteilung), sollte die Chromatinbindung direkt oder indirekt Gber eine Wechselwirkung
mit anderen DNA-bindenden Proteinen erfolgen.

Vom E(var)3-93DLocus werden, ausgehend von der Transkriptanalyse, ca. 22 Proteine gebildet, die
C-terminal verschieden sind. Im gemeinsamen N-Terminus sind die BTB-Domane und eine
Kernlokalisationssequenz enthalten (siehe Abb. 1). Daraus ergibt sich die Frage, ob die Proteine
verschiedene Funktionen besitzen oder funktionell austauschbar sind. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dal3 2 alternative Splei3produkte in funktionell unterschiedlichem Hintergrund
identifiziert werden konnterMod(mdg4)2,2st identisch mit dem 38gt-Transkript (Gerasimeval.

1995). Einige Mutationen infolge von Insertionen durch das Retrotranspgssy (mdg4werden

durch Mutationen inBuppressor of Hairy-wingiocus (Su(Hw))revertiert. Su(Hw) kodiert fiir ein

Protein mit 12 Kopien eines Zinkfingermotivs, welches charakteristisch fiir einige Transkriptions-
faktoren ist (Harrisoret al. 1989). Im 5 -nichttranslatierten Bereich dggpsyElementes wurde eine
Su(Hw)-Bindungsregion identifiziert, die fir die Mutagenese durchggasyElement essentiell ist
(Smith und Corces 1992). Amellow-ous fihren Mutationen inmod(mdg4)Gen zu einer
Verstarkung der durch die Su(Hw)-Bindung angypsyElement verursachte
Transkriptionsinaktivierung (Gerasimoea al. 1995).Doomwurde als Interaktionspartner mit dem

IAP (inhibitor of apoptosisyon Baculovirus identifiziert (Harvegt al. 1997) und ist identisch mit

dem E(var)3-93D Transkript 4(4). Fur die Interaktion von Doom mit IAP ist nur der spezifische C-
Terminus verantwortlich, nicht die BTB-Doméane. Eine Uberexpression von Doom in Zellkultur 16st
Apoptose aus, die von IAP geblockt werden kann (Haete}. 1997).

Fur eine funktionelle Analyse der verschiedenen E(VAR)3-93D-Proteine sind Antikdrper, die nur
gegen die spezifischen C-Termini der einzelnen Proteine gerichtet sind, ein wichtiges Hilfsmittel. In
Abb. 1 sind die E(VAR)3-93D-Proteine dargestellt, die mit Hilfe von Antikdrpern analysiert werden
sollten. Die E(VAR)3-93D-Proteine 23gt-gesamt und 38gt-spezifisch konnten berdigsdh
Uberexprimiert werden, um polyklonale Antikérper in Maus und Kaninchen gegen diese Proteine zu
induzieren (Buchner 1994). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten auRerdem die E(VAR)3-93D-
Proteine 23gt-spezifisch, 1(8)-spezifisch und 4(4)-spezifis€hdali Gberexprimiert werden, um auch
gegen sie polyklonale Antikdrper zu erhalten. Die Antikdrper gegen 4 spezifische C-Termini und das
E(VAR)3-93D-Protein 23gt-gesamt erlauben eine vergleichende Analyse der Expression aller Proteine
dieses Locus, sowie 4 individueller E(VAR)3-93D-Proteine. Durch Westernblotanalysen sollten
zunéchst die einzelnen E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen und eine mogliche Kernlokalisation
gezeigt werden. Auch erlauben Westernblotanalysen Aussagen Uber die entwicklungsspezifische
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Expression und Abundanz der individuellen E(VAR)3-93D-Proteine. Immunozytologische Analysen
ermoglichen eine zeitliche und rdumliche Feinlokalisation von Proteinen. Mit Hilfe dieser Techniken
sollte untersucht werden, wann die E(VAR)3-93D-Proteine wahrend der Entwicklung exprimiert
werden und ob sie chromatinassoziiert sind. Eine maternale Komponente &ijveey3-93DLocus

konnte aufgrund genetischer Analysen und "whole mouwnsitu Hybridisierungen nachgewiesen
werden (Dorn, personliche Mitteilung). Interessant ist, ob auch die E(VAR)3-93D-Proteine maternale
Produkte sind, die in die Eizelle gegeben werden und frihe embryonale Funktionen kontrollieren.
Besonders wichtig ist das Verhalten der individuellen E(VAR)3-93D-Proteine. Werden sie zu
unterschiedlichen Zeiten in verschiedenen Geweben exprimiert? Antikbrpermarkierungen polytaner
Riesenchromosomen voBrosophila melanogasteermdglichen unter lichtmikroskopischen
Bedingungen eine Feinlokalisation chromosomaler Proteine an Interphasechromosomen. Es kénnen
Aussagen uber die Lokalisation im Hetero- und Euchromatin aber auch Uber die Bindung an
bestimmte Loci getroffen werden. Interessant ist, ob die einzelnen E(VAR)3-93D-Proteine
unterschiedliche Bindungsstellen an den Polytdnchromosomen besitzen und damit an der Regulation
unterschiedlicher Loci beteiligt sind.

Es wurden fur deie(var)3-930Locus Mutanten isoliert, die ebenfalls eine funktionelle Analyse der
Genprodukte erlauben. Bis auf eine Ausnahme sind alle bisher bekannten Mutanten rezessiv letal.
Dies ist ein Hinweis fur die essentielle Funktion dieses Locus. Es konnten 2 Mutationen isoliert
werden, die homozygot bis zum 3. Larvenstadium lebensfahig siné(daz)3-930'€0129 ynd
E(var)3-93D’1-4Mutation. Alle anderen homozygoten Mutanten sind im 1. bis 2. Larvenstadium
letal.

Die Insertion depUChsneory -Transposons bei der MutaticE(var)3—93D’e°129erfo|gte im 3.

Intron, 121 Basen nach dem 3. Exon (Danal. 1993b). Durch Reverse Transkription mit
anschlieender PCR konnte ein abberantes Transkript identifiziert werden. Es setzt sich aus den ersten
3 Exonen, Sequenz des 3. Introns und 5 -Sequenzep@issneory -Transposons zusammen. Es

wird ein im 5 -Bereich des Transposons lokalisiertes Polyadenylierungssignal genutzt (Schotta 1997,
siehe auch Abb. 1). Dieses Transkript kodiert fir ein verklrztes Protein, welches sich aus der BTB-
Domane und weiteren 9 Aminosauren aus der Intronsequenz zusammensetzt. Die rezessive Letalitat
der E(var)3—93|:5“90129 Mutation konnte durch P-elementvermittelte Transformation des
genomischen 7,5kBamH1-Fragmentes partiell gerettet werden, nicht aber die weibliche Sterilitat
(Dorn, persotnliche Mitteilung). Im 7,5kBanH1-Fragment sind nur die ersten vier Exonen enthalten
(siehe Abb. 1). Im Gegensatz zu dem putativen Protein, welches fEfvaig3-9303'€0129\utation
postuliert wurde, kénnte dieses Protein neben der BTB-Domane eine Kernlokalisationssequenz
besitzen. Es fehlen aber die proximal gelegenen Exonen, die fir die spezifischen C-terminalen
Bereiche der E(VAR)3-93D-Proteine kodieren. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte die
Proteinexpression iE(var)3-93I:ne°129Mutanten, vor allem im Hinblick auf die weibliche Sterilitat,
analysiert werden. Auch sollte untersucht werden, wieso eine Rettung der rezessiven Letalitat, aber
nicht der Sterilitat homozygoteE (var)3-9303'€0129\utanten bei 18C und 23C durch das
genomische 7,5kBanHI-Fragment erfolgen kann.
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Die MutanteE(var)3-93[71‘4 wurde auch nach Insertionsmutagenese durch ein modifiziertes P-
Element, dadcarus-neeElement (Steller und Pirotta 1986), erhalten. Da aber in der induzierten
Mutante keine Transposition des zu mobilisierenttarus-neeElementes nachgewiesen werden
konnte (Dorn, personliche Mitteilung), sollten die zu beobachtenden Mutantenphanotypen eine andere
Ursache besitzen. Im Northernblot konnte bei heterozygoten Mutanten neben den 2,3 und 2,0kb
Transkripten noch ein verkirztes Transkript mit einer Gré3e von 1,0kb detektiert werden (Dorn,
personliche Mitteilung). In der vorliegenden Arbeit sollte die molekulare und immunozytologische
Analyse dieser Mutante erfolgen.



a) ——— durch Plasmidrescue erhalten&al-Fragment

12
E(var)3-93p "1

distal proximal

7,5BanHI-Fragment

neol29
E(var)3-93D

neol29

E\HF. abberantes rRnskriptE(var)3-93D

. proteinkodierende Sequenzen E(var)3-93DLS-Kernlokalisationssequenz
[l Sequenz aus dem 3. Intron

|:| proteinkodierende Sequenz aus dem 3. Intron

. Sequenz aus dem pUChsnébry -Transposon

b) E(VAR)3-93D 23gt-gesamt

| I
- E(VAR)3-93D 23gt-spezifisch
O E(VAR)3-93D 38gt-spezifisch
- E(VAR)3-93D 1(8)-spezifisch
1 E(VAR)3-93D 4(4)-spezifisch

Abb. 1:  Die genomische Region des E(var)3-93D-Locus (Dorn et9@b1Schotta 1997)
und die E(VAR)3-93D-Proteine:
a) Dmstellt wurde die Exon-Intronstruktur, sowie Insertionsort und resultierendes
abberantes Transkript fiir die insertionelle Mutante E(var)§—%§l[g9
b) Gegen die dargestellten E(VAR)3-93D-Proteine wurden Antikdrper induziert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Anzucht und Haltung der Fliegen

Die Anzucht und Haltung vobBrosophila melanogasteerfolgte auf einem Standardmedium (1%
Agar, 2,5% Sirup, 3,5% Rosinen, 3% Grie3 und 5% Hefe), dem zur Vermeidung von
Schimmelbildung 0,1% Nipagin zugesetzt wurde. Die Haltung der Stdmme erfolgte °kgi 18

Kreuzungen wurden bei einer Temperatur voti28urchgefihrt.

Fur Eiablagen (Praparation von Proteinextrakten, zytologische Methoden) wurde ein spezielles
Nahrmedium, das sich aus 2% Agar, 10% Zucker, 0,1% Essigsdure und 2,25% Nipagin
zusammensetzt, verwendet. Zur Stimulation der Eiablage der Weibchen wurde Hefe auf die Platten

gegeben.

2.2. Charakterisierung der untersuchten Mutanten

Mutante

Bemerkung

Referenz

E(var)3-930'€0129

pUChsneory -Insertion im 3. Intron von
E(var)3-93D

Dornet al.
1993b, Schotta
1997

E(var)3-93D0/1-4

als spontane Mutation infolge der Mobilisation
deslcarus neo-Elementes entstanden

Dornet al.
1993a; Reuter,
Dorn,

personliche
Mitteilung
E(var)3-9307€0129 | tragt auf dem 2. Chromosom das 7,%dHI- | Dorn,
wt(7,5BamH) Fragment, was die ersten 4 Exonen des personliche
E(var)3-93DGens enthdlt (siehe Abb. 1), das | Mitteilung

white-Gen dient als Marker
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2.3. Verwendete Stabilisierungschromosomen

Eine ausfuhrliche Beschreibung der verwendeten Stabilisierungschromosomen fiir das 3. Chromosom
kann Lindsley und Zimm (1992) enthommen werden.

Stabilisierungs- | Mutationen Phanotyp
chromosom
TM3,Sb Ser Sh Stubble verkirzte Borsten
Ser Serate gekerbte Fllgelspitzen
TM6B Th Tubby Kérper von Larven, Puppen, Adulten
verkurzt und verdickt

2.4. Verwendete Bakterienstamme, Plasmide, Phagen, Oligonukleotide

2.4.1. Bakterienstamme (coli)

Bakterienstamni Genetische Marker Referenz

DH5a SupE44AlacU169 (80lacZAM15) hsdR17 Gibco/BRL (1987)
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

XL-1Blue MRA | A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl Jerpsettet al. 1993
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl l&c

JM 101 SUpE thiA(lac-proAB) F'(traD36 proAB lacld | Yanisch-Perron; Viera
lacZAM15) Messing (1985)

2.4.2. Plasmide

Der Plasmidvektor pBluescript Il KS (Stratagene) wurde zum Subklonieren verwendet. Fir die
Expression der rekombinanten Proteine wurde der Expressionsvektor pGEX-2T (Amersham
Pharmacia Biotech) eingesetzt.

Das Plasmid pGST-23gts, welches den spezifischen 3 -Bereich des cDNA-Klons 23gt im
Expressionsvektor pGEX-2T (Amersham Pharmacia Biotech) enthélt (Blichner 1994), wurde fir die
Proteinexpression verwendet.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende weitere Plasmide Uber PCR-Klonierung der ent-
sprechenden cDNA-Abschnitte in den Vektor pGEX-2T konstruiert:
pGST-1(8)s: enthélt die spezifische proteinkodierende 3 -Region des cDNA-Klons 1(8)
(siehe Abb. 2).
pGST-4(4)s: enthalt die spezifische proteinkodierende 3" -Region des cDNA-Klons 4(4),
der identisch miDoomist (Harveyet al.1997). Diese wurde mit den Primern
4(4) forwardBanHI und 4(4) backBanH| amplifiziert (siehe 2.4.4.).
pGST-BTB: enthélt den Teil des offenen Leserahmens des cDNA-Klwas)3-93D
23gt, der fur die BTB-Doméne kodiert (siehe Abb. 1). Die Amplifikation erfolgte
mit den Primern 129 forwarBanmH| und 129 baclkBanH]I (siehe 2.4.4.)

VVLANDEVPNPEDVLVFFTQ
GTTGTTCTGGCCAACGACGAGGTGCCCAATCCGGAAGATGTGCTGGTCTTCTTTACGCAA 60

SLRGRPAIMANGIRFLIMSE
TCGCTGCGCGGTCGCCCCGCCATCATGGCCAATGGCATTCGCTTTCTGATCATGAGCGAG 120

NKKKILWRCSSMATKKLKCP
AACAAAAAGAAGATCCTGTGGCGATGCAGCTCGATGGCCACCAAGAAGCTCAAGTGTCCT 180

ARITMLKETPPKFIINKAEH
GCACGCATCACCATGTTAAAGGAGACGCCGCCTAAGTTCATCATCAACAAGGCGGAGCAC 240

LHAELKRNKYSSSKAQTLRD
CTGCACGCCGAGCTCAAGCGGAACAAGTACAGCTCCAGCAAGGCGCAAACGCTGAGGGAT 300

PHQMATKLDCEMEGAGGVTEF
CCGCACCAAATGGCCACCAAATTGGACTGCGAGATGGAGGGAGCTGGCGGCGTCACGTTC 360

DLHEEELNELTHDYV

GATCTGCACGAGGAGGAGCTCAATGAACTTACTCACGACGTT 402

Abb. 2: Darstellung der DNA- und der daraus resultierenden Proteinsequenz im Bereich des offenen
Leserahmens des spezifischen Teils des cDNA-Klons 1(8) (Dorn und Roth, persénliche
Mitteilung).

Diese wurde mit den Primern 1(8)forwaBdill und 1(8)backBglll amplifiziert (siehe 2.4.4.)
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Fur die molekulare Analyse der MutaticEI(var)3-93D71‘4 wurden folgende Plasmide durch
Subklonierung von rekombinanten Phagenfragmenten in den Vektor pBluescript Il KS (Stratagene)
konstruiert:

pBS-6,3X: enthalt das 6,3kkbd-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-7,5X: enthalt das 7,5Rkbad-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-2,4X: enthalt das 2,4kkbd-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-2,5N: enthélt das 2,5ksil-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-3,3N: enthélt das 3,3ksil-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-3,5N: enthélt das 3,5ksil-Fragment des rekombinanten Phagen 2

pBS-2,3N: enthélt das 2,3ksil-Fragment des rekombinanten Phagen 2

2.4.3. Verwendete Phagenstamme

Fur die Herstellung einer rekombinanten genomischen Phagenbank wurde dengbaH® ||
(Stratagene) verwendet.

2.4.4. Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden bei MWG Biotech. synthetisiert.

Primer fur die Konstruktion der Expressionsvektoren:

1(8) forwardBglll 5-ACAAGATCTGTTGTTCTGGCCAACG-3’

1(8) backBgll! 5 -ACAAGATCTACGTCGTGAGTAAGTTC-3'

4(4) forwardBanHl 5 -ACAGGATCCGATTTAGGTGAACTCAA-3’
4(4)backBarrH| 5 -ACAGGATCCAAATGGTTGTGAACGCC-3

129 forwardBanH| 5-ACCAGGATCCATGGCGGACGACGAGCAAT-3
129 backBanH| 5-ACCAGGATCCATCCGTTAGCCCCTTGATTTG-3'

Die durch die PCR-Primer eingefiigten Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellit.
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Primer fiir PCR- und Sequenzanalysen der Mutgftar)3-930' 1-4

1 forward 5"-TTGCCATCGCCAGCAATCTC-3’

1 back 5-TCGTGTTGAAGTTGTTCCAGCAC-3

2 forward 5-GCAATTCAGCTTGTGCTGGAAC-3’

2 back 5-CCCCTTGATTTGCAGCGATTC-3’

3 forward 5-GGAATCGCTGCAAATCAAGGG-3

3 back 5-TTCCGATGCCTGTTTCTTTAGG-3’

4 forward 5-CCTAAAGAAACAGGCATCGGAAC-3

4 back 5-TCGTCCACGGTCTCGATCTTGTAG-3’
5 forward 5-ACAAGATCGAGACCGTGGAC-3’

5 back 5"-TGGGCAGAGCGTTTGTTTG-3’

6 forward 5"-CGACAAACAAACGCTCTGCC-3

6 back 5 -TGTAGTTCTGGGACTGTTGCTTGAC-3
7 forward 5'-CAGGAGGAAGCCGAGTACATTG-3

7 back 5"-ATTAACGCACTTTGCCGAACTC-3
Oligo-dT 5-ACAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTITTTTITTTIT-3
KSmod. 5"-CGAGGTCGACGGTATCGATAAGC-3
M13mod. 5"-GTAAAACGACGGCCAGTAGCG-3’
Pr.42-4 5"-TATGGCGTGATGCATTGGAGCC-3
MP42-882 5"-TACTTTGAACTACTGCCCAAACG-3
Pr.42KS-452 5"-CGCCTGGAAATCCCTCTTAAGTC-3
Pr.42-3 5"-CACACGCAGCGACGTTTTGTCCGCG-3

Zur Durchfiihrung der PCR wurden jeweils die forward- und back-Primer gepaart eingesetzt (PP1.:
Primer 1 forward + Primer 1 back).

2.5. Bakterien-Nahrmedien, Bakteriophagenmedien

LB-Medium Bactotrypton 10,09/l
(Sigma) Bacto Yeast Extrakt 5,0g/!
NaCl 5,09/
LB-Agar Bactotrypton 10,09/l
(Sigma) Bacto Yeast Extrakt 5,0q9/!
NaCl 5,09/
Agar 129/l
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SOC-Medium Bactotrypton 2%

Bacto Yeast Extract 0,5%
NacCl 10mM
KCI 2,5mM
MgSOy 10mM
MgClo 10mM
Glucose 20mM
Topagar NacCl 5,09/!
Bactotrypton 10,0qg/1
Bacto Yeast Extrakt 5,09/l
MgSQy 0,19/l
Agar 79/l
SM-Puffer NacCl 100mM
MgSOy 10mM
Tris-HCl pH 7,5 50mM
Gelatine 0,01%

2.6. Isolierung und Charakterisierung von Nukleinsauren

2.6.1. Isolierung genomischer DNA absosophila melanogaster

Zur Isolierung genomischer DNA fiir die rekombinante Phagenbibliothek wurde die Methode nach
Jowett (1986) angewendet und wie folgt modifiziert.
0,5 bis 1 g adulte Fliegen wurden in flissigem Stickstoff homogenisiert, in 3ml Extraktionspuffer mit
ProteinaseK (100g/ml) tGberfihrt und bei 3T fur 30 Minuten bis 1 Stunde inkubiert.

Extraktionspuffer: 0,1M Tris-HCI pH 7,0; 0,3M NaCl; 20mM EDTA,

1% SDS

Das Lysat wurde mit 1 Volumen Phenol unter leichtem Schitteln extrahiert und die Phasen durch
Zentrifugation bei 3000x g und°@ getrennt. Die waldrige Oberphase wurde abgenommen und
nacheinander 2x mit 0,5 Volumen Phenol/0,5 Volumen Chloroform, danach 2x mit 1 Volumen
Chloroform extrahiert und zentrifugiert. Anschlie3end wurde die DNA aus der wal3rigen Oberphase
nach Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaCl mit 2,5 Volumen 96%igem Ethanol bei Raumtemperatur
gefallt und 10 Minuten bei 4000x g sedimentiert. Nach Waschen mit 70%igem Ethanol wurde die
DNA getrocknet und Gber Nacht in 0,5-2ml 1x TE b¥L 4elost.

IX TE: 10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0
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Nach dem Ld&sen erfolgte eine RNaseA-Behandlung fir 20 Minuten B€i @&hdkonzentration
50pg/ml). Danach wurde die DNA-L&sung mit 1/10 Volumen 10x ProteinaseK-Puffer sowie
ProteinaseK mit einer Endkonzentration vond@®nl fir 1 Stunde bei 37C inkubiert.
10x ProteinaseK-Puffer: 0,5M Tris-HCI ; 100mM EDTA pH 8,0;
5% SDS
Die DNA wurde erneut mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert, mit Ethanol gefallt,
gewaschen und in 50-1A01x TE aufgenommen.

Zur DNA-Praparation fir Southernblots und PCR wurden 100 Fliegen zu 2ml Extraktionspuffer
gegeben, im Dounce-Homogenisator homogenisiert und fir 30 Minuten bef@&5akdbiert.

Extraktionspuffer: 0,2M Saccharose; 0,1M Tris-HCI pH 9,2; 0,1M NacCl, 0,05M

EDTA; 0,5% SDS

Es wurden 300l 8M Natriumacetat pH 10,0 zugegeben und das Homogenat fir 30 Minuten im
Eisbad inkubiert. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 10,000x g wurde die DNA aus dem Uberstand
durch Zugabe von 1 Volumen 96% Ethanol gefallt. Die DNA wurde fiir 30 Minuten bei 4000x g und
4°C abzentrifugiert, mit 70% Ethanol gewaschen, in caub@QQTE auf-genommen und Uber Nacht
geldst. Danach erfolgte eine RNaseA-Behandlung analog der Praparationsmethode nach Jowett.

2.6.2. Extraktion von Plasmid-DNA

Minipraparation von Plasmid-DNA

Die modifizierte Methode nach Birnboim und Doly (1983) erlaubt eine schnelle Isolierung von
Plasmid-DNA aus Bakterien.
1,5ml einer Ubernachtkultur wurden in einem Eppendorfréhrchen fur 2 Minuten bei 6000x g
sedimentiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das BakterienpelletuinPA6Buffer
resuspendiert und durch Zugabe von |20€@2-Puffer lysiert. Nach 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 200P3-Puffer zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Rezepturen fir die
Puffer P1-P3 wurden dem "Qiagen-Plasmid-Kit" (Qiagen) entnommen.

P1-Puffer: 50mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM EDTA

P2-Puffer: 200mM NaOH; 1% SDS

P3-Puffer: 3M Kaliumacetat pH 4,8
Nach 20 Minuten Zentrifugation bei 10,000x g wurde die Plasmid-DNA aus dem Uberstand mit 4,5ml
Isopropanol gefallt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und ith BOTE aufgenommen.
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Grol3praparation von Plasmid-DNA

100ml LB-Medium mit Ampicillin (10@g/ml fir pBluescript Il KS Plasmide, f@/ml fir pGEX-2T
Plasmide) wurden mit einer Einzelkolonie beimpft und Gber Nacht I5€l 8Ad 250rpm auf einem

Schattler kultiviert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte unter Nutzung des "Qiagen-Plasmid-Kits
(Qiagen). Die isolierte DNA-Menge betrug ca. 10

2.6.3. DNA-Praparation aus-Phagen

Fur die Praparation von Bakteriophagen-DNA wurde die Methode nach Maeiadis (1989)
angewendet und wie folgt modifiziert.

Die Ubernachtkultur dek.coli-Stammes XL-1Blue MRA wurde sedimentiert, die Zellen in SM-
Puffer resuspendiert und die optische Dichte bei 600nm bestimmt ( 1 O[ﬁ—-Bxllé)n). Zu 10 E.
coli-Zellen wurden 5x1@)\-Phagen gegeben und fur 20 Minuten bei@mkubiert. Nach Zugabe

von 8ml Topagar wurde der Ansatz wurde auf Petrischalen (Durchmesser 15cm) mit LB-Agar
ausplattiert. Nach einer Inkubation bef@7iber Nacht wurde die Phagen-DNA aus dem Plattenlysat
prapariert. Dazu wurden 10ml SM-Puffer in die Petrischalen gegeben und die Phagen unter Schutteln
fur 3 Stunden eluiert. Danach erfolgte eine 30-minltige Behandlung des Phageneluates mit DNase und
RNase bei einer Endkonzentration von jeweilsg/ml. Nachfolgend wurde NaCl zu einer
Endkonzentration von 1M zugesetzt, eine Stunde auf Eis inkubiert und die Bakterienzellrickstande
durch 10-minitige Zentrifugation bei 5000x g uri€4edimentiert. Aus dem Uberstand wurden die
Phagenpartikel durch Zugabe von PEG 6000 (Endkonzentration 1098)b&ir4l-2 Stunden gefallt.

Die Sedimentation der Phagenpartikel erfolgte durch 30-minttige Zentrifugation bei 5000x @und 4
Das Sediment wurde in 2ml SM-Puffer resuspendiert und mehrmals mit einem Volumen Chloroform
ausgeschittelt. Die Phagenpartikel wurden nach Zugabe von EDTA pH 8,0 (Endkonzentration
20mM), ProteinaseK (Endkonzentrationus@ml) und SDS (Endkonzentration 0,5%) fir 1 Stunde bei
37°C aufgeschlossen. Die DNA wurde einmal mit dem gleichen Volumen Phenol, zweimal mit einem
Volumen Phenol-Chloroformgemisch (1:1) und zweimal mit dem gleichen Volumen Chloroform
extrahiert. Die Phasen wurden jeweils durch 10 Minuten Zentrifugation bei 5000x g getrennt. Gefallt
wurde die DNA nach Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaCl mit 2,5 Volumen 96%igem Ethanol. Nach
Sedimentation (30 Minuten, 5000x §CG) wurde die DNA einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in einem geeigneten Volumen 1x TE aufgenommen.
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2.6.4. DNA-Restriktionsanalyse

Die Restriktion erfolgte mit den entsprechenden Enzymen und Puffern nach Angaben des Herstellers
(Gibco BRL, MBI Fermentas) bis zur vollstandigen Spaltung der DNA.

2.6.5. DNA-Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,4-2%igen Agarosegelen. Den DNA-Proben
wurde zuvor 0,2 Volumen Ladepuffer zugesetzt.
Ladepuffer: 50% Glycerol, 1ImM EDTA, 0,4% Bromphenolblau
Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TBE verwendet.
1x TBE: 90mM Tris-Borat, 20mM EDTA
Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 20 bis 100V. Die Gele enthielten Ethidiumbromid

(0,1ug/ml).

2.6.6. Phosphatasebehandlung von DNA

Fur die Behandlung von DNA mit Alkalischer Phosphatase wurde 30 Minuten vor Beendigung der

Restriktion 1U Shrimp Alkalische Phosphatase (Amersham Pharmacia Biotech) zugegeben. Im Falle
von hitzeinaktivierbaren Restriktionsenzymen erfolgte eine Inaktivierung des Ansatzes fur 15 Minuten

bei 65C.

2.6.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die entsprechenden DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen aufgetrennt und die jeweiligen Banden
unter UV-Licht so knapp wie moglich ausgeschnitten.

Die weitere Verarbeitung erfolgte unter Verwendung eines "DNA-Extraktions-Kit" (Qiaex) nach
Angaben des Herstellers (Qiagen).
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2.6.8. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde fir 2-3 Stunden bei 1451@it T4-DNA-Ligase (nach
Sambrookeet al. 1989) nach folgendem Ansatz durchgefiihrt:

xpul Vektor-DNA (ca. 100ng)

yul Donor-DNA (ca. 300-900ng)

2pl 10x Ligationspuffer (Gibco BRL)
2ul 10mM dATP

1U T4-DNA-Ligase (Gibco BRL)
ad. 2Qul mit Aqua bidest.

2.6.9.E.coli-Transformation

Die Praparation kompetenter Zellen der Bakterienstamme JM101 und O#iér Verwendung von
CaCb erfolgte nach dem Protokoll von Sambroaiteal. 1989. Es konnten Transformationsraten von

105-106/ug Plasmid-DNA erreicht werden. Die kompetenten Zellen wurden b&C-gélagert.

Zu 20Qul kompetenten Zellen wurden entweder 10ng Plasmid-DNA odgl li@ationsansatz
gegeben und die Transformationsansatze 40 Minuten im Eisbad inkubiert. Nach einem Hitzeschock
fur 90 Sekunden bei 42 und nachfolgenden 2 Minuten Abkihlung im Eisbad wurdepl880C-
Medium hinzugegeben und die Bakterien zur Auspragung der Ampicillinresistenz fur 1 Stunde bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert. Die
Ampicillinkonzentration im Medium hing dabei von den verwendeten Vektoren ab.

pBluescript Il KS 10Qug/ml

pGEX-2T 5Qug/mi
Bei der Verwendung von pBluescript Il KS wurde der Transformationsansatz zur Selektion
rekombinanter Plasmide zuséatzlich auf LB-Agarplatten mit X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-irféialyl
galactopyranoside)-Platten ausplattiertyb@iner X-Gal-Stammlésung von 10mg/ml in DMF pro
Platte).
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2.6.10. PCR

Amplifikation von DNA

Die in vitro Amplifikation von DNA erfolgte durch Polymerasekettenreaktion (PCR) nach &aaki
(1988) unter folgenden Reaktionsbedingungen:

xpl DNA (100ng genomische DNA bzw. 1ng Plasmid-DNA oder entsprechend
100pfu Phagenpartikel)

2pl Primer forward (10pmajld)

2pl Primer back (10pmald)

5ul PCR-Puffer (Gibco BRL)

1,5ul MgCl2 (50mM)

4ul dNTPs (2,5mM Amersham Pharmacia Biotech)

1U Tag-Polymerase (Gibco BRL) oder Pfu-Polymerase (Stratagene)

auf 5Qul mit Aqua bidest.

Denaturierung des Templates °@55 Minuten

Synthesezyklen (30) 95C: 30 Sekunden Denaturierung
42-59C: 1 Minute Primerannealing
72°C (Tag-Polymerase) oder 5 (Pfu-
Polymerase): 1-5 Minuten DNA-Synthese

Nachsynthese 72 bzw. 7G: 10 Minuten

Die Synthesezeiten wurden aus der Prozessivitat der entsprechenden Polymerase abgeleitet (Tag-
Polymerase 30 Sekunden/kb, Pfu-Polymerase 2 Minuten/kb).

Fur die Einfihrung von Restriktionsschnittstellen fur die PCR-Klonierung der spezifischen 3'-
Bereiche der cDNA-Klone 1(8) und 4(4) und der die BTB-Domaéane kodierenden Exonen wurden im
5"-Bereich der jeweiligen PriméBanHI- bzw. Bglll-Schnittstellen und 3-4 weitere unspezifische
Basen eingefihrt.

RT-PCR

Spezifische Transkripte kdnnen durch RT-PCR amplifiziert und damit fur weitere Analysen, wie deren
Sequenzierung, zuganglich gemacht werden.
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cDNA-Synthese: 100ng Poly(A-RNA
4ul 5x Reaktionspuffer (MBI Fermentas)
8ul dNTPs (2,5 mM, Amersham Pharmacia Biotech)
50pmol Oligo-dT-Primer oder 20pmol genspezifischer Primer
25U RNase-Inhibitor (MBI Fermentas)
30U M-MuLV Reverse Transkriptase (MBI Fermentas)
auf 2Qul mit Aqua bidest.

Der Ansatz wurde fur 1 Stunde bei°87inkubiert und die Reverse Transkriptase anschlieRend fir 5
Minuten bei 95C inaktiviert. Fiir die Analyse der Mutatidi(var)3-930'1-4 erfolgte die Reverse
Transkription unter Verwendung des Primers Oligo-dT (2.4.4.) Die nachfolgende PCR wurde mit
jeweils 2ul der erhaltenen cDNA unter Verwendung der Primer 2-forward und Oligo-dT durchgefuhrt.

2.6.11. Herstellung einer rekombinanten genomischen Phagenbibliothek

Von E(var)3-93[71'4/TM3-Tieren wurde die DNA nach Jowett (2.6.1.) isoliert. A@@NA wurden
mit der RestriktionsendonucleaSawA (Biolabs) durch partiellen Verdau in ca. 15-25kb groR3e
Fragmente gespalten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 Volumen Stoplésung zu 5 Volumen
Reaktionsansatz und nachfolgender Inkubation fiir 10 Minuten B&i &ygestoppt.
Stoplésung: 0,25M EDTA,; 0,5% SDS
Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GroRRe erfolgte im 5-25%igen Saccharosegradienten
flr 4 Stunden bei 285,000x g (Rotor SW 65, Beckmann).
Saccharosegradient:  Losung 1 (5% Saccharose; 0,1M NaCl; 2mM EDTA; 2mM Tris-
HCI pH 8,0)
Losung 2 (25% Saccharose; 0,1M NaCl; 2mM EDTA; 2mM Tris-
HCI pH 8,0)
beide Losungen wurden im Verhdltnis 1:1 im Zentrifugenréhrchen
Uberschichtet und 2 Stunden zur Ausbildung des Gradienten
horizontal gelagert.
DNA-Fragmente in der Grof3e von 15-25kb wurden mit demBuaitH| vorverdauten Vektoh
DASH 1I® nach den Angaben des Herstellers (Stratagene) ligiert.
Die Verpackung der Phagen erfolgte mit dem "Giga@atilk XL Packaging Extract" (Stratagene)
ebenfalls nach den Angaben des Herstellers.
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2.6.12. Isolation rekombinant&fPhagen

Die rekombinanten Phagen wurden mit einer Dichte von 10,000-30,000 Plaques pro Petrischale
(Durchmesser 15 cm) ausplattiert. Als Wirtsstamm fir die Vermehrung der Phagen didhisotier
-Stamm XL-1Blue MRA.

Der Transfer der Phagen-DNA auf Nitrocellulosefilter und deren Denaturierung erfolgte nach der von
Benton und Davis (1977) beschriebenen Methode. Die DNA wurde durch UV-Crosslinking an die
Filter gebunden. Die Filter wurden mit den jeweiligen radioaktiv markierten Sonden hybridisiert,
gewaschen (2.6.15.) und exponiert (2.6.16.). Die erhaltenen Signale wurden den entsprechenden
Regionen auf den Originalplatten zugeordnet, die jeweiligen Plaques ausgestochen und in SM-Puffer
aufgenommen. Anschlie3end wurden die Phagen durch nochmaliges Ausplattieren vereinzelt (ca. 100
Plaques pro Petrischale mit einem Durchmesser von 10cm). Nach erneuter Herstellung von
Filterabztigen und deren weiterer Behandlung wie vorhergehend beschrieben, konnten den Signalen
Einzelplaques zugeordnet werden, von denen Bakteriophagen-DNA prapariert wurde.

2.6.13. Southern-Transfer von DNA

Der Transfer von DNA auf Nitrocellulosefilter nach Restriktionsverdau erfolgte nach der von
Southern (1975) beschriebenen Methode (siehe auch SamietcalkEd89).
Die DNA wurde durch UV-Crosslinking an die Filter fixiert.

2.6.14. Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung erfolgte m#2P-dATP nach der von Feinberg und Vogelstein (1983)
beschriebenen Methode unter Verwendung von Hexanukleotiden als Primer (random priming) nach
dem Protokoll des "Multiprime DNA-labelling systems" (Amersham Pharmacia Biotech). Die
Abtrennung der markierten DNA von den freien Nukleotiden erfolgte im Anschluf3 an die Reaktion
Uiber eine Sephadex G-50 Saule. Die DNA-Sonden wurden durch 5 minttige Inkubation im kochenden
Wasserbad denaturiert.
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2.6.15. Hybridisierungs-und Waschbedingungen

Die Nitrocellulosefilter mit der immobilisierten DNA wurden fir 3-4 Stunden beiC4in
Hybridisierungslésung prahybridisiert.

Hybridisierungslosung: 50% Formamid; 5x SSC; 1% SDS;
5x Denhardt-Puffer; 50mg/l Hefe-RNA
50x Denhardt-Puffer 2% Ficoll, 2% PVP, 2% BSA

Die radioaktiv markierte Sonde wurde zu 50ml Hybridisierungslésung gegeben und die Filter Uber
Nacht bei 42C in der Lésung inkubiert. Im Anschlul3 daran wurden die Filter 2x15 Minuten in
Waschlésung 1 und 2x15 Minuten in Waschlésung 2 bt 4@waschen.

Waschlésung 1: 2Xx SSC; 0,1% SDS
Waschlésung 2: 0,2x SSC; 0,1% SDS
20x SSC 3M NacCl; 0,3M Natriumcitrat

2.6.16. Autoradiographie

Die Filter wurden nach Hybridisierung mit ein®¥P-markierten Sonde zwischen 2 Verstarkerfolien
mit Rontgenfilm bei -70C exponiert.

2.6.17. Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten

Die DNA-Sequenzierung wurde unter Anwendung des "ABI PR¥2hodamine Terminator Cycle
Sequencing” Kits (Perkin ElImer) am ABI377 (Perkin Elmer) durchgefihrt.

Fur die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurden abh&ngig von der PlasmidgréRe (4-10kig 0,5-1
DNA pro Reaktion eingesetzt. 100-250ng DNA wurden fir eine Direktsequenzierung von PCR-
Fragmenten verwendet.

2.6.18 Computergestitzte Auswertung von Sequenzdaten

Die Auswertung von Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der Programme "Mac Vector" und "PROSITE".
Zur Feststellung von Sequenzhomologien zu anderen Sequenzen wurden die Programme "Blast" unter
Nutzung der aktuellen Datenbanken und "BDGP Blast" unter Nutzung der Sequenzen des "Drosophila
Genome Projects" (Rubin 1996) verwendet.
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2.7.1solierung und Charakterisierung von Proteinen

2.7.1. Expression der GST-FusionsproteinE.igoli

Unter Verwendung des Expressionsvektors pGEX-2T (Amersham Pharmacia Biotech) werden die
rekombinanten Proteine als Fusionsproteine mit der GST (Glutathion-S-TransferaSehwtaosoma
japonicumexprimiert (Smith und Johnson 1988).

Fur analytische Ansatze wurden Einzelkolonien der mit den Expressionskonstrukten bzw. pGEX-2T
transformierten JM101-Zellen tGber Nacht in LB-Medium miu@§0nl Ampicillin inkubiert. Die
Ubernachtkultur wurde 1:100 mit 3ml frischem LB-Medium i(§0nl Ampicillin) verdinnt und bei

37°C bis zu einer Ogpg von 0,6-0,9 kultiviert. Es wurde jeweils 1ml Kulturmedium abgenommen,
die Zellen durch 2 Minuten Zentrifugation bei 6000x g sedimentiert und b&C-a0fbewahrt. Die
verbleibenden Kulturen wurden durch IPTG-Zugabe (Endkonzentration 0,5mM) induziert und fir 4
Stunden bei 3T inkubiert. Je 1 Ansatz der Zellen mit rekombinanten Plasmiden sowie mit dem
Vektorplasmid wurden nicht induziert. Die Bakterienzellen wurden nach Induktion sedimentiert und
bei -20C aufbewahrt.

Die Induktion praparativer Ansétze erfolgte, wie fiir die analytischen Ansatze beschrieben, mit einem
Endvolumen von 0,5-41 Medium.

2.7.2. Herstellung von Proteinextrakten &usoli

Die Zellen der analytischen Ansatze (2.7.1.) wurden irpll@® SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5
Minuten bei 98C inkubiert, bei 10,000x g abzentrifugiert undul@uf ein SDS-Polyacrylamidgel
(8x9cm) geladen.

2x SDS-Probenpuffer: 4% SDS; 120mM Tris-HCI pH 6,8; 20% Glycerol; 200mM DTT;

0,007% Bromphenolblau

Fur die Aufarbeitung praparativer Ansatze wurden die Angaben des Herstellers (Amersham Pharmacia
Biotech) wie folgt modifiziert. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden b®C 4lurchgefuhrt. Die
Zellen wurden flr 20 Minuten bei 4000x g abzentrifugiert, mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und bei
-20°C aufbewahrt. Das Zellpellet wurde infB®BS pro ml Kulturvolumen resuspendiert.

1x PBS: 137mM NacCl; 10mM N&HPOy4; 1,5mM KH2POy; 2,7mM KCI
Die Zellen wurden an einem Ultraschallgerat (Bandelin Sonopuls GM 70) fir je 4x 30s mit gepulstem
Schall (70%) bei 42W aufgeschlossen.
Es wurde Triton-X100 mit einer Endkonzentration von 1% zugegeben und 30 MinutéiChantér
Schatteln inkubiert. AnschlieRend wurden die Lysate fir 30 Minuten bei 8000x g abzentrifugiert.
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Die Uberstande wurden fur die Reinigung der léslichen Fusionsproteine durch Affinitats-
chromatographie und nachfolgende Thrombinspaltung verwendet, aus den Pellets wurden unlésliche
Fusionsproteine tber eine Harnstoffextraktion gereinigt.

2.7.3. Affinitdtschromatographie von GST-Fusionsproteinen

Der GST-Anteil der exprimierten Fusionsproteine erlaubt unter nativen Bedingungen deren Reinigung
Uber Affinitdtschromatographie. Die Reinigung erfolgte Uber eine Glutathion-Sepharose-Séaule

(Amersham Pharmacia Biotech) nach den Angaben des Herstellers. Es wurden fir eine Aufreinigung
jeweils 1-2ml Glutathion-Sepharose als Matrix eingesetzt.

2.7.4. Thrombinspaltung von GST-Fusionsproteinen

Mit der Protease Thrombin kann der GST- Anteil der Fusionsproteine abgespalten werden. Die
Trennung von abgespaltener GST und dem zu exprimierenden Fusionsprotein erfolgt ebenfalls durch
Affinitdtschromatographie an Glutathion-Sepharose.

Nach der Austestung der optimalen Bedingungen (Zeit, Temperatur, Thrombinkonzentration) fur jedes
Fusionsprotein wurden die loslichen Proteine des Uberstandes (2.7.2.) im Batch-Verfahren nach den
Angaben des Herstellers (Amersham Pharmacia Biotech) an 1-2ml Bettvolumen Glutathion-Sepharose
gebunden und mit der entsprechenden Menge Thrombin (5-10U/ ml Bettvolumen, Amersham
Pharmacia Biotech) gespalten. Die zu exprimierenden Proteine befanden sich im Uberstand und die
GST sowie ungespaltenes Fusionsprotein wurden an die Matrix gebunden.

2.7.5. Harnstoffextraktion unldslicher Fusionsproteine

Aus dem Pellet (2.7.2.) wurden die unldslichen Fusionsproteine Uber eine Harnstoffextraktion
gereinigt (modifiziert nach Kiippet al.1982).
Ldsungen: 0,5M EDTA, pH 8,0
Lysozymstammldsung (20mg/ml)
Triton-Lytic-Mix (0,1% Triton-X100; 50mM Tris-HCI pH 8,0;
62,5mM EDTA)
5% Triton-X100
1M Harnstoff
7M Harnstoff
Das Pellet (aus 500ml Originalkultur) wurde in 4ml 0,5M EDTA und 4ml Lysozymstammldsung fir
30 Minuten bei 37C inkubiert. AnschlieRend wurde mit einem Ultraschallgerat 4x15 Sekunden bei
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42W beschallt, 10ml Triton-Lytic-Mix hinzugegeben, erneut beschallt und fir 30 Minuten I6i 37
inkubiert. Der Ansatz wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur und 8000x g abzentrifugiert und der
Uberstand als U1 verwahrt. Das verbliebene Pellet wurde in der Reihenfolge mit je 20 ml 5% Triton-
X100, 1M Harnstoff und 7M Harnstoff versetzt, beschallt, inkubiert und zentrifugiert. Die
entsprechenden Uberstande (U2, U3, U4) wurden t@iverwahrt. Die rekombinanten Proteine
konnten in hoher Reinheit in der 7M- Harnstofffraktion nachgewiesen werden.

Durch eine schrittweise Dialyse der 7M-Harnstofffraktion Gber 4M Harnstoff in PBS, 2M Harnstoff in
PBS und PBS wurde eine Renaturierung der Proteine durchgefiihrt.

2.7.6. Herstellung von polyklonalen Antikrpern

Die gereinigten rekombinanten Proteine wurden flr die Immunisierung von Kaninchen bzw. Mausen
verwendet. Pro Boost wurden fir ein KaninchenudProtein und pro Maus RB§ Protein eingesetzt.

Die Tiere wurden bei Eurogentec nach dem Standardprotokoll immunisiert. Bei Prof. Saumweber
(Humboldt-Universitat Berlin) wurden je 2 Mause mit den Proteinen 23gt-gesamt und 38gt-spezifisch

immunisiert.

2.7.7 Dechorionisierung von Drosophilaembryonen

Die Embryonen wurden mit einem Pinsel von den Platten abgesammelt und 3 mal in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Embryonen in eine 50%ige Natriumhypochloritldsung tberfiihrt und dort
fur ca. 1-3 Minuten inkubiert, um die Chorionschicht zu entfernen. Die Embryonen wurden danach 3
mal in PBS gewaschen.

2.7.8 Herstellung von Proteinextrakten &ussophila melanogaster

Denaturierte Extrakte

Tiere der entsprechenden Entwicklungsstadien (Embryonen, 3. Larvenstadium, Adulte) wurden in
einer entsprechenden Menge 1x SDS-Probenpuffer homogenisiert, 5 Minutefi®énl@tiert und
die Uberstande bei -2G verwahrt.
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Native Extrakte aus Embryonen (Tamkun, personliche Mitteilung)

49 dechorionisierte Embryonen wurden in fliissigem Stickstoff im Morser zerrieben, zu 4ml eiskaltem
Embryonenextraktionspuffer im Dounce-Homogenisator gegeben und homogenisiert.
Embryonenextraktionspuffer: 50mM HEPES pH 7,6; 385mM NacCl; 0,1% Tween20;

0,1% EGTA; 1mM MgCp: je lug/ml Leupeptin, Pepstatin

und Aprotinin; 1ImM PMSF
Alle folgenden Schritte wurden bei@ ausgefihrt. Die Extrakte wurden nach 15 Minuten Inkubation
auf Eis fir 1 Stunde bei 15,000x g abzentrifugiert. Nach erneuter Zentrifugation der Uberstande wurde
Glycerol mit einer Endkonzentration von 10% zugegeben, die Extrakte in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -8C aufbewahrt.

Praparation von Kernextrakten

Fur die Praparation von Kernextrakten @rssophila melanogastevurde die Methode von Elgin
und Hood (1973) angewendet und wie folgt modifiziert.
Alle Schritte wurde bei 4C ausgefiihrt. 2g dechorionisierte Embryonen wurden im Dounce-
Homogenisator in 7,5ml Pufferll homogenisiert und das Homogenat durch ein Nylonnetzchen mit
einer PorengréRe von 1o filtriert.

Pufferll: 0,05M Tris-maleat, 0,005M Mggj 0,01M 3-Mercaptoethanol; 0,21mM

PMSF pH 7,4

Das Homogenat wurde auf 2,5ml 0,2M Saccharose in Pufferll gegeben und fir 10 Minuten bei 2000x
g abzentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in Pufferll; Pufferll+0,1% Triton-X100 und Pufferll
gewaschen und jeweils fiir 10 Minuten bei 2000x g abzentrifugiert. Die Kerne wurden in 17ml 0,2M
Saccharose in Pufferll resuspendiert und auf 19ml 2,2M Saccharoseldsung in Pufferlll geschichtet.

Pufferlll 0,01M Tris-maleat; 0,005M Mg@j 0,01M B-Mercaptoethanol; 0,1mM

PMSF pH 7,4

Die Kerne wurden fur 100 Minuten bei 85,000x g (Rotor SW27, Beckma),sédimentiert, 3x in
Pufferll gewaschen und in 0,5-1ml Saline/EDTA aufgenommen.

Saline/EDTA: 0,075M NacCl; 0,024M EDTA pH 8,0; 0,1mM PMSF
Ein Aliquot der Kernpraparation wurde in DAPI-L6sung (1mg DAPI/I 1x PBS) angefarbt und am
Epifluoreszenzmikroskop wie unter 2.8.1. angegeben, beurteilt. Zur Kernsuspension wurde 1 Volumen
2x SDS-Probenpuffer zugegeben und 5 Minuten b&C9Bkubiert. Die Extrakte wurden bei -2D
verwahrt.
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2.7.9 Immunopréazipitation

Fur die Immunopréazipitation wurden native Proteinextrakte aus EmbryonerDvosophila
melanogaste(2.7.8) eingesetzt. Protein-A-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) wurde in einem
geeigneten Volumen Waschpuffer mit 20% Ethanol aufgenommen unéibeedvahrt.

Waschpuffer: 50mM HEPES pH 7,6; 150mM NaCl; 7mM DTT; 10% Glycerol;

0,1% Tween20; 1mM PMSF

Vor Gebrauch wurde die Protein-A-Sepharose 2x mit 10 Volumen Waschpuffer gewaschen und in
einem Volumen Waschpuffer resuspendiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden°®ei 4
durchgefihrt.
Die Extrakte wurden bei 10,000x g 30 Minuten abzentrifugiert. Ca. 15mg Protein wurden fir eine
Immunoprazipitation eingesetzt. Zunachst wurden die Extrakte in 50mM HEPES pH 7,6; 192,5mM
NaCl; 7mM DTT; 10% Glycerol; 0,1% Tween20; 1mM PMSF arullB0% Protein-A Sepharose fir
1 Stunde praadsorbiert. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 10,000x g wurde zu den Uberstéanden ca.
1ug Antikorper gegeben und fur 2 Stunden inkubiert. Danach wurde den Ansatzen zur Bindung der
gebildeten Immunkomplexe ED50% Protein-A-Sepharose zugesetzt und fir weitere 2 Stunden
inkubiert. Die Protein-A-Sepharose wurde 4x 10 Minuten in Waschpuffer gewaschen. Die gebundenen
Immunkomplexe wurden nach Zugabe voruB@x SDS-Probenpuffer fir 10 Minuten bei °@5
eluiert.

2.7.10 Elektrophorese von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die Polyacrylamidkonzentration im Sammelgel betrug 5%, im
Trenngel 8-15%. Die Elektrophorese wurde in 1x Laufpuffer bei 20mA fiir ein Minigel (8x9cm) oder
40mA fir ein 14x12cm Gel durchgefihrt.

1x Laufpuffer: 192mM Glycin; 25mM Tris; 0,1% SDS
Als Molekulargewichtsstandard wurden entweder ein Gemisch aus "protein test mixture 4" und
"protein test mixture 5" (Serva) fir die Coomassiefarbung des Gels oder vorgefarbter Proteinstandard
(Sigma) fur einen nachfolgenden Westernblot des Gels verwendet.
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2.7.11 Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Im Anschluf3 an die Elektrophorese wurden die Proteingele in Coomassieldsung fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur unter Schitteln geféarbt.
Coomassielésung: 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250 in 25% Isopropanol und
10% Essigsaure
Die Gele wurden in Aqua bidest. fur 20 Minuten bei 750W in einer Mikrowelle entfarbt.

2.7.12 Nachweis von Proteinen im Westernblot

Die Proteine wurden im Anschluf? an die Elektrophorese auf eine PVDF-Membran (Millipore) durch
Elektro-Tank-Transfer bei 600mA und@ fir 2,5-3 Stunden transferiert.
Blotpuffer: 192mM Glycin; 25mM Tris; 10-20% Methanol
Zur Kontrolle der Effizienz des Transfers wurden auf der Membran die Proteine mit Ponceau-S-
Losung fur 10 Minuten angefarbt und mit Wasser entfarbt.
10x Ponceau-S-Ldsung: 2% Ponceau S ; 30% Trichloressigsaure;
30% Sulfosalicylsaure
Die Membran wurde fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver (Biorad) in PBS geblockt.
Im Anschluf? daran wurden die primaren Antikdrper in 5% Milchpulver oder 3% BSA in PBS
verdinnt zugegeben und entweder 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Gber Nachirbeibdert.
Nach 3x 10 Minuten Waschen in PBST wurden die entsprechenden sekundaren Antikérper 1:5000 in
5% Milchpulver verdiinnt zugegeben und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
PBST: 1x PBS; 0,1% Tween20
sekundare Antikorper (Dianova): Goat-Anti mouse-Alkalische Phosphatase (1:5000)
Goat-Anti rabbit-Alkalische Phosphatase (1:5000)
Goat-Anti mouse-Peroxidase (1:5000)
Goat-Anti rabbit-Peroxidase (1:5000)
Die Membran wurde 3x 10 Minuten in PBST gewaschen.
Die Detektion Alkalischer Phosphatase-gekoppelter Antikérper erfolgte nach 2x Waschen mit AP-
Puffer colorimetrisch mit NBT/BCIP als Substrat.
AP-Puffer: 100mM NacCl; 100mM Tris-HCI; 5mM Mgg| pH 9,5
AP-Farbel6sung: 68 NBT-L6sung (50mg/ml NBT in 70% DMF); 38 BCIP-
Losung(50mg/ml in DMF); 10ml AP-Puffer
Die Farbereaktion wurde durch Zugabe von 20mM EDTA in PBS abgestoppt.
Die Detektion Peroxidase-gekoppelter Antikdrper erfolgte nach dem "ECL"-System (Amersham
Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers.
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2.7.13 Aufreinigung von Antikdrpern dber Affinitaitschromatographie

Die polyklonalen Antiseren gegen die Proteine E(VAR)3-93D-23gt gesamt und E(VAR)3-93D-23gt
spezifisch wurden tber AffinitAitschromatographie weiter aufgereinigt, um unspezifisch reagierende
Antikérper zu entfernen und Antikorper, die gegen die BTB-Domane gerichtet sind, anzureichern. Far
die Aufreinigung des Antikorpers Anti-23gt-gesamt wurde das BTB-Domanenprotein nach
Uberexpression ifE.coli, Aufreinigung des GST-Fusionsproteins und Thombinspaltung kovalent an
NHS (N-hydroxysuccinimide)-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) gebunden. Es wurde eine
Saule mit 1ml Bettvolumen verwendet und p@0rekombinantes Protein nach den Angaben des
Herstellers fur 4 Stunden bei@ mit 92%iger Kopplungseffizienz gebunden. Analog wurden fur die
Aufreinigung des Antikdrpers Anti-23gt-spezifisch 2mg rekombinantes Protein E(VAR)3-93D-23gt-
spezifisch kovalent gebunden.

Die NHS-Proteinsaulen wurden mit 3ml Startpuffer, 6ml Elutionspuffer und nochmals 6ml Startpuffer

gewaschen.
Startpuffer: 0,05M Tris-HCI; 0,5M NaCl pH 8,0
Elutionspuffer: 0,05M Glycin; 0,5M NaCl pH 2,7

Je 5ml der entsprechenden Antiseren wurden mit einer FluRrate von ca. 0,5ml pro Minute Utber die
Saule gegeben. Nach 5-maligem Waschen der Saule mit je 2 Bettvolumen Startpuffer wurden die
spezifisch gebundenen Antikérper mit 4x 3ml Elutionspuffer eluiert und sofort mit 0,1 Volumen Tris-
HCI pH 9,0 neutralisiert. Die Saule wurde mit 5 Volumen Storage-Puffer gewaschen urfiCbei 4
verwahrt.

Storage-Puffer: 0,05M Natriumphosphat pH 7,0; 0,01% Natriumacid

2.7.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des "Coomassie Plus Protein
Assay Reagent" (Pierce) nach Angaben des Herstellers.
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2.8. Immunozytologische Methoden

2.8.1. Antikbrpermarkierung von Ovarien vbnosophila melanogaster

Einbettung der Ovarien

Die Ovarien adulter Weibchen wurden in Fixierlosung prapariert und 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert.

Fixierloésung: 3% Paraformaldehyd; 0,1% Triton-X100 in PBS
Nach 2x 15 Minuten Waschen in PBS wurden die Ovarien fir mindestens je 30 Minuten in 10%, 20%,
30%, 50%, 70%, 90% und 100% Ethanol dehydriert. Es wurde erneut 100%iger Ethanol zugegeben
und alle weiteren Schritte bei 85 durchgefuhrt. Danach erfolgte eine Infiltration des Materials mit
Polyethylenglycol (PEG), welches sich aus PEG 1500 und PEG 4000 im Verhaltnis von 2:1
zusammensetzte. Es wurden daflir folgende PEG/Ethanolgemische verwendet: PEG/Ethanol 1:3 1
Stunde; PEG/Ethanol 1:1 1 Stunde; PEG/Ethanol 3:1 1,5 Stunden; 100% PEG 2 Stunden. Im Anschlufd
daran wurden die Ovarien mit PEG in eine Einbettform Uberfihrt und nach dem Erstarren bis zum
Schneiden bei“€ aufbewahrt.

Beschichtung von Objekttragern mit Poly-L-Lysin

Die Objekttrager wurden fur mindestens 30 Minuten in 96% Ethanol eingeweicht, geputzt, mit
0,1%iger Poly-L-Lysinldsung tberschichtet und fir 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieRend wurden die Objekttrager 3x 5 Minuten in Aqua bidest. gewaschen und luftgetrocknet.

Anfertigung von Semidiinnschnitten

Am Rotationsmikrotom HM 335 (Microm) wurderuéh Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit
einer Ose aufgenommen, die vorher in eine 40%ige PEG 6000- Losung in PBS getaucht wurde und
auf die mit Poly-L-Lysin behandelten Objekttréager gebracht. Die Objekttradger wurden anschliel3end in
eine Farbeklvette mit 1x PBS gestellt.
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Immunmarkierung der Schnitte

Die Objekttrager wurden fur je 5 Minuten in 0,1M Ammoniumchloridldsung und 1x PBS gewaschen.
Danach wurden die Schnitte fiir 30 Minuten in 1% BSA in PBS inkubiert, 5 Minuten mit 0,1% BSA in
PBS gewaschen, der primare Antikdrper in 1% BSA verdinnt in PBS zugegeben und tber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 4x 10 Minuten Waschen in 0,1% BSA in PBS wurde
der mit FITC (Fluorescein-lsothiocyanat) markierte sekundare Antikorper (Dianova) 1:50 verdinnt in
1% BSA in PBS zugegeben und fir 2 Stunden beC3rkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte
fur 4x 10 Minuten in PBS gewaschen und fur 15 Minuten mit DAPI-Losung gefarbt.

DAPI-L6sung 1mg DAPI (4,6 Diamidino-2-phenylindol) pro Liter in PBS
Nach 2x 10 Minuten Waschen in PBS wurden die Schnitte mit Citifluor (Citifluor Ltd., London)
eingeschlossen.
Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit dem Epifluoreszenzmikroskop "Axioskop" (Carl-Zeiss) fur
die einzelnen Fluorochrome mit folgenden Filtern:

DAPI BP 365nm / FT 395nm / LP 397nm;

FITC BP 470-490nm / FT 510nm / LP 520nm.

2.8.2. Antikodrperfarbung von Polytanchromosomen

Es wurde die Methode nach Silver und Elgin (1978) verwendet und wie folgt modifiziert.
Aus Drosophilalarven (3. Larvenstadium) wurden Speicheldriisen auf einem silikonisierten Objekt-
trager in 0,7% NaCl-Lésung prapariert, in einen Tropfen Quetschlésung transferiert und darin fur 10
Minuten inkubiert.

Quetschldsung: 45% Essigsaure; 1,85% Formaldehyd
Danach wurden die Drisen infl8uetschlésung auf ein silikonisiertes Deckglas gegeben, mit einem
Objekttrager aufgenommen und die Chromosomen gespreitet. Die Praparate wurden in flissigem
Stickstoff eingefroren, das Deckglas abgesprengt und in 1x TBS bis zur Antikérpermarkierut@ bei 4
verwabhrt.

1x TBS: 10mM Tris-HCI pH 7,15; 150mM NacCl
Die Antikdrpermarkierung erfolgte nach Silver und Elgin (1978) mit floureszenzmarkieren sekundaren
Antikorpern. Als positive Kontrolle fur die Farbungen homozygoter Mutanten wurden die Antikérper
Anti-HistonHI (Prof. Grossbach, Georg-August-Universitat Gottingen) und Anti-Prod (Proliferation
disrupter, Torolet al. 1997) eingesetzt. Fur die Auswertung am Epifluoreszenzmikroskop wurden ftr
die einzelnen Fluorochrome folgende Filter verwendet:

FITC und DAPI siehe 2.8.1.

Texas Red BP 546 / FT 580 / LP 590

Doppelmarkierung FITC und Texas red 485; 578 / FT 500; 600 / 515-540; LP 610
Die Dokumentation erfolgte mit der CCD-Kamera MC-3215 (Carl-Zeiss)
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2.8.3. Immunmarkierung von Drosophilaembryonen

Fur die Antikdrperfarbung ganzer Embryonen wurde die Methode nach Mitchison und Sedat (1983)
angewendet und wie folgt modifiziert.
Nach Dechorionisierung wurden die Embryonen in ein Gemisch aus n-Heptan und 3,7%
Paraformaldehyd in PBS im Verhaltnis 1:1 gegeben und 10 Minuten fixiert. Die walirige Phase wurde
abgenommen, 1 Volumen Methanol zugegeben und kraftig geschiittelt. Die auf den Boden gesunkenen
devitellinisierten Embryonen wurden 5x mit Methanol gewaschen und b&C -2€rwahrt. Die
Embryonen wurden 3x mit PBST gewaschen und fir 2 Stunden in 10% Ziegenserum in PBST
blockiert. Die primaren Antikérper wurden in 10% Ziegenserum in PBST verdiinnt zugegeben und
Uiber Nacht bei 4C inkubiert. Nach 3x 5 Minuten Waschen in PBST wurden die FITC-markierten
sekundaren Antikorper (Dianova) zugegeben und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Gleichzeitig erfolgte eine RNaseA-Behandlungignl). Nach 3x 5 Minuten Waschen in PBST
wurden die Embryonen 5 Minuten mit Propidiumiodid (Endkonzentrajigiindl in PBS) gefarbt und
mit 1x PBS gewaschen. Nach der Zugabe von Citifluor wurden die Embryonen unter einem Deckglas
eingeschlossen.
Die Auswertung der Farbungen erfolgte am Konfokalen Laser Scanning Mikroskop LSM 510 (Carl-
Zeiss). Dabei wurden der 488/458nm Argon- und der 543nm HeNel-Laser mit folgendem
Strahlengang benutzt:

HFT 488nm; 543nm / NFT 545nm / Kanal 1 LP 560nm; Kanal 2 BP 505-560nm
Es wurden optische Schnitte in x-y Richtung oder Schnittstapel in x-y Richtung entlang der z-Achse
angefertigt. Die optischen Schnittdicken flr beide Kanale wurden aufeinander abgestimmt.
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3. ERGEBNISSE
3.1. Molekulare Charakterisierung der Mutante E(var)3-930/ 1-4

3.1.1. Eingrenzung des Mutationsortes

Durch Northernblotanalysen von heterozygoi:‘e(rwar)3-93171‘4/TM3-Tieren konnte neben den

2,3kb und 2,0 kb-Transkripten ein verkirztes Transkript in der Gré3e von 1kb nachgewiesen werden
(Dorn, personliche Mitteilung). Aufgrund der GréRRe des verklrzten Transkriptes wurde der
Mutationsort im gemeinsamen Teil der genomischen RegiofEfles)3-93DBLocus vermutet. Um
grolRere Umbauten in der genomischen Region wie Deletionen oder Insertionen bzw. Mutationen in
der Erkennungssequenz der entsprechenden Restriktionsenzyme zu identifizieren, wurde die
genomische DNA von heterozygotE|(1var)3-93[71'4/TM3Tieren mit verschiedenen Restriktions-
endonucleasen gespalten und fir eine Southernblotanalyse eingesetzt. Als Hybridisierungssonde
wurde das 4,2kiNsil-Fragment (siehe Abb. 4) eingesetzt, welches die ersten 4 Exonen und die
dazwischenliegenden Intronen dé&gvar)3-93DGens einschliet. Das Ergebnis der
Southernblotanalyse zeigt Abb. 3. Fir alle verwendeten Restriktionsenzyme konnten neben den
erwarteten Wildtypfragmenten zusétzliche Fragmente nachgewiesen werden, was auf einen grofR3eren
Umbau in dieser entsprechenden genomischen Region schlie3en liel3.

Bglll EcdRl Hindlll Nsi Pvudl
WEM WtM WtEM WtM Wt M

o & —1,ikh
— lkk
Abb. 3: Southernblotanalyse von heterozygoﬁnar)3—93[71'4/TM3Mutanten:

Wt-Wildtyp (CantonS)M- E(var)3—93D71'4iTM3
Fur alle verwendeten Restriktionsenzyme sind bei der heterozygoten Mutante neben den beim
Wildtyp (Canton$ auftretenden Fragmenten zuséatzliche Fragmente nachweisbar.
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Um den Mutationsort weiter eingrenzen zu kénnen, wurden PCR-Analysen an homozygoten
E(var)3-93D/ 1-4-Tieren (3. Larvenstadium) durchgefiihrt. Eine physische Karte mit den zu
erwartenden PCR-Fragmenten des Wildtyps ist in Abb. 4 zu sehen.

4,2 kbNsi

distal proximal
H N R R S S N H
|| | | I |
I I I I I I |
1kb 2kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb
PP1 PP3 PP5 PP7

PP2  PP4  PP6

TR

Abb. 4: Restriktionskarte der genomischen Regionk@sir)3-930Locus im Bereich der ersten vier
Exonen:
Dargestellt ist das 4,2Kisil-Fragment, welches fur die Southernblotanalyse verwendet wurde
und die PCR-Primer, die zur molekularen Eingrenzund;()mr)3—93D71'4'Mutation
eingesetzt wurden.
H-Hindlll, N-Nsil; R-EcoRl, SSal; PP-Primerpaar. Die Sequenzen der verwendeten
Oligonukleotide sind in Material und Methoden (2.4.4.) zu finden.

Bei der Verwendung genomischer DNA aus homozyg&tenar)3-930/ 1-4AMutanten konnte fiir das
Primerpaar 3 kein PCR-Produkt erhalten werden. Auch mit der Primerkombination 1lforw-4back
(siehe Abb.4) konnte keine DNA amplifiziert werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein Umbau
im Bereich des 3. Exons bzw. des 3. Introns vermutet.

Fur die weitere molekulare Charakterisierung der Mutante wurde von heterozygoten
E(var)3—93[71'4/TM3—Tieren eine rekombinante genomische Phagenbank angefertigt.

3.1.2. Isolation und Charakterisierung rekombinanter genomischer Phagen

Zur Sichtung der angefertigten rekombinanten genomischen Phagenbank von heterozygoten
E(var)3-93D'1-4TM3-Tieren wurde das 4,2kbisi-Fragment eingesetzt, welches auch fiir die
Southernblotanalyse verwendet wurde.

Es konnten 8 rekombinante Phagen isoliert werden. Durchgefiihrte PCR-Analysen der isolierten
rekombinanten Phagen dienten der Trennung von Phagen, die die DNA des Stabilisierungschromosom
inseriert hatten, von denen die DNA d&war)3-93D' 1-4Chromosoms enthielten.
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Durch eine Restriktionsanalyse der rekombinaIEterar)3-93[71‘4-Phagen konnte gezeigt werden,

dal es sich um eine Insertionsmutation handelt. Eine erstellte physische Karte der inserierten DNA des
rekombinanten Phagen 2 zeigt Abb. 5.

Die in pBluescript Il KS subklonierteXbal- und Nsil-Fragmente wurden fir eine Sequenzanalyse

eingesetzt.
proximal - “ distal
P3forward P3back
X H N R N H RX Not NXH SH N R SSN H X
I IM I |
2kb 4kb 6kb 8o 10kb 12kb 14kb
pBS-6,3X pBS-7,5X
pBS-2.4X
pBS-2,5N pBS-3.3N
pBS-3,5N pBS-2,3N
Abb. 5: Restriktionskarte der inserierten DNA des rekombinaE(aar)3—93E71'4LPhagen 2:

Dargestellt wurde das Primerpaar 3, womit der Mutationsort eingegrenzt werden konnte sowie
die fur eine Sequenzanalyse eingesetzten subklonierten Fragmente

H-Hindlll, N-Nsil, Not-Notl, R-EcdRl, SSal, X-Xba

Die bei der MutatiorE(var)3-93D' 1-4nserierte DNAwurde fett dargestellt. Bei den
unterstricheneiXba-Schnittstellerhandelt es sich um Schnittstellen aus dem fir die

Klonierung verwendeten PhaghFDASH®II (Stratagene).

3.1.3. Sequenzanalyse

Es wurden ca. 4kb DNA innerhalb der inserierten und der angrenzenden genomischen DNA
ausgehend von den Primern 3 forward, 3 back, sowie den Primern KS mod. und M13 mod. aus dem
Plasmid pBluescript Il KS sequenziert.

Es erfolgte bei der Mutant&(var)3-93D'1-4eine Insertion in das 3. Intron, 84 Basen nach dem Ende
des 3. Exons. An der Insertionsstelle wurden die 4 Basen TACA verdoppelt.

Ein Datenbankscreen der erhaltenen Sequenzen der inserierten DNA ergab eine 64-71%ige ldentitat
auf DNA-Ebene zu dem mobilen Elemeagytpsyvon Drosophila melanogaster (Smith und Corces
1992). DagypsyElement ist ein Retrotransposon, dessen Transposition tGber ein RNA-Intermediat
erfolgt (Bingham und Zachar 1989). Eine Darstellung der Homologie zwischen dem bei der Mutante
E(var)3-93D/ 1-4identifizierten mobilen Element und degypsyElement ist in Abb. 6 zu sehen.
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1kb

gypsyElement
5LTR 3'LTR
| 9ag [ pol [ env
66% 64% 71% 71% 71%

gypsyahnliches Element

T

- Su(Hw)-Bindungsstellen

Abb. 6: Darstellung der Homologie des bei der MutaiE(ear)3-93D 1-4identifiziertengypsy
ahnlichen Elementes mit deggpsyTransposon voBrosophila melanogasteiSmith und
Corces, 1992).
Es wurden die Identitdten auf DNA-Ebene innerhalb der sequenzierten Bereiche
gekennzeichnet. Die sequenzierten Bereiche und deren Identitat mit dem F2S00956
von Drosophila melanogastewurden unter dergypsyahnlichen Element als Boxen
dargestellt. Die Identitat zwischen beiden mobilen Elementen betragt innerhalb der LTRs und
der sequenzierten Bereiche der Ggag, polundenv64-71%. Beim identifizierten
gypsyahnlichen Element fehlen die Su(Hw)-Bindungsstellen.
Su(Hw) - Suppressor of hairy wing, LTR-Long terminal repgatygroup specific antigen,
pol-polymeraseenvenvelope, zum Aufbau von Retroviren siehe Varmus und Brown (1989).

Die Identitdt umfaf3t die proteincodierenden Bereighg, polundenv sowie die 5'und 3"Long
terminal repeats (LTR). Keine oder nur sehr geringe Ahnlichkeit ist in den Bereichen zwischen 5'LTR
und Startcodon degag-Gens sowie dem Stopcodon das+Gens und dem 3'LTR zu finden. Die
Sequenzanalyse zeigte aulerdem, dal3 beim identifizierten Element die Su(Hw)-Bindungsstellen
zwischen 5°'LTR und Startcodon dgag-Gens fehlen. Durch Deletionsanalysen eines inserierten
gypsyElementes amgellow-Locus konnte die essentielle Funktion der Su(Hw)-Bindungsstellen fur die
Mutagenese durch daypsyElement gezeigt werden (Smith und Corces 1992). Durch die Interaktion
des Su(Hw)-Proteins mit diesen Bindungsstellen wird die Wechselwirkung zwischen
gewebespezifischen Enhancern und dem Promotor verhindert (Haetisdn1989). Fur putative
offene Leserahmen der sequenzierten DNA-Bereiche konnten 60-81% ldentitat, sowie 81-93%
Ahnlichkeit auf Aminoséureebene zu dgpsyProteinen GAG, POL und ENV gefunden werden.

Die ermittelten Sequenzen innerhalb der inserierten DNA zeigten aul3erdem im gesamten Bereich eine
Identitat von ca. 90-98% auf DNA-Ebene zu den Subklong?,13h2 und 1gl1l des PI-Klones
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DS00956 der im Rahmen des "Drosophila Genome Projects" sequenziert wurde (Rubin 1996,
Kimmerly et al. 1996). Die Sequenzen des Pl-Klones besitzen wiederum 65-74% ldentitgy@syn
Element.

Beim inserierten Element handelt es sich also unggisyahnliches Element mit einer Grol3e von ca.

7,2 kb, welches die LTR und die Gegag, polund env besitzt. Es fehlen jedoch die Su(Hw)-
Bindungsstellen. Die Insertionsstelle liegt im 3. Intron, 84 Basen nach dem Ende des 3. Exons. An der
Insertionsstelle wurden die 4 Basen TACA verdoppelt.

3.1.4. Transkriptanalyse

Da beim inseriertemyypsyahnlichen Element bei der MutanE(var)3-930'1-4 die Su(Hw)-
Bindungsstellen fehlen, sollten andere Mechanismen fiir die Mutagenese verantwortlich sein. So
konnten auch SpleiRdefekte durch eine Insertion im Intron hervorgerufen werden.

Auch die Insertion depUChsneory -Transposons bei(var)3-930'€0129\ytanten erfolgte im 3.

Intron (Dorn, 1993b). Fur diese Mutante konnte ein abberantes Transkript nachgewiesen werden,
welches sich aus den aus den ersten 3 Exonen, Sequenzen aus dem 3. Intron und dem 5" -Bereich des
pUChsneory -Transposons zusammensetzt. Es wird ein Polyadenylierungssignal innerhalb des
pUChsneory -Transposons genutzt (Schotta, 1997).

Aufgrund des Auftreten eines zusatzlichen verkirzten Transkriptd&(vam)3-93D' 1-4TM3-Tieren

im Northern-Blot (Dorn, persénliche Mitteilung) wurde ein &hnliches abberantes Transkript vermutet,
da auch im 5"-nichttranslatierten Bereich des inseriegigmsyElementes ein putatives Poly-
adenylierungssignal identifiziert werden konnte.

Durch RT-PCR-Analysen konnte bei dEfvar)3-93D’1-4Mutante ein abberantes Transkript
nachgewiesen werden. Seine Sequenz und das daraus abgeleitete Protein zeigt Abb. 7.

Das Transkript setzt sich zusammen aus den ersten 3 Exonen, 84 Basen des 3. Introns und 304 Basen
des 5 -nichttranslatierten Bereiches dgpsyahnlichen Elementes. Es wird ein Polyadenylierungs-
signal innerhalb degypsyahnlichen Elementes genutzt (siehe Abb. 7). Das daraus abgeleitete Protein
besteht aus der BTB-Doméane und weiteren 9 Aminosauren, die von der Intronsequenz kodiert werden.
Dem Protein fehlt die Kernlokalisationssequenz, die innerhalb des 4. Exons kodiert wird (siehe
Einleitung). Dieses Protein ist somit identisch mit dem Protein, welches f&i(etg)3-9301€0129

Mutation postuliert werden konnte (Schotta, 1997).
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TCAAAGAACTCGGACGCGTTCTGCGTGTCGGCCGCGCTAGCAAAAAACTCTGGCTTTAGT 60
TAGTTATTTTATTGGAAAAATATTTAGTCAAGAGCCAACAAACGCATAGATACAGAAAAG 120

MADDEQFSLCWNNF
TATTGATTTTCGTCCAAGATGGCGGACGBACBATTCAGCTTGTGCTGGAACTTC 180

NTNLSAGFHESLCRGDLVDYV
AACACGAATTTGTCGGCCGGCTTCCACGAGTCGCTATGCCGCGGCGACCTGGTGGACGTC 240

SLAAEGQIVKAHRLVLSVCS
TCGCTGGCCGCCGAGGGCCAAATAGTGAAGGCCCACCGATTGGTGTTATCCGTCTGCTCG 300

PFFRKMFTQMPSNTHAIVFL
CCCTTCTTCCGCAAGATGTTCACTCAGATGCCGTCGAACACCCACGCTATCGTATTCCTG 360

NNVSHSALKDLIQFMYCGEV
AACAACGTCAGCCACTCGGCGCTGAAGGACCTCATCCAATTCATGTACTGCGGCGAGGTC 420

NVKQDALPAFISTAESLQIK
AACGTGAAGCAGGACGCCCTGCCCGCGTTTATTAGCACCGCGGAATCGCTGCAAATCAAG 480

GLTD VSICIHLCA
GGGCTAACGGBTGAGTATATGTATACATTTGTGTGCGTGATATACTGGTATATCGAAT 540

CGAGCAACTACAACGCAACCTTTCGCGCCCAATBATA

Abb. 7: Sequenz des durch RT-PCR identifizierten abberanten Transkriptes und des daraus abgeleiteten
Proteins fir die Mutatio(var)3-930/ 1-4
Die mRNA- und Proteinsequenzen des Introns sind rot markiert, die mRNA-Sequenz, die vom
gypsyahnlichen Element kodiert wird, ist in griin dargestellt. Das genutzte Polyadenylierungs-
signal wurde unterstrichen.
Fur die sich an die Reverse Transkription anschlieende PCR wurden die Primer 2-forward
(kursiv dargestellt) und Oligo-dT (siehe 2.4.4.) verwendet
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3.2. Charakterisierung der E(VAR)3-93D-Proteine

Der E(var)3-93DLocus kodiert fur ca. 22 verschiedene Proteine, die durch alternatives Splei3en
entstehen (Dorret al 1993b; Dorn und Roth, personliche Mitteilung). Um die Funktionen der
einzelnen Proteine naher zu charakterisieren, sind Antikorper, die nur gegen Epitope der spezifischen
C-Termini gerichtet sind, ein wichtiges Hilfsmittel, weil sie eine Charakterisierung der individuellen
Proteine erlauben. Damit soll nachgewiesen werden, ob die E(VAR)3-93D-Proteine unterschiedliche
Funktionen besitzen oder ob sie funktionell austauschbar sind.

Wahrend mit Hilfe spezifischer Antikorper die Funktionen der verschiedenen E(VAR)3-93D-Proteine
nadher charakterisiert werden sollten, wurden ausgewdahlte Mutanten zur funktionellen Analyse
einzelner Proteinabschnitte eingesetzt.

Die rezessive Letalitat fast all&(var)3-93DMutanten ist ein Hinweis auf essentielle Funktionen
dieses Locus. Dadurch wird aber eine detaillierte Analyse der Mutanten erschwert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daR bei der Mut&var)3-930'1-4 ein
modifiziertesgypsyElement in das 3. Intron inseriert wurde (siehe 3.1.3.). Es konnte ein abberantes
Transkript identifiziert werden, welches sich aus den ersten 3 Exonen, Sequenz des 3. Introns und 5°-
Sequenz degypsyédhnlichen Elementes zusammensetzt (siehe Abb. 7). Das daraus resultierende
Protein besteht aus der BTB-Domane und weiteren 9 Aminosauren, die von der Intronsequenz kodiert
werden (siehe Abb. 7). Es ist damit identisch mit dem fir Efjear)3-933'€0129vutation
postulierten Protein (Schotta, 1997). Beide Mutanten unterscheiden sich aber in ihrem Verhalten.
Wahrend die Mutant&(var)3-9301€012%ej 29C stark semiletal ist, ist auch die Mutante
E(var)3-93D’1-4 bei dieser Temperatur rezessiv letal. Die bei diesen Mutanten inserierten mobilen
Elemente sind verschieden, ebenso deren Insertionsort. Es stellt sich daraus die Frage, ob sich fir
beide Mutanten Unterschiede auf der Proteinebene nachweisen lassen, um deren unterschiedliches
Verhalten zu erklaren.
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3.2.1. Proteinbiochemische Analysen der E(VAR)3-93D-Proteine

3.2.1.1. Uberexpression ausgewahlter E(VAR)3-93D-ProteinE.doli, Induktion polyklonaler

Antikdrper und Nachweis der Spezifitat der AntikGrper

Die E(VAR)3-93D-Proteine 23gt-gesamt und 38gt-spezifisch konnten ber&tsah iberexprimiert
werden, um polyklonale Antikdérper in Maus und Kaninchen gegen diese Proteine zu induzieren
(Buchner 1994). Im Rahmen dieser Arbeit sollten auRerdem die E(VAR)3-93D-Proteine 23gt-
spezifisch, 1(8)-spezifisch und 4(4)-spezifisclicinoli Gberexprimiert und gereinigt werden, um auch
gegen sie polyklonale Antikérper zu erhalten.Hrcoli wurden die E(VAR)3-93D-Proteine als
Fusionsproteine mit der Glutathion-S-Transferase (GST) Sdrstosoma japonicuexprimiert

Lagen die Fusionsproteine in loéslicher Form vor (GST-23gt spezifisch) wurden sie durch
Affinitdtschromatographie Uber Glutathion-Sepharose als Matrix aufgereinigt und durch anschliel3ende
Spaltung mit der Protease Thrombin von der GST getrennt. Unl6sliche Proteine [GST-1(8)-spezifisch
und GST-4(4)-spezifisch] wurden als inclusion bodies durch eine Harnstoffextraktion aufgereinigt
(siehe Material und Methoden). Das Protein GST-1(8) konnte durch anschlieiende Dialyse in PBS+
2M Harnstoff renaturiert und durch Affinitdtschromatographie tber Glutathion-Sepharose als Matrix
weiter aufgereinigt werden.

Alle erhaltenen Antikérper gegen die Uberexprimierten E(VAR)3-93D-Proteine wurden in
Westernblotanalysen auf ihre Reaktivitat und Spezifitét getestet. Dafiir wurden bakterielle Extrakte der
entsprechenden plasmidtragenden Stamme verwendet. Als negative Kontrolle diente der Wirtsstamm
JM101. Die Ergebnisse sind in Abb. 8 zu sehen. Alle verwendeten Antikorper zeigten eine spezifische
Reaktion mit den entsprechenden rekombinanten GST-Fusionsproteinen. Die Antikorper detektierten
Proteine mit folgenden Molekulargewichten: Anti-23gt-spezifisch Kaninchen 43kDa, (Abb. 8, Bahn 2,
theoretisches Molekulargewicht 42kDa), Anti-23gt-gesamt Kaninchen 100kDa (Abb. 8, Bahn 4,
theoretisches Molekulargewicht 85kDa), Anti-38gt-spezifisch Maus 59kDa (Abb. 8, Bahn 6,
theoretisches Molekulargewicht 51kDa), Anti-1(8)-spezifisch Kaninchen 39kDa (Abb. 8, Bahn 8,
theoretisches Molekulargewicht 42kDa), Anti-4(4)-spezifisch Kaninchen 37kDa (Abb. 8, Bahn 10,
theoretisches Molekulargewicht 40kDa). Alle verwendeten Antikdrper zeigten keine Reaktion mit den
Extrakten des Wirtsstammes JM101 (Abb. 8, Bahnen 1,3,5,7,9). Die ermittelten Molekulargewichte
fur die exprimierten und detektierten Proteine GST-23gt gesamt und GST-38gt-spezifisch sind grol3er
als die aus den abgeleiteten Proteinsequenzen postulierten theoretischen Molekulargewichte. Es sollte
sich aber um die korrekten Fusionsproteine handeln. In Westernblotanalysen wurden unter
Verwendung eines Anti-GST Antikorpers (Sigma) dieselben Proteine detektiert (Daten nicht gezeigt).
Die Laufunterschiede lassen sich auch nicht durch ein abnormales Verhalten der GST erklaren, da fur
das Protein GST-23gt spezifisch keine Abweichungen zwischen theoretischem und ermitteltem
Molekulargewicht detektiert werden konnte. AuRerdem konnte fir das reine GST-Protein ein
Molekulargewicht von 27kDa ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Ein abnormales Laufverhalten
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im SDS-PAA-Gel wurde fir Proteine mit hydrophoben, stark sauren oder basischen Bereichen

beschrieben (Hames 1990). Ebenso konnte gezeigt werde, dald auch durch einzelne Aminosaure-
austausche die Mobilitat von Proteinen verdndert werden kann (Feisain®984).

Alle verwendeten Pradimmunseren zeigten keine Reaktion gegen die induzierten Fusionsproteine
(Daten nicht gezeigt). Es konnte also nachgewiesen werden, dal3 alle induzierten Antikdrper eine
spezifische Reaktion mit den entsprechenden bakteriell exprimierten Proteinen zeigen.
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Abb. 8: Testung der Spezifitdt der induzierten Antikdrper gegen die rekombinanten E(VAR)3-93D-
Proteine:

Aufgetragen wurdek.coli-Proteinextrakte (Bahn 1,3,5,7,9 JM101; Bahnen 2,4,6,8,10 JM101
mit folgenden Expressionsplasmiden: Bahn 2 23gt-spezifisch in pGEX-2T, Bahn 4 23gt-
gesamt in pGEX-2T, Bahn 6 38gt-spezifisch in pGEX-2T, Bahn 8 1(8)-spezifisch in pGEX-2T,
Bahn 10 4(4)-spezifisch in pGEX-2T).

Bahnen 1,2 Anti-23gt-spezifisch (Kaninchen 1:20,000); Bahnen 3,4 Anti-23gt-gesamt
(Kaninchen 1:20,000); Bahnen 5,6 Anti-38gt-spezifisch (Maus 1:20,000); Bahnen 7,8 Anti-
1(8)-spezifisch (Kaninchen 1:20,000); Bahnen 9,10 Anti-4(4)-spezifisch (Kaninchen 1:20,000)
Alle induzierten Antikdrper zeigen eine spezifische Reaktion mit den exprimierten
Fusionsproteinen

3.2.1.2. Nachweis und Reinigung von Antikdrpern, die Epitope innerhalb der BTB-Domane erkennen

Zum Nachweis der fur die Mutantdf(var)3-930€0129nd E(var)3-930' 1-4 postulierten ver-

kirzten Proteine wird ein Antikérper benétigt, der auch die BTB-Doméne detektiert.

Fur die Detektion von Epitopen, die vom Antiserum Anti-23gt-gesamt erkannt werden, wurden die
BTB-Doméane und der spezifische Teil des 23gt-Proteins als Fusionsproteine mit &SJolin
Uiberexprimiert, gereinigt und mit der Protease Thrombin in GST und die BTB-Domé&ne bzw. den
spezifischen Teil des Proteins 23gt gespalten. Die Ergebnisse des Westernblots mit dem Antikdrper
Anti-23gt-gesamt sind in Abb. 9 dargestellt. Das Antiserum reagiert mit den entsprechenden
Fusionsproteinen GST-BTB und GST-23gt-spezifisch (Abb. 9, Bahn 1 und 3), mit der GST (Bahn 2
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und 4), aber auch mit der BTB-Domé&ne (Bahn 4) und 23gt-spezifisch (Bahn 2). Im Antiserum Anti-
23gt-spezifisch sind somit Antikérper nachweisbar, die Epitope innerhalb der BTB-Doméne erkennen.
Zur Erh6hung der Spezifitat wurde das Antiserum Anti-23gt-gesamt immunoaffinitatsgereinigt. Dazu
wurde die inE.coli Gberexprimierte und gereinigte BTB-Domane nach Abspaltung und Trennung von
GST an NHS-Sepharose immobilisiert (siehe Material und Methoden 2.7.4.; 2.7.12.) und die eluierten
Antikorper auf ihre Reaktivitat getestet. Der eluierte Antikdrper detektiert die BTB-Domane (Abb. 9,
Bahn 5) und nicht mehr das Protein 23gt-spezifisch (Abb. 9, Bahn 6), wie das Antiserum vor der
Aufreinigung (Abb. 9, Bahn 2). Eine durchgefihrte Kontrolle zeigt fur den ebenfalls
immunoaffinitatsgereinigten Antikdrper Anti-23gt-spezifisch eine positive Reaktion mit dem Protein
23gt-spezifisch (Abb. 9, Bahn 7).

Es konnte also nachgewiesen werden, dal3 sowohl das Antiserum Anti-23gt-gesamt als auch der gegen
die BTB-Domane immunoaffinitatsgereinigte Antikdrper (Anti-BTB) Epitope innerhalb der BTB-
Doméne erkennen.
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Abb. 9: Nachweis und Reinigung von Antikérpern, die Epitope innerhalb der BTB-Doméne erkennen:

Bahn 1: uber Affinititschromatographie (2.7.3.) gereinigtes Protein GST-23gt-spez.;

Bahn 2,6,7: Protein GST-23gt-spez., nach Reinigung und Thrombinspaltung W@\ 287
Thrombin / 10@ug Protein); Bahn 3: Uber Affinitdtschromatographie (2.7.3.) gereinigtes
Protein GST-BTB; Bahn 4,5: Protein GST-BTB, nach Reinigung und Thrombinspaltung (UN,
37°C, 2U Thrombin / 10Qg Protein);

Bahn 1-4: Anti-23gt-gesamt Kaninchen (1:50,000); Bahn 5,6 aus Anti-23gt-gesamt Kaninchen
Uber die BTB-Domane immunoaffinitatsgereinigter Antikoérper (1:50,000);

Bahn 7 immunoaffinitatsgereinigter Antikdrper Anti-23gt-spezifisch (1:50,000).

Der Antikérper Anti-23gt-gesamt erkennt Epitope innerhalb der BTB-Domé&ne und dem
spezifischen Teil des Proteins 23gt. Es konnten daraus Antikdrper aufgereinigt werden, die
gegen die BTB-Doméane gerichtet sind und bei gleicher Verdiinnung keine Epitope innerhalb
des spezifischen Teils des 23gt-Proteins mehr erkennen.
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3.2.1.3. Nachweis der E(VAR)3-93D-Proteine bebsophila melanogaster

Durch Northernblotanalysen konnten fur defvar)3-93BLocus 2 abundante Transkripte mit Grof3en
von 2,3 und 2,0 kb mit gleicher Abundanz nachgewiesen werden @atn1993b). Bisher wurden

ca. 22 verschiedene cDNA-Klone identifiziert. Anhand dieser identifizierten cDNA-Sequenzen
konnen fur die resultierenden E(VAR)3-93D-Proteine theoretische Molekulargewichte von 46kDa bis
67kDa abgeleitet werden (Dorn und Roth, persdnliche Mitteilung).

Durch Westernblotanalysen sollten die E(VAR)3-93D-Proteine 38gt, 23gt, 1(8) und 4(4) im Wildtyp
nachgewiesen werden. Die Mutant&fvar)3-930'€0129nd E(var)3-930'1-4wurden zum
Nachweis des flr diese Mutanten postulierten verkirzten Proteins verwendet.

Der Antikorper Anti-23gt-gesamt detektiert in Wildtypembryon&ar{tong 3 Proteine mit
Molekulargewichten von 101kDa, 87kDa und 75kDa (Abb. 10, Bahn 1). Im Gegensatz dazu konnte in
Wildtyplarven Canton$ 3. Larvenstadium) ein Protein mit einem Molekulargewicht von 31kDa
detektiert werden (Abb. 10, Bahn 2). Diese Bande ist in homozyggtem)3-930 1-4 Tieren nicht

mehr nachweisbar, statt dessen wird ein Protein mit einem Molekulargewicht von 33kDa detektiert
(Abb. 10, Bahn 4). Sowohl! irfE(var)3-93D/1-4TM6B (Abb. 10, Bahn 3), als auch
E(var)3-930'€0129TM6B Tieren (Abb. 10, Bahn 5) lassen sich das in Wildtyplarven detektierte
31kDa-Protein und das in homozygot&fvar)3-93D’1-4Larven detektierte 33kDa-Protein
nachweisen. Der verwendete Antikdrper detektiert aber im larvalen Extrakt noch eine Vielzahl
weiterer Proteine. Zur Erhoéhung der Spezifitat wurde deshalb der gegen die BTB-Domane
immunoaffinitatsgereinigte Antikdrper verwendet.

Auch in WildtypembryonenGanton$ wurde unter Verwendung des Antikérpers Anti-BTB das
31kDa-Protein detektiert (Abb. 10, Bahn 6). Dieses Protein mit einem Molekulargewicht von 31kDa
konnte wieder sowohl in WildtyplarverCanton$ Abb. 10, Bahn 7), als auch in heterozygoten
E(var)3-930' 1-4TM6B-Larven (Abb. 10, Bahn 8) zusammen mit dem 33kDa-Protein nachgewiesen
werden. In homozygote(var)3-93D’ 1-4Mutanten wurde wieder nur das 33kDa-Protein detektiert
(Abb. 10, Bahn 9). Im Gegensatz zu den Embryonen (Abb. 10, Bahn 6) konnte mit dem Anti-BTB
Antikorper in Larven ein Protein mit einem Molekulargewicht von 36kDa nachgewiesen werden
(Abb. 10, Bahnen 7-9). Moglicherweise handelt es sich hierbei um eine unspezifische Reaktion des
verwendeten Antikdrpers. Die theoretischen Molekulargewichte der E(VAR)3-93D-Proteine betragen
46-67kDa. Das 31lkDa-Protein lieRe sich durch proteolytischen Abbau oder ein abnormales
Laufverhalten erklaren. Ahnlich verhalt es sich mit dem bei den Mutanten detektierten 33kDa-Protein.
Das Protein, welches fir die beiden insertionellen Mutanten postuliert wurde, besitzt ein theoretisches
Molekulargewicht von 15kDa. Die zu beobachtenden eindeutigen Unterschiede zwischen Wildtyp,
homozygoten und heterozygoten Mutanten sprechen jedoch daflr, dal3 es sich bei den detektierten
31kDa- und 33kDa-Proteinen um E(VAR)3-93D-Proteine handelt. Wahrend der Anti-BTB Antikdrper
auch in den embryonalen Extrakten vor allem das Protein mit den Molekulargewicht von 31kDa (Abb.
10, Bahn 6) detektiert, lassen sich mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt 3 Proteine mit
Molekulargewichten von 101, 87 und 75kDa nachweisen (Abb. 10, Bahn 1). Eine mdgliche Erklarung
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dafur ware eine hdhere Affinitat des Anti-BTB Antikorpers zu einem durch proteolytischen Abbau
entstandenen verkirzten E(VAR)3-93D-Protein, welches noch die BTB-Doméne enthalt. Diese Frage
kann durch die Verwendung spezifischer Antikérper, die gegen die C-Termini von E(VAR)3-93D-
Proteinen gerichtet sind, geklart werden.

Mit dem Antikdrper Anti-38gt-spezifisch kann in embryonalen Extrakten des WildGguston$ ein

Protein mit einem Molekulargewicht von 101kDa detektiert werden (Abb. 10, Bahn 10). Dieses
Protein ist auch in WildtyplarverCanton$ nachweisbar (Abb. 10, Bahn 11), auRerdem wird noch ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 45kDa detektiert. Hierbei kénnte es sich um ein
Abbauprodukt handeln. Das 101kDa-Protein ist in heterozygatear)3-93D' 1-4Larven reduziert

(Abb. 10, Bahn 12) und kann in homozygotgivar)3-93D’1-4Larven nicht nachgewiesen werden
(Abb. 10, Bahn 13). Fur die Antikdrperreaktionen in den Bahnen 6-9 und 10-13 wurden identische
Mengen derselben Proteinextrakte aufgetragen und die Auftrennung erfolgte im selben Gel. Damit
kann ausgeschlossen werden, daR bei den homozygptar)3-93D 1-4Mutanten durch zu geringe
Proteinmengen mit dem Antikérper Anti-38gt-spezifisch kein Protein detektiert werden konnte. Das
E(VAR)3-93D-Protein 38gt besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 67kDa. Bei dem
detektierten 101kDa-Protein kbnnte es sich trotzdem um das 38gt-Protein handeln, denn auch die in
E.coli Uberexprimierten Proteine GST-23gt-gesamt und GST-38gt-spezifisch zeigen Unterschiede
zwischen theoretischem und ermitteltem Molekulargewicht von 15kDa (GST-23gt-gesamt) und 8kDa
(GST-38gt-spezifisch). Das Protein mit einem Molekulargewicht von 101kDa konnte von 2
Antikdrpern detektiert werden, die gegen verschiedene Epitope gerichtet sind, die aber im E(VAR)3-
93D-Protein 38gt enthalten sind. Wahrend der Antikérper Anti-23gt-gesamt Epitope im gemeinsamen
Bereich der E(VAR)3-93D-Proteine und im spezifischen Teil des E(VAR)3-93D-Proteins 23gt
erkennt, detektiert der Antikbrper Anti-38gt-spezifisch nur Epitope im spezifischen Teil des Proteins
38gt. AuRerdem wurde das 101kDa-Protein nicht in homozygB{®ar)3-93D' 1-4Mutanten
nachgewiesen.

Mit den Antikérpern Anti-23gt-spezifisch, Anti-1(8) und Anti-4(4) konnten im Westernblot unter
Verwendung embryonaler und larvaler Extrakte keine Proteine hachgewiesen werden. Dies kénnte an
der geringeren Abundanz der Proteine, aber auch an der niedrigeren Affinitat der Antikdrper liegen.
Die sowohl mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt, als auch mit dem Antikérper Anti-BTB
nachgewiesenen 31kDa und 33kDa-Proteine (Abb. 10, Bahnen 2-9) wurden nicht mit dem Antikdrper
Anti-38gt-spezifisch detektiert. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um verkirzte Proteine, die
noch die BTB-Domane, nicht aber die spezifischen C-terminalen Bereiche besitzen.
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Abb. 10: Nachweis der E(VAR)3-93D-Proteine in Gesamtextraktenasophila melanogaster

Bahnen 1,6,10 embryonale Proteinextrakte; Bahnen 2-5, 7-9; 11-13 larvale Proteinextrakte;
Bahnen 1,2,6,7,10 WildtygC@antong; Bahnen 3,8,1E(var)3-93[71'4/TMGBLarven;

Bahn 5E(var)3-930'€0129TM6B-Larven Bahnen 4,9,13 homozygdEévar)3-930/ 1-4

Larven;

Bahnen 1-5 Anti-23gt-gesamt (Kaninchen, 1:4000); Bahnen 6-9 Uber die BTB-Doméne
immunoaffinitdtsgereinigter Antikérper (1:50); Bahnen 10-13 Anti-38gt-spezifisch

(Maus, 1.500)

Der Antikérper Anti-23gt-gesamt detektiert in embryonalen Extrakten des WildBgadn$

3 Proteine mit Molekulargewichten von 101, 87 und 75kDa. Ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 101kDa wurde im Wildtyp und in heterozygoten Tieren auch mit dem
Antikorper Anti-38gt-spezifisch nachgewiesen. Es konnte aber nicht in homozygoten

E(var)3-93D71'4LLarven detektiert werden. Im Gegensatz zum Wildtyp kann in homozygoten

E(var)3—93D71'4LLarven unter Verwendung der Antikdrper Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB
nicht ein 31kDa, sondern ein 33kDa-Protein nachgewiesen werden. In heterozygoten

E(var)3-93D/ 1-4 undE(var)3-930'€0129| arven werden beide Proteine detektiert.

Die E(VAR)3-93D-Proteine besitzen im gemeinsamen Teil eine Kernlokalisationssequenz (siehe
Einleitung). Auch konnte schon eine Chromatinbindung an Polytanchromosomen nachgewiesen
werden (Dornet al. 1993b). Zur Erhéhung der Sensitivitat wurden deshalb Kernextrakte aus
WildtypembryonenCantonJfur die Westernblotanalysen eingesetzt.

Mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt konnten Proteine mit Molekulargewichten zwischen 71kDa und
99 kDa detektiert werden (Abb. 11, Bahn 1). Die abundantesten detektierten Proteine besitzen
Molekulargewichte von 99kDa, 93kDa, 83kDa, 75kDa und 71kDa. Ein nahezu identisches
Bandenmuster wurde mit dem Uber Immunoaffinitdtschromatographie gereinigten Antikérper Anti-
BTB erhalten (Abb. 11, Bahn 3). Es sollte sich bei den detektierten Proteinen um verschiedene
E(VAR)3-93D-Proteine handeln. Deshalb wurden auch die verfiigbaren Antikérper gegen die
verschiedenen spezifischen C-Termini der E(VAR)3-93D-Proteine eingesetzt.

Der Antikorper Anti-38gt-spezifisch detektiert auch die Proteine mit Molekulargewichten von 99kDa
und 93kDa (Abb. 11, Bahn 2), die auch mit dem Antikoérper Anti-23gt-gesamt (Abb. 11, Bahn 1) und
Anti-BTB (Abb. 11, Bahn 3) nachgewiesen werden konnten. Bei den im Kernextrakt nachgewiesenen
99kDa- und 93kDa-Proteinen sollte es sich um das 38gt-Protein handeln, den sie konnten wieder von 2
Antikdrpern detektiert werden, die gegen verschiedene Epitope gerichtet sind, die aber im
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E(VAR)3-93D-Protein 38gt enthalten sind. Es wurden 2 Proteine mit unterschiedlichen
Molekulargewichten nachgewiesen. Mdglicherweise handelt es sich um unterschiedlich modifizierte
Proteine. So konnten anhand der Proteinsequenz im gemeinsamen Teil der E(VAR)3-93D-Proteine
mit Hilfe des Programmes "PROSITE" 16 potentielle Phosphorylierungsstellen identifiziert werden.
Wahrend das 101kDa-Protein mit dem Antikdrper Anti-38gt spezifisch auch in embryonalen und
larvalen Gesamtextrakten nachgewiesen werden konnte, wurde es mit dem gegen die BTB-Domane
immunoaffinitatsgereinigten Antikdrper nicht detektiert. Ein moéglicher Grund dafur kénnte die
geringere Affinitat des Anti-BTB Antikérpers sein. Ein mdglicher Hinweis dafiir ist auch seine
schwachere Reaktion im Kernextrakt (Abb. 11, Bahn 3) im Vergleich zum Antikérper Anti-23gt-
gesamt (Abb. 11, Bahn 1).

Die Antikorper Anti-23gt-spezifisch, Anti-1(8)-spezifisch und Anti-4(4)-spezifisch zeigten auch mit
den Kernextrakten keine spezifische Reaktion (Daten nicht gezeigt). Entweder ist die Abundanz der
Proteine deutlich geringer als die des 38gt-Proteins oder die verwendeten Antikdrper zeigen eine
niedrigere Affinitat.
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Abb. 11: Nachweis der E(VAR)3-93D-Proteine in embryonalen Kernextrakten des WildigmsanS:

Bahn 1: Anti-23gt-gesamt (Kaninchen, 1:4000); Bahn 2: Anti-38gt-spezifisch (Maus, 1:500);
Bahn 3: Uber die BTB-Doméane immunoaffinitatsgereinigter Antikdrper (1:50).

Mit dem Antikdrper Anti-38gt-spezifisch wurden 2 Proteine mit Molekulargewichten von
99kDa und 93KDa detektiert, die auch mit den Antikérpern Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB
nachgewiesen werden konnten. Die Antikdrper Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB detektieren
auBerdem noch Proteine mit Molekulargewichten von 83kDa, 75kDa und 71kDa.
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Fur eine mogliche Identifizierung der in den Kernextrakten mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt
nachgewiesenen Proteinen mit den Molekulargewichten von 83kDa, 75kDa und 71kDa (Abb. 11,
Bahn 1) wurden Immunopréazipitationen durchgefihrt. Auch sollte das mit den Antikérpern Anti-23gt-
gesamt und Anti-BTB detektierte Protein mit einem Molekulargewicht von 31kDa né&her
charakterisiert werden.

Immunoprazipitationen mit dem Antikérper Anti-23gt-spezifisch dienten einem sensitiveren Nachweis
des E(VAR)-93D-Proteins 23gt.

3.2.1.4. Nachweis von E(VAR)3-93D-Proteinen durch Immunoprazipitation

Bei der Immunoprazipitation werden Proteine nach Bildung von Antigen-Antikbrperkomplexen und
deren Bindung an eine Matrix (z.B. Protein-A-Sepharose) selektiv angereichert. Die gebundenen
Proteine kénnen im Anschluf3 durch Westernblotanalysen nachgewiesen werden.

In der Abbildung 12 sind die Ergebnisse der Immunoprézipitation mit dem Antikdrper Anti-23gt-
spezifisch zu sehen. In den erhaltenen Immunkomplexen wurden die E(VAR)3-93D-Proteine durch
die Verwendung der entsprechenden Antikorper nachgewiesen. Der Antikdrper Anti-23gt-spezifisch
detektiert im erhaltenen Immunkomplex ein Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa (Abb.
12, Bahn 4). Ein Protein mit dem gleichen Molekulargewicht wurde auch im gebildeten
Immunkomplex mit dem Anti-BTB Antikdrper detektiert (Abb. 12, Bahn 2). Es handelt sich um
jeweils 2 Proteinbanden, die durch Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierung bedingt sein kénnen.
AuRRerdem wird unter Verwendung beider Antikdrper ein Protein mit einem Molekulargewicht von
55kDa detektiert. Hierbei handelt es sich um den fir die Immunoprazipitation eingesetzten Antikorper,
der dann im Westernblot mit dem sekundaren Antikérper reagiert. Die Bahnen 1 und 3 zeigen die
Reaktion des Antikodrpers Anti-23gt-spezifisch mit dem sekundéaren Antikorper. Au3erdem detektieren
die Antikdrper Anti-23gt-spezifisch und Anti-BTB auch ein Protein mit einem Molekulargewicht von
38kDa, der Antikorper Anti-BTB detektiert zusatzlich noch ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 35kDa. Bei diesen Proteinen handelt es sich mdglicherweise um Abbauprodukte. Um stdérende
Reaktionen des flir die Immunoprazipitation eingesetzten Antikérpers mit dem sekundaren Antikorper
zu vermeiden, wurde der Antikdrper Anti-23gt-gesamt (Maus) fiir die Detektion eingesetzt. Auch hier
konnte wieder im erhaltenen Immunkomplex ein Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa
detektiert werden (Abb. 12, Bahn 5). Bei dem aulBerdem nachgewiesenen Protein mit einem
Molekulargewicht von 47kDa handelt es sich méglicherweise um ein Abbauprodukt.

Es sollte sich bei dem nachgewiesenen Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa um das
E(VAR)3-93D-Protein 23gt handeln. Es wurde mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt
immunoprazipitiert und kann mit Antikdrpern, die Epitope im gemeinsamen Teil der E(VAR)3-93D-
Proteine (Anti-23gt-gesamt Maus und Anti-BTB) oder im spezifischen Teil des E(VAR)3-93D-
Proteins 23gt (Anti-23gt-spezifisch) besitzen, detektiert werden. Dagegen wurden im gebildeten
Immunkomplex mit dem Antikorper Anti-38gt-spezifisch keine Proteine detektiert (Abb. 12, Bahn 6).
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Ein Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa wurde auch unter Verwendung der Antikdrper
Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB im Kernextrakt nachgewiesen (Abb. 11, Bahnen 1 und 3), nicht aber
unter Verwendung des Antikdrpers Anti-23gt-spezifisch. Ein Grund dafiir kann die geringere Affinitat
des Antikorpers Anti-23gt-spezifisch sein. Es ist aber auch mdéglich, dal die Abundanz des 23gt-
Proteins sehr gering ist und unter Verwendung der Antikérper Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB in der
gereinigten Kernfraktion weitere E(VAR)3-93D-Proteine mit einem Molekulargewicht von 75kDa
detektiert werden. Der Unterschied zwischen theoretischem Molekulargewicht flr das 23gt-Protein
und dem Molekulargewicht des ermittelten Proteins betragt 17kDa. Eine &hnliche Differenz zwischen
theoretischem und ermitteltem Molekulargewicht konnte auch fur das Fusionsprotein GST-23gt
nachgewiesen werden (siehe 3.2.1.1.).

Durch Immunoprazipitationen unter Verwendung des Anti-BTB Antikérpers konnten im
Immunkomplex durch Westernblotanalysen keine Proteine detektiert werden. Eine mdgliche
Erklarung wéare eine Protein-Proteinwechselwirkung der E(VAR)3-93D-Proteine mit anderen
Proteinen, die tber die BTB-Doméne vermittelt wird. Fur den verwendeten Antikdrper ist dann die
BTB-Domane nicht mehr zuganglich.

Das in larvalen Extrakten des Wildtyps (Abb. 10, Bahnen 2,7) und der heterozygoten Mutanten (Abb.
10, Bahnen 3,5,8) nachgewiesenen Protein mit einem Molekulargewicht von 31kDa ist wahrscheinlich
ein durch proteolytischen Abbau entstandenes Produkt, was noch die BTB-Domaéane enthéalt. Dieses
Protein wurde auch in embryonalen Extrakten mit dem Anti-BTB Antikérper detektiert (Abb. 10,
Bahn 6). Im Gegensatz dazu wurden mit dem Antikorper Anti-23gt-gesamt in embryonalen Extrakten
3 Proteine mit Molekulargewichten von 101kDa, 87kDa und 75kDa nachgewiesen (Abb. 10, Bahn 1).
Durch weitere Experimente konnte gezeigt werden, daR die Proteine mit den ermittelten
Molekulargewichten von 101kDa und 75kDa nicht durch eine unspezifische Reaktion des Antikorpers
Anti-23gt-gesamt erklart werden kdénnen. Das Protein mit dem Molekulargewicht von 101kDa konnte
auch mit dem Antikdrper Anti-38gt-spezifisch beim Wildtyp (Abb. 19, Bahnen 10,11) und
heterozygoten Mutanten (Abb. 10, Bahn 12) detektiert werden, jedoch nicht in homozygoten
E(var)3—93[71'4—Mutanten (Abb. 10, Bahn 13). In einer gereinigten Kernfraktion wurden Proteine
mit Molekulargewichten von 99kDa und 93kDa sowohl mit den Antikdrpern Anti-23gt-gesamt (Abb.
11, Bahn 1) und Anti-BTB (Abb. 11, Bahn 3), als auch mit dem Antikérper Anti-38gt-spezifisch
detektiert (Abb. 10, Bahn 2). Das Protein mit dem Molekulargewicht von 75kDa wurde auch von den
Antikdrpern Anti-23gt-gesamt (Abb. 11, Bahn 1) und Anti-BTB (Abb. 11, Bahn 3) im Kernextrakt
nachgewiesen. AuRerdem konnte es mit dem Antikérper Anti-23gt-spezifisch immunoprazipitiert
werden. Im erhaltenen Immunkomplex konnte es nur mit Antikérpern detektiert werden, die Epitope
im gemeinsamen (Anti-23gt-gesamt: Abb. 12 Bahn 5; Anti-BTB: Abb. 12 Bahn 2) oder spezifischen
Teil (Anti-23gt-spezifisch: Abb. 12 Bahn 4) des E(VAR)3-93D-Proteins 23gt besitzen. Es konnte im
erhaltenen Immunkomplex nicht mit dem Antikdrper Anti-38gt-spezifisch detektiert werden (Abb. 12,
Bahn 6). Wahrscheinlich besitzt der durch Immunoaffinititschromatographie gereinigte Antikdrper
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Anti-BTB eine hohere Affinitat zu verkurzten, noch die BTB-Domaéane besitzenden E(VAR)3-93D-
Proteinen als zu den Gesamtproteinen.

In den beiden insertionellen MutantBgvar)3-9303'€0129nd E(var)3-930 1-4 konnte ein Protein

mit einem Molekulargewicht von 33kDa nachgewiesen werden. Hierbei sollte es sich um ein
verkirztes E(VAR)3-93D-Protein handeln, welches noch die BTB-Domane besitzt.
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Abb. 12: Immunopréazipitation unter Verwendung des Antikdrpers Anti-23gt-spezifisch:

Bahnen 1,3 fir die Immunoprézipitation eingesetzter Antikdrper Anti-23gt-spezifisch;
Bahnen 2,4,5,6 gebildete Immunkomplexe

Bahnen 1,2 Anti-BTB (1:50); Bahnen 3,4 Anti-23gt-spezifisch (Kaninchen, 1.500);

Bahn 5 Anti-23gt-gesamt (Maus 1:2000); Bahn 6 Anti-38gt-spezifisch (Maus, 1:500)

Im gebildeten Immunkomplex kann mit den Antikérpern Anti-BTB, Anti-23gt-spezifisch und
Anti-23gt-gesamt ein Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa detektiert werden.
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3.2.2. Immunozytologische Charakterisierung der E(VAR)3-93D-Proteine

Durch proteinbiochemische Analysen wurden mit dem Antikdrper Anti-38gt-spezifisch zwei Proteine
mit Molekulargewichten von 99kDa und 93kDa, mit dem Antikdrper Anti-23gt-spezifisch ein Protein
mit einem Molekulargewicht von 75kDa detektiert. Auch beim 75kDa-Protein konnten 2 Formen mit
einem geringen Laufunterschied nachgewiesen werden, was durch Modifikationen des Proteins
begrindet werden kann. Es konnte aulerdem gezeigt werden, dal3 es sich bei den detektierten
Proteinen um Kernproteine handelt.

Immunozytologische Techniken erlauben eine Analyse der zeitlichen und raumlichen Lokalisation von
Proteinen. Mit Hilfe dieser Techniken sollte untersucht werden, ob es sich bei den E(VAR)3-93D-
Proteinen um Chromatinproteine handelt und in welchen Entwicklungsstadien sie nachweisbar sind.
Besonders wichtig in diesem Zusammenhang ist das Verhalten der einzelnen E(VAR)3-93D-Proteine.
Werden sie zu verschiedenen Zeiten exprimiert und unterschiedlich lokalisiert oder zeigen sie ein
ahnliches Verhalten?

Analysen homozygoter Mutanten dienen der funktionellen Analyse der E(VAR)3-93D-Proteine. In
den homozygote& (var)3-93D' 1-4und E(var)3-930'€0129 arven konnte ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 33kDa detektiert werden. Ist dieses Protein noch kernlokalisiert und welche
Funktion kann es ausiiben? Weiterhin wurden homozyg¢var)3-930'€0129\ytanten und
homozygoteE(var)3-930€0129Tjere, die noch das zusitzliche 7,5&aAnHI-Fragment besitzen,
analysiert. Wie kann die partielle Rettung der homozygE(ear)3—93U160129Mutanten durch das
7,5kbBanmHI-Fragment erklart werden, welches nur fir den gemeinsamen Bereich der E(VAR)3-93D-
Proteine kodiert?

Die Analyse der Mutanten ist aul3erdem essentiell, um die Spezifitdt der eingesetzten Antikorper zu
beweisen.

Bei allen angewandten Techniken wurden auch die entsprechenden Praimmunseren ausgetestet, sie
zeigten keine Reaktion. Das Antiserum Anti-23gt-gesamt aus Kaninchen und der aus diesem Serum
gegen die BTB-Domane immunoaffinititsgereinigte Antikérper zeigten gleiche Resultate in den
entsprechenden Versuchen.

Die Antikdrper, die gegen die E(VAR)3-93D-Proteine 1(8) und 4(4) gerichtet waren, zeigten fur die
angewandten Methoden keine Reaktion, was mit einer geringeren Abundanz der Proteine oder einer
niedrigeren Affinitat der Antikérper begriindet werden kann.
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3.2.2.1. Charakterisierung der Expression der E(VAR)3-93D-Proteine in Ovarien adulter Weibchen

Aufgrund von "whole mountlh situ Hybridisierungen von Ovarien und genetischen Analysen konnte
fur den E(var)3-93DLocus eine starke maternale Komponente nachgewiesen werden (Dorn,
personliche Mitteilung). Die maternale Komponente kann aus RNA und/oder Protein bestehen.
Deshalb wurden zum Nachweis einer maternalen Proteinkomponente Ovarien des Vilaityps$

mit dem Antikérper gegen das gesamte 23gt-Protein immunmarkiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 13
a-f zu sehen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 es sich bei den E(VAR)3-93D-Proteinen um Kernproteine handelt. Sie
wurden in Zellkernen somatischen Ursprunges (Follikelzellen), aber auch in den Keimbahnzellkernen
(Eizelle und Nahrzellen) nachgewiesen (Abb. 13 a-d). In den Nahrzellen erfolgt eine Endoreplikation
der Chromosomen. In diesen Kernen konnte eine gute Korrelation zwischen DNA- und Proteinfarbung
gezeigt werden (Abb. 13a,b), was auf eine Chromatinbindung der E(VAR)3-93D-Proteine hinweist.
Die Chromosomen der Eizelle werden in der meiotischen Metaphase 1 arretiert (Cummings und King
1969). Eine Bindung der E(VAR)3-93D-Proteine an diese Chromosomen wurde nicht gezeigt, sie
kénnen aber im Karyoplasma nachgewiesen werden (Abb. 13c-d). Ab Stadium 11 der Oogenese
erfolgt eine Degradation der Nahrzellen. Die in ihnen synthetisierten RNAs und Proteine werden in
die Eizelle transportiert und stellen den maternalen Vorrat fiir den sich entwickelnden Embryo dar.
Auch die E(VAR)3-93D-Proteine werden nach Degradation der Nahrzellen in die reifende Eizelle
transportiert und kénnen dort in Form von "protein bodies" nachgewiesen werden (Abb. 13e). Damit
konnten sowohl RNA als auch Protein dEgvar)3-930Locus als maternale Komponente
nachgewiesen werden.

Die MutationE(var)3-9303'€012%eichnet sich durch rezessive Letalitiat beicl8nd 25C aus. Die

Tiere sind stark semiletal bei 29. Die homozygoten Weibchen sind steril. Sie legen zwar Eier ab,
diese arretieren aber in ihrer Entwicklung unmittelbar nach der Befruchtung. Ovarien dieser
homozygoten Weibchen wurden ebenfalls mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt immunmarkiert. Es
konnten in den Eikammern keine Proteine im Kern nachgewiesen werden (Abb. 13 g-h). Aufgrund der
Insertion depUChsneory -Transposons wurde firr diese Mutante ein Protein postuliert, was sich aus
der BTB-Domane und weiteren 9 Aminosauren zusammensetzt (Schotta, 1997). Durch
Westernblotanalysen konnte nachgewiesen werden, dafd der Antikorper Anti-23gt-gesamt auch die
BTB-Domaéne erkennt. Deshalb sollte bei der Mutante in den Ovarien auch keine Kernlokalisation des
verklrzten Proteins erfolgen. Dieses Ergebnis ist zudem ein wichtiger Hinweis fir die Spezifitat des
verwendeten Antikorpers.
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Abb. 13: Immunmarkierung von Ovarien mit dem Antikérper gegen das gesamte 23gt-Protein (1:1000):
a-f Wildtyp(Canton$; g-h homozygot&(var)3-9303'€0129\utante; a,c,e,g
Antikorperfarbung; b,d,f,h DNA-Farbung; a,b Eikammern bis Stadium 8; c,d,g,h
Eikammer Stadium 10;
e,f Elkammern Stadium 14
Die in derCantonSLinie detektierten E(VAR)3-93D-Proteine sind kernlokalisiert und werden

als maternale Komponente in die Eizelle gegeben. In den Ovarien der Mutante sind die
Proteine im Kern nicht nachweisbar.
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3.2.2.2. Analyse der E(VAR)3-93D-Proteinexpression wahrend der Embryonalentwicklung

Aufgrund der maternalen Komponente sollten die E(VAR)3-93D-Proteine auch Funktionen wéhrend
der Embryonalentwicklung besitzen. Dabei stellt sich die Frage, ob die einzelnen E(VAR)3-93D-
Proteine verschiedene Funktionen ausiiben bzw. zu unterschiedlichen Zeiten exprimiert werden.
Deshalb wurden Embryonen mit den Antikdrpern Anti-23gt-gesamt, Anti-38gt-spezifisch und Anti-
23gt-spezifisch immunmarkiert und dadurch das Verhalten der Proteine wahrend der Embryonal-
entwicklung untersucht.

Nach der Beendigung der meiotischen Teilung befinden sich in der Eizelle 4 haploide weibliche
Vorkerne. Nach der Befruchtung, die noch wahrend der Meiose stattfindet, bewegt sich ein weiblicher
Vorkern zum haploiden mannlichen Vorkern in das Innere des Eies und beide treten in den ersten
Mitosezyklus ein. Die restlichen drei weiblichen Vorkerne verbleiben an der Oberflache und bilden
das Polarkorperchen. Auch sie beginnen mit der Mitose, bleiben aber in der Metaphase arretiert. Die
ersten Kernteilungen (prablastodermale Teilungen), finden im Inneren des Embryos statt, spater (im
Kernteilungsstadium 9) erfolgt die Wanderung der Kerne an die Oberflache und das
Blastodermstadium wird erreicht. Einige Kerne verbleiben in Inneren des Embryos und bilden die
Dotterkerne, welche wéahrend der folgenden Mitosen polyploidisieren. Die ersten Teilungen verlaufen
im Syncytium, das heil3t, es werden keine Plasmamembranen gebildet. Erst nach der 14. Kernteilung
im Blastodermstadium erfolgt die Bildung von Plasmamembranen. Bis zum 14. Kernteilungszyklus
verlaufen die Kernteilungen im Embryo synchron (Ebal. 1993).

In prablastodermalen Embryonen konnte ein starker maternaler Vorrat der E(VAR)3-93D-Proteine
nachgewiesen werden (Abb. 14b). Es konnte gezeigt werden, dalR die E(VAR)3-93D-Proteine im
Prablastodermstadium nicht im Kern lokalisiert sind. In Abb. 14a-c ist ein prablastodermaler Embryo
wahrend der Interphase des Kernteilungszyklus 6 zu sehen, Abb. 15 d-f zeigt die vergré3erten Kerne
fur das entsprechende Stadium.

Ein Polarkdrperchen ist in Abb. 15a-c zu sehen. Eine Bindung der E(VAR)3-93D-Proteine an die in
der Metaphase arretierten Chromosomen konnte nicht gezeigt werden (Abb. 15b).

Eine Kernlokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine konnte zuerst in der Interphase des
Kernteilungszyklus 9 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In der Interphase 10, nach
Beendigung der Wanderung der Kerne an die Peripherie, ist eine deutliche Kernlokalisation der
E(VAR)3-93D-Proteine zu erkennen (Abb. 15g-i). In der Abb. 14 d-f sind optische Schnitte durch
einen Embryo wahrend der Interphase des Kernteilungszyklus 13 zu sehen. Die Abb. 14d-e zeigen
einen optischen Schnitt an der Oberflache, die Abb. 14g-i einen optischen Schnitt durch die Mitte des
Embryos. Wahrend die Kerne an der Peripherie deutlich markiert sind (Abb. 14d-f), konnten in den
polyploiden Dotterkernen keine E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen werden (Abb. 14g-i). Eine
VergroRerung der Kerne an der Peripherie ist in Abb. 15k-m zu sehen. Auch in den Polzellen, die die
spateren Keimbahnzellen bilden, konnte eine Kernlokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine gezeigt
werden (Abb. 14 g-i).
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In spateren Stadien konnte keine Organspezifitat der E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen werden,
sie sind ubiquitar verteilt (Daten nicht gezeigt).

Die beschriebenen Immunmarkierungen wurden mit dem Antikdrper 23gt-gesamt durchgefiihrt, der
alle E(VAR)3-93D-Proteine detektiert. Die gleichen Resultate wurden mit den Antikbrpern gegen die
spezifischen Proteine 23gt und 38gt erhalten (Daten nicht gezeigt).

Die Expression und Lokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine sprechen fur deren Funktion wahrend

der Embryonalentwicklung.

Abb. 14: Immunmarkierung von Wildtypembryone@#@nton$ mit dem Antikorper
Anti-23gt-gesamt (1:1000):
a-c prablastodermaler Embryo Kernteilungszyklus 6 Interphase; d-i Embryo wahrend des
syncytialen Blastoderms Kernteilungszyklus 13 Interphase; d-f optischer Schnitt an der
Oberflache des Embryos; g-i optischer Schnitt durch die Mitte des Embryos
a,d,g DNA-Farbung; b,e,h Anti-23gt-gesamt, c,f,i Uberlagerung von DNA-und
Antikdrperfarbung

Es wurde eine Lokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine in den somatischen Kernen an der

Peripherie und den Polzellkernen wahrend des syncytialen Blastoderms nachgewiesen.
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Abb. 15:

VergroRerte Darstellung embryonaler Kerne des Wildt@as{on3,

Immunmarkierung mit dem Antikdrper gegen das gesamte 23gt-Protein (1:1000):

a-c Polarkorperchen; Interphasekerne wéhrend der 6. (d-f); 10. (g-i) und 13. Kernteilung (k-m)
a,d,g,k DNA-Farbung; b,e,h,| Anti-23gt-gesamt; c,f,i,m Uberlagerung von DNA-und
Antikdrperfarbung

Eine Kernlokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine konnte erst im syncytialen Blastoderm
nachgewiesen werden.
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3.2.2.3. Die Lokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine wéhrend des Zellzyklus

Die Teilungen der somatischen Kerne wahrend des syncytialen Blastoderms verlaufen synchron (Foe
and Alberts 1983). Wahrend der Mitose erfolgt eine Umorganisation des Chromatins, wobei eine
selektive Dissoziation von Nichthistonproteinen zu beobachten ist (Martinez-Bakad 995).

Wie in Abb. 15k-m gezeigt wurde, sind die detektierten E(VAR)3-93D-Proteine in der Interphase
wéahrend des syncytialen Blastoderms kernlokalisiert. Die Verteilung der E(VAR)3-93D-Proteine
wahrend der Mitose im syncytialen Blastoderm ist in den Abbildungen 16 und 17a-f zu sehen.
Wahrend der Prophase, wenn die Kondensation der Chromosomen beginnt, sind die nachgewiesenen
Proteine noch chromatinassoziiert (Abb. 16d-f). Danach kann eine Dissoziation der Proteine von den
Chromosomen detektiert werden. Sie sind wahrend der Meta-(Abb. 16g-i) und Anaphase (Abb. 17 a-c)
im Zytoplasma lokalisiert. Noch wéhrend der Telophase lal3t sich eine Reassoziation der Proteine mit
dem Chromatin (Abb. 17d-f) nachweisen. Danach erfolgt eine Dekondensation des Chromatins und
der nachste Zellzyklus beginnt.

Nach dem Blastodermstadium verlaufen die Zellteilungen asynchron. Auch hier ist das gleiche
Verhalten der E(VAR)3-93D wahrend des Zellzyklus zu beobachten (Abb. 17g-i).

Die in den Abbildungen 16 und 17 dargestellten Ergebnisse wurden unter Verwendung des Antikorper
Anti-23gt-gesamt erhalten. Immunmarkierungen mit den Antikérpern Anti-23gt-spezifisch und Anti-
38gt-spezifisch zeigten ein ahnliches Verhalten fiir diese Proteine. Die Abb. 18 zeigt die
Uberlagerungen von DNA- und Antikorperfarbung unter Verwendung der Antikérper Anti-23gt-
gesamt (18a,d,g,k), Anti-38gt-spezifisch (18 b,e,h,I) und Anti-23gt-spezifisch (Abb. 18c,f,i,m)
wahrend der Inter- (Abb. 18a-c), Pro- (Abb. 18 d-f) , Meta- (Abb. 18g-i) und Anaphase (Abb. 18 k-m).
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Abb. 16: Immunmarkierung von Wildtypembryone@#&nton$ mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt
(1:1000), Verhalten der E(var)3-93D-Proteine wahrend des Zellzyklus
a-c Interphase Kernteilung 13; d-f Prophase Kernteilung 10; g-i Metaphase Kernteilung 12;
a,d,g, DNA-Farbung; b,e,h Anti-23gt-gesamt; ,f,i Uberlagerung von DNA-und
Antikdrperfarbung

59



Abb. 17:

Immunmarkierung von Wildtypembryone@#&nton$ mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt
(1:1000), Verhalten der E(VAR)3-93D-Proteine wahrend des Zellzyklus

a-c Anaphase Kernteilung 10; d-f Telophase Kernteilung 12; g-i Mitosefeld wahrend der
Gastrulation;

a,d,g, DNA-Farbung; b,e,h Anti-23gt-gesamt; ,f,i Uberlagerung von DNA-und
Antikdrperfarbung

Anhand der Abb. 16 und 17 konnte eine Dissoziation der E(VAR)3-93D-Proteine vom
Chromatin nach der Prophase und deren Reassoziation mit dem Chromatin in der Telophase
detektiert werden.
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Abb. 18:

Immunmarkierung von Wildtypembryone@#&nton$ mit den Antikdrpern Anti-23gt-gesamt
(1:1000), Anti-38gt-spezifisch (1:500) und Anti-23gt-spezifisch (affinitdtsgereinigt 1:100),
Verhalten der E(var)3-93D-Proteine wahrend des Zellzyklus: Die Abbildung zeigt die
Uberlagerungen von DNA- und Proteinfarbung.

a,d,g,k Anti-23gt-gesamt, b,e,h,| Anti-38gt-spezifisch; e,f,i,m Anti-23gt-spezifisch;

a-c Interphase; d-f Prophase; g-i Metaphase; k-m Anaphase; d,k Kernteilung 10; i,m h
Kernteilung 11; e,f,g,| Kernteilung 12; a,b,c Kernteilung 13

Es konnte ein prinzipiell gleiches Verhalten der E(VAR)3-93D-Proteine 23gt und 38gt
wahrend des Zellzyklus gezeigt werden.
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3.2.2.4. Nachweis der rdumlichen Verteilung der E(VAR)3-93D-Proteine im Interphasekern

Fur alle untersuchten E(VAR)3-93D-Proteine konnte das gleiche Verhalten in der Embryonal-
entwicklung und wahrend des Zellzyklus gezeigt werden.

Doch die Analyse der raumlichen Verteilung der E(VAR)3-93D-Proteine mit Hilfe der Antikdrper
Anti-23gt-spezifisch, Anti-38gt-spezifisch und Anti-23gt-gesamt im Interphasekern deutet auf
unterschiedliche Funktionen einzelner E(VAR)3-93D-Proteine hin. Dafiir wurden Schnittserien
horizontaler optischer Schnitte angefertigt und damit die Verteilung der Proteine innerhalb des
Interphasekerns ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abb. 19 zu sehen. Horizontale Schnitte entlang
der Oberflache zeigen die Abb. 19a-i, horizontale Schnitte entlang der Mittellinie die Abb. 19k-s.

An der apikalen Oberflache konnten mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt distinkte Spots
nachgewiesen werden (Abb. 19b), die auch mit einer intensiven DNA-Farbung korrelieren (Abb. 19c,
in gelb). Fir die Markierung mit den Antikérpern Anti-23gt-spezifisch (Abb. 19h) und 38gt-spezifisch
(Abb. 19¢) konnte entlang der apikalen Oberflache nur eine schwache Farbung und auch keine
Markierung distinkter Spots wie in 19b,c nachgewiesen werden. Optische Schnitte entlang der
Mittellinie (Abb. 19, k-s) lassen ein prinzipiell &hnliches Farbemuster fiir alle verwendeten Antikdrper
erkennen.

AuRerdem wurden vertikale optische Schnitte entlang der Mittellinie der Kerne angefertigt (Abb. 20).
An der apikalen Oberflache der Kerne sind bei der DNA-Farbung intensiv angefarbte Bereiche zu
erkennen (Abb. 20 a,d,g). Dabei handelt es sich um zentromerisches Heterochromatin (Foe and
Alberts 1993). Unter Verwendung des Antikérpers Anti-23gt-gesamt konnten in diesem Bereich
distinkte Spots nachgewiesen werden (Abb. 20 b), die mit der intensiven DNA-Farbung korrelieren
(Abb. 20c). Diese Farbung erstreckt sich aber nicht Gber den gesamten heterochromatischen Bereich
(Abb. 20 a-c). Fur die Antikdrper Anti-23gt-spezifisch (Abb. 20h) und Anti-38gt-spezifisch (Abb.
20e) konnte eine gleichmaRige Verteilung der Proteine innerhalb des Kerns, aber keine Farbung im
Bereich des zentromerischen Heterochromatins nhachgewiesen werden.

Vom E(var)3-93DLocus sollten also Proteine mit Uberwiegend euchromatischer Lokalisation (23gt
und 38gt), aber auch Proteine mit Lokalisation im Heterochromatin kodiert werden. Dabei sollte es
sich um andere Proteine als 23gt oder 38gt handeln.
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Abb. 19:

Horizontale optische Schnitte durch Interphasekerne des WildBggdn$ wahrend des
syncytialen Blastoderms (Kernteilung 13):

a-i optische Schnitte entlang der apikalen Oberflache; k-s optische Schnitte entlang der
Mittelebene;

a,b,c,k,I,m, Anti-23gt-gesamt (1:1000); d,e,f,n,0,p Anti-38gt-spezifisch (1:500); g,h,i,q,r,s
Anti-23gt-spezifisch (affinitatsgereinigt, 1:100)

a,d,g.k,n,q DNA-Farbung; b,e,h,l,0,r, Antikérperfarbung; c,f,i,m,p,s Uberlagerung von DNA-
und Antikérperfarbung;

Es konnten E(VAR)3-93D-Proteine an der apikalen Oberflache der Interphasekerne
nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich nicht um die Proteine 23gt und 38gt.
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Abb. 20:

Vertikale optische Schnitte durch Interphasekerne des WildGaston$ wahrend des
syncytialen Blastoderms:

a-c Anti-23gt-gesamt (1:1000); d-f Anti-38gt-spezifisch (1:500); g-i Anti-23gt-gesamt
(affinitatsgereinigt 1:100)

a,d,g DNA-Farbung; b,e,h Antikorperfarbung; c,f,i Uberlagerung von DNA- und
Antikodrperfarbung;

Die detektierbare Bindung der E(VAR)3-93D-Proteine an das zentromere Heterochromatin
wird nicht durch die Proteine 23gt und 38gt realisiert.
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3.2.2.5. Analyse von homozygot&ivar)3-93€0129Tieren mit zusitzlichem genomischem 7,5kb
BanH|-Fragment

Die E(VAR)3-93D-Proteine werden als maternale Komponente in die Eizelle gegeben. Aufgrund ihrer
nachgewiesenen Lokalisation konnen fir sie Funktionen wahrend der Embryonalentwicklung
postuliert werden.

In den Ovarien homozygot(Er(var)S-93U‘EO129Mutanten, die bei 2& selektiert wurden, konnten

keine E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen werden (siehe Abb. 13g-h), was mit der Sterilitdt der
Tiere korreliert. Die rezessive Letalitat defvar)3-930'€0129\utanten bei 18C und 25C konnte

durch P-Element vermittelte Transformation der 7,BloHI-Fragmentes partiell gerettet werden,
nicht aber deren weibliche Sterilitdt (Dorn, persdnliche Mitteilung). Doch wahrend die Nachkommen
homozygotelE(var)3-93[‘I‘90129Weibchen in ihrer Entwicklung nach der Befruchtung arretieren,
fuhrt das zusatzliche genomische 7,3amHI-Fragment zum Uberleben der Tiere bis tUber das
Blastodermstadium hinaus. Das 7,5BaAmHI-Fragment enthalt nur die ersten vier Exonen des
E(var)3-93DLocus und sollte fir diesen Effekt verantwortlich sein. Die ersten vier Exonen kodieren
neben der BTB-Doméane auch fur einen Teil der E(VAR)3-93D-Proteine mit einer potentielle
Kernlokalisationssequenz (siehe Einleitung, Abb. 1). Deshalb wurden die Nachkommen homozygoter
E(var)3-930'€0129 w* (7 5kb BamHI)-Weibchen mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt
immunmarkiert.

Ein reprasentativer Embryo ist in Abb. 14 zu sehen. Es sind deutliche Entwicklungsdefekte zu
erkennen. In Wildtypembryonen befinden sich im Blastodermstadium alle Kerne, mit Ausnahme der
Dotterkerne, an der Oberflache. In homozygdimar)3-93031€0129 w+(7 5 BanHI)-Embryonen
wurden auch Kerne gefunden, die von der Oberflache wieder ins Innere gefallen sind (Abb. 14a-b).
Das nachgewiesene Protein ist kernlokalisiert, es konnte aber auch ein relativ hoher Anteil von
zytoplasmatisch lokalisiertem Protein detektiert werden (Abb. 21a-b, f-g). Eine Vergré3erung der
Kerne aus der Schnittebene 2l1a-b ist in 21c-e zu sehen. Die Kerne weisen Defekte wie
Chromatiniiber- und Unterkondensation, sowie Chromatinfragmentierung auf. Einen Schnitt durch die
Mittelebene des Embryos zeigt Abb. 21f-g, die entsprechenden vergréRerten Kerne sind in 21h-n zu
sehen. In Wildtypembryonen befinden sich im Inneren des Embryos Dotterkerne (siehe Abb.14g-i).
Statt dessen sind in homozygotEfvar)3-930€0129 w*(7 5kb BamHI)-Embryonen atypisch
strukturierte Kerne zu finden, an die das detektierte Protein teilweise nur sehr schwach bindet (Abb.
21f-n). Auch die Polzellen sind abnormal strukturiert (Abb. 21f-g).

In homozygoterE(var)3-9301€0129 w+(7 5kbBanHI)-Embryonen kénnen E(VAR)3-93D-Proteine
nachgewiesen werden, die auch kernlokalisiert sind. Es treten aber Entwicklungsdefekte und atypisch
strukturierte Kerne auf.
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Abb. 21: Antikodrperfarbung Anti-23gt-gesamt (1:1000) von

E(var)3-930'€0129 (var)3-930€0129* (7 5kbBanH1)-Embryonen:

a-g optische Schnitte kurz unter der Oberflache eines Embryos, c-e Kerne vergréfiert;

f-n Schnitte durch die Mittelebene des Embryos, h-n Kerne vergréRert; a,cf,h,| DNA-Farbung;
b,d,g,i,m Antikoérperfarbung; d,k,n Uberlagerung von DNA-und Antikdrperfarbung

Die untersuchten Mutanten weisen zahlreiche Defekte auf. Das bei ihnen detektierte Protein ist
kernlokalisiert.
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3.2.2.6. Analyse des Bindungsverhaltens der E(VAR)3-93D-Proteine an Polytdnchromosomen

Die Verteilung der E(VAR)3-93D-Proteine im embryonalen Interphasekern |aRt auf deren
unterschiedliche Lokalisation und damit auch auf verschiedene Funktionen der einzelnen Proteine
schlieBen. Doch im Gegensatz zu den embryonalen Interphasekernen erlauben die Polytan-
chromosomen eine genaue Lokalisation chromosomaler Proteine an definierbaren Sites entlang der
Chromosomenarme und im Chromozentrum.

Die gleichzeitige Anwendung zweier primarer Antikdrper aus Maus und Kaninchen und deren
Detektion durch sekundare Antikérper, die mit unterschiedlichen Fluorochromen markiert sind,
erlauben den Nachweis der chromosomalen Bindungsstellen zweier Proteine an einem Chromosom.
Eine Kolokalisation von Proteinen ist ein Hinweis darauf, dall von den detektierten Proteinen die
gleichen Genloci reguliert werden.

Wie in Westernanalysen gezeigt werden konnte, detektiert der Antikdrper Anti-23gt-gesamt die BTB-
Doméane und somit alle E(VAR)3-93D-Proteine. An Polytdnchromosomen werden durch diesen
Antikorper eine Vielzahl von Banden auf allen Chromosomenarmen markiert (Abb. 22a). Die
nachweisbare Bindung der E(VAR)3-93D-Proteine an zahlreiche euchromatische Stellen korreliert mit
deren Funktion als allgemeine Transkriptionsregulatoren, die aufgrund genetischer und molekularer
Daten postuliert wurde (Doret al. 1993b, Dorn und Reuter, persdnliche Mitteilung). Eine schwache
Farbung ist im Chromozentrum zu erkennen (Abb. 22a), eine starke Markierung konnte an den
Telomeren nachgewiesen werden (Abb. 22a). Es ergibt sich daraus die Frage, ob alle E(VAR)3-93D-
Proteine das gleiche Verhalten zeigen oder ob sich spezifische Bindungsmuster fir die einzelnen
E(VAR)3-93D-Proteine nachweisen lassen.

Abb. 22 zeigt eine Doppelmarkierung von Polytanchromosomen fir die Antikérper Anti-23gt-gesamt
und Anti-38gt-spezifisch. Das E(VAR)3-93D-Protein 38gt ist ebenfalls an einer Vielzahl
euchromatischer Stellen auf allen Chromosomenarmen nachweisbar (Abb. 22b). Alle diese Banden
korrelieren mit denen, die mit dem Antikdrper Anti-23gt-gesamt detektiert werden konnten (Abb. 22c,
in gelb). Auch im Chromozentrum konnte ein identisches Bindungsmuster fir die Antikérper Anti-
23gt-gesamt und Anti-38gt-spezifisch gezeigt werden. Doch die Uberlappung der beiden
Antikérpermarkierungen an den Polytdnchromosomen ist nicht vollstandig. Sehr auffallig ist, dal3 das
E(VAR)3-93D-Protein 38gt nicht an den Telomeren lokalisiert ist, aber auch an einigen der
euchromatischen Bindungsstellen der E(VAR)3-93D-Proteine, die mit dem Antikérper Anti-23gt-
gesamt nachgewiesen werden kénnen, konnte das E(VAR)3-93D-Protein 38gt nicht detektiert werden
(Abb. 22c, in grin).

Es konnte also gezeigt werden, dal3 das E(VAR)3-93D-Protein 38gt an den meisten, aber nicht allen,
euchromatischen Bindungsstellen der E(VAR)3-93D-Protein detektiert werden kann. Auch das
nachweisbare Bindungsverhalten im Chromozentrum ist identisch. An die Telomere und die
euchromatischen Bindungsstellen, die nicht vom Antikdrper 38gt-spezifisch detektiert werden, sollten
andere E(VAR)3-93D-Proteine binden.

67



Abb. 22

Antikdrperfarbung von Polytanchromosomen einer Wildtypliiarfton$

a Anti-23gt-gesamt (1:1000); b Anti-38gt-spezifisch (1:500); ¢ Uberlappung Anti-23gt-gesamt
und Anti-38gt-spezifisch; d DNA-Farbung

Die Uberlappung beider Antikérperfarbungen zeigt, daR das E(VAR)3-93D-Protein 38gt an
den meisten der euchromatischen Bindungsstellen aller E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen
werden kann (20c, in gelb). An den Telomeren und einigen euchromatischen Bindungsstellen
aller E(VAR)3-93D-Proteine wird das E(VAR)3-93D-Protein 38gt nicht detektiert (20c, in

grin).
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Eine Doppelmarkierung mit den Antikérpern 23gt-gesamt und 23gt-spezifisch ist in Abbildung 23 zu
sehen. Da auch der Antikdrper 23gt-spezifisch durch Immunisierung eines Kaninchens erhalten
wurde, konnten die Doppelmarkierungen nicht mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt aus Kaninchen
bzw. dem durch Affinitatschromatographie tUber die BTB-Domé&ne aufgereinigten Antikdrper
durchgefuhrt werden. Zum Einsatz kam deshalb der Antikdrper Anti-23gt-gesamt (Prof. Saumweber,
Humboldt-Universitat Berlin), der durch Immunisierung einer Maus erhalten wurde. Eine
durchgefiuhrte Doppelmarkierung mit den Antikdrpern Anti-23gt-gesamt aus Maus und Kaninchen
zeigte ein vollig identisches Bindungsmuster (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zum E(VAR)3-93D-Protein 38gt kann das Protein 23gt an nur ca. 40 Stellen auf den
Chromosomenarmen (Abb. 23a) lokalisiert werden. Dies sind Stellen, die auch vom Antikdrper Anti-
23gt-gesamt detektiert werden (Abb. 23c, in gelb). Weder im Chromozentrum, noch an den Telomeren
konnte das 23gt-Protein hachgewiesen werden (Abb. 23a).

Es stellt sich nun die Frage, inwieweit die Bindungsstellen des 23gt-Proteins mit denen des 38gt-
Proteins Uberlappen. Eine Doppelmarkierung von Polytanchromosomen mit den beiden Antikérpern
ist in Abb. 24 zu sehen. Es gibt Bindungsstellen, an denen beide Proteine nachgewiesen werden
kénnen (Abb. 24c, in gelb). Es sind aber auch Bindungsstellen, an denen nur das 23gt-Protein und
nicht das 38gt-Protein detektiert werden kann (Abb. 24c, in griin), zu erkennen.

Kann nun an allen Bindungsstellen der E(VAR)3-93D-Proteine entlang der Chromosomenarme, die
nicht vom 38gt-Protein resultieren, das 23gt-Protein nachgewiesen werden? In der Abb. 25 sind
exemplarisch die X-Chromosomen zu sehen. Es ist zu erkennen, dald das 38gt-Protein deutlich an 3
Stellen nicht nachgewiesen werden kann (Abb. 23b), die aber Bindungsstellen der E(var)3-93D-
Proteine reprasentieren, da sie mit dem Antikorper Anti-23gt-gesamt detektiert werden kénnen (Abb.
25a). Auch das E(VAR)3-93D-Protein 23gt kann nicht an diesen Stellen detektiert werden (Abb. 25d).
Aus den Antikérperfarbungen kann geschluf3folgert werden, dal3 das E(VAR)3-93D-Protein 23gt, im
Gegensatz zum Protein 38gt, nur sehr wenige nachweisbare Bindungsstellen entlang der
Chromosomenarme besitzt. Diese Uberlappen teilweise mit denen des 38gt-Proteins, es wurden aber
auch spezifische Bindungsstellen fir das 23gt-Protein nachgewiesen. Identifiziert wurden weiterhin
Bindungsstellen entlang der Chromosomenarme, wo die Proteine 23gt und 38gt nicht binden, die also
Targets fur weitere E(VAR)3-93D-Proteine darstellen sollten. Auch die Telomerbindung sollte von
anderen E(VAR)3-93D-Proteinen als 23gt und 38gt realisiert werden.

Die nachweisbar schwachere Bindung des Proteins 23gt im Vergleich zum Protein 38gt kann durch
seine geringere Abundanz, aber auch durch eine geringere Affinitat des verwendeten Antikdrpers
bedingt sein.
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Abb. 23:

Antikdrperfarbung von Polytanchromosomen einer WildtypliGarfton$

a Anti-23gt-spezifisch (affinitatsgereinigt 1:250); b Anti-23gt-gesamt (Maus, 1:1000);

¢ Uberlappung Anti-23gt-gesamt und Anti-23gt-spezifisch; d DNA-Farbung

Die Uberlappung beider Antikorperfarbungen zeigt, dal das E(VAR)3-93D-Protein 23gt nur an
wenigen der euchromatischen Bindungsstellen aller E(VAR)3-93D-Proteine detektiert werden
kann (20c, in gelb). Alle nachgewiesenen Bindungsstellen fiir das Protein 23gt-spezifisch
werden auch vom Antikérper Anti-23gt-gesamt markiert.
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Abb. 24:

Antikodrperfarbung von Polytanchromosomen einer Wildtypli@arfton$:

a Anti-23gt-spezifisch (affinitatsgereinigt 1:250); b Anti-38gt-spezifisch (1:500);

¢ Uberlappung Anti-38gt-spezifisch und Anti-23gt-spezifisch; d DNA-Farbung

Die Uberlappung beider Antikérperfarbungen zeigt, dal das E(VAR)3-93D-Protein 23gt
teilweise mit 38gt-spezifisch kolokalisiert, aber auch spezifische Bindungsstellen
besitzt.
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Abb. 25: Antikoérperfarbung von Polytdnchromosomen einer Wildtypli@arfton$:
Darstellung der X-Chromosomen:
a Anti-23gt-gesamt (1:1000); b Anti-38gt-spezifisch (1:500), ¢ Uberlappung Anti-38gt-
spezifisch und Anti-23gt-gesamt; d Anti-23gt-spezifisch (affinitdtsgereinigt 1:250);
d,e DNA-Farbung
Die Balken zeigen nachgewiesene Bindungsstellen der E(var)3-93D-Proteine, an denen weder
das 38gt- noch das 23gt-Protein lokalisiert werden kann.
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3.2.2.7. Nachweis der E(VAR)3-93D-Proteine an Polytdnchromosomen homozyqgoter insertioneller

Mutanten

Durch Immunmarkierungen von Polytdnchromosomen des Wildtgani{on$ konnten die
E(VAR)3-93D-Proteine an zahlreichen euchromatischen Bindungsstellen, aber auch im
Heterochromatin nachgewiesen werden.

Bis auf eine Ausnahme sind alle bekannten E(var)3-93D-Mutationen rezessiv letal. Viele der
homozygoten Mutanten sind im 1. oder 2. Larvenstadium letal. Eine Ausnahme bilden die beiden
insertionellen Mutanteg (var)3-930€0129ynd E(var)3-930/1-4 Bei diesen Mutanten iiberleben
einige homozygote Tiere bis zum 3. Larvenstadium und sind im frihen Puppenstadium letal. In
homozygoterE(var)3-930/ 1-4Larven wurde ein Protein mit einem Molekulargewicht von 33kDa
detektiert, welches im Wildtyp nicht nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 10, Bahnen 2,4). Es
stellt sich die Frage, ob dieses Protein auch an den Polytdnchromosomen nachweisbar ist.

Von diesen homozygoten Mutanten wurden Polytanchromosomen mit den Antikérpern gegen die
E(VAR)3-93D-Proteine immunmarkiert.

An Polytanchromosomen homozygot&(var)3-93D/1-4Mutanten zeigten alle verwendeten
Antikorper, die gegen die E(VAR)3-93D-Proteine gerichtet sind, keine Markierung (Abb. 26a,b,d,f).
Dies ist auch ein wichtiger Hinweis fiur die Spezifitat der verwendeten Antikdrper. Als positive
Kontrolle fur die Immunmarkierung der Chromosomen wurde eine Doppelfarbung mit den
Antikdrpern Anti-23gt-gesamt und Anti-HistonHI (Prof. Grossbach, Georg-August Universitat
Gottingen) durchgefihrt. Wahrend fir dasselbe Chromosom (Abb. 26f-h) eine Immunmarkierung mit
dem Antikorper Anti-HistonHI (Abb. 26f,g) erfolgte, konnten unter Verwendung des Antikérpers
Anti-23gt-gesamt keine E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen werden (Abb. 26f).

Im Gegensatz zur Mutant&(var)3-93D’1-4sind bei homozygotef(var)3-930'€0129%ytanten

noch E(VAR)3-93D-Proteine an den Polytdnchromosomen nachweisbar. Die nachgewiesenen
Markierungen sind aber im Vergleich zum Wildtypapton$ signifikant reduziert (Abb. 27). In der

Abb. 25a und b sind Immunmarkierungen unter Verwendung des Antikdrpers Anti-23gt-gesamt zu
sehen, in 25c¢ und f Antikérperfarbungen mit dem Antikorper Anti-38gt-spezifisch. Im Gegensatz zu
den Chromosomen des WildtypgSanton$ Abb. 27a,c) zeigen die Chromosomen der Mutante (Abb.
27b,f) eine deutlich reduzierte Markierung unter Verwendung beider Antikdrper. Als positive
Kontrolle wurde eine Doppelfarbung mit den Antikdrpern Anti-38gt-spezifisch und Anti-Prod (Torok
et al. 1997) durchgefiihrt (Abb. 25 c-h). Wahrend bei der homozydetear)3-9303'€0129\utante

die erhaltenen Signale fur das E(VAR)3-93D-Protein 38gt (Abb. 25f) im Gegensatz zum Wildtyp
(Canton$ Abb. 27c) signifikant reduziert sind, kdnnen mit dem Antikérper Anti-Prod flr dieselben
Chromosomen (Abb. 27d WildtygantonSAbb. 27g E(var)3-93B€0129\utante) ahnliche
Signalstarken erhalten werden. In Abb. 27e sind die Uberlagerungen beider Immunmarkierungen im
Wildtyp (Canton$ zu sehen, in Abb. 27h fir die Mutariévar)3-9301€0129

AulRerdem sind bei den beiden analysierten homozygoten insertionellen Mutanten die
Chromosomenarme im Gegensatz zum Wildtyp signifikant verbreitert.
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Abb. 26:

Antikérperfarbung von Polytanchromosomen homozygE(ear)3—93D71'4LTiere:

a,f Anti-23gt-gesamt(1:1000); b Anti-38gt-spezifisch (1:500); d Anti-23gt-spezifisch
(affinitatsgereinigt 1:250); g Anti-HistonH1 (1:250); c,e,h DNA-Féarbung

Die verwendeten Antikdrper gegen die E(VAR)3-93D-Proteine binden bei der Mutante
eindeutig nicht, wogegen der Anti-HistonH1 Antikérper eine normale Markierung zeigt
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Beide Mutanten entstanden durch die Insertion eines mobilen Elementes in das 3. Intron. Wahrend bei
der E(var)3-93D' 1-4Mutante dagyypsyahnliche Element (7,2kb) 84 Basen nach dem Exonende
inseriert wurde, erfolgte die Insertion de§Chsneory -Elementes (11,8 kb) bei der Mutante
E(var)3-930'€0129121 Basen nach dem Ende des 3. Exons (Dorn, 1993b). Die nachweisbaren
E(VAR)3-93D-Proteine bei der MutanEvar)3-930'€0129|iten nicht das fiir beide insertionellen
Mutanten postulierte, verklrzte Protein darstellen, da auch mit dem Antikérper Anti-38gt-spezifisch
das vollstandige Protein nachgewiesen werden konnte (Abb. 27f).

Abb. 27: Antikdrperfarbung von Polytanchromosomen:
a,c,d,e Polytanchromosomen einer Wildtyplir@agton$; b,f,g,h Polytdnchromosomen von
homozygoterE(var)3-930'€012%Tieren
a,b Anti-23gt-gesamt (1:1000); c,f Anti-38gt-spezifisch (1:500); d,g Anti-Prod (1:100);
e,h Uberlagerung Anti-Prod und Anti-38gt-spezifisch
Die verwendeten Antikdrper gegen die E(VAR)3-93D-Proteine binden bei den Mutanten
eindeutig schwéacher, wogegen der Anti-Prod Antikérper eine dhnlich starke Markierung zeigt
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4. DISKUSSION

Das Modellsystem der PEV ist hervorragend fir die Identifizierung struktureller und regulatorischer
Chromatinbestandteile geeignet (Reuter und Spierer 1992).

Durch die genetische und molekulare Analyse von Suppressormutationen konnten Gene identifiziert
werden, deren Produkte Funktionen im Heterochromatin besitzen (8aales989, Eissenbergt al.

1990, Reuteet al. 1990, Tschiersclet al. 1994, Baksat al. 1993). Im Gegensatz dazu sollten die
Enhancergenprodukte an der Dekondensation des Chromatins beteiligt sein. Sie stellen damit eine
wichtige Voraussetzung fir jede Genaktivierung dar.

Einige Enhancermutationen zeigen aulBerdem homdotische Effekte, was auf eine Wechselwirkung mit
dem Bithoraxkomplex hinweist. Dazu gehéren der GAGA-Fakiat)(und das Enhancergen
E(var)3-93D Fur den GAGA-Faktor konnte gezeigt werden, dald er ein Transkriptionsaktivator ist, der
auch Chromatinstrukturen modifizieren kann (Biggin und Tijan 1988, Satlkdr 1993, Brieret al.

1995, Tsukiyamat al. 1995, Okada und Hirose 1998).

Es wurden bisher fur deB(VAR)3-93DBLocus 22 Transkripte identifiziert, die fir Proteine mit
verschiedenen C-Termini kodieren (Dorn und Roth, persénliche Mitteilung). Daraus ergibt sich die
Frage, ob alle E(VAR)3-93D-Proteine verschiedene Funktionen ausiben oder ob sie funktionell
austauschbar sind.

Die rezessive Letalitat fast aller bekannten Mutanten dieses Locus ist ein Hinweis auf essentielle
Funktionen der Genprodukte.

Durch eine Charakterisierung der E(VAR)3-93D-Proteine mit Hilfe spezifischer Antikdrper im
Wildtyp und bei ausgewahlten Mutanten konnte ein wesentlicher Beitrag zur funktionellen Analyse
der Genprodukte dds(var)3-93DLocus erbracht werden.

4.1. DerE(var)3-93DLocus kodiert flir Kernproteine

In embryonalen Kernextrakten konnten mit den Antikoérpern Anti-23gt-gesamt und Anti-BTB mehrere
Proteine mit Molekulargewichten zwischen 71kDa und 99kDa detektiert werden (Abb. 11, Bahnen
1,3). Es wurden bisher 22 verschiedene Transkripte identifiziert (Dorn und Roth, persoénliche
Mitteilung). Daher sollten mit Antikbrpern, die Epitope im gemeinsamen Teil der E(VAR)3-93D-
Proteine besitzen, auch mehrere Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten detektiert
werden. Da fur einige E(VAR)3-93D-Proteine aufgrund ihrer Aminosduresequenz ahnliche
theoretische Molekulargewichte abgeleitet werden konnten (Roth, persoénliche Mitteilung), kann eine
positive Reaktion im Westernblot durch mehrere Proteine mit gleichem Molekulargewicht
hervorgerufen werden. 2 Proteine mit Molekulargewichten von 99kDa und 93kDa wurden auch mit
dem Antikérper Anti-38gt-spezifisch nachgewiesen (Abb. 11, Bahn 2). Im Gegensatz dazu konnten
mit dem Antikorper Anti-23gt-spezifisch im Kernextrakt keine Proteine detektiert werden. Es konnte
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aber mit diesem Antikdrper nach Immunoprazipitation und nachfolgenden Westernblotanalysen ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 75kDa nachgewiesen werden.

Im gemeinsamen Teil der E(VAR)3-93D-Proteine konnte hinter der BTB-Doméane eine
Kernlokalisationssequenz identifiziert werden (Asp XRB-sagrssltpasssafR sK-Asp.244,
Dingwall und Laskey 1991). Dies ist ein Hinweis daflr, dal3 alle E(VAR)3-93D-Proteine in den Kern
transportiert werden und dort ihre Funktion austben.

Dafl? mit dem Antikorper Anti-23gt-spezifisch im Kernextrakt das 75kDa-Protein nicht hachgewiesen
werden konnte, sondern nur nhach Immunoprazipitation, kann 2 Ursachen haben.

Der Antikorper Anti-23gt-spezifisch wurde gegen den 131 Aminoséduren umfassenden spezifischen
Teil des Proteins 23gt induziert. Dieses Protein wurde im nativen Zustand gereinigt und durch
Thrombinspaltung vom GST-Anteil getrennt. Es ist deshalb mdglich, dal3 vor allem Antikdrper
induziert wurden, die Epitope im nativen, gefalteten Zustand des Proteins erkennen, die aber in der
Primarstruktur voneinander entfernt liegen. Diese Epitope sind bei einer Immunopréazipitation gut
zuganglich, konnten aber durch die denaturierenden Bedingungen bei der SDS-PAA-
Gelelektrophorese zerstort werden. Durch Immunoprézipitation wurde das Protein angereichert, so dal3
dann auch die Bindung von Antikérpern mit niedrigerer Affinitat zu einer nachweisbaren Reaktion im
Westernblot fiihrt.

Ebenso ist es mdglich, dal das E(VAR)3-93D-Protein 23gt weitaus weniger abundant ist als das
Protein 38gt. Im Kernextrakt wird mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt auch ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 75kDa detektiert. Mdglicherweise handelt es sich dabei nicht nur um das
Protein 23gt, denn es wurden weitere 6 E(VAR)3-93D-Proteine postuliert (Roth, personliche
Mitteilung), die ein ahnliches theoretisches Molekulargewicht besitzen. Im Gegensatz dazu konnte
noch kein E(VAR)3-93D-Protein mit einem gleichen theoretischen Molekulargewicht wie fur das
38gt-Protein identifiziert werden (Roth, persodnliche Mitteilung). In Northernblotanalysen wurden 2
abundante Transkripte mit Gro3en von 2,3 und 2,0 kb nachgewiesen (Dorn, persdnliche Mitteilung).
Wahrend das 2,3kb-Transkript das 38gt-Transkript reprasentiert, existieren mehrere alternativ
gespleildteE(var)3-93DB Transkripte mit einer GroRe von 2,0kb (Roth, persdnliche Mitteilung).
Northernblotanalysen unter Verwendung der spezifischen 3"-Bereiche der alternativ gespleifdten
Transkripte haben au3erdem gezeigt, dal3 das 38gt-Transkript weitaus abundanter ist als das 23gt- und
alle weiteren untersuchten Transkripte (Roth, persdnliche Mitteilung).

Die Molekulargewichte der mit den Antikérpern detektierten Proteine (38gt 99kDa und 93kDa,
theoretisches Molekulargewicht 67kDa, 23gt 75kDa, theoretisches Molekulargewicht 58kDa) weichen
von den theoretischen Molekulargewichten ab. Ein @hnliches Verhalten wurde auch fUEdieliin
Uberexprimierten Proteine GST-23gt-gesamt und GST-38gt-spezifisch beobachtet. Ein abnormales
Laufverhalten im SDS-PAA-Gel wurde fur Proteine mit hydrophoben, stark sauren oder basischen
Bereichen beschrieben (Hames 1990). Im Bereich der BTB-Domane der E(VAR)3-93D-Proteine sind
gehauft hydrophobe Aminoséauren zu finden, im spezifischen Teil des Proteins 38gt treten Bereiche
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mit einem hohen Anteil saurer bzw. basischer Aminosauren auf @@in1993b). Ebenso konnte
gezeigt werde, dald auch durch einzelne Aminosdureaustausche die Mobilitdt von Proteinen beeinfluf3t
werden kann (Fasanet al. 1984). Modifikationen von Proteinen, wie z.B. Glycosylierung und
Phosphorylierung, kénnen zu einer veranderten elektrophoretischen Mobilitat fiihren (Hames 1990).
Solche Modifikationen kénnen auch fir die E(VAR)3-93D-Proteine in Betracht gezogen werden, da
unter Verwendung des Programmes "PROSITE". 5 potentielle Glycosylierungsstellen und 16
potentielle Phosphorylierungsstellen identifiziert werden konnten.

Es wurden flr die cDNAs 23gt, 38gt und 1(8) Fusionskonstrukte mit dem GFP (green fluorescent
protein) unter Kontrolle des Hitzeschockpromotors hergestellt und transgene Linien erhalten (Roth,
personliche Mitteilung). Im Westernblot konnten spezifisch nach Hitzeschock mit dem Anti-GFP
Antikoérper E(VAR)3-93D-GFP Fusionsproteine mit &hnlichen Differenzen zwischen theoretischem
und ermitteltem Molekulargewicht detektiert werden (Roth, persénliche Mitteilung).

4.2. Die E(VAR)3-93D-Proteine werden maternal exprimiert und sind wahrend der
Embryogenese ab dem 9. Kernteilungszyklus mit dem Interphasechromatin assoziiert.

Die ersten embryonalen Kernteilungszyklen beosophila melanogastewerden durch maternale
Produkte ermdglicht. Die zygotische Transkription beginnt wahrend der Kernteilungszyklen 11-13
(Foeet al. 1993).

In Northernanalysen und "whole mouim'situ Hybridisierungen konnten fiir déf{var)3-93DLocus
maternale Transkripte nachgewiesen werden (Dorn, personliche Mitteilung).

Anhand der Farbungen von adulten Ovarien konnte auch eine maternale Proteinkomponente fur den
E(var)3-93D1iocus detektiert werden. Die Proteine sind kernlokalisiert, kdnnen aber nach
Degradation der Nahrzellen auch im Zytoplasma der Oocyte detektiert werden. Die im Zytoplasma
reifer Oocyten nachgewiesenen E(VAR)3-93D-Proteine stellen den maternalen Vorrat dar. Im
Gegensatz zu der nachgewiesenen Lokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine in den Ovarien beim
Wildtyp konnten die E(VAR)3-93D-Proteine nicht in den Kernen der Eikammern homozygoter
E(var)3—93m60129Weibchen detektiert werden. Dieser Befund korreliert mit der Sterilitat dieser
Weibchen.

Die E(VAR)3-93D-Proteine sind in prablastodermalen Embryonen uniform im Zytoplasma verteilt.
Erst ab dem 9. Kernteilungszyklus kdnnen sie in den Kernen lokalisiert werden. Auch HistonH1, ein
essentieller Chromatinbestandteil, kann erst ab dem Kernteilungszyklus 8 in den Kernen detektiert
werden. Davor Ubt das HMG-D-Protein mdglicherweise die Funktion von HistonH1 aus. Das
Verhéltnis HMG-D/H1 und die damit verbundene Chromatinumstrukturierung sind wichtige
Voraussetzungen fir den Start der Transkription (Ner und Travers 1994). Mdglicherweise sind die
E(VAR)3-93D-Proteine in der Lage, dann an das durch HistonH1 strukturierte Chromatin zu binden
und selbst als Transkriptionsaktivator zu agieren. Es ist aber auch denkbar, daf3 die E(VAR)3-93D-
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Proteine selbst am Prozel3 der Chromatinumstrukturierung beteiligt sind. Im Gegensatz zu den
E(VAR)3-93D-Proteinen wird HistonH1 nicht als maternales Protein, sondern als RNA in die Eizelle
transportiert (Ner und Travers 1994).

Im Blastodermstadium sind die E(VAR)3-93D-Proteine wéhrend der Interphase kernlokalisiert. Sie
dissoziieren nach der Prophase von den Chromosomen und reassoziieren mit ihnen in der Telophase.
Eine zellzyklusabhangige Chromatinassoziation wurde auch fur sequenzspezifische Transkriptions-
faktoren beschrieben (Martinez-Balbetsal. 1995). Die Dissoziation vom mitotischen Chromatin ist
dabei nicht immer Konsequenz einer Inhibierung der DNA-Bindungsaktivitat. Die Reduktion
negativer Ladungen durch Histondeacetylierung und Polyaminbindung, die wahrend der Kondensation
des Chromatins zu beobachten ist, kann ebenso Ursache fir die Verdrangung der
Transkriptionsfaktoren vom mitotischen Chromatin sein, wie Veranderungen in DNA-Topologie und
-Struktur (Martinez-Balbast al. 1995). Eine Dissoziation vom Chromatin wahrend der Mitose wurde
nicht nur far Transkriptionsfaktoren beobachtet. Ein &hnliches Verhalten zeigt das Suppressor-
genprodukt SU(VAR)3-7 (Cleardt al. 1997). Auch die drei Polycombgruppenproteine Polycomb,
Posterior Sex Combs und Enhancer of Zeste sind nicht mit den Chromosomen wéahrend der Metaphase
assoziiert (Buchenaet al. 1998). Wie bei PEV wird der aktive oder reprimierte Zustand der
homootischen Gene stabil von einer Generation auf die nachste weitergegeben. Geringe Mengen an
Polycombgruppenproteinen, die noch mit dem mitotischen Chromatin assoziiert sind, kdnnten diese
Funktion ausiiben (Buchenatial. 1998). Aber auch andere Mechanismen, wie eine durch Proteine
hervorgerufene Markierung aktiver Gene durch Konformationsanderung der DNA wéhrend der Mitose
(Michelotti et al. 1997) oder eine Modifikation des Chromatins durch Acetylierung (Pirotta, 1998)
koénnen fur die Weitergabe aktiver oder reprimierter Zusténde von einer Zellgeneration an die nachste
verantwortlich sein. Der GAGA-Faktor kann auch wéahrend der Mitose an den Chromosomen
nachgewiesen werden, diese Bindung ist aber auf repetitive heterochromatische Sequenzen beschrankt
(Raff et al. 1994).

4.3. Die E(VAR)3-93D-Proteine unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lokalisation im
Interphasekern.

Fir die untersuchten E(VAR)3-93D-Proteine konnte das gleiche Verhalten in der
Embryonalentwicklung und wahrend des Zellzyklus gezeigt werden.

Jedoch deutet die Analyse der rdumlichen Verteilung der E(VAR)3-93D-Proteine mit Hilfe der
Antikdrper Anti-23gt-gesamt, Anti-38gt-spezifisch und Anti-23gt-spezifisch in embryonalen
Interphasekernen und an Polytdnchromosomen auf unterschiedliche Funktionen der einzelnen
E(VAR)3-93D-Proteine hin.

Der Antikdrper Anti-23gt-gesamt, der alle E(VAR)3-93D-Proteine detektiert, zeigt in embryonalen
Interphasekernen neben einer Markierung euchromatischer Bereiche auch eine Bindung an das
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zentromerische Heterochromatin. Da mit den Antikdrpern Anti-23gt-spezifisch und Anti-38gt-
spezifisch keine Proteine im zentromerischen Heterochromatin nachgewiesen werden kdnnen, sollten
dort andere E(VAR)3-93D-Proteine binden. Vdfvar)3-93DLocus werden also Proteine mit
Uiberwiegend euchromatischer Lokalisation, wie 23gt und 38gt, kodiert, aber auch Proteine mit
Lokalisation im zentromerischen Heterochromatin. Auch der GAGA-Faktor, der ein
Transkriptionsaktivator ist und Chromatinstrukturen modifizieren kann (Biggin und Tijan 1988,
Soelleret al. 1993, Brienet al. 1995, Tsukiyamat al. 1995, Okada und Hirose 1998), bindet an das
zentromerische Heterochromatin (Refffal. 1994, Bhagkt al. 1996).

Die Hauptkomponenten des funktionellen Dpl1187-Zentromeres sind Satellitensequenzen (AATAT-
und AAGAG-Repeats) und transponible Elemente (&wual. 1997). Die Bindung des GAGA-Faktors

an repetitive Sequenzen im Heterochromatin sollte von funktioneller Bedeutung seiretRhaff
1994). Diskutiert werden eine Dekondensation der Chromatinstruktur im Bereich essentieller
heterochromatischer Gene, eine Funktion als Boundary-Element, welches ein Spreading von
Heterochromatin ins Euchromatin verhindert, oder eine Modifikation der Chromatinstruktur, um eine
DNA-Bindung heterochromatischer Faktoren zu erméglichen (&adf. 1994). Die E(VAR)3-93D-
Proteine besitzen keine bekannten DNA-bindenden Motive. Sie kénnten aber Uber Protein-
Proteinwechselwirkungen, die Gber die BTB-Domane vermittelt werden, an die heterochromatischen
Sequenzen binden und ahnliche Funktionen wie der GAGA-Faktor ausiiben.

Der Antikdrper Anti-23gt-gesamt markiert an Polytanchromosomen eine Vielzahl euchromatischer
Loci. Dies korreliert mit der Funktion der E(VAR)3-93D-Proteine als allgemeine Transkriptions-
regulatoren, die aufgrund genetischer und molekularer Daten postuliert wurdeetCadra993b;

Dorn und Reuter, personliche Mitteilung). Auch der GAGA-Faktor konnte an einer Vielzahl
euchromatischer Loci detektiert werden (Benyagatal. 1997). Es konnte mit dem Antikérper Anti-
23gt-gesamt nur eine sehr schwache Markierung im Bereich des Chromozentrums nachgewiesen
werden. In embryonalen Interphasekernen konnte jedoch eine Bindung von E(VAR)3-93D-Proteinen
an das zentromerische Heterochromatin detektiert werden. Sowohl flir den GAGA-Faktor ( Benyajati
et al. 1997, Bhatt al. 1996, Raffet al. 1994) als auch fur den Proliferation disrupter (Prod, T&tdk

al. 1997) wurden ahnliche Ergebnisse erhalten. Fur Prod wird deshalb eine Assoziation mmit dem
Heterochromatin diskutiert, welches in Polytanchromosomen stark unterreprasentiert istefTairok

1997).

Die E(VAR)3-93D-Proteine konnten auch an den Telomeren detektiert werden. Im Gegensatz zu den
meisten eukaryontischen Chromosomen be§itasophila melanogastean den Telomeren keine
einfachen Repeats, die von der Telomerase synthetisiert werden, um Verluste durch unvollstandige
Replikation an den Chromosomenenden auszugleichen (Mason und Biessmann 1995). Die Verluste an
den Chromosomenenden werden Iiosophila melanogastedurch die Transposition der
telomerspezifischen RetroposoP&RT(Sheen und Levis 1994) uteT-A(Danilevskajeet al. 1994)
ausgeglichen. Die Retroposons lagern sich als RNA mit ihren Poly-A-Enden an die
Chromosomenenden und durch Reverse Transkription entsteht dann ein neues Chromosomenende
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(Mason und Biessmann 1995). Im Gegensatz zu den Retroposons sind die Funktionen der im Telomer
weiter proximal liegenden Tandem repeats weniger gut verstanden. Sie kénnten eine Wechselwirkung
mit anderen Telomeren vermitteln oder durch Kontakte mit der Kernmembran an der
dreidimensionalen Organisation des Zellkerns beteiligt sein (Mason und Biessmann 1995).
Maoglicherweise sind die E(VAR)3-93D-Proteine durch ihre nachgewiesene Lokalisation an den
Telomeren auch in diese Funktionen involviert.

Welche der mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt detektierten Bindungsstellen im Eu- und
Heterochromatin sind den einzelnen E(VAR)3-93D-Proteinen zuzuschreiben?

Das E(VAR)3-93D-Protein 38gt wird an den meisten, aber nicht allen, euchromatischen
Bindungsstellen der E(VAR)3-93D-Proteine, die mit dem Antikérper Anti-23gt-gesamt nachgewiesen
werden, detektiert. An weitaus weniger Bindungsstellen im Euchromatin kann das E(VAR)3-93D-
Protein 23gt nachgewiesen werden. Ahnliche Abundanzunterschiede zwischen den Proteinen 23gt und
38gt konnten auch in den Westernblotanalysen beobachtet werden. Sie kénnten aber auch durch
unterschiedliche Affinitaten der verwendeten Antikorper erklart werden. Einige Daten sprechen aber
fur die unterschiedliche Abundanz und die verschiedenen Funktionen der einzelnen E(VAR)3-93D-
Proteine. Das 38gt-Transkript ist das abundanteste aller bisher untersuchten Transkripte (Roth,
persdnliche Mitteilung). Fir die cDNA-Klone 23gt, 38gt und 1(8) wurden Fusionskonstrukte mit dem
GFP (green fluorescent protein) unter Kontrolle des Hitzeschockpromotors hergestellt und transgene
Linien erhalten. An den Polytanchromosomen wurden mit einem Anti-GFP Antikorper die GFP-
Fusionsproteine nachgewiesen (Roth, persoénliche Mitteilung). Auch hier konnte gezeigt werden, daf3
das 38gt-Protein das abundanteste Protein ist und an einer Vielzahl euchromatischer Loci detektiert
werden kann. Flr das Protein 1(8) konnten nur wenige Bindungsstellen nachgewiesen werden. Ebenso
wie fUr das endogene 23gt-Protein ist das GFP-23gt-Fusionsprotein auch nach Hitzeschock nur an ca.
40 Stellen auf den Chromosomenarmen detektierbar.

Die Bindungsstellen des E(VAR)3-93D-Proteins 23gt Uberlappen teilweise mit denen des Proteins
38gt, es konnten aber auch spezifische Bindungsstellen fir das E(VAR)3-93D-Protein 23gt detektiert
werden. Es konnten auf3erdem noch euchromatische Bindungsstellen fir E(VAR)3-93D-Proteine
detektiert werden, an denen die beiden Proteine 38gt und 23gt nicht binden. Sie sollten Targets fir
weitere E(VAR)3-93D-Proteine darstellen.

Weder das E(VAR)3-93D-Protein 23gt, noch das E(VAR)3-93D-Protein 38gt konnten an den
Telomeren detektiert werden, hier sollten andere E(VAR)3-93D-Proteine binden. Dieser Befund wird
auch dadurch bestatigt, daR auch keines der untersuchten Fusionsproteine an den Telomeren
nachgewiesen werden konnte (Roth, personliche Mitteilung).

Die nachgewiesene Lokalisation der GFP-E(VAR)3-93D-Fusionsproteine in den transgenen Linien
bestatigt die mit Hilfe der Antikdrper erhaltenen Ergebnisse. Die zu beobachtende unterschiedliche
Abundanz und Lokalisation der beiden E(VAR)3-93D-Proteine 38gt und 23gt ist daher nicht durch
unterschiedliche Affinitdten der verwendeten Antikdrper bedingt. Aul3erdem sind die Daten ein
Beweis fur die Spezifitat der verwendeten Antikorper.
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Interessant ist aulRerdem, dall auch nach einem Hitzeschock und der damit verbundenen
Uberexpression die GFP-E(VAR)3-93D-Fusionsproteine nur an ihren endogenen Bindungsstellen
detektiert werden kénnen (Roth, persénliche Mitteilung). Demzufolge fuhrt eine Uberexpression der
E(VAR)3-93D-Proteine nicht zu deren Bindung an ektopische Bindungsstellen an den Polytan-
chromosomen. Die Bindung des E(VAR)3-93D-Proteins 23gt an weitaus weniger euchromatische
Bindungsstellen als das E(VAR)3-93D-Protein 38gt laflt sich daher nicht nur durch die geringere
Abundanz des Proteins 23gt erklaren. Aufgrund der im gemeinsamen Teil der Proteine gelegenen
Kernlokalisationssequenz sollten alle E(VAR)3-93D-Proteine in den Kern transportiert werden. Uber
die BTB-Doméne konnten Protein-Proteinwechselwirkungen mit weiteren Proteinen stattfinden. Die
Spezifitdt der Wechselwirkungen und die damit verbundene Lokalisation der einzelnen Proteine sollte
jedoch Uber die spezifischen Teile vermittelt werden. Ein Hinweis daflr ist auch das E(VAR)3-93D-
Protein 4(4), welches als Doom im Zusammenhang mit Apoptose identifiziert wurde (ldaley

1997). Doom ist kernlokalisiert und kann durch eine Wechselwirkung mit dem Inhibitor of Apoptosis

in Zellkultur Apoptose auslésen. Die Wechselwirkung beider Proteine wird durch den spezifischen C-
Terminus ermdoglicht (Harvegt al. 1997). Andere E(VAR)3-93D-Proteine sind mdglicherweise fir

den Einflul? dieses Locus auf PEV und die Regulation des Bithoraxkomplex verantwortlich. Das
E(VAR)3-93D-Protein 38gt [Mod(mdg4)2,2] wurde als Interaktor mit dem Su(Hw)-Protein
identifiziert, welches die Wechselwirkung zwischen gewebespezifischen Enhancern und dem
Promotor anyellowdocus verhindert (Gerasimow al 1995).

Alternatives SpleiRen bei Chromatinproteinen wurde bisher wenig untersucht. Beim GAGA-Faktor
konnte gezeigt werden, daR von den zwei untersuchten Isoformen nur eine wahrend der ersten 6
Stunden der Embryogenese detektiert werden kann. Im Gegensatz zu den E(VAR)3-93D-Proteinen
konnte jedoch fir die untersuchten Isoformen des GAGA-Faktors eine Kolokalisation an
Polytdnchromosomen beschrieben werden. Fir beide Isoformen konnten gleiche Fumktidimen
nachgewiesen werden (Benyagetial. 1997).

4.4. Die Mutation E(var)3-93D’1-4 wurde durch die Insertion einesgypsyahnlichen
Retrotransposons in das 3. Intron verursacht

Die Mutation E(var)3—93[71'4wurde durch die Insertion einggpsyahnliches Elementes in das 3.
Intron, 84 Basen nach dem Ende des 3. Exons, verursacht.

Eine Insertionsmutation kann verschiedene Konsequenzen haben. Es kénnen proteinkodierende
Regionen zerstort werden, die Prozessierung der RNA und die Wechselwirkungen zwischen
regulatorischen Elementen fir die Transkriptionsinitiation kdnnen behindert werden.

Am yellowLocus wurde die Insertion einggpsyElementes 700bp upstream vom Transkriptionsstart
identifiziert, was zu einer gewebespezifischen Repressioyalesv-Gens fuhrt. Diese kann durch
Mutationen im Su(Hw)-Gen revertiert werden (Harrigbal. 1989). Im Bereich zwischen der 5'LTR

und dem Startkodon des gag-Gens konnte eine Su(Hw)-Bindungsregion identifiziert werden. Sie
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besteht aus 12 Kopien der Konsensussequenz 5 -PyPuTTGCATACC-Py3’, die durch AT-reiche
Sequenzen unterbrochen werden. An die Konsensussequenzen bindet das Su(Hw)-Protein, ein DNA-
bindendes Protein mit 12 Zinkfingerstrukturen (Harrigbral. 1989). Durch Deletionsexperimente
konnte bewiesen werden, daf3 die Su(Hw)-Bindungsregion figypgyMutagenese aryellow-Locus
notwendig ist (Smith und Corces 1992). Die Bindung des Su(Hw)-Proteins verhindgellam:

Locus Wechselwirkungen von Enhancern, die distal der Insertionsstelle liegen, mit dem Promotor
(Gerasimovaet al. 1995, Gdulaet al. 1996). Mutationen inmod(mdg4)Gen verhindern zusatzlich die
Wechselwirkung von proximal gelegenen Enhancern mit dem Promotor (Gerastaka 995,

Gdulaet al. 1996). Das durch die Insertion des mobilen Eleme8&takkeridentifizierte Transkript
mod(mdg4)2,2st identisch mit denk(var)3-93D Transkript 38gt (Gerasimowt al. 1995).

Beim inseriertengypsyahnlichen Element deE(var)3-93D/ 1-4Mutation sind die Su(Hw)-
Bindungsstellen deletiert. Daher sollte ein anderer Mechanismus zur Mutagenese durch das inserierte
gypsyéahnliche Retrotransposon fiihren. Es konnteE(nar)3—93E71'4Mutanten ein abberantes
Transkript nachgewiesen werden, welches aus den ersten drei Exonen, 84 Basen des 3. Introns und
304 Basen des 5 -nichttranslatierten Bereichesggpsyahnlichen Elementes zusammensetzt. Es

wird ein Polyadenylierungssignal innerhalb der 5’'LTR des Retrotransposons genutzt. Auch infolge
einergypsylnsertion in das 2. Intron des Gtarkedwurde ein abberantes Transkript identifiziert,
welches sich aus Exonbereichen vimrked Intronbereich und 5 -LTR-Sequenz vgypsy
zusammensetzt (Ishimaru und Saigo 1993). Das gleiche Polyadenylierungssignal innerpgtisydes
ahnlichen Elementes wird bei der MutaB(gar)3-93D'1-4 genutzt.

Die MutanteE(var)3-93D’1-4 wurde nach Insertionsmutagenese durch ein modifiziertes P-Element,
daslcarus-neeElement (Steller und Pirotta 1986), erhalten. Dearus-nesElement an der
zytologischen Position 27A sollte unter P-hybriddysgenen Bedingungen mobilisiert werden, aber in
keiner der selektierten Mutanten konnte seine Transposition nachgewiesen werdest @d903a).

Deshalb wurden die selektierten Mutationen als spontan klassifiziert. Die Mutationsrate liegt fir die
induzierten Enhancermutationen bei 4,6x1.0nd ist damit vergleichbar mit induzierten Mutationen
durch das modifizierte P-ElemeBR{IArB] (1x104) und Roéntgenstrahlmutagenese bei weiblichen
Tieren (2,2x10% (Dornet al.1993a).

Transponible Elemente sind normale Bestanteile eukaryontischer Genome, ca. 10% des
Drosophilagenoms und bis zu 35% des menschlichen Genoms bestehen aus mobilen Elementen
(Labrador und Corces 1997). Transpositionen mobiler Elemente sind infolge von Element-
Wirtsinteraktionen normalerweise gut kontrolliert (Labrador und Corces 1997, Lozovekaya

1995). Die Transposition von P-Elementen ist in sog. P-Stdammen, die viele P-Elemente im Genom
enthalten, sehr gering. Werden diese P-Mannchen mit M-Weibchen, die keine P-Elemente im Genom
besitzen, gekreuzt, kommt es zu einer hohen Transpositionsrate von P-Elementen, jedoch nicht in der
reziproken Kreuzung (Engels 1989). Auch die Transpositionsrate flrggasyElement ist
normalerweise sehr gering (Dominguez und Albornoz 1996, Kimal. 1994). Sehr hohe
Transpositionsraten dgypsyRetrotransposons, die mit der Produktion des retroviralen Envelope-like
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Proteins korrelieren, wurden dagegen im Hintergrund von MutationeftadesnceGens beobachtet
(Prud’hommeet al. 1995, Pelissoret al. 1995). DasflamenceGenprodukt sollte daher an der
Repression der Transposition dggsyElementes beteiligt sein.

Eine Komobilisation anderer mobiler Elemente als das P-Element selbst durch P-Hybriddysgenese ist
umstritten (Engels 1989). Multiple Transpositionsereignisse, unter anderem auadjypsyn
Elementen, wurden nach P-Hybriddysgenese beschrieben (Geraseanaltial984). Auch bei
Drosophila virilis wurden nach hybriddysgener Kreuzung mindestens vier unabhangige transponible
Elemente mobilisiert (Petrogt al. 1995). Mdglicherweise induzieren Doppelstrangbriiche in der
DNA, die durch die Transposase verursacht werden, in der Zelle eine Reaktion, die zur Derepression
der Transposition weiterer mobiler Elemente flhrt (Pettcad. 1995).

Es ist also nicht auszuschlieRen, dal3 unter P-hybriddysgenen Bedingungeypshgthnliche
Element mobilisiert wurde. Mdglicherweise erfolgte auch bei weiteren Mutanten, die aus dieser
Kreuzung erhalten wurden, eine Insertion dieses Elementes. Durch Southernblotanalysesitwnd
Hybridisierungen von Polytanchromosomen mit einer Sonde augdesyahnlichen Element kann

dies Uberprift werden. Damit ware die molekulare Analyse weiterer funktionell interessanter
Enhancer- und Suppressormutationen mdoglich.

4.5. Die Expression der E(VAR)3-93D-Proteine in ausgewahlten Mutanten

Bis auf eine Ausnahme sind alle bekannigwar)3-930Mutationen rezessiv letal, was ein Hinweis

fur essentielle Funktionen dieses Locus ist.

Die Mutation E(var)3-93D/1-4 konnte molekular charakterisiert werden. Durch die Insertion des
gypsyahnlichen Elementes in das 3. Intron wird ein abberantes Transkript mit einer &hnlichen Struktur
wie bei der MutantE(var)3—9301901299ebildet. Die von den Transkripten kodierten Proteine setzen
sich aus der BTB-Domane und weiteren 9 Aminoséauren, die von der Intronsequenz kodiert werden,
zusammen. Beide Mutanten unterscheiden sich in ihrem Verhalten. Wahreé(gat)s-930'€0129
Mutation bei 29C sehr stark semiletal ist, ist die Mutar¢var)3-93D'1-4 auch bei dieser
Temperatur rezessiv letal. In beiden Mutanten konnte im dritten Larvenstadium ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 33kDa detektiert werden, welches noch die BTB-Doméne enthalt.

An Polytanchromosomen homozygotgvar)3-93D'1-4Mutanten sind mit allen verwendeten
Antikorpern keine E(VAR)3-93D-Proteine mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu kdénnen bei
homozygoterE(var)3—93D‘e°129Mutanten an Polytanchromosomen noch sehr geringe Mengen an
E(VAR)3-93D-Proteinen detektiert werden. Dabei sollte es sich nicht um das verkirzte, fur die
Mutante postulierte Protein handeln. Da die Proteine auch mit dem Antikérper Anti-38gt-spezifisch
detektiert werden konnten, handelt es sich dabei um vollstandige Proteine mit spezifischem C-
Terminus. Gegen das Vorhandensein von maternalem Protein spricht das Fehlen der Proteine bei der
MutanteE(var)3-93D71'4und die Letalitat fast aller anderen bekannten Mutationen dieses Locus im
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1. oder 2. Larvenstadium. Bei der Mutati&var)3-9301€0129so|iten durch Spleivorgange in
geringer Menge neben dem abberanten Transkript noch Wildtyptranskripte gebildet werden. Die
Insertionsstellen der mobilen Elemem@Chsneory und demgypsyahnlichen Retrotransposon

liegen 37 Basenpaare voneinander entfernt. Spleilunterschiede fir beide Mutanten kdnnten durch den
Insertionsort oder die Starke der Polyadenylierungssignale der beiden mobilen Elemente begriindet
sein. Bei der GAGA-Mutatiofirl 13C erfolgte die Insertion eines P-Elementes in das erste Intron des
Trl-Genes (Farkast al. 1994). Die Mutation ist semiletal und die homozygoten Weibchen sind steril.

Es konnte in den homozygoten adulten Weibchen neben dem verkirzten Transkript von 1kb noch das
Wildtyptranskript mit einer GrofR3e von 2,4kb nachgewiesen werden @halt 1996). Es sollten

durch SpleiRvorgange das verkirzte Transkript infolge der Insertion im Intron aber auch noch in
geringen Mengen das Wildtyptranskript gebildet werden.

Bei 29°C ist die MutanteE(var)3-930'€0129sehr stark semiletal und weiblich steril. In den
Eikammern konnten keine kernlokalisierten E(var)3-93D-Proteine mehr detektiert werden, was mit
der weiblichen Sterilitat korreliert.

Die rezessive Letalitat bei 18 und 28C konnte durch P-elementvermittelte Transformation des
7,5kb BamH1-Fragmentes, welches die ersten vier gemeinsamen ExondB(\da33-93D-Locus
enthalt, partiell gerettet werden, nicht aber die weibliche Sterilitat der Tiere (Dorn, personliche
Mitteilung). Doch wéhrend die Nachkommen von homozygdiévar)3-9303'€0129\utanten in

ihrer Entwicklung unmittelbar nach der Befruchtung arretieren, fiihrt das zuséatzlicheBayskii -
Fragment zum Uberleben einiger Tiere bis Uber das Blastodermstadium hinaus. Durch
immunozytologische Analysen konnten in diesen Embryonen E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen
werden, die auch zum Teil kernlokalisiert sind. Das 7B&bH1-Fragment kodiert neben der BTB-
Domane, im Gegensatz zur Mutarﬁeyar)3-93Ij‘ec’lzf,9 auch fur einen Proteinabschnitt, der die
Kernlokalisationssequenz enthélt (siehe Einleitung Abb. 1). Phé&notypisch zeigen die Embryonen
zahlreiche Defekte. Es wurden im Blastodermstadium abnormal strukturierte Kerne gefunden, die von
der Oberflache wieder ins Innere der Embryonen gefallen sind. Die Kerne weisen Defekte, wie
Chromatiniber- und -unterkondensation sowie Chromatinfragmentierung auf. Auch die Polzellen sind
abnormal strukturiert. Ein Zuriickfallen abnormal strukturierter Kerne in das Innere des Embryos
konnte auch fir andere Mutanten mit Kerndefekten beobachtet werden, z.B. fur HP1-Mutanten
(Kellum und Alberts 1995). HP1 ist Bestandteil des Heterochromatins (&rak4989, Eissenberg

et al. 1990) und wird fur die korrekte Chromosomensegregation in Drosophilaembryonen benétigt
(Kellum und Alberts 1995). Auch in Nachkommen homozygo‘fer13C-Mutanten konnten
Chromatinkondensationsdefekte und Chromatinfragmentierung gefunden werdeet(Bhab96).

Der GAGA-Faktor sollte deshalb fir die Dekondensation des Chromatins nach der Mitose und die
Herstellung eines replikations- und transkriptionskompetenten Chromatins benétigt werden . Ebenso
sollte er Funktionen bei der Kondensation und der Trennung homologer Chromosomen nach der
Replikation besitzen (Bhat al. 1996).
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Es wurden E(VAR)3-93D-Proteine nachgewiesen, die auch wie der GAGA-Faktor im
zentromerischen Heterochromatin lokalisiert sind. Ebenso wurden Proteine mit euchromatischer
Lokalisation identifiziert (23gt, 38gt). Die zu beobachtenden Mutanteneffekte deuten ebenso auf einen
funktionellen Dualismus der E(VAR)3-93D-Proteine im Eu- und Heterochromatin hin, der auch fir
den GAGA-Faktor beschrieben wurde (Reiffal. 1994, Bhatkt al. 1996).

Ein Uberleben homozygot&(var)3-930'€0129Nachkommen vor(var)3-930'€0129TM3 Tieren

mit genomischem 7,5kBanH1-Fragment ist moglicherweise durch die maternale Komponente
bedingt, die die Funktionen der E(VAR)3-93D-Proteine wahrend der frilhen Entwicklungsstadien
austiben kann. Von den adulten homozygd&érar)3-930'€0129\utanten mit zusatzlichem 7,5kb
BanH1-Fragment wird dann mdoglicherweise ein verkirztes Protein in die Eizelle transportiert, was
aber noch die Kernlokalisationssequenz besitzt. Da aber die spezifischen C-terminalen Bereiche
wahrscheinlich wichtig fir die Lokalisation und Funktion der E(VAR)3-93D-Proteine im Chromatin
sind, ist das Protein nicht in der Lage, diese Funktionen auszulben. Eine ausgepragte maternale
Komponente wurde auch fir den GAGA-Faktor nachgewiesen (8hak 1996). Homozygote
Nachkommen heterozygotérl 13C Mutanten sind semiletal. Aber auch hier sind die Weibchen steril

und deren Nachkommen zeigen die schon beschriebenen Defekte. Die maternale Komponente ist aber
beim GAGA-Faktor aber kein Protein, sondern RNA (B#ail. 1996).

Durch immunologische Analysen konnten E(VAR)3-93D-Proteine mit unterschiedlicher Abundanz
und Lokalisation nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten durch Untersuchungen transgener
Linien, die verschiedene E(VAR)3-93D-GFP-Fusionsproteine exprimieren, bestatigt werden (Roth,
personliche Mitteilung). Die E(VAR)3-93D-Proteine sind in verschiedene Prozesse involviert. Sie
Uben einen Einflu auf PEV und die Regulation des Bithoraxkomplexes aus €¢Daknl993b).

Doom interagiert mit IAP von Baculovirus und ist in der Lage, Apoptose auszulésen (Heazley
1997). Mod(mdg4) wechselwirkt mit Su(Hw) und ist dadurch an der Regulation insulierender
Sequenzen beteiligt (Gerasimoea al 1995). Die unterschiedliche Lokalisation der einzelnen
E(VAR)3-93D-Proteine weist auf deren spezifische Beteiligung an den verschiedenen Prozessen hin.
Untersuchungen weiterer transgener Linien einzelner E(VAR)3-93D-GFP-Fusionsproteine kdénnen
AufschluRR tber Lokalisation und Funktion weiterer E(VAR)3-93D-Proteine geben. Vor allem sollen
damit die im Heterochromatin lokalisierten Proteine identifiziert werden.

Koimmunoprazipitationen und der Einsatz des Hefe-Dihybridsystems ermdglichen den Nachweis
individueller E(VAR)3-93D-Proteine in verschiedenen multimeren Proteinkomplexen mit
unterschiedlichen Funktionen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Vom E(var)3-93DLocus werden durch alternatives Splei3en verschiedene Transkripte gebildet. Die
resultierenden Proteine besitzen einen gemeinsamen N-Terminus, der auch die BTB-Domane enthélt,
und verschiedene C-Termini (Doet al. 1993b, Dorn und Roth, persdnliche Mitteilung). Die
vorliegende Arbeit beschreibt die funktionelle Analyse Besr)3-93DLocus mit Hilfe spezifischer
Antikérper und ausgewahlter Mutanten.

Die MutanteE(var)3-93[71'4 wurde durch die Insertion eingypsyahnlichen Retrotransposons
verursacht. Es wird in dieser Mutante ein Transkript gebildet, welches sich aus den ersten drei Exonen,
84 Basen Intronsequenz und 304 Basen des 5 -nichttranslatierten Bereiches des inggpigyten
ahnlichen Retrotransposons zusammensetzt. Aufgrund dieses Transkriptes kann ein Protein abgeleitet
werden, welches sich aus der BTB-Domane und weiteren 9 Aminosauren, die von der Intronsequenz
kodiert werden, zusammensetzt. Dabei handelt es sich um dasselbe Protein, welches auch fur die
E(var)3-930€0129\utation identifiziert werden konnte (Schotta, 1997).

Die E(VAR)3-93D-Proteine werden als maternale Komponente in die Eizelle gegeben. In den
Embryonen sind sie zunachst uniform verteilt. Erst ab dem 9. Kernteilungszyklus kann ihre
Kernlokalisation nachgewiesen werden. Zu diesem Zeitpunkt ersetzt auch HistonH1 das Protein
HMG-D des zuvor transkriptionell inaktiven Chromatins (Ner und Travers, 1994).

Wahrend der Mitose erfolgt eine Dissoziation der E(VAR)3-93D-Proteine vom Chromatin. Sie sind
wahrend der Meta- und Anaphase nicht mit den Chromosomen assoziiert.

Es konnte flr einzelne E(VAR)3-93D-Proteine eine unterschiedliche Lokalisation im Interphase-
chromatin nachgewiesen werden. Das E(VAR)3-93D-Protein 38gt ist ein allgemeiner und abundanter
Bestandteil des Euchromatins. Im Gegensatz dazu ist das E(VAR)3-93D-Protein 23gt nur an ca. 40
euchromatischen Bindungsstellen nachweisbar. Diese Uiberlappen teilweise mit denen des E(VAR)3-
93D-Proteins 38gt, es konnten aber auch Bindungsstellen nachgewiesen werden, an denen das
E(VAR)3-93D-Protein 23gt, nicht aber das E(VAR)3-93D-Protein 38gt bindet.

Weder im zentromerischen Heterochromatin, noch an den Telomeren, konnten die E(VAR)3-93D-
Proteine 38gt und 23gt nachgewiesen werden. FlUr die Assoziation mit heterochromatischen
Sequenzen sollten daher andere E(VAR)3-93D-Proteine verantwortlich sein.

Das in den insertionelle Mutant&i{var)3-9301€0129nd E(var)3-930'1-4 exprimierte verkiirzte

Protein ist nicht kernlokalisiert. In homozygot&fvar)3-930'€0129eibchen, die bei einer
Entwicklungstemperatur von 29 selektiert wurden, konnten in den Kernen der Eikammern keine
E(VAR)3-93D-Proteine detektiert werden, was mit der weiblichen Sterilitat der Tiere korreliert.

Die unterschiedliche Lokalisation der E(VAR)3-93D-Proteine weist auf verschiedene Funktionen
einzelner E(VAR)3-93D-Proteine hin. Dabei sollten die verschiedenen C-terminalen Bereiche eine
wichtige Rolle spielen.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACF
APS
Asp
ATP
BCIP
BP
BSA
cDNA
CHRAC
DAPI
dATP
DEPC
Df
DNA
DNase
DTT
E(var)
EDTA
EGTA
EMS
FITC
FT

g

GFP
GST
HEPES
HFT
HMG
HP1
hsp
IAP
IPTG
kb

kDa
LAZ3/BCL6
LB

ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor
Ammoniumpersulfat

Aminoséureposition

Adenosin-5’-triphosphat
5-Bromo-4chloro-3-indolyl-phosphat

Bandpal3

Rinderserumalbumin

copy-DNA, doppelstrangige DNA-Kopie der mRNA
Chromatin accessibility complex
4,6-Diaminino-2-phenylindol

2 -Desoxy-ATP

Diethylpyrocarbonat
Defizienz
Desoxyribonucleinsdure

Desoxyribonuclease

1,4-Dithiothreitol

Enhancer fiir Positionseffekt-Variegation
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bisB-aminoethylether]-NNN"N’-tetraessigsaure
Ethylmethylsulfonat

Fluorescein-Isothiocyanat

Farbteiler

Erdbeschleunigung

Green fluorescent protein adsquorea victoria
Glutathion-S-Transferase
N-2-Hydoxyethylpiperazine-N"-2-ethansulfonsaure
Hauptfarbteiler

High mobility group

Heterochromatisches Protein 1
Hitzeschockpromotor

Inhibitor of apoptosis
IsopropylB-D-thiogalactopyranosid

Kilobasen

Kilodalton
Lymphoma-associated zinc finger 3 / B cell ymphoma 6
Luria Bertani
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LP Langpalf}

mod Modifier

MOPS Morpholinpropansulfonsaure
MRNA Messenger RNA

NBT Nitro Blue Tetrazolium

NFT Nebenfarbteiler

NHS N-Hydroxysuccinimid

NURF Nucleosome remodelling factor
oD optische Dichte

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat gepufferte Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PEV Positionseffekt-Variegation

PLZF Promyelocytic leukemia zinc finger
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POZ Poxvirus and zinc finger

PRE Polycomb group response elements
PVDF Polyvinylidenefluorid

PVP Polyvinylpyrrolidon

RAR retinoic acid receptor

RNA Ribonucleinsaure

RNase Ribonuclease

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Reverse Transkription

SDS Natriumdodecylsulfat

Su(var) Suppressor fur Positionseffekt-Variegation
Su(Hw) Suppressor of hairy wing

TBS Tris gepufferte Saline

TEMED N,N,N°,N"-Tetramethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trl Trithorax-like

U Unit

X-gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyp-D-galactopyranosid
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