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1 ZUSAMMENFASSUNG

In der Spernogenesevon Drosophila wird im Kanustadiumder Wechsel von einer auf
Histonen zu einer auf Protamindmasierenden Chromatinstruktur von einer groldenge an
DNA-Brichenbegkitet. Die Analyse der Induktion wie auatler Reparaturdieser Briiche,
liegt im Fokus des ersten Teils dieser Dissertatitierfir wird zunachst die Beteiligung von
Endonukleasen am Setzen der DIBAIche untersucht, doch aufgrund der Expressionsmuster
kénnen die Nukleasen Tenghl, wie auch Squash und Squdige als Induktoren der
Strangbriiche ausgeschlossen werdemallel zu den DNABruchenwerdengrol3e Mengen
an UbcD6, denbrosophilaHomolog zu Radén Hefen, exprimiert und eine Beteiligung des
Enzymsan der Reparatur der DNA wurde in Betracht gezogen. Jedoch ist es nicht méglich
das Fusionsprotein UbcBSGFP im Kanustadium zu exprimieren und so wird die Verteilung
weiterer Proteine derRad6Postreplikationsreparatuuntersucht. Allerdings sind die
Transkripte der Komponenten ausschlie3lich in frihen Spermatogenesestadien zu detektieren
und so scheint die Reparatur der Briiche durch UbcD6 auf anderen Mechanismen zu beruhen.
Der Schwerpunktder vorliegendenDissertation befasst sich jedoch mit der Analgss
Histonrahnlichen ProteindMst77F Mst77F ist ein Chromatiassoziiertes Protein, dessen
Transkription tTAFabhangig erfolgt und zudem einganslationalen Repression unterliegt.
Jedoch wird die translationale Repression von Mst#iF;egensatz zu daneisteranderen
Testisspezifischen Genemicht Gber dies' UTR reguliert. Vielmehr zeigemeineAnalysen
von transgenen Fliegen, dass die Repression wie auch die Aktivierung der Translation der
Mst77FmRNA Uber Bereiche im ORF kontrolliert wird. Wefi@nrendeExpressionsstudien
zeigen zudem dassMst77F in Spermatozyten einer spei@ Transkriptionsrepressien
kontrolle unterliegt undlie Translatiorvon Mst77Fspezifischin der Spermiogenese aktiviert
wird. Eine Translation isomatischen Zellearfolgt hingegen nusehr ineffizient
Mst77F bildet eine Komponente des reifen Spermiums und Uberraschenderweise zeigen
20% der spaten Spermatidenkerne, nach einer ektopischen Expression von-8&EH,Am
wildtypischen Mst77Fintergrund, eine abnormaleernform. Zudem kann gezeigt werden,
dass dieser Phanotyp in Abhangigkeit von speziellen Proteindoménen, eieenilen
Domaéane mit Kernlokalisationssignalen und eineteNninalen CoileeCoil Doméne, auftritt.
Uber die CoiledCoil Doméane kénnen Proteéiteraktionen bzw. Vernetzungen von Proteinen
erfolgen in vitro fuhrt dieszu einerKompaktierung im Chromatjrin Ubereinstimmung mit
den hierprésentierterin vivo Daten.Daherkann postuliert werderdassMst77Fwahrend der

Reifung des SpermiumsineRegionspezifischeChromatirkondensation, rendglicht.
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SUMMARY

During Drosophilaspermatogenesis the replacement of histones by protaatiribe canoe
stageis accompanied by numerous DNA breaks. The induction and repair of these DNA
breaks are analyzed in the first part of this thesis. First | analyzed the influence of
endonucleases in setting DNA breaks, but neither TetgHor Squash or Squabke are
expressed during the switch and therefore are not required for the induction of DNA breaks.
In parallel to the DNA breaks high amounts of UbcD6, Eresophila homolog of yeast
Rad6, are detectable. A specific role of the enzyme in DNA repair can be cedsiBet
unfortunately it is not possible to express the fusion protein UlsBXeP in canoe stage
nuclei. Therefore we started analysing other components of the Rad6 postreplication repair.
However, the transcripts of the components are transcribed onlgaily stages of
spermatogenesis. Thus, the repair of DNA breaks via UbcD6 seems to basaltennative

repair mechanism.

The major part of this thesis deals with timker histonelike proteinMst77F, a chromatin
component of mature sperm. It was shown that the transcription of Mst77F depends on tTAFs
und thatMst77F mRNA underlies translational repression. In additiooould show that, in
contrast to the majority of testspecific genes, h5 UTR is not sufficient to mediate
translational repression of tlmrresponding mRNAs. Interestinglgnalyses of transgenic
flies clearly highlightdistinct regions within the ORF essential for translational repression and
activation ofMst77FmRNAs. Furthermore, analyzing ectopic expression of Mst77F suggests
that translation of Mst77F may be specific for germ cells and that in spermatbtstiea-
transcript expression is controlled by a special transcriptional machinery.

Mst77F is a chromatin compent of the mature sperm and surprisingly, after ectopic
expression of Mst7#eGFPin a wild-type backgroundabout 20% of late spermatid nuclei
look abnormallt can be demonstrated that the phenotype depends on special domains in the
protein structure, aC-terminal domain with several nuclear location signals and one
N-terminal coiledcoil domain. The coile@oil domain is a typical proteiprotein interaction
domain which allows a kind of crosslinking of the proteinkis fits very well within vitro
daa, indicating a role of Mst77F in compaction of the chromative hypothesizehat

Mst77Faffords,in case of sperm maturatiochromatincondensatiotn specific regions
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2 EINLEITUNG

Die Spermatogenese igt vielen Tiere, von Drosophila melanogastebis hin zu den
Mammaliern, stark konserviertUbersichtsartikel:Rathke et al., 2014)Sie bildet ein
komplexes Zelldifferenzierungssystem, bei dem sich aus einer dipl@teanmzelle ein
befruchtungsfahiges haploides Spermium entwickelt. Eine grof3e Menge an Genprodukten
wird bendtigt, welche nicht nur zeitlich, sondern auch gewebespezifisch reguliert werden
missen (UbersichtsartikelWhite-Cooper 2010) Es kommt zu morphotpschen Anderungen

des Spermatidenkerns, einhergehend mit eikbknstrukturierung von DNAProtein
Komplexenund der daraus resultierenden Kondensation des Chromatins.

Fur die Untersuchung der zeitlich begrenzten und gewebespezifischen Translation der
Genpodukte, wie auch fir die Chromatinkondensation, bildet diosophila
Spermatogenese ein perfektes Modellsystem.b&gitzt sie nicht nur einen vergleichbar
kurzen Lebenszyklus, sondern eine ebenso gute methodische Zuganglichkeit. Transgene Tiere

kénnen shnell erzeugt und genetische Hintergriinde analysiert werden.

2.1  Die Spermatogenese ibrosophila melanogaster

Die Testes adulter Mannchen vBmosophila melanogastesind paarig angelegt und bilden
schneckenartig aufgerollte Schlauche, in denen die Keiemzdtrem Entwicklungsstadium

nach, von apikal nach distal angeordnet sind. An der T8pitge befindet sich die
Hub-Region das Stammzellzentrum, bestehend aus somatischen Zystvorlauferzellen und
Keimbahnstammzellen. Wahrend der ersten asymmetrischiéeildeg einer Stammzelle
entstehen zwei Tochterzellen, von denen eine ihren Stammzellcharakter beibehélt und die
andere das Spermatogonium bildet (siehe Abbildung 2.0). Das Spermatogonium wird von
zwei somatischen Zystzellen umgeben und beginnt mit deimzelldifferenzierung
(Ubersichtsartikel: Fuller, 1993pie Zystzellen sindvermutlich funktionell analog zu den
Sertolizellen aus Saugern und umschlieBen alle folgenden Stadien der
Keimzelldifferenzierung. Das Spermatogonium durchlauft vier mitotiscedurigen mit
unvollstandiger Zytokinese. Die entstehenden sechzehn primaren Spermatozyten bleiben Uber
Zytoplasmabriicken verbunden und treten synchron in die meiotiacHdeéhase ein. In der
3,5Tage andauernden @zhasglLindsley und Tokuyasu, 198@&pmmt es zu einem rapiden
Anstieg der Transkription und einem Zellwachstum um den Faktor 25. Mit dem Beginn der
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meiotischen Teilungen sinkt das Transkriptionslevel wieder fast bis zum ErliBgadgna
etal., 1991 Ubersichtsartikel: RenkawitRohl, 2005Barreau et al., 2008

Aus den meiotischen Teilungen gehen 64 haploide Spermatiden hervor und durchlaufen
den Prozess der Spermiogenese. Die Spermiogenese umfasst die Umformung des Zellkerns
von einer runden zu einer nadelfdrmigen Struktur. Dieser Bsozeird von der
Reorganisation des Chromatins begleitet, einhergehend mit dem Austauddistamen zu
Protaminen(siehe Kapitel 2.2 Seitd1), und resultiert in einer Volumenreduktion des
Spermatidenkerns um den Fakffl0 (Ubersichtsartikel: Fuller, 199 Zudem kommt es zu
einer Umstrukturierung vieler Zellorganellen. Das Axonem des Flagellums beginnt vom
Basalkorper am Nukleus her auszuwachsed die Mitochondrien werden umgeforrtas

Flagellum erreicht eine Lange von bis zu 1,8 mm (UbersichtsafReslkawitzPohl, 2005.

Keimbahnzellen somatische
Zellen

Stammzellen Hubzellen

Mitotische Zellen Zystzellen

Priméare
Spermatozyten

Meictische
Spermatozyten

Runde Spermatiden

@ @ frihe differenzierte
Spermatiden
Fe Fy
PPP® ot
Vesikel

- Spermatiden

%% % reife Spermien

Abb. 2.0: Die Spermatogenese vomrosophila melanogasterim Uberblick. Schematische Darstellung der

Spermatogenese vddrosophila Aufgezeigt sind die einzelnen Entwicklungsstadien der Spermatogenese, von
den Stammzellen (oben links) bis hin zu den reifen Spermien (unten lkk&)ler rechten Seite ist eine
DurchlichtAufnahme eines adulten Testis gezeigt und die Lage der einz@ekstadien farbig markiert.
(Abbildung modifiziert nach: © Helen Whit€ooper;http://www.fly-ted.org Zhao et al., 2010

Es folgt die Individualisierung. Der Individualisierungskomplex trennt die Spermatiden, die
Zytoplasmabriicken werden aufgelostuhd s ¢ ber sch ¢ s si gWasteZBagso pl asn
abgestriffen Kicks et al., 1999 Die individualisierten Spermien werden aus dem
Zystverband gel6dsind in die Samenblase entlass€aluyasuet al, 19739.
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2.2 Die Chromatinreorganisation wahrend der

Spermiogenese voimrosophila

Im Laufe der Saugeti€@permiogenese werden die somatischen -Elistone von der DNA
gelést und durch Transitionsproteine (TP1 und TP2) ersetzt. Dies sind klesmcHe
Proteine, dererfFunktion weitgehend unbekannt idillqersichtsartikel:Braun, 2001 Die
Transitionsproteine werden anschlieRend durch stark basische Protamine ersetzt. Sie sind
reich an Cysteinen und Argininen und ermdglichen in den reifen Speremen hoch
kondensierte und transkriptional inaktive  ChromatinstruktutUbefsichtsartikel
Sassoné€orsi, 2002. In den meisten Saugern existiert ein Protamingen, in Mausen und
Menschen existieren zwei Protaminge@ddg et al., 200 Wahrend in Fischen dnVdgeln
die Histone vermutlich direkt durch Protamine ersetzt werden, bleibt in Anneliden und
Echinodermaten eine auf Histonen basierende Chromatinstruktur auch in reifen Spermien
erhalten. Ein Rest an Histonen ist auch in den reifen Spermien von Saugegrzeichnen.
Er variiert jedoch je nach Spezies zwische¥ ind 20%. In Menschen verbleiben etwa
10-20 % der Histone am ChromatitversichtsartikelWoutersTyrou et al., 1998

In der Sperrnrogenese vorDrosophila melanogastewird der Wechsel von einer auf
Histonen zu einer auf Protaminen basierenden Chromatinstmtktmogen(siehe Abbildung
2.1) Jayaramaiah Raja und Renkawiahl, 2005).Drosophilabesitzt zweiProtamingene,
Mst35Ba (protamine A) und Mst35Bb (protamine B). Die Protamine sind gréf3er als die
Protamine von Saugern und besitzen eine HB&R (high mobility group, eine Doméne
welche die Interaktion zwischen Protein und DNA ermdglicBor(s et al.,, 2006
UbersichtsartikelStroset al, 2007.

Ahnlich der SéagetierSpermiogenese wird imUbergang von den Histonen zu den
Proaminen ein Transitionsprotein exprimiert, Transitiproteinlike 94D (TpP*P), welches
wie die Protamine vomrosophilg durch eine HMGBox charakterisiert istEs zeigt das
gleiche Expressionsmuster wie die Transitionsproteine der Saugetiere, weist jedoch keine
Sequenzhomologien zu ihnen aiathke et al., 2007 Ob zudem, &hnlich der Sauger, auch
in Drosophila noch Histone im reifen Spermium vorhanden sind, kann mit Hilfe von
ImmurfluoreszenzZNachweisennicht visualisiert werdenRathke et al., 2007 Hinweise
darauf liefern jedoch Proteomigsalysen an reifen Spermieddrus et al., 2006 Fliegen
mit einer homozygotereleion der Gene protamine Aund B sind sensitiver gegeniber
Rontgenstrahlung, jedoch verlauft die DNndensation weitgehend normaRgthke,
Barckmann et al.,, 20)0 Aufgrund dessen wurde in dieser Dissertation eine weitere
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Komponente des reifen Spermiums Drosophila untersucht, Mst77F Male specific
transcribed’7F).

Kerne runder  junge elongierende Kerne des frithen Kerne des spéten Kerne wahrend der Kerne reifer
Spermatiden Kerne Kanustadiums Kanustadiums Individualisierung Spermien

. .
..
Histone

TpIB'iD

Protamin A, Protamin B, Mst77F
L. =
DNA-Briche, Ubiquitin, UbcD6

anti-Mst77F

G Mst77F-eGFP | H
Mst77F-eGFP

Abb. 2.1: Der Wechsel von einer auf Histonen zu einer auf Protaminen basierenden Chromatinstruktur.

Gezeigt sind TesteQuetschpréaparate zur Visualisierung einzelner Stadien der Spermiogend3msophila

In (A-F) ist ein Nachweisder DNA mit Hoechst anwildtypischen Spermatidenabgebildet. Darunter ist
schematisch die Expressi@inzelnerChromatickomponenten undon DNA-Briichen gemal ihres zeitlichen
Auftretens dargestell{D'-F") zeigt die Verteilung von Mst77KG-1) die Vertelung von Mst77FeGFP.Kurz

nach der Meiose beginnen die runden SpermatidenKéwi®) zu elongieren und erreichen im Kanustadium
eine bananenférmige StruktfC-D). Der Wechsel von Histonemu Protaminen wird vollzogen und das
Transitionsprotein TPf® exprimiert. Der HistorProtaminWechsel wird zudem von einer Vielzahl an
DNA-Strangbriichen und der Expression von UbcD6 begleitet. Im spaten Kanustadium wird neben den
Protaminen auch das Chromagissoziierende Protein Mst77F exprimiéhtildtypischesMst77F ist mit einem
Antikdrper in den Kernen des frihen Kanustadiums zu detektieren (D"), assoziiert Uber individualisierenden
Kernen mit den Mikrotubuli (E) und zeigt in reifen Spermien ein gepunktetes Muster (F', Pfeile). M&FPF

ist ab dem spéaten Kastadium (G) bis ins reife Spermium (I) gleichm&Rig tber den Kernen verteilt.

Mst77F zeigt Ahnlichkeiten zudem Histonlinker ProteinHils1 aus Mausen unkkgt jedoch
wie die Protamine in den reifen Spermien assoziiert mit dem Chromatin vor (Abb, B.1 F'
(Iguchi et al., 2004Yan et al., 2003Jayaramaiah Raja und Renkawhahl, 200%. Mst77F

zeil gt zudem ei ne ¢ e ntebtlin gnd Ksst auf eineeneit@re Funktion mi t
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von Mst77F in der Kerformung schlieBenRuller et al., 1989 Jayaramiah Raja und
RenkawitzPohl, 200% Tweedie et al., 2009 Es lokalisiert an den Mikrotubuli junger
elongierender Kerne sowie tUber den Kernen individualisierender Spermatiden (Abb. 2.1 E)
(Jayaramaiah Raja und RenkawRahl, 2005; Rathke, Barckmann et 20010.

2.3  Die Einfihrung von DNA-Strangbriichen wahrend

der DrosophilaSpermiogenese

Ein weiteres charakteristisches Merkmal des HiRostaminWechsels(H-P-Wechsel)in
Saugern wie auch ibrosophilaist die grolle Anzahl an DNRrichen McPherson und
Longo, 1993 Marcon und Boissonneault, 2004; Laberge und Boissonneault; Raibke
etal. 2007. In Drosophilatberlappen die Briche mit der Expression des Transitionsproteins
Tpl**P (siehe Abbildung 2.1). Sie sind schwach im friihen Kanustadium zu idegektnd in
grol3en Mengen im spaten Kanustadium zu verzeicfiRathke et al., 2007). In den Kernen
sich individualisierender Spermatiden sind mit Hilfe von TUNErbungen keine
DNA-Briche mehr zu detektieren (Rathke et al., 200#).es sichhier um Eirzel oder
Doppelstrangbriche handelt, ist nicht bekabBais transiente Auftreten von DNBriichen in
elongierenden Kernen von Saugern und Menschen mag darin begriindet liegen, dass einzelne
Strangbriiche das Auftreten von SuperSifukturen nach dem Entfeen der Histone
unterbindenDer Mechanismus der Entstehung wie auch des Schlie3ens der Strangbriiche ist
jedoch nicht bekannt.

In der Spermienentwicklung von Mausen wird zwar eine Aktivitdit der
Topoisomeras# betapostuliert(Laberge und Boissonneau®)05 Leduc et al., 2008 doch
nach ersten Untersuchungen konnen D®sophila DNA Topoisomeraseh und Il als
Induktoren der DNABriiche ausgeschlossen werd€Ripp, Masterarbeit 2009Awe,
Dissertatior2010) BeideTopoisomerasewerden lediglich inSpermatozyten exprimiert und
auch Inhibitorkulturen an pupalen Testes mit Camptothecin (Inhibition der Topoisorerase
und Etoposid (Inhibition der Topoisomerdbe zeigen keine Auswirkung auf den
Histon-ProtaminWechsel Awe, Dissertation 2000 Es wuré zudem die Beteiligung der
beiden verbleibendenDrosophilaspezifischen Topoisomerasghalpha und lllbeta
untersucht, doch ist die Topoisomerase Ill alpha nach der Meiose lediglich in den
mitochondralen Derivaten zu detektieren WO et al, 201Q wund auch die
Topoisomeras#l beta zeigt keine Transkripte in elongierend8permatiden (Kaiser,

Masterarbeit 2010)Dies deutet darauf hin, dass die Topoisomerasen keine essentielle Rolle
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in der Induktion von DNAStrangbrichen wahrend der postmeiotischenrrBa@genese
tbernehmen und somit auch nicht am HisgvataminWechsel beteiligt sind.

In Mausensind in denKernen reifer Spermien Endonukleasen zu detektieren, welche
Histongebundenes Chromatin schneidd?ittbggi et al., 19990 Zudem scheint hier die
Histonrgebundene DNA sensitiver gegeniber endogenen Nukleasen zu sein, als die
Protamingebundene Form. Weitere endogene Nukleasen finden sich in den Kernen reifer
Spermien von Hamstern und Mensch8otplongo et al., 2005Sie schneiden die DNA an
derBas s derDoAl2memid, i n den BtachmantRegoms d &MA RA Mat
Exogene Nukleasen scheinen hingegen haufiger Protg@bundenes Chromatin zu
schneiden und weisen zudem eine Abhangigkeit von der Mads®ziierten
Topoisomeras# beta auf{Shamaret al, 2009.

Eine Beteiligung von Endonukleasen in d@nosophila Spermatogesse ist bisher nicht
bekannt undaus diesem Grund habe ich michmeiner Masterarbeit mit der Untersuchung
der vier Endonuklease@G31679 CG31682 CG32463und CG4683 beschaftigt(Kaiser,
Masterarbeit 2010). Hierbei handelt es sich um Paraloge, von denen die Nukleasen CG31682,
CG32463 und CG31679 benachbart auf dem linken Arm des 2. Chromosoms liegen und
CG4683 auf dem linken Arm des 3. Chromosoms (FlyBas®ierre etl., 2014. Alle vier
Nukleasen sind im Testis hochreguliert und werden spezifisch in Mannchen transkribiert
(FlyAtlas: Chintapalli et al, 2007 Kaiser, Masterarbeit 20L0Uber die Verteilung der
Proteine im Testis, wie auch Uber die molekulare Funktien Nukleasen war zu Beginn
meiner Masterarbeit nichts bekannt und erste Analysggten, dass die Transkripte von
CG31679 CG31682und CG4683 bis in elongierende Spermatiden zu detektieren sind
(Kaiser, Masterarbeit 201.0Um jedoch die genaue Verteilgnder Proteinauntersucherzu
kénnen, und um Hinweise auf eine mogliche Funktion inRlesophila Spermiogenese zu
erhalten, wurde in meiner Masterarbeit mit der Klonierung sowie der Etablierung von

eGFRFusionsproteinen begonnen und in der vorliegendsseltation beendet.
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2.4  Die Reparatur der DNA-Briche erfolgt nicht Gber

Non-Homologes EndJoining

Der Wechsel von einer auf Histonen zu einer auf Protaminen basierenden Chromatinstruktur
wird wie im Abschnitt zuvor beschrieben, von eigeoRen Menge an DN/&trangbrichen
begleitet. Ob die zu detektierenden Strangbriiche Einder Doppelstrangbriche darstellen,
ist nicht bekannt. Die DN#Bruche scheinen den Austausch zwischen Histonen und
Protaminen zu erleichtern und sind nach Vollendlem Umstrukturierungsprozesse des
Chromatins nicht mehr zu detektieren (siehe Abbildung 2.1). Welche Mechanismen der
DNA-Reparatur vermutlichim spaten Kanustadiurzugrunde liegen, ist nicht bekannt.

Da eine Reparatur der DNA Uber den klassischen W&rdiomologen Rekombination
(HR) in haploiden Spermatiden nicht moglich ist, wurde eine Reparatur Gbdddionloges
End Joining (NHEJ) in Betracht gezogen. Ein wesentlicher Bestandteil des NHEJ bildet das
Ku-Protein. Dies bildet wahrend der DNReparaturein Heterodimer aus den Proteinen
Ku70 und Ku80 und interagiert mit der DNAroteinkinase C (DNAKc) (Hammel et al.,
2010. Eine Reparatur mit Hilfe der Ku/NHEJ DNReparatur kann in somatischen Zellen in
Maus Testes wie auch in der Reparatur von Syahh&ngigen DSBs in der spaten
meiotischen Prophase detektiert werd&hnied et al., 2013 Im GrashupfeEyprepocnemis
plorans wurde das DNAReparaturprotein Ku70 in den Zellkernen von runden und
elongierenden Spermatiden nachgewiesen und eine ReparatDiNdetiber NHEJ sowie
eine Funktion wahrend der Chromatinkondensation in der Spermatogenese poStlientq
et al, 2007.

Eine Expression des Kideterodimers konnte in dédrosophila Spermatogesgse bisher
nur in den KeimzetumschlieRenden Zystzellemachgewiesen werderBgutanaevet al,
2007). Weiterfuhrende Studien zéen jedoch, dass die Transkripte von Ku70 wie auch Ku80
hauptséchlich m Zytoplasmavon primaren Spermatozyten zu detektieren sikdiger,
Masterarbeit 2010). LediglichKu80 zeigt in singlecyst RT-PCRs eine schwache
Transkription im frihen wie auch im spaten Kanustadium. Dies kann jedoch auch auf die in
der singlecyst RNA enthaltene RNA der Zystzellen zurickzufihren sein (Kaiser,
Masterarbeit 2010). Denn auch in Studien zur VemgilderKu70 und Ku80 mRNAs sind
die Transkripte lediglich im Zytoplasma von Spermatozyten zu verzeichnen. Das
Ku-Heterodimer wird demnach vermutlich nur in frihen Spermatogebtasien translatiert
und tbernimmt somit auch keine Rolle in der Reparatur NA-Strangbrichen wahrend

der Reorganisation des Chromatins (Kaiser, Masterarbeit 2010)
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2.5 Hohes Expressionsiveau an Ubiquitin in

elongierenden Spermatidenkernen

In der DrosophilaSpermatogenese sind zum Zeitpunkt des HigtataminWeckhsels grolRe
Mengen an Ubiquitin in den Spermatidenkernen zu detektieren (siehe AbbilduiiB&Hke

et al., 2007). Ubiquitin ist eines der am hdchst konservierten Proteine. Es wirérkoaal
zellulare Proteine gebunden und markiert diese fir verscladtiezessavie Degradation,
Faltung oder auch StabilisatioKdken et al., 1991 A Die Proteine kbnnen an einem oder
mehreren Lysinresten mit einem Ubiquitinmolektl (Monoubiquitinylierung oder
Multiubiquitinylierung), oder auch mit mehreren Ubiquitinmal&n in  Reihe
(Polyubiquitinylierung) markiert werden. Die Bindung des Ubiquitins ist ein reversibler
Prozess und erfolgt in mehreren Schritten. Das Ubiquitin wird zunéchst Uber ein
Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) gebunden und zu einem Ubigkitijugierenden
Enzym (E2) transferiert. Dieses ligiert, mitunter katalysiert durch eine Ubidugase (E3),

das Ubiquitin an das Zielproteikg¢ken et al., 199B).

Die meist beschriebene Rolle der Ubiquitinylierung ist die Degradation von Proteioken
Polyubiquitinylierung via des 26S Proteasontsbérsichtsartikel:Hochstrasser, 1996Im
Gegensatz hierzu dienen Monoubiquitinylierungen meist der Regulation von
Transkriptionsfaktoren sowie der Umstrukturierung désromatins durch eine stabile
Ubiquitinylierung von HistonenRaarends et al., 20D3Multiubiquitinylierungen finden sich
im Prozess der Endozytose. Mewade auch Polyubiquitinylierungen sind zudem Bestandteil
von DNA-Reparaturmechanismen (UbersichtsartiBalrgink und Jentsch, 2009

Ahnlich der Spermatogenese vddrosophilafinden sich groRe Mengen an Ubiquitin in
den postmeiotischen Stadien von Mammaliedingn et al., 1998Baarends et al., 1999
Analysen vonwildtypischenTestes von Mausen zeigen kurzzeitig eine erhdhte Anzahl an
ubiquitinyliertem H2A in elongierenden Spermatidenkernd&aafends et al.,2000.
Monoubiquitinyliertes Histon H2A ist auch in frihen SpermatidenkernenDrosophilazu
detektierer(Rathke et a).2007)und auch dierhéhten Mengen an Ubiquitin im Kanustadium
weisen auf da¥orhandensein von Monoubiquitinylierungéim. Zudemgibt esHinweise,
dass Histone und andere Proteine polyubiquitinyliert und dadurch flir eine Degradation in den
Proteasomemarkiert werden (Rathke et al., 200Djes unterstitzt die Hypothese, dass die
Reorganisation des Chromatins gefordert und somit auch der Austausch von Histonen zu

Protaminen begunstigtird.
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2.5.1 Die Funktion des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms Rad6

und seiner Homologen

Der Austausch von Histonen zu Protaminen wird von gro3en Mengen an Ubiquitin und
ebenso groBRen Mengen an DMArangbrichen begleitet (Rathke et al., 2007).
Interessanterweise wird zeitgleich das Ubiquikomjugierende EnzymUbcD6, das
DrosophilaHomolog zu Rad6 aus Hefen exprimiggiehe Abb. 2.1jRathke et al., 2007).

Rad6 vonSaccharomyces cerevisiags essentiell flr die postreplikative DNReparatur
(Prakash, 1981 Es besitzt eine globulare Doméne und eineter@ind e n Asaur en
Schwanzi, wobei eine Deletion d-®epardfuczeigtanzes
Koken et al., 1991 A Zudem ist der @ er mi nal e Asaure Schwanzi
wohingegen der Nerminale Bereich bis hoch zu den Saugern stark konserviert ist (Koken et
al., 1991 B). Wahren®rosophilaund Hefe jeweils nur eine Kopie desd6-Gens besitzen,
liegt in S&ugern das Gen dupliziert vor, bestehend aus den Homéi&§hund dem fur die
Fettilitat essenziellerHR6B (Baarends et al., 2003). HR6A und HR6B sind zueinander zu
95%, zu Rad6 aus Hefen zu etwa%o0identisch. Beide Proteine sind wie Rad6 an Stellen
der DNA-Reparatur zu detektieren (Koken et al., 1991 A,BBarends et al., 1999Ein
Vergleich zwischen HR6A/B aus Mausen und den humanen HR6A/B zeigt eine Identitat von
100% (Baarends et al., 2003JR6BknockoutMause zeigen Defekte in der postmeiotischen
ChromatinkompaktierungKoken et al., 1996 Baarends et al., 2003). Defekte der
DNA-Reparatur vorrad6-Mutanten in Hefen kdnnen mit Hilfe der GeR&R6A und HR6B
komplementiert werden. Aufgrund des fehlenden € r mi nal en Asauren Schw
Phanotyp der Sporulation jedoch nicht gerettet werden (Koken et al., 1991 A).

Das DrosophilaHomolog UbcD6 ist zu 70% identisch zu Rad6 aus Hefen und zw/85
identisch zu den Homologen aus Saugetieren. UbcD6 ist in der Fliege ubiquitar verteilt und
im Testis in geringen Mengen bis hin zu elongierenden Spermatiden exprimiert. Das
Maximum an UbcD6 ist parallel zu den DNBriichen in den Kernen des friihen und spaten
Kanustadiums zu detektierdiRathke et al., 2007)in den folgenden Stadien sind weder
UbcD6 noch Strangbriiche zu detektieren und eine Beteiligung der Ubiquitinylierung,Ispeziel
des Enzyms UbcD6 am Prozess der DRéparatur scheint maglich.

Weiterfuhrende invitro Analysen des SaugeiHomolog zeigen zudem eine
Phosphorylierung des humanen HR6A an AS Serin 120, welche die Ubkpmjugierende
Aktivitdt des Enzyms um ein Vielthes erh6htSarcevic et al., 2002Eine Phosphorylierung
der AS Serin120 konnte auch in spaten Spermatozyten und dem KanustadiDnosaohila
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nachgewiesen werden. Erstexperimentelle Ansédtzeum mit Hilfe von mutanten
eGFRFusionsproteiner(AS120 von Serin zu Alaninausgetauschtinvivo ein dominant
negative wirkendes Protein zu erzeugegigten leider keine Expression des Fusionsproteins
(Kaiser, Materarbeit 201Q) Daher ist & Ziel der vorliegenden Dissertation zunachst mit
Hilfe von wildtypischen Fusionsproteinen eine Beteiligung von UbcD6 am

Histon-ProtaminWechseku untersuckn

2.6 Die Regulation von Genen wahrend der

Spermatogenese vobrosophila

In der Spermatogenese vdbrosophila melanogasterfinden enorme morphologische
Umformungsprozessestatt, einhergehend mit einé&ymstrukturierung von DNAProtein
Komplexenund der daraus resultierenden Kondensation des ChromBimsAktivierung
einer Vielzahl vonSpermatiderDifferenzierungsgenen wird benétigtyelche nicht nur
zeitlich, sondern auch gewebespezifiselguliert werden mussen. Die fir 3permatogenese
essentiellen Gene unterliegen somit einer speziellen Regulation der Genexpsesgsion
Transkrptions: und Translationsebenésiehe Abbildung 2.2) (bersichtsartikel: White-
Cooper, 201].

In Drosophila kommt die Transkription nach der Meiose nahezu zum erliegen. Somit
werden die Gene aller Protejrdie wahrend der Spermiogenese bendtigt werdeindem
Eintritt in das Spermatozytenstadium transkribiegntd die mRNAs translati@l reprimiert
(UbersichtsartikelFuller, 1993 RenkawitzPohl et al., 2006 Nur vereinzelt werden Gene
auch nach den meiotischen Teilungen transkribBarreau et al., 2008/ibranovski et al.,
2010. Eine ahnliche translationale Repression ist@ntebraten zu beobachten. Zveafolgt
die Transkriptionhier bis ins runde Spermatidenstadiyikierszenbaum und Tres, 1975
jedoch findet marfir die mRNAs der postmeiotischen Proteine, wie beispielsweise die
MRNAs der Transitionsproteine und der Prdtemebenfallseine Inhibition der Translation
uber mehrere TageUbersichtsartikel: Steger, 2001Die postmeiotische Transkriptioist
dabei begleiteton der Prasenz aktiver RNA?olymerasdl, welchemit der Kompaktierung
des Chromtins nicht mehr zu dektieren ist(DottermuschHeidel et al., in Vorbereitung)
Doch wahrend die translationale Repression der mRNAmMSpermatogenese von Saugern
oft Uber die 3UTR vermittelt wird(Braun, 1998 liegen die Elemente fir die translationale

Repression vobisher analysiertemRNAs in derDrosophilaSpermatogenese in dendIr,
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wie z.B. flrdon juan like (djl)(Hempel et al., 2006 don juan (djXHempel et al., 2006 und
Mst87F (Kempeet al, 1993. Dies steht auch im Gegensatz zum Prodesdranslatioalen
Repression in der Oogenese JMorosophilg in der die Regulation wie in den Saugétber
die 3 UTR erfolgt (Rangan et al., 2009

A T Stammzelle B
o Spermatogonie g g
} 4 Mitosen 3 =
= )
Zyste mit 16 prim. é %
Spermatozyten § s
F
}
s b6 Transkription
Zyste mit 16 spaten {TAFs translational
Spermatozyten reprimierter
mRNAs Mst77F in situ
Speicherung
Zyste mit der mRNAs
64 Spermatiden
1
Selektive
Translation der
reprimierten
{ Spermiogenese mRNAs
A %g 3’\ Mst77F-eGFP

Abb. 1.2: DieRegulation der Translation und die translationale Repression von Spermiogeneselevanten
Transkripten . (A) Auf der linken Seite ist eine schematische Darstellung der Spermatogend3ssgophila
abgebildet, von einer Stammzelle (oben) bis hin zuviddalisierenden Kernen (unten) (Abbildungsteil
modifiziert nachFuller, 1998. Mit dem Eintritt in die mitischen Teilungen kommt die Transkription nahezu

zum erliegen. Eine Translation der Proteine erfolgt bis in die individualisierenden Kerne. Die Transkription
translational reprimierter mRNAs Spermiogeneslevanter Gene erfolgt tTARbhéngig in priméren
Spermatozyten. Die translational reprimierten mRNAs werden gespeichert und kénnen zeitlich und
gewebsspezifisch aus der translationalen Repression entlassen werden. (B) Mst77F unterliegt einer
translationalen Repression. Wahrend dast77F Transkript ab dm SpermatozyteStadium und in allen
folgenden Stadien zu detektieren ist, erfolgt die Translation des M&tr§iBnsproteins erst in elongierenden

Spermatiden. (Abbildungsteil modifiziert naBarckmann, Dissertation 20)L0

Die Expression von Genen imeStis erfolgt in Drosophila Gber Testigypische
Promotoren,welche aus kurzen regulatorischen Sequenzen bestéhtegrsichtsartikel:
RenkawitzPohl, 200%. Die erste analysierte Promotorregion ist die des Fspggifischen
b Zubulin Gens.b Zubulin MRNA wird direkt nach der Transkription translatiert und bleibt

bis in spate Spermatogenesestadien sthbdhiels et al (1989) konnten zeigen, dass die
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Testisspezfische und zeitliche Expression vdnzubulin Gber 53bp Promotorregion und
den Suntranslatierten Bereich (UTR) erfolgen und das die Teptzifische Transkription
allein Uber das 18p Motiv b2UE1 erreicht wird. Fir die zeitlich und rdumlich korrekte
Expression vordon juan like (djl) werden sogar nut06 bp bendtigt, von denen Igtich

11 bp vor den Transkriptionsstart liegdigmpel et al., 2006

2.6.1 Die Regulation der Transkription translational

reprimierter mRNAs durch tTAFs

In der Spermatogenese v@rosophila werden bis auf einige wenige Ausnahmen, alle
Spermiogeneseelevarten Transkripte vor dem Eintritt in die meiotischen Teilungen
synthetisiert. Die Transkripte werden anschlieBend im Zytoplasma gespeichert und kénnen
mehrereTage stabil gehalten und selektiv aus der Translationalen Repression entlassen
werden (Ubersichtstikel: Schafer et al., 1995protB mRNAs kénnen sogar bis zu sechs
Tage translational reprimiert werdefwfe und Renkawit£ohl, 2010.

Fur die Transkriptionsinitiation und Expression von Spermatidiéierenzierungsgenen,
wird neben dem ubiquitaren TIBI-Komplex, ein Testispezifischer TFIIDKomplex
postuliert. Der Transkriptionsfaktor TFIID reguliert die mRNA Produktion durch die
RNA-Polymerase I TFIID ist ein MultiproteinKomplex bestehend aus einem TATA box
Bindeprotein (TBP) und verschiedenen fl®espezifisch exprimierten TBRssoziierten
Faktoren (tTAFs, vim engl. testisspecific TATA-Box associated factorg und einer
SpleiRvariante des TAF1, dem TAR1Hiller et al., 2001; Hiller et al., 200Metcalf und
Wassarman, 2007 Bisher wurden funf tTAFs charakterisiert, die Homologe der generellen
TAFs darstellen und durch dieanKlasse dermeioticarrest Gene kodiert werden:
spermatocyte arresf{sa dTAF8 Homolog),cannonball(can, dTAF5 Homolog),no hitter
(nht, dTAF4 Homol@), meiosisl arrest (mia, dTAF6 Homolog) undryan expresqrye,
dTAF12 Homolog) Killer et al., 2001 Hiller et al., 2004 Mutationen in diesen Genen
fuhren zu einem Stopp der Spermatogenese vor den meiotischen Teilungen und mutante
Testes weisen nur prieiotische Stadien aut)persichtsartikel: WhiteCooper, 201 Jedoch
zeigen die Mutanten keinen generellen Defekt in der Transkription, sondeeit bisher
im Detail analysiert- in der Aktivierung derTranskrption von Genen, welche fur die
meiotischen Teilungen und die Spermiogenese benotigt werd#sersichtsartikel:
White-Cooperund Davidson, 2011
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Direkte Zielgene der tTAF&arenbis 2013 (siehe nachstes KapittkBum bekannt. Einzig
die fur die Spermiogeneselevanten Gené&uzzy onion (fzg), male specific transcript87F
(Mst87F, don juan (dj) und die protamine Gene zeigen eine direkte Abhangigkeit der
Transkription von den tTAFsWhite-Cooper et al., 1998; Hiller et al., 2Q0Barckmann,
Dissertation 2010

2.6.2 Die Expression vonMst77F und den Protaminen wird auf

unterschiedlichen Ebenen reguliert

Die Protamindahnlichen Proteine, Protamin A (ProtA) und Protamin B (ProtB), sowie das
bereits beschriebene Linkerhistéhnliche Protein Mst77F sind Komponenten des reifen
Spermiums undunterliegen ebenfalls einer translationalen Represdidst77F und die
protamineGenewerden in primaren Spermatozyten transkribiert und erst einige Tage spater
in elongierenden Kernetnanslatiert(Jayaramaiah Raja und Renkawiahl, 2005; Rathke et
al.,2007). Die translationale Repssn von Mst77F ist in Abbildung 2.2 B abgebildet.

Mit Hilfe von PromotorLacZReporter Genenkann gezeigt werden, dass kurze
genomische Regionen proximal zum Transkriptionsstartpunkt fir eine -dbA&ngige
Transkriptionvon protB (-105bp) undMst77F (-89 bp) bendtigt werdenBarckmann et al.,
2013. Eine direkte Bindung des tTAFgermatocyte arresan die Promotorregion von
protamire B wird gezeigt und auch eine Bindung veaan die Promotorregion vosst77F
wird postdiert.

Zudem kann gezeigt werden, dass kurze aufwarts regulatorische Sequ&0zeaufwarts
des Transkriptionsstarts sowie die erstem®8' UTR) die zelltypspezifische Expression von
ProtB regulieren und dass dielBI'R von protB mRNA Sequenzen fldie translationale
Repression in Spermatozyten enthalt. Jedoch reicht 'di@R allein nicht aus, um die
translationale Repression von ProtB zu gewahrlei®@arckmann et al., 2013)

Mst77FlacZ Reportergen Assays zeigen zudem, dass auch die Expressiolst77F
Uber kurze regulatorische Sequenzen kontrolliert wird. Jedoch iE' di€R von Mst77F
nicht essenziell fur die translationale RepressionM&ti77F mRNA, sondern wird flr das
hohe Expressionslevel von Mst77F bendtigt (Barckmann et al., 20E3h#/Sequenzen die
translationale Repression von Mst77F bedingen, und ob womdggickiche innerhalb des
offenen Leserahmens die zeitliche und gewebespezifische Expression regulieren, soll in dieser

Arbeit ndher analysiert werden.
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2.7  Die Regulation des Kernimports via Importine

Der Kernimport von Proteinen und RNWolekulen erfolgt ibeKernporen (NPC, v engl.
nuclear pore complgxund mit Hilfe von Adaptermolekilen, welche den Transport des
Substrats durch die Kernmembran vollziehen. Diese Adaptermolekile werden Karyopherine
genannt (UbersichtsartikelGoldfarb et al., 2004 Dabei wird zwischen Molekiilen
unterschieden, welche den Import von Proteiaemdglichen, die Importine, und welchen die
den Export von Proteinen begleiten, die sogenannten ExpoRieeBewegung durch die
Kernporen erfordert Energie und wird Uber einen RanGDP/RanGTP Gradienten bereit gestellt
(Kusanoet al, 2009. DerImport von Kernproteinen durch den NPC erfolgt in zwei Schritten.
Zunéchst bindet auf zytoplasmatischer Seite das Kernlokalisationssignal (NiSeng.
nuclear localisation signatles Substrates an das Impottii b Het er odi mer . Das
besteht aus derelwlen Untereinheiten Importi@pha (ImportinU, -Umpund -Hetmpor t i r
(Importin-b , -b )np | fdp obb ¢ $ int z-terminalé rineportidk Bi ndedom2ne
(IBB-Doméne), 10 interne Wiederholungen von ARMtiven (ArmadilloMotiven,
Rigglemaret al, 1989 und einen sauren-Cerminus Giarré etal.,, 2002. I m ARuhezus:
bindet die IBB Doméane an das ARMotiv. Durch die Bindung eines NL-8agenden
Substrates kommt es zu einer Kanmfiationsdnderung des Intp Pr ot ei ns (! ber si
Stewart, 200y, Die IBB-Domane wird vom ARMMotiv geldst und das Substrat Uber die
NLS an das freie ARMMotiv gebunden. Daraufhin kann die Bindung des Impestin an  di e
IBB-Domaéne erfolgen. Imp v er f ¢ gt s e i nMotive,enielthe diegBindung HE AT
von RanGDP sowie die Binthg des ProtedtKomplexes an den NPC ermdglich@onti et
al., 1998. Der Komplex, bestehend aus Impottin b und Substrat, Wi
Kernmembran transportiert. Im Zellkern bindet tberschissiges RanGTP am Impnd es
kommt zum Zerfall des Impleteraimers. Das NLSProtein wird in den Zellkern entlassen
(UbersichtsartikelStewart, 2007Wente und Rout, 20)0

Wahrend in Hefen nur ein Imgd  Ge n  eSRPI{Mamoeet dl.,, 1992Yano et al.,
1994, weisen komplexe Organismen verschied@nportinU Gene auf.Drosophila und
C.elegansbesitzen drei, Mause fiinf und Menschen sechs verschigdeetin-U Gene
(Hogarth et al.,, 2006 Dabei werden die Importine in drei verschiedene phylogenetische
Gruppen eingeteilt, Importid 1-U2 , -U 8 Kolfler et al, 1997. Ein Vergleich der
ImportinU ~ F a mi Diiosophila iMaus und Mensch ist in Tabelle 2.0 aufgefuihrt. Im
Gegensatz zuimportin-U besitzen alle Organismen nur eimportinb Gen, namens

importinrb In Mausen und Menschen, uketelin Drosophila(Lippai et al., 2001
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Tabelle 2.0: Vergleich der Importin-U S u b f a rdrosophdanMausmnd Mensch
Die Datenwurden Kohler et al., 1997;suiji et al., 1997Giarré et al., 2002 und Hogarth et al., 2@dBnommen.

Importin-U S u b f ¢ Importine Drosophila  Importine Maus Importine Mensch
Importin-U 1 Importin-UL Importin-UL Importin-UL
Importin-Us Importin-Us
Importin-Us
Importin-U 2 Importin-tR Importin-tR Importin-tR
Importin-U 3 Importin-UB Importin-UB Importin-UB
Importin-U4 Importin-U4
2.7.1 Die Importin-U mMRNAs werden in der

von Mausen und Drosophilae unterschiedlich

transkribiert

In der Spermatogese von Mé&usen zeigen die Impofth Pr ot ei ne unters
Trarskriptionssmuster undbesitzenneben dem Kernimport von Proteinen, noch weitere
gewebe bzw. zelltypspezifische Funktioneém der ZelldifferenzierungHogarth et al., 2006)
Wahrend imp-U 1ImRNA ab den Spermatogonien bis zu den runden Spermatiden zu
detektieren ist, besitzadie UbrigenimportinU s s spezifisclesfranskriptionsmuster. So
istimp-U 3nRNA in Mausen in derSpermatogonien und Spermatozyten zu verzeichnen und
imp-U 4mRNA allein im SpermatozytenstadiurBie imp-U 2Transkripte sind ebenfalls in
Spermatozyten zu detektierengichen aber bis in runde Spermatiden. Die Transkripte von
imp-U @inden sich spezifisch in runden Spermatiddodarth et al., 2006).

Die Importinelmp-U1 u n-t 3 | mp husiziickdrunktionen in der Mitosespeziell
im Aufbau des Spindelapparates Gbernehmen, aber auch tbergreifende Rollen mit den
ImportinrUs 2 und 4 in der Me i os e AumahfiursDposophilae n ( Ho
postulierenGruss et al(2001) eine zuséatzliche Rolle der Impoiti's i n der Or gani s
Spindelapparates arendder Mitose undeskonnte eine Beteiligung der Importihs i n der
Bildung des RingKanals in der Oogenese gezeigt werdaaor{anacz et al., 2002

In der Spermatogenese vbBmosophilasind drei ImportinU  Pr ot ei ne bleilschr i e
und -U 2 Torpk et al., 199% und ImpU 3 Dog¢kendorff et al. 1999 Mathé et al., 2000
Imp-U2 bil det j edoch Kkein Tgréknet al.e 1995 &€s wird mns por
Spermatogonien und Spermatozyten exprimiert und besitzt eine Funktion im Aufbau und der
Dynamk des mitotischen Spindelapparates (Gruss et al., 200U 2Null-Mutanten sind

mannlich und weiblich steril. Der Defekt kann jedoch in M&nnchen durch eine ektopische
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Expression von Iy 1  o-d@r ger et tMasonetva. r2008.nEing funktionelle
Redundanz der Importid s i manrdiohen Keimbahn scheint méglich. Da die Sterilitat in
Weibchen jedoch nicht gerettet werden kann, werden verschiedene Notwendigkeiten fir
Imp-(R in der weiblichen und mannlichen Gametogenese ersichitfiasgn et al.2002).

Imp-UL und ImpB werden im Gegensatz zu IR zum Zeitpunkt der
Spermatidendifferenzierung exprimiert (Giarré et al., 2002). Geringe Mengen &l |sipd
in  Spermatogonien zu detektieren, die Hauptmengen an-Ulmphingegen im
Spermatozytenstadiubis in junge elongierende Kerne. Die Expression von-IBgtartet in
Spermatozyten und steigt bis in die postmeiotischen Stadien. Das Maximum-&B istgm
Nukleoplasma des spaten Kanustadiums zu detektieren. In reifen Spermien-i& ight
mehr rachweisbar (Giarré et al., 2008)as Uberlappen der Expressionsmuster der-Uhgp
wahrend der Meiose zeigt eine gemeinsame Funktion der ImpbrtiPr ot ei ne i m Tr
von Substraten wahrend der Meiose. Zudem weisen aber auch die jeweiligen gesonderten
Expressionsmuster in den unterschiedlichen Stadien der Spermatogenese auf spezifischen
Funktionen der einzelnen hin.

Kirzlich konnte in Drosophila ein weiteres Importtd Pr ot ei n identi fi:
CG10478, genannt alphaKaryophefinalphakKap4 , U KRhad#idet al.,201 . UKap 4
wird im Gegensatz zu desnderen ImgJ P r ot e i-gpezifischTexpantiart sind besitzt
die fur die ImportirU Proteine c h a r -NMdtivee redosht aber ckbimen ARN
N-terminale IBBDoméne. DdJ K a pirtIntron an prazisder gleichen Position wignp-UB
tragt, ist davon auszugehen, dd$« a pid Retrogen vorimp-UB bildet (Phadnis et al.,

2012 . Ob UKap4 -eBingensSpermatidenkeinemmles Kanustadiums exprimiert
wi rd, und o b -UB kiag Bunktiom shimporn pon Mst77F wahrend des

Histon-ProtaminWechsels tbernehmen, wird ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit sein.
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2.8 Zielsetzung

In der Spermatogenese vbBmosophilatreten wahrend des HistdfrotaminWechsels grol3e
Mengen an DNAStrangbrichen aufRathke et al., 2007 Dabei gelten Endonukleaseis
maogliche Induktoren der DNBriiche Kaiser, Masterarbeit 201.0Um eine Beteiligung der
Nukleasen am Setzen der Bruche zu uberprufen, sollen im Rahmen dieser Arbeit transgene
Fliegen ezeugt und die Verteilung der Fusionsproteine analysiert werden.

Parallel zu den DNABruchenwerdengrol3e Mengen an UbcDéxprimiert(Rathke et al.,
2007). UbcD6 bildet da®rosophilaHomolog zu Rad6 in Heferwelcheseine Funktion in
der postreplikativerDNA-Reparaturbesitzt (Prakash, 1981)Dies macht UbcD6 zu einem
geeigneten Kandidaten als Reparaturprot&s sollen Fusionsproteine fir UbcBS5FP
analysiert und zudem mit Hilfe van situ Hybridisierung nach weiteren Komponenten der
postreplikativerReparatur wahrend desPiWechsels gesucht werden.

Mit dem Wechsel von Histonen zu Protaminen wird auch das Chroasdoziierte
Protein Mst77F exprimiert. Die Transkription von Mst77F erfolgt t¥adfhangig und
unterliegt einertranslationalen Repressiqdayaramaiah Raja und Renkawiahl, 2005
Rathke, Barckmann et al., 201@ie Regulation der Translation von Mst77F erfolgt jedoch
wederlberdie 5 UTR, noch Uber die genspezifiscRdJTR (Barckmann et al., 20)3Eine
Regulation der Translation vavist77F tber den offenen Leserahmen erscheint moglich und
soll mit Hilfe von Mst77FeGFP Deletionskatrukten und der Expression von Mst77F unter
heterologen Promotoren néher analysiert werden.

Die Protamine A/B sind fir dieChromatinkondensation nicht esziell (Rathke,
Barckmann et al., 2010) und es stellt sich die Frage, ob Mst77F zudem eine Rolle in der
Kondensatiordes Chromatingler Kerne tibernimmt. Hierfiir soll der Effekt einer ektopischen
Expression vorMst77FeGFP imTestes analysiert werden unddem die Proteinsequenz
von Mst77F mit Hilfe von Datenbanken auf Proteindomanen, wie z.B. Pi@tetrin
Interaktionsdomanen hin untersucht werden. Kénnen entsprechende Domé&nen aufgezeigt
werden, soll wiederum mit Datenbankanalysen nach potenzielleraktitarspartnerrftr
Mst77Fgesucht und eine Interaktionit diverseninteraktionsstudien verifiziert werden.

Da immunologische Analysen voNIst77F eine Translokation vom Zytoplasma in den
Zellkern aufweien (Rathke, Barckmann et al., 2010), salidem die Abhangigkeitvon
Mst77F von derim Testis exprimiertefiKernimportProteinen Importiralpha& und-alphat
analysiert werdenHierfur soll die Verteilung von Mst77F itmmutanten Allelen beider

Importingeneuntersuchtverden
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3 MATERIAL

3.1 Geratschaften

Binokular

Eismaschine
Entwicklermaschin®©ptimax Typ TR
Gelelektrophoreseapparatur
Homogenisator

Magnetruhrer

Mikroskop

Mikroskopkamera

Mikrowelle

Mini TransBlot® Elektrophorese Apparatur
PCRMaschine

pH-Meter

Photometer

Rotator RSRD 20

Schuttler

Spannungsquelle
Thermoblock

Thermoprinter
Thermostatschrank (SE2ellen)
UV-Transilluminator

UV-Gel-Dokumentation
Vortexer

Wasserbader

Zentrifugen

Stemi SV6/ Stemi DV4, Zeiss, Jena
AF-20, Scotsman

MS-L GmbH, Diehlheim

Werkstatt der Universitat Marburg

Combimac RCTIKA, Staufen

Axioplan mit ApoTome, Zeiss, Gottingen
AxioCam MRm, Zeiss, Gottingen
Dimension 4, Panasonic

Bio-Rad

PersonalCycler, Biometra, Gottingen
GPRT 1400A, Greisinger Electron
GeneQuant 1300, GE Healthcawijnchen
PHOENIX INSTRUMENT GmbH, Garbsen
Rexa 2000, Heidolph, Schwabach;

Rocky 3D, Frobel Labortechnik, Lindau;
WT-12, Biometrg GFL 3005/3033Burgwed|
Bio-Rad Power Pack 300
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Rotilabd®-Block-Heater H250, Roth, Karlsruhe

P93, Biometra

BINDER GmbH, Tuttlingen
Ultralum, Electronic Dual.ight-
Transilluminator

CCD-Kamera Ultralum, Carson Californien
M51 Minishaker

C10, C1, Haake, Karlsruhe

GFL 1002, Biometra, Burgwedel
Biofugefrescq Heraeus, Hanau
Biofugepico, Heraeus, Hanau
Megafuge 1.0 R, Heraeudanau

3.2 Medien und Chemikalien

Acrylamid

Albumin Fraktion V
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Fluka, NeuUIm

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, NeuUIm oder Appligene, Heidelberg
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BactoTrypton

Bado Yeast Extract
Borsaure
U-D-thio-galactosid (XU-Gal)
b-D-thio-galactosid (XGal)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (XPhosphat)

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Chloramphenicol

Coomassie Brillant Blau R250

Dan Klorix
Desoxynucleotidtriphosphate (ANTPS)
Diethylether
Dinatriumhydrogenphosphat
Dropout Zusatz-Ade/-His/-Leu/-Trp)
Einzel Aminosauren (Adenine)
Epon 812

Epon Harter DDSA

Epon Harter MNA
Eponbeschleuniger DMP 30
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fluoromount GTM

Formaldehyd (3%6 Ldsung)
Formamid

Fotales Kéalberserum

Fructose

Glucose

Glutardialdehyd

Glycerin

Glycin

Heparin

Heringssperma DNA

Hoechst 33258
4-Hydroxybenzoesaurematlesther (Nipagin)
IgepatCA-630 (np40)

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Difco, Eggenstein/Becton & Dickinson,
Heidelberg

Difco, Eggenstein oder Roth, Karlsruhe
Fluka, NeyUIm oder Roth, Karlsruhe
Clontech, Gottingen

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedelde Haén AG, Hannover
SigmaAldrich, Steinheim

Serva, Heidelberg

Colgate Palmolive GmbH{amburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Clontech, Goéttingen

SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

SigmaAldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Southern Biotech, Birmingham, England
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

GE-Healthcare Life Sciences, Minchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, NeuUIm

SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Kaliumhexacyanidoferrat(ll)
Kaliumhexacyanidoferrat(lll)
Kanamycin

Levamisol

10x Ligationspuffer

Lithiumacetat

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

b-Mercaptoethanol

Methanol
Morpholinpropansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
4-Nitrotetrazoliumchlorid (NBT)
Octylphenolpolyethylenglycolether (Triton-X00)
PEG

Penicillini Streptomycin

Phalloidin TRITC

Poly-L-Lysin
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Propionséaure

Rubidiumchlorid

Saccharose

Schneideis DrosophilaMedium

Select Agar

N, N, N°, N-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris

Trockenhefe

UltraPuré" Agarose

Xylencyanol

YPD Broth

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
MBI Fermentas, St. LecRot
SigmaAldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, NeuUIm

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
SigmaAldrich, Steinheim
GE-Healthcare Life Sciences, Miinchen
SigmaAldrich, Steinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
SigmaAldrich, Steinheim
Sigma Aldrid, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Gibcd® - Life Technologies GmbH, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
SigmaAldrich, Steinheim

Weitere, hier nicht aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen FlukaNey Invitrogen
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelbe3gma (Steinheim) und

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe) bezogen.
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3.3 Nahrmedien

Né&hrmediune.coli
LB-Medium (LuriaBertani)

Selektion Uber

3.4 Enzyme

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase A

RnaseOut

TaqDNA Polymerase
VELOCITY DNA Polymerase
T4-DNA Ligase

1 % (w/v) Bacto Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v)NacCl

in ddH:,0O

fur Festmedien: 1,5 % Agar

Ampicillin 1200 ¢gg/ ml
Chl oramphenicol 23 eg/ ml
Kanamycin 50 ¢eg/ ml

Roche, Mannheim

Fermentas, Heidelberg

NEB, Frankfurt am Main

Roche Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Axon, Kaiserslautern

Bioline, Luckenwalde

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

3.5 Antikorper und Antiseren

Primare Antikorper

In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten primaren Antikdrper aufgeflihrt. Zudem ist in

Klammern die Verduinnungder Antikorperin der jeweiligen Methode angegeben. Dabei werden

folgende Abkirzungen fur die Methoden verwalfdi Immunfluoreszenund WB- Western Blot.

Tabelle 3.0. Priméare Antikorper

Antikorper  Herkunft

a-all histone Maus (monoklonal)
a-GFP Kaninchen (polyklonal)

a-GFP Ratte (monoklonal)

eingesetzte
; Referenz

Verdinnung

1:1200 (F, Testes) Millipore, Schwalbach

1:500 (F, Rockland Inc., USA,

Speicheldrisen) Gilbertsville

1:5000 (WB) Chromotek GmbH, Planegg
Martinsried
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a-myc Kaninchen (monoklonal 1:500 (F, SL2-
Zellen),

a-Mst77F Kaninchen (monoklonal 1:1000 (F, Testes)

1/105

a-PAR Maus (monoklonal) 1:500 (F, Testes)

a-Squash Maus (monoklonal) 1:200 (F, Testes)

1:2000 (WB) USA, Boston

2010
Muravska et al., 2011

Cell Signaling Technology,

Rathke, Barckmann et al.,

Developmental Studies
Hybridoma Bank, USA, lowa

Sekundére Antikdrper

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten sekundéren Antikdrper aufgefiklammern
ist die Verdinnung des Antikorpers fur die jeweilige

ImmurfluoreszenznachweisVB - Western Blot).

Tabelle 3.1: Sekundare Antikorper

Methode angegebenIF( i

Antikorper
a-DigoxigeninAP Fab Fragment

eingesetzte Verdinnung Referenz
1:2000 {n situ)

Roche, Mannheim

a-Kaninchen, Cyaningekoppelt 1:40 (F) Dianova, Hamburg
a-Kaninchen, Cyanine8ekoppelt ~ 1:100 (F) Dianova, Hamburg
a-KaninchenpPeroxidaseyekoppelt 1:5000 (WB) Jackson Immunology,
England, Newmarket
a-Maus, Cyaninefgekoppelt 1:1000 (F) Dianova, Hamburg
a-Ratte, Peroxidasgekoppelt 1:5000 (WB) Dianova, Hamburg

3.6 Molekulare Reagenzien und Kits

2log DNA Ladder (0,310 kb)

Color Plus Prestained Ladder

Broad range (14230 kDa)

DIG RNA Labeling Kit

Fotales Kéalberserum

FUGENE® HD Transfection Reagent
Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix
Genomed Jetstar Midi Kit 2.0.
GFRTrap’_A Kit

innuScript Reverse Transcriptase
JETSORB Gel Extraction Kit
Matchmakel" GAL4 Two Hybrid Sysem 3
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents

Novex® ECL Chemiluminescent

NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main

Roche, Mannheim

PAA, Colbe

Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Genomed, Bad Oeynhausen
Chromotek, Planegilartinsried
Analytik Jena AG, Jena

Genomed, Léhne

Clontech, Goéttingen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Invitrogen, Karlsruhe
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Substrate Reagent Kit

NucleoSpiff Gel and PCR Cleanp
OneStep RIPCRKit

OligoteX?’mRNA Mini Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
PCRi Losungen

pCR°II-TOPJ Cloning Kit
Penicillin/Streptomycin
PENTR™/D-TOPC Cloning Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit
T4 DNA Ligase Puffer

TRIzol

Zero BlunfTOPO’PCR Cloning Kit

3.7  Puffer und L6sungen

F-PBS

10x PBS (phosphate buffered saline)

PBSTD

PBT

PBT/ 3 % BSA

MachereyNagel, Diren

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

5x HiFi Buffer (Bioline, Luckenwalde)
10x Puffer BD (Axon, Kaiserslautern)
25 mM MgCl (Axon, Kaiserslautern)
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Invitrogen Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Invitrogen,Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

4 % (w/v) Formaldehyd in 1x PBS

1,3M NacCl

7 mM NgHPGO,

3 mM NaHPGQ, in H,O
pH 7,4

autoklavieren

1x PBS
0,3 % Triton %100 und
0,3 % Natriumdeoxycholat

0,1 % Tween 20 in 1x PBS

PBT
3 % (w/v) Albumin Fraktion V

Weitere Puffer sind nachfolgend tiber der jeweiligen Methode aufgelistet.

25

3.8 Bakterienstamme

Escherichia colDH5a chemisch kompetente Zellen
suE44, DacUl69 F, 080 lacZ, OM15, Lamda, hsdR17, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl (AG RenkawitzPohl, PhilippsUniversitéat

Marburg)
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One Shot®ccdB chemisch kompetente Zellen

Survival E 2TFRmcA gfmr.hsRMSmerB C)  lacBIl5 glacX74 recAl
aragqd39gfara-leu)7697galU galk rpsL (StrR) endAl nupG fhuA::1S2
A zum Amplifizieren vonccdBhaltigen Plasmiden, wie den Gateway
Vektoren(Invitrogen, Karlsruhe)

3.9 Hefestamm

AH 109 MATa, trp2901, leu23, 112, ura352, his3200, gal4p gal80p LYS2 :
: GALLUASGALLITATAHIS3, GAL2UASGAL2TATAADE?2, URA3 : :
MEL1UASMEL1 TATAlacZ (James et al., 1996 A. Holtz,
unpublizierte Daten).

3.10 Fliegenstamme

GAL 4-Treiber-Linien

bamGAL4 GAL4-TreiberLinie unter der Kontrolle vonbam regulatorischen
ElementenChen und McKearin, 2003

sgs58ABGAL4 GAL4-TreiberLinie unter der Kontrolle vonsgs4 regulatorischen
Elementen (freundlicher Weise zur Verfigung gestellt von
A. Hoffmann).

Transgene Fliegenlinien

CG31679eGFP P-Element tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression  des
CG316790RFs mitC-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotors under eigenen'8JTR (Kaiser,Masterarbei2010).

CG31682eGFP P-Element tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression  des
CG316820RFs mitC-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotors und der eigenen TR (Kaiser,Masterarbei2010).

CG4683eGFP P-Element tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression des
CG46830RFs mit C-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotoraund der eigenen' §TR (Kaiser,Masterarbei2010.

Mst77FeGFP P-Element tragender Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektop C h a b cgpeession dedVist7~ORFs mit
C-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen Promotors und der
eigenen SUTR (Jayaramaiah Raja und Renkawhahl, 2005.
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UASProtB-eGFP P-Element  tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
TransformationsvektorpUASt (Brand und Perrimon, 1993 zur
induzierbaren Expression eines Pr&BFP Fusionsproteins unter
Kontrolle einer UASSequenZBarckmann et al., 2013)

pc-77F3 P-Element  tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor p Ch a b gp&epilession eines Mst77F
PromotorLacZKonstruktes {89 bis +172) (Barckmamet al., 2013)

pc7 7 F 3 5" UT RP-Element tragender Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationgektor p Ch a b g &xplession eines Mst77F
PromotorLacZKonstruktes mit deletierter 'BTR (-89 bis +38)
(Barckmann et al., 2013)

pc-protB2gintl P-Element tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor p Ch a b qp$Eapression eines protB
PromotorLacZKonstrukteq-105 bis+94) (Barckmam et al., 2013)

pc-protB2ypnt1+Ex1 P-Element  tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem

P-ElementInsertionen

BL 30180

BL 15422

BL 41517

BL 19418

AllgemeineFliegenlinien
w8(BL 6326)
CSTM

ZH-86FDb (BL 24749)

Transformationsvektor p Ch a b qpEapression  eines protB
PromotorLacZKonstruktes mit deletierter 'BTR (-105 bis +4)
(Barckmam et al., 2013)

w®  P{EP}Kap-U $**°ITM6C, S Insertion an Position85D25,
innerhalb des ORFs vdtap-U 3

; gy2}KapU * Insertion an Position '
y' W P{EPgy2}KapU 3"%°7 | P 85D255
stromaufwérts des Gek@p-U 3

v wi Mi { MI CI"&FRaCB32408"°%2 |nsertion an Position
65A2, innerhalb des ORFs vétap-U 4

*

E PBac{GAL4D,EYFP}CG3240(62* P{FRT(W9}2A
P{neoFRT}82B;Insertion an Position 65A3, stromaufwarts des Gens
Kap-U 4

Transformationsstamma)s wildtypischer Stamm verwendet

w’;  Sp/CyQ MKRS/TM2 balancierter
Lokalisation von FElementen

Multimarkerstamm  zur

y. M (vasint.Dm)ZH2A  w*; ~ M{3xP3RFP.attP)ZH86Fb
Kei mbahnspezifische -Btegpasee sast o0 n
Landungsstelle arnymlogischer Position 86F (3R)
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3.11 Zell-Linie

DrosophilaSchneider SLZellen

aus schlipfbereiten Embryonen der Li@ieegonRetabliert(Schneider,
1972 freundlicher Wese zur Verfugung gestellt vom ABrehm IMT,
PhilippsUniversitatMarburg

3.12 Plasmide und Vektoren

ActGAL4

p " 25. 7wc

pBlueskript KSeGFP

pChablsalacz-eGFP

pCR®&BIunt II-TOPC

pCRII-TOPC®

pGADT7

pGBKT7

pPWG

GALA4-TreiberPlasmid unter der Kontrolle voactin-regulatorischen
Elementen zur Nutzung in StZellen (Yepiskoposyan et al., 20P6

Helferplasmid zur Transformation von-Htementen. Kodiert fur die
von RElementen notwendige Transposasaréss und Rubin, 1984

Klonierungsvektor, der ibédamH lund Spe lein eGFP inseriert tragt
(freundlicherweise zur Verflumng gestellt von Dr. L. Hempel)

P-Element Transformationsvektor firDrosophila melanogaster
(Thummelet al.,1988 mit einer Lange von 9408p. Der im Original
enthaltene Heatshodkromotor und dakcz-Gen wurden entfernt und
ein eGFPTag engefugt. Der Vektor besitzt AmpicilliResistenz
(freundlicher Weise zur Verfliggrgestellt von Dr. Stephan Awe)

Klonierungsvektor mit einer L&nge von 359 zum Klonieren von
PCRProdukten. Der Vektor enthélt Resistenzen gegen Kggianand
Zeocyn. (Invitrogen, Karslruhe)

Klonierungsvektor mit einer Lange von 398 und 3Uberhdngenden
Desoxyadenositnden zum Klonieren von PCGRrodukten. Der
Vektor enthalt Resistenzen gegen Ampicillin und Kanamycin, sowie
daslacZ-Reportergen. (Invitrogen, Karlsruhe)

Hefe Expressionsvektor mit einer Lange von 7B87Verwendung im
MATCHMAKER™ GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontegh
Gottingen).  Das  inserierte  Gen  unterliegt einer GAL4
Aktivierungsdoméane. Der Vektor enthdlt emHA-Tag und tragt eine
Ampicillin-Resistenz.

Hefe Expressionsvektor mit einer Lange von 7303 bp. Verwendung im
MATCHMAKER™ GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech
Gottinger). Das inserierte Gen unterliegt einer GAL4 DNA
Bindedoméne. Der Vektor erih einen Myc-Tag und tragt eine
KanamycinResistenz.

Rekombinations und Gatewayektor zur Erstellung von
eGFRFusionsproteinen. Der Vektor tragt Resistenzen gegen Ampicillin
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und Chloramphenicol.Orosophila Gateway (TM) Vector Collection,
Murphy et al., unpublizierte Daten)

pUAStattB-rfa-eGFP Rekombinations und Gatewayvektoren zum Erstellen von diverse
pUAStattB-eGFRrfa Fusionsgenen. Die Vektoren tragResistenzen gegen Ampicillin ur
pUAStattB-rfa-mCherry Chloramphenicol. (freundlicherweise zur Verfugung gestellt
pUASpattB-rfa-10xmyc Dr. S.Bogdan, Universitat Minster)

CG31679eGFP P-Element  tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression  des
CG316790RFs mitC-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotors und der eigem&' UTR (Kaiser, Masterarbeit 2010)

CG31682eGFP P-Element  tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression  des
CG316820RFs mitC-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotors und der eigen8hUTR (Kaiser, Masterarbeit 2010)

CG4683eGFP P-Element tragender  Fliegenstamm, basierend auf dem
Transformationsvektor pUAStattB-rfa-eGFP. Expression  des
CG46830RFs mit C-terminaleneGFP, unter Kontrolle des eigenen
Promotors und der eigenen®'R (Kaiser, Masterarbeit 2010)

3.13 cDNAs

Die cDNAs wurden von der Firma Berkel®yosophilaGenome Project (BDGP) hergestellt und als

Template fur eine PCR verwand.

Tabelle 3.2 Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten cDNAs

Name/ Stock # Gen Vektor Selektion

Gold GH 13953 CG10252 pOT2 Chloramphenicol
Gold IP 01723 Kua pOT2 Chloramphenicol
Gold IP 10875 Tpl94D pOT2 Chloramphenicol

3.14 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Die Orientierung
ist in Richtung 5nach 3angegebenAlle integrierten Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.
((# XY) > Laborinterne Nummerierung)

B3aa23 ATC ATT TCCGAG GAG CAC GGC
B3aal40 GCC CAG CGAGTG CGT CAATTG
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Primer Projekt Endonukleasen

CG15484RT-sen (# SK 62)
CG15484RT-as (# SK63)
CG15484GW-fw (# SK64)
SqUATG-sen (# SK 80)
SquashGW-as (# SK 60)
SquKpnl-sen (# SK73)
SquSpetas (# SK76)

Primer Projekt UbcD6

UbcD6-asgate (# 40)
UbcD6-RT-RAse (# SK77)
UbcD6-RT-as (# SK1)
UbcD6-RT-sen (# SK2)
UbcD6-RT-RAas (# SK102A)
UbcD6-Prsengate (# SK57)
GFRTAA-spelas (# SK152)
GFR-Sacltas (# SK153)
Kpnl-UbcD6-Prsen(# SK53)
UbcD6-Sacltas(# SK154)
SpeUbcD63UTRse (# SK130)
Xba-UbcD63UTRas (# SK131)

Interaktionspartner
CG3473RT-sen (# SK90)
CG3473RT-as (# SK91)
CG5524ins-se (# SK94)
CG5524ins-as (# SK95)
CG7376ins-se (# SK98)
CG7376ins-as (# SK99)
Kua-RT-sen (# SK100)
Kua-RT-as (# SK101)

Primer Projekt Mst77F

Translationskontrolle
LacZ-insitu-se (# SK150)
LacZ-insitu-as (# SK151)
EcoRkb2tPrsen (# SK)
Kpn-b2t-Pras(# SK8)
ProtB-Kpn-sen (# SK45)
ProtB-BamHl-as (# SK46)
Mst77FKpn-sen (# SK47)
Mst77FBamHLlas (# SK48)
b2tgatesen (# SK65)
Mst77Fgateas (# SK69)
Mst77FPr-Kpn (# SK83)
Mst77Fd60CSpe (# SK86)
Mst-gate2se (# SK121)
Mst-gate Stop (# SK149)

Chromatinkondesation

Mst77-Pr-Eco-se (# SK155)
Mst77-Pr-Kpn-as (# SK156)

ATG GCTTGG GTT CCC ACATC

TGT ATT CTG AAT TTC GCC CTT GC
CAC CCG CCG GGATAT TCC

ATG GCA TGG GTT CCC AAT TCG

TTC ATT GAATTG GTT TCC AAATTG G
GGGGGT ACCCAT GTT ACATACTTT TC
GGGACT AGT TTC ATT GAATTG GTT TC

ATC GAT GAAACT CTG CTC AAC G
ATG TCAACA CCC GCACG

CGC GCC GAT TTT CTT TAT AC

TGG TGG AAT ATG CTT GGA CA

GGG TTG CGAATT GTG TGC

CAC CGA AAT TGA ATG CGT CAA AG
GAT ACT AGTTTACTT GTACAGCTC G
GAT CCG CGGATG GTG AGC AAG GGC
GGGGGT ACCGAA ATT GAATGC GTC
GAT CCG CGGATC GAT GAA ACT CTG
GAT ACT AGT CCATGC GCC CAC

GAT ICT AGACGT GTT ACT TTC ATT TAT TG

ATG GCC GCACTGACTC

ATTTTG CATCGCATGTTT C

CTC ATT TAG CTG ATA GCG GCG

CTC AAACTG AAACTG AAC CATTGT G
GAG CAC GTG AGATCG AGA TG
GTGTTT CTT GGT GCA GAT GCA G
GCG GCC AAG AGC GAT ATG G
CAATCATCG GTATGT CCACCG

CGC CCATCT ACACCAACG

CCA CCACAT ACAGGC CG

GAT GAATTC TCATTG TAG GAG CCA GAG
GAT GGT ACCTTT GAT AGT AAAGTT AGG G
GAT GGT ACCATG AGT TCA AAT AAT G

GAT GGA TCCCTT GCA AAT CCG

GAT GGT ACCATG AGT AAT CTG AAAC
GAT GGA TCCCAT CGAGCACTT G

CAC CTC ATT GTA GGA GCC AGA G
CATCGAGCACTT GGG CTT G

GAT GGT ACCCGC GTT ACT CAG

GAT ACT AGTCTTCCG CACCCTG

CAC CAT GAG TAATCT GAA ACAAAA GGA TAG CAA G
TTACATCGAGCACTT GGG CTT G

GAT GAA TTC CGC GTT ACT CAG
GAT GGT ACCTTT GCA ACC AATTC
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Mst77-Sacltas (# SK157)
Mst3UTR-spese (# SK158)
Mst3UTR-xbaas (# SK159)
Mst77FGWsen (# SK226)
Mst77RGWas (# SK227)
Mst77Fd20CSpé# SK84)
Mst77Fd40CSpe (# SK85)
Mst77FPr2-Kpn (# SK122)
Mstd40CNLSSpe (# SK124)
Mst77-Saclltas(# SK157)
Mst77FPr-Sacll (# SK104)
Mst77d100NSacll (# SK106)

Kernimport
aKap3RA-3UTRse (# SK176)
aKap3RA-3UTRas (# SK177)
aKap3RC-3UTRas (# SK178)
aKap3RA-5UTRse (# SK179)
aKap3RA-5UTRas (# SK180A)
aKap4ins-as (# SK170)
aKap4ins-se (# SK171)
aKap4Kpn-sen (# SK174)
aKap4Sacltas (# SK175)
SeqBL15422sen(# SK175)
SeqBL30186sen(# SK175)
Placl

MIMIC5-2 (# SKB1)

pB3Seq

Interaktionsstudien
Y2HProtAEcoRIfwl (# SK207)
Y2HProtABamHIrv (# SK208)
Y2HProtAEcoRIfw2 (# SK209)
Y2HProtBBamHIrv (# SK210)
Y2HTpINdelfw (# SK211)
Y2HTpIBamHIrev (# SKR12)
Mst77StopBamHI (# SK107)
ProtA-GW-se (# SK221)
ProtA-GW-as (# SK222)
ProtB-GW-as (# SK223)
Tpl94D-GW-se (# SK224)
Tpl94D-GW-as (# SK25)
CG7929ins-se (# SK160)
CG7929ins-as (# SK161)
CG10252ins-se (# SK162)
CG10252ins- as (# SK163)
CG1286tins2-se(# SK168)
CG1286tins2-as (# SK169)
CG7929KpnAPrse(# SK191)
CG7929Spehs(# SK192
CG10252KpAPrse(# SK193)
CG10252Spebs(# SK194)
CG12861KpAPrse(# SK195
CG12861Spebs(# SK196)

GAT CCG CGGCAT CGAGCACTT G

GAT ACT AGT TCG GAG GTT TCATCT TC

GAT TCT AGA GAT CAG ACATAAAACC

CAC CCG CGT TACTCAGCTAGTC

CAT CGAGCACTT GGG CTT GGAG

GAT ACT AGT GCC GCATTC CATC
GATACTAGTCTTCGG TTT GCC G

GAT GGT ACCCGC GTT ACT CAG CTAGTC GGATTG
GATACTAGTCTTCCG GGG TCGCTTCGG TTT GCC G
GAT CCG CGGCAT CGAGCACTT G

GAT CCG CGGCGC GTT ACT CAG

GAT CCG CGGATG CAT GTA GAG CCC

GAT CGATTT AAT CAG AAA GCA GCC
GAT GCA GAG TCGCTT CAATCG

GAT GGA AAC GCCCAGTCCCTTC
GAT CAG CCAACT TCACTC

GAT GATTTC CTT GTATAA

GAT GCC GGA CAC CTC TGC

GCG AAG GCTGGC €C G

GAT GGT ACCGGC ATG TAATGC GCT C
GAT CCG CGGGAA TTT AGT TGC GAT GTG
GTG GAG CGG CAT TGA ATACG

GCG ACG TCG GAG AAATGA AG

CAC CCA AGG CTC TGCTCC CAC AAT
GGT ATG TGT TAT CTT TAG TAG TAT TG
CGATAAAAC ACATGC GTC AATT

GAA TTC ATG AGT TCA AAT AAT GTAAAT G
GGATCCTCAGTATTG CTG GC

GAA TTC ATG AGT TCA AAT AAT GTA AA
GGA TCCTTACTT GCA AAT CC

CAT ATG ATG GGT AGC GTT TTA AG
GGA TCCCTATAA GTC TGA TAT GA

GAT GGA TCCTTACAT CGAGCACTTG
CAC CAT GAG TTC AAATAATGT AAATG
GTATTG CTG GCA AAT CCG TC

CTT GCA AAT CCG TCG GCG

CAC CAT GGG TAG CGT TTT AAG

TAA GTC TGA TAT GAA AAT GCC AC
ATG AAAACC TTG AATCTT TTG

CGT GGT CCT TGG AGG

GGG ACT ACA AAC AAAGATTTT G

CTA CAT ATT GTC ACATCT AAC

GGC CAG TCG CAACGATAAG

GCG GCAACC TGG CGT G

GAT GGT ACCGGT TCT TGATGG GTC
GGGACT AGT CTG ATA CGC GTT CAG
GAT GGT ACCCCC TTA GGG AAC AG
GGGACT AGT CAT ATT GTC ACATCT AAC
GAT GGT ACCGCC TTG TCT ATC GAC
GGGACT AGT GTG TGT CTT ATG GCG
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CG7929Ndelse (# SK199) GGGCAT ATGATG AAAACCTTG AATC
Y2H7929EcoRlas (# SK3) GGGGAATTC TCACTG ATACGC GTT
CG12861Ndeke (# SK203) GGGCAT ATGATG GGG GTG TTG
Y2H12861SaHas (# SK204) GGGGTC GACTTAGTG TGT CTT ATG
CG79290RFGW-se (# SK215) CAC CAT GAAAAC CTT GAATC
CG7929GW-as (# SK216) CTG ATACGC GTT CAG ATT C
CG102520RFGwse (# SK217) CAC CAT GGC GGT GCG ACC
CG10252GW-as (# SK218) CAT ATT GTC ACA TCT AAC TAT CAT AG
CG128610RFGwse (# SK219) CAC CAT GGG GGT GTT GCA G
CG12861GW-as (# SK220) GTG TGT CTT ATG GCG GAAATA TG

Zur Sequenzierung verwendete Primer deiAG Renkawitz-Pohl

pChab 5' neu GCG GAC GCA GCG GCG AAA GAG ACG
RV-XFPpChabSeq (# S09) CAC GCT GAA CTT GTG GCC

Delta lacZ rev Seq (# S10) GAA CCT TAC TTC TGTGGT GTG ACA
PUASpP-KC10-rev GGT GCT ATG TTT ATGGCG CT

SequenzierungsPrimer der Firma LGC Genomics GmbH (Berlin)

T7prom TAA TAC GAC TCA CTATAG GG
Sp620 CTATTT AGG TGA CAC TAT AG

Die Sequenzierungen wurden durch die Firma LGC Genomics GmbH (Berlin) durchgefihrt.
Gensynthesen wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon in Auftrag gegeben.

3.15 SonstigeMaterialien

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare Life Sciences, Miinchen
Deckglaschen (18x18 mm; 24x32 mm) Roth, Karlsruhe

Deckglaschen (g Li&dm) Roth, Karlsruhe

Dumont Pinzetteinox 5) Mercateo, Kéthen

Hybond NMembran Amersham, Braunschweig
Nitrozelluosemembran Optitran B& 83 GE Healthcare Life Sciences, Miinchen
Kulturflasche (25nT) Sarstedt, NUmbrecht

Neubauer Z&hlkammer LO - Laboroptik Ltd Lancing (UK)
Objekttrager Roth, Karlsruhe

Petrischale (92x16 mm, ohne Nocken) Sarstedt, Nimbrecht

24-\Well Platte Sarstedt, Nimbrecht

WhatmanPapier Schleicher und Schutt
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3.16 Software und Internetseiten

Textverarbeitung

Bildbearbeitung

Microsoft Word 2007

Adobé® Photoshop) CS2 9.0
Axiovision Rel. 4.8

Genanalysen mit Hilfe volmternetdatenbanken

ApE -A plasmid Editor (v1.17)
Clustal W2

DNA-traffic

Ensemble Genome Browser

FlyAtlas: theDrosophila
gene expression atlas

FlyBase

OligoCalc (v. 3.25)

PubMedi NCBI
PSORT/PSORT Il Prediction
RegRNA1.0/2.0

SMART

SpermPress

STRING Known and
Predicted Prote#nfProtein
Interactions (v. 9.1)

Larkin et al., 2007

Kuchta et al., 2012

Flicek et al., 2011

Chintapalli, Wang und Dow, 2007

StPierre et al., 2014

Kibbe, 2007

UbersichtsartikelMcEntyre und Lipman, 2001
Nakai und Horton, 1999

Huang et al., 200&Chang et al., 2013

Letunic, Doerks und Bork, 2012

Vibranovski et al., 2009

Snel et al., 20Q0Franceschini et al., 2013
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4 METHODEN

4.1 Umgang mit Drosophila melanogaster

4.1.1 Stammbhaltung

Futtermedium 909 Agar Agar
1 kg Maismehl
1809 Trockenhefe
1 kg Fructose
120ml 20% Nipagin in 70% Ethanol
360ml 20% Propionsaure
ad 12 H,0O

Die Zucht vonDrosophila melanogastegrfolgt in PlastikKulturrohrchen. Verschlossen werden die
Rohrchen mit einem milbensicheren Stopfen. Je nach Anzahl an Fliegen werden kleinertd, 2,5
mittlere (@ 3cm) oder grof3e (& dm) Rohrchen verwendet. Die Fliegen werden bei 25°C bzw. 18°C
gehaten und konnen durch die Betdubung mit,Gfder Diethylether ausgewertet und evtl. neue
Kreuzungsexperimente angesetzt werden. In einem Abstand von ca. 2 bis 3 Wochen auf 25°C und ca.
4 bis 5 Wochen auf 18°C, werden die Fliegen auf neue Kulturréhrchefrisnliem Nahrmedium

umgesetzt.

4.1.2 DrosophilaKreuzungsexperimente

Fur die Kreuzungsexperimente werden jungfrauliche Weibchen mit Mannchen gepdamsbphila
melanogasteMannchen etwa 4 bis 6 Stunden nach Schlupfen geschlechtsreif werden, kénnen alle
bereits geschlipften Tiere von den Fliegenflaschen entfernt werden, undie®esct alle in den
folgenden 4 bis6 Stunden schlipfenden Weibchen fir Kreuzungen eingesetzt werden. Fur

Einzelpaarkreuzungen wird je ein transgenes Tier fiTieren des anderé&peschlechts verkreuzt.

4.1.3 Ektopische Expression durch das UAS/@BL 4-System
(Brandet al, 1999

Zur ektopischen Expression von Genén anderen Geweben wird das UASAL4-System
verwendet. Hierfur werden GAL4Treiberlinien mit UASEffektorlinien (Upstream activating
sequence gekreuzt. In den GALAreiberlinien wird der Transkriptionsaktivator GAL4 unter der
Kontrolle eines bestimmten genomischen Enhancers exprimiertUBR&Effektorlinien tragen den

ORF des zu untersuchenddgBens unter Kontrolle einer ode mehrerer UASSites. In den
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Nachkommen der Kreuzung bindet der Transkriptionsaktivator GAL4 an dieBi#destelle und
aktiviert die ektopische Expression des Gens in einem gewebespezifischen Expressionsmuster.

4.1.4 Herstellung transgener Fliegen
(Spradling md Rubin, 1982; Rubin und Spradling, 1982

Fur die Herstellung transgener Fliegenlinien werden Transformationvektoren verwendet, welche auf
natirlich vorkommende -Elemente basieren, jedoch aber fir keine funktionsfahige Transposase
kodieren. Fir die Integtion des gewilnschten Gens werden die Transformationsvektoren in
Verbindung mit einem Helferplasmifb = 2 5) imjixiect, der das Transposasegen zu Verfligung
gestellt. Der Helferplasmid selbst kann nicht in das Genom integrieren, da er keine
Erkennungssequenzen fir die Transposase besitzt. Transformationsvekktelfendlasmid werden

in das synytiale Blastoderntles posterioren Pols vevhite Embryonen injiziert.

Neben der ungerichteten Integration des gewlinschten-Bfdgmentes in dd3rosophilaGenom,
besteht die M° glhtdgrase keenitteltenelntegration verERSnENnten. Die Injektion
erfolgt in speziellewhiteSt 2 mme , d i -lategmsenneder Kd&indbahn exprimier@ischof et
al.,, 2007. Zudem tragen die Fliegenstamme vordefinierte Landungsstellen mit speziellen
atPSequenzen. -lbDtagrase ieiee Seqherpezifische Rekombinationwrschen einer
bakteriellen Anhefturgstelle (attachment sitattB) und einer Phagen Anheftungsstéi¢tachment
site attP) ermdglicht, kann somit die Kopplung des dttigjenden FElementes an die Landungs
stellen mit Hilfe der attFSequenzen vermittelterden Bischof et al., 2007/Markstein et al., 2008

Vorbereitung der Embryonen fir die Mikroinjektion

Apfelsaftagar  25% Apfelsaft

1,25% Saccharose

2,5% Trockenhefe

0,2% Nipagin

2,7% Agar
Die Fliegen des Injektionsstammes werden Apfelsaftagarschalen @&m) dberfihrt und die
Agarschalen zur Stimulation der Eiablage mit etwas Hefe bestrichen. Die Embryonen werden alle
20 Minuten abgesammelt, wobei die ersten Ablagen zunéchst verworfen werden, um die Eiablage zu
synchronisieren. DiEmbryonen werden anschliel3end in ein feinmaschiges Stahlnetzchen tberflihrt
und mehrmals mit 0,% NaCl gewaschen. Es folgt das Dechorionisieren der Embryonen in einem
1:1 Gemisch aus Dan Klorfkund dHO fir zwei bis drei Minuten. Nach weiter&aschschritten mit
0,7% NaCl werden die Embryonen auf Apfelsaftagarblock aufgereiht. Dabei ist darauf zu achten, dass
das posteriore Ende immer in die gleiche Richtung zeigt. Die dechorionisierten Embryonen werden

auf ein Deckglaschen Ubertragen, das miitem HeptasKlebstoff (TesaPackband”') Gemisch
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beschichtet ist. Um den inneren Druck der Embryonen fir eine erfolgreiche Injektion zu mindern,

werden sie etwa 1Blinuten in einem mit Kieselgel gefiillten Exsikkator getrocknet und anschlie3end

mit Voltalef-Ol tiberschichtet, um eine weitere Austrocknung zu verhindern.

Mikroinjektion

Injektionsmischung
P-Transposase vermittelt

Injektionsmistiung
¢ C 3lritegrase vermittelt

10x Injektionspuffer

5 ug Transformationsvektor

2,5ug Helferplasmid p25.7wc

2,5¢ | 10x I njektionspuffer
mit ddH,O auf 25¢ | auff¢sgll en

5 ug Transformationsvektor
2,5¢ | 10x I njektionspuffer
mit ddH,O auf 25¢ | auffg¢sgll en

5 mM KClI
0,1 mM NaHPGQ,, pH 7,4

Der Injektionsansatz wird vor der Injektion fir Bbnuten bei 13.000pM und 4°Czentrifugiert, und

so von Partikel befreit, die die Injektionsnadel verstopfen konnten. Die Injektion der DNA erfolgt

anschlielend mit Hilfe einer Glaskapillare (@ @), die manuell in einem Kapillarziehgerét

gezogen wurde. Die Nadel wird mit einem Aiaj des Injektionsansatzes beladen und in die

Mikroinjektionsapparatur eingespannt. Zudem wird das Deckgldschen mit den dechorionisierten

Embryonen in den Kreuztisch der Injektionsapparatur eingespannt. AnschlieBend wird das

Injektionsgemisch in den poskmren Pol aller Embryonen injiziert, die noch keine Polzellen

ausgebildet haben.

Zum Schutz vor dem Austrocknen werden die Embryonen erneut mit Vealibigherschichtet,

das Deckglas mit den Embryonen in eine Apfelsaftagarpetrischale gelegt und ansdhtiei3g5°C

inkubiert. Dem Apfelsaftagar wurde zuvor ein Agarblock ausgeschnitten, der freie Bereich mit Wasser

gefullt, um so die Embryonen mit ausreichend Luftfeuchtigkeit zu versorgen. Nach S&ur2ien

beginnen die Larven zu schlipfen. Sie werdersiebtig mit Hilfe einer Prapariernadel auf Flaschen

mit Futtermedium tberfuhrt und bis z@®ehlipfender adulten Tiere auf 25°C inkubiert.

Selektion transgener Fliegenstamme

Die Integration der zu transformierenden DNA erfolgt als keimbahnspezifiscimspbsition und

somit auch ausschlieZlich in den Keimzellen des injizierten Embryos. Demnach wird auch das auf

dem PRElementVektor liegende white-Gen erst nach einer Kreuzung mit einewhite-

Injektionsstamm exprimiert. In den Tieren der-Gé&neration kam somit ein Farbumschlag der

Augenfarbe von weil3 zu rot beobachtet und die rotdugigen transgenen Tiere von deamsgbnhen

weil3dugigen Tieren unterschieden werden.
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Nach einer Injektion mit einer Hransposase vermittelten Integration folgen zwei aveit
Einzelpaarkreuzungen der rotaugigen Fliegen gegen wdaite-Injektionsstamm um mogliche
Mehrfachintegrationen zu vermeiden. Fir die Etablierung transgener Linien werden die heterozygoten
Tiere weiter miteinander gekreubis keine weilugigen Nachkomen mehr auftreten.

4.1.5 Chromosomale Lokalisation des FElementes

Die chromosomale Lokalisation derlisertion wird mit Hilfe des MultimarkeFliegenstammes
CSTM ermdglicht. CSTMFliegen tragen auf dem zweiten Chromosom den BalaDedy of Oster
(CyO) und den Marke6ternopleura(Sp, sowie auf dem dritten Chromosom die Balancer TM2 mit
dem MarkerUltrabithorax (Ubx) und MKRS mit dem Marke&tubble(SH. BalanceftChromosomen
sind spezifischftir Drosophila melanogasterund erlauben die stabile Halturrgzessiver, letaler
Mutationen, da in diesen Fliegen homologe Rekombination zwischen den Schwesterchromosomen
durch crossing oververhindert wird. DieBalancerChromosomen sind zusatzlich mit dominanten
Markern versehen und erlauben das Erkennen der Rliegeheterozygoten Zustandalancer
Chromosomentragen zudem eine Reiheon Mutatioren welche im homozygoen Zustad zur
Letalitatfihren

Zunachst werden transgene rotdugige Mannchen mit Weibchen des-St@iivhes gekreuzt.
Anschlieend werden rotaugigdannchen der RGeneration, welche nun die Mark€yO und Sb
tragen, erneut mit Weibchen des CSBWammes gekreuzt. Mit Hilfe der fZeneration dieser
Kreuzung kann dann die chromosomale Lokalisation dEse®ents auf den Chromosomen I, llI
oder IV bestinmt werden. Besteht eine Insertion auf dem zweiten Chromosom, so mussen alle
rotdugigen Nachkommen die Mark8b/Ubxund CyO oder Sp alle weiRaugigen Nachkommen die
Marker CyO/Spund Ubx oder Sb aufweisen. Hingegen zeigen alle rotdaugigen Fliegen mit &ner
Insertion auf dem dritten Chromosom die MarkeyO/Spsowie Sb oder Ubx. Weil3dugige Tiere
besalien die Markésbx/Sbund Ubx bzw. Sh Besitzt ein rotaugiges Tier der4&tneration alle vier
Marker, so deutet dies auf eine Insertion auf dem vi€Zteoomosom hin. Befinden sich bereits in der
F1-Generation nur rotdugige Weibchen und nur weiRdugige M&nnchen weist dies auf eine

Lokalisation des FElements auf dem XChromosom hin.
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4.2  Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Praparation und Analyse von DNA

4.2.1.1 Praparation genomischer DNA audrosophilae
(Pirrotta, 1986 Steller und Pirrotta, 1986

Extraktionspuffer 200mM Tris/ HCI, pH 9,0
100mM EDTA, pH 9,0
1% SDS

Ein EppendorAReaktionsgefald wird zu einem Drittel mit Fliegen gefullt und nach der Zugabe von
500ul Extraktionspuffer werden die Fliegen mit HikgnesPotters homogenisiert. Das Gemisch wird

fur 20Minuten bei 65°C im Heizblock inkubiert. Zur Zelllyseerden 18Qul 8 M Kaliumacid
zugegeben und das Gemisch fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wird zum Entfernen von
Fliegenresten zweimal fir Minuten bei 13.000WpM und 4°C zentrifugiert und der DNRaltige
Uberstand in ein frisches 18l Eppendorf-Reaktionsgefal uberfiihrt. Zum Sedimentieren der
genomischen DNA wird ein 1/2 Volumen Isopropanol zugegeben und ernddin@@n bei
13.000UpM und 4°C zentrifugiert. Nach dem vollstandigen Entfernen des Uberstands wird das Pellet
noch zweimal mit Inl Ethanol (70%) gewaschen, getrocknet und in capBddH,O aufgenommen.

Als Kontrolle der Prazipitation der genomischen DNA wirgilleiner 1:10 Verdinnung auf ein

Agarosegel aufgetragen. Die Lagerung der DNA erfolgt2@$iC.

4.2.1.2 Praparation genomischerDNA aus einer einzelnen Fliege

Squi B 10 mMTris/ HCI, pH 8,2
1 mM EDTA
25 mM NacCl

Neben der Methode der Praparation genomischer DNA aus mehreren Fliegen besteht die Mdglichkeit
DNA aus einer einzelnen Fliege zu isolieren. Hierbei wird mit Hilfe dfiigettenspitze eine Fliege in

50¢ | Squi B zerkleinert. Anschlkie@®emnd ewva/m@en Kd y r
und einer 3@mindtigen Inkubation bei 37°C die Proteine verdaut. Daraufhin dénd Ansatzzwei

Minuten bei 85°C erhitzt und sotdie Proteinase Knaktiviert. Die Lagerung der DNA erfolgt bei

20°C.
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4.2.1.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
(Saiki et al., 1988

Fur die Amplifikation spezifischer DNAragmente wird die Polymeragettenreaktion (PCR)
angewendet. Dabei dienen zwei synthetisch hergestellte Oligonukleotide, welche spezifgselieam
auch am 5Strang der Matrize binden kénnen, als Primer fur died\ethese des innen liegenden
DNA-Abschnitts. Eine hitzebestandige Polymerase bindet an die Primer und synthetisiert das gesuchte
DNA-Fragment.

Die Polymeras&ettenreaktion wird in mehreren Zyklen vollzogen und fiihrt somit zu einer
exponentielle Amplifilation des DNAFragments. Die Reaktionsbedingungen variieren in der Lange

der zu amplifizierenden DNA, wie auch in der Schmelztemperatur der Primer.

Reaktionsansatz und PdRogramm unter Verwendung der Taglymerase (Axon)

Reaktionsansatz: Template DNA 10-100 ng

VorwartsPrimer (25 pmol/ul) 1l
RuckwartsPrimer (25 pmol/ul) 1l
dNTPs (10 mM pro NTP) 1l
MgCl, (25 mM) 5ul

10x Puffer BD 5ul
TagPolymerase (5 U/pl) 0,5 ul
ddH:0 ad 50 pl

PCR Programm:

1. Denaturierung 95°C 10 Minuten
2. Denaturierung 95°C 1 Minute
3. Primerbindung XX°C 1 Minute
4. Polymerisation 72°C XX Minuten
Anzahl PCRZyklen: 2535
5. Polymerisation 72°C 10 Minuten
6. Pause 4°C b

Reaktionsansatz und PERRogramm unter Verwendung der VELOCITY DNA Polymer@zieline)

Reaktionsansatz: Template DNA 5-500 ng
VorwartsPrimer (25 pmol/ul) 1l
RuckwartsPrimer (25pmol/pul) 1p
dNTPs(10 mM pro NTP) 1,5l
5x Hi-Fi Buffer 10 pl

VELOCITY DNA-Polymerase (2U/ul) 0,5 ul
ddH,0 ad 50 pl
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PCRProgramm:
1. Denaturierung 96°C 2 Minuten
2. Denaturierung 96°C 40 Sekunden
3. Primerbindung XX°C 40 Sekunden
4. Polymerisation 72°C XX Minuten
Anzahl PCRZyklen: 2535
5. Polymerisation 72°C 10 Minuten
6. Pause 4°C b

4.2.1.4 Agarosegelelektrophoreseon DNA/RNA
(Sambrook et al., 1998)

TAE (50x) 2M Tris MOPS (1x) 20mM MOPS, pH 7
100mM EDTA, pH 8 1 mM EDTA
5,71% (v/v) Essigsaure reinst 8 mM Natriumacetat

Ladepuffer(10x) 0,1% Bromphenolblau
0,1% Xylencyanol
0,9% Borséaure
40% Glycerin
in TAE bzw. MOPS

Mit Hilfe der Gelelektrophorese konnen DNAvie auch RNAFragmente der Grél3e nach aufgetrennt
werden. Eine Gleichspannung wird angelegt und die Fragmente beginnen vom negativen Pol zum
positiven Pol zu Awan d e reatlith langsamkeals kiéine Bragmente.gDieo C e
Agarosekonzentration ist abhéngig von der Produkide und liegt zwischen 0,8 und 20

Zum Losen der Agarose wird diese in 1x TAE (bzw. 1x MOPS bei f&¢fen) aufgekocht und
anschliel3end auf 60°C abgekuhltytyepro 100ml Agaroselésung ful Ethidiumbromid (1Qug/ml)
zugefugt wird. Ethidiumbromid interkaliert in DNA bzw. RNA und macht die einzelnen Fragmente
unter U\:Licht sichtbar. AnschlieRend wird das Agarosegel gegossen und sofort der Kamm fir die
Probentachen eingesteckt. Nach Erkalten des Agarosegels wird 1x TAE bzw. 1x MOPS als
Laufpuffer zugefihrt.

Zum Beschweren der DNA werden die Proben mit 1/10 Volumen des 10x Ladepuffers versehen.
Dieser wandert ebenfalls in Richtung der Anode und markiert didrbatufles Gels. Die Gele laufen
zwischen 60 und 10@.

C

~
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4.2.1.5 Erzeugung chemisch kompetenteEscherichia coli
(Sambrook et al., 1998

Tfb | 30mM Kaliumacetat Tfb 1l 10mM MOPS
100mM Rubidiumchlorid 75mM Calciumchlorid
10 mM Calciumchlorid 10 mM Rubidiumchlorid
15% (v/v) Glycerin (steril) 15% (v/v) Glycerin
pH auf 5,8 (dilute Essigsaure) pH 6,5 einstellen mit NaOH
autoklavieren autoklavieren

50 mM Manganchlorid
(sterilfiltriert)

50ml LB-Medium werden mit einer Kolonie voBsclerichia coiDH5 U angei mpf t und
Uber Nacht im Schiittler und bei 37°C inkubiert. Am ndchsten Tag werden aus dieser Kujtlm500

einen frischen Erlenmeyerkolben mit 5@0 Psi broth/LB tberfliihrt und die Kultur erneut bis zu einer

ODss50 von 0,5bis 0,6 bei 37C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen firMiuten auf Eis

gehalten, dann auf 5@l Falcons verteilt, und fir Blinuten bei 3.000WpM und 4°C zu
sedimentieren. Der Uberstand wird verworfen. Resuspendiert werden die Zellen inun&Ndgfbl

und erneut fr 1Blinuten auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschriibiten,

3.000UpM, 4°C) werden die Zellen in 1/12 Volumen Tfbll resuspendiert und fiMibbten auf Eis

inkubiert. Je 5@l Zellen werden in EppendeReaktionsgefalRe aliquotiert und sofort in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung vescherichiacolDH5 U e r £86°C.gt bei

4.2.1.6 Transformation chemisch kompetenterEscherichia coli

10l Ligationsansatz bzw. 0/ PlasmidDNA (Retransformation wo Plasmiden) werden zu
50-100ul chemisch kompetenten Zellen gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend
werden die Zellen fur 38ekunden einem Hitzeschock im 42/asserbad ausgesetzt und wiederum
kurz auf Eis inkubiert. Daraufhin werden 2@0erwarmtes LBMedium auf die Zellen gegeben und

der Ansatz fur 3@15 Minuten bei 37°C im Schiuittler inkubiert. Die Zellen werden aufAdarplatten

mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Als Antibiotika

werdenAmpicillin (100e g / r@hlgramphenicol (28 g / aderKanamycin (5& g/ ml ) ver wende

4.2.1.7 Ligation von PCR-Produkten in TOPO®-Vektoren

(Invitrogen)

Fir die Sequenzierung von P&Rodukten werden sie in einen Zwischenvektor kloniert. Dabei wird
fur Produkte welche mit der TadPolymerase (Axon) amplifiziert wurden und somuit den3'-Enden

ein AdeninUberhang tragender VektorpCFII-TOPC genutzt. A& dessen linearisierten Enden
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befinden sich entsprechend dazu Thymidierhange. Die VELOCITY DNA PolymeragBioline)
erzeugt im Gegensatz zur FRglymerase Bluaénd PCRFragmente und folglich werden diese
Produkte in den VektopCR’-Blunt II-TOPC zwischen kloniertZudem besteht die Mdglichkeit
PCRProdukte mit dem Gateweyystem zu klonieren. Es findet einerightete Klonierung des PCR
Produktes mittels eines BACC-Uberhang in den ZwischenvekiorE N T R EORIY statt.

Ligationsansatze:

pCRII-TOPJ und pCR-Bluntll-TOPC p ENTRAORDP
PCRProdukt 1-4 pl PCRProdukt 1-5ng (1kb)
Vektor 0,5ul 5-10ng (2kb)
(SaltSolution 1l Vektor 0,5ul
ddH,0 ad 6ul (SaltSolution 1l

ddH,O ad 6ul

Die Zugabe von 1l SaltSolution erfolgt optional nach einer Aufreinigung des FR&Bdukts.

Nach einer Inkubation von ca-ZB Minuten bei Raumtemperatur (RT), in Abhangigkeit von der
GroRRe des PCIRrodukts, wird der komplette Ligationsansatz zyib&ompetente Zellen gegeben
und analog zur Transformation verfahren. Der VeR®FII-TOPC besitzt eine Ampicillinkassette
und somit werden fir die Transformation {&gjarplatten mit Ampicillin (1ug/ul) verwendet. Die
VektorenpCR-Blunt II-TOPC undp E N T R HORIF besitzen eine Kanamyecitassette und die

Zellen werden auf LBAgarplatten mit Kaamycin (1ug/ul) ausgestrichen.

4.2.1.8 Plasmidpraparation auskE. coliin analytischen Mal3stab
(Mini -Praparation)

(Birnboim und Doly, 1979

3ml LB-Medium werden mit einetE. coliKolonie angeimpft und mit dem entsprechenden
Antibiotikum versehen. Nach einerkimbation Uber Nacht bei 37°C im Schittler, werdennil,5
UbernachiKultur abzentrifugiert (3®ekunden, 13.000pM) und der Uberstand verworfen.
AnschlieRend wird das Pellet in 1QDE1 resuspendiert, zum AufschlieRen der Zellen 2082
zugegeben und deAnsatz fur SMinuten bei RT inkubiert. Zur Neralisation der Reaktion und
ProteinrFallung werden 1501 E3 zugegeben. Nach einer Zentrifugation bei 1310pM fir

4 Minuten wird der klare Uberstand in ein frisches EppenBediktionsgefal® tberfihrt urmim
Fallen der PlasmiDNA 320ul Isopropanol zugegeben. Es wird erneut fiurMiQuten bei
13.000UpM und 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die pelletierte RRSIAId
wird daraufhin mit 32Qul 70 % Ethanol gewaschen (Minuten, 13.000JpM, 4°C), drei Minuten bei
RT getrocknet und in 2@l destilliertem Wasser aufgenommen. Die Lagerung der PlaBiKid
erfolgt bei 4°C. Die Lésungen E1, E2 und E3 werden nach Anleitung des JETSTAR 2.0 Plasmid Kits

(Genomed) hergestellt.
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4.2.1.9 Plasmidpréaparation ausE. coliin praparativen Mal3stab

(Midi -praparation)

(JETSTAR 2.0 Plasmid Kit, Genomed)

El 50 mM Tris, pH 8,0 E4 600mM NacCl
10mM EDTA 100mM NaAc, pH 5,0 (Essigsaure)
100eg/ml RNase A 0,15% (v/v) Triton X-100
E2 200mM NaOH ES 800mM NaCl
1% (w/v) SDS 100mM NaAc, pH 5,0 (Essigsaure)
E3 3,1M KaAc, pH 5,5 E6 125mM NaCl

(Essigsaure)

100mM Tris/HCI, pH 8,5

Fur die Praparation gréRerer und sauberer Mengen an PiBdidvird das Jetstar 2.0 Plasmid Kit
(Genomed), unter Benutzgivon Anionenaustauschersaulen, verwendet.
Zunachst werden 561 LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum unduB@bernacht

Kultur angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag wird die
Bakterienkultur in 50nl Falcons agefillt und 10Minuten zentrifugiert (4.000pM, RT). Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet imKE1-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen werden

4 ml E2 zugegeben, der Ansatz mehrmals geschwenkt undMimuien bei RT inkubiert. Nach der
Zugabe von 4nl E3 wird der Ansatz erneut mehrmals invertiert und zur Fallung der chromosomaler
DNA wie auch von Proteinen zentrifugiert (6.00pM, 10Minuten, RT). Der Uberstand mit der
darin enthaltenen PlasmiNA wird anschlieRend auf eine zuvor mit 4D E4 equilibrierte
GenomeédAnionenaustauschersaule geladen. Die Plagdhd wird dabei von der Matrix der Saule
gebunden undird zweimal mit 10ml E5 gewaschen. Die Elution erfolgt anschlieBend mil &6 in

ein 15ml Falcon. Nach der Zugabe von 3 Isopropanol wird der Ansatz vermischt und auf vier
2-ml EppendorReaktionsgefal3e verteilt. Mit der folgenden Zentrifugation bei 13308 und 4°C

fur 30Minuten wird die PlasmidDNA prazipitiert und in einem weiteren Schritt mitll 70%-igem
Ethanol gewschen (1Minuten, 13.000JpM). Das Pellet wird daraufhin inuten bei RT

getrocknet und in 30 destilliertem Wasser aufgenommen. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.
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4.2.1.10 DNA-Restriktionsverdau mit Endonukleasen

Restriktionsendonukleasen kdnnen peigtrangige DNA an spezifischen Sequenzen schneiden. Die

fur die Reaktion erforderliche Menge des Enzyms wird in der Einheit Units (U) angegeben. Dabei
entspricht eine Unit der Menge an Enzym die benétigt wird umargl DNA des Vektors
spezifischa Schnittstellen innerhalb einer Stunde bei 37°C zu spalten.

Die bendtigte Menge am Restriktionsenzym kann wie folgt berechnet werden:

bendtigte Enzymmenge 485k b (bp &) x Anzahl ¢
(U/ug DNA) ~ GroRederDNA (bp)xAnzal8c hni t t st

Etwa 100ng PlasmieDNA werden mit der berechneten Menge Enzym und 1/10 Volumen

Reaktionspuffer in einem Endvolumenvon20 f ¢, r eine Stunde bei 37AC i
Reaktionsansatz: DNA <100ng

Restriktionsenzym 0,51U

10x Reaktionspuffer 2l

ddH,O ad 20yl

AnschlieRend kénnen 14l des Verdaus auf ein Agarosegel aufgetragen und ausgewertet werden.

4.2.1.11 Konzentrationsbestimmung vonPlasmid-DNA

Zur Quantifizierung von DNA und RNAvird 1 yl der Probe mit 499l destilliertemWasser gemischt

und zur photometrischen Bestimmung in eine Quarzkivette Uberflihrt. Als Referenzprobe dienen
500yl destilliertes Wasser. Die Abgaiion bei einer Wellenlange von 26én wird gemessen.

Bei einer Quarzkivettendicke vorctin berechnet sichdiconzentrati on von Nukl ei

folgendermalRlen:

doppelstrangige DNA 0OD260 x 50 x Verdunnungsfaktor
RNA 0OD260 x 37 x Verdunnungsfaktor

Neben der Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des Photometers kann der Gehalt ein®r@ieA
auch mittels eier Gelelektrophorese uberpriift werden. Hierbei wird die Intensitat der einzelnen
Banden im Vergleich zu den Banden des Markers betrachtet und mit Hilfe von Herstellerangaben bei

bestimmten Einsatzvolumina die Konzentration der DNA bestimmt.
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4.2.1.12 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um Produkte aus den Vektore@CFII-TOPG und pCR-Blunt 1I-TOPC in den Endvektor zu

klonieren, werden Vorklon wie auch Endvektor mit den gleichen Endonukleasen geschnitten und auf

ein Agarosegel aufgetrag.

Isolierung der DNA mit Hilfe des JETSORB DNExtraction Kits (Genomed)

Mit dem JETSORB DNAExtraction Kit von Genomed kdnnen DNAagmente aus einem
Agarosegel isoliert werden. Hierfir wird mit Hilfe eines sterilen Skalpells und untekLithi die
ensprechende Gelbande aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in gih Hppendorf
Reaktionsgefal? Gberfuhrt. Daraufhin werden pro hg0Gelblockchen 300 | PufferelAl
JETSORBSolution zugegeben. Die Losung wird kurz gevortext und bis zum voliggémtdosen des
Blockchens fur 18inuten bei 50°C im Wasserbad inkubiert. Dabei wird der Ansatz mehrmals gut
durchmischt. Nachdem das Gelstiick vollstandig gelost ist, wird die Suspens@ekBilen bei
13.000UpM zentrifugiert, der Uberstand verworfen udds Pellet erneut mit 3@0| Puf fer
gewaschen (13.000pM, 30Sekunden). Der Uberstand wird wiederum verworfen und das Pellet mit
300ul Puffer A2 gewaschen (13.00pM, 30Sekunden). Der Waschschritt wird ein zweites Mal
wiederholt, bevor das Pelletirf 10Minuten bei 50°C getrocknet und in g0ddH,O aufgenommen
wird. Esfolgen die Inkubation fir finf Minuten bei 50°C und ein finaler Zentrifugationsschritt bei
13.000UpM fiir 30Sekunden. Der Uberstand mit der darin gelésten DNA wird abgenommen und in
ein frisches EppendoRReaktionsgefald Uberfihrt. Die Lagerung der DNA erfolgt bei 4°C.

Isolierung der DNA mit Hilfe des NucleoSgisel and PCR Cleanp (MachereyNagel)

Mit Hilfe des NucleoSpifi Gel and PCR Cleanp Kits von MacherejNagel lassen sich ebenfalls
DNA-Fragmente aus Agarosegelen isolieren. Die gewiinschte-Bdafe wird mit Hilfe eines
sterilen Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in em EppendordfReaktionsgefald
Uberuhrt. AnschlieRend werden pro 16@ Gelbléckchen 200l Puffer NT zugefuhrt und der Ansatz
bis zum vollstandigen Ldsen des Gelstiickd @SMinuten) bei 50°C inkubiert. Wahrenddessen wird
die Suspension alle-2 Minuten gevortext. Anschlie3end wird eiNecleoSpin Gel and PCR Clean
up Saule in ein Sammelgefal gestellt und die S&ule mit der Suspension b#ladeneinem
Zentrifugationsschritt fir 3@ekunden bei 11.000WpM, wird das Sammelgefal? geleert und zwei Mal
mit 700¢ | Waschpuffer NJOBpM dfie BGr Sekundem). E¢ fbldt eine weitere
Zentrifugation fur eine Minute bei 11.0QpM, um eventuelle Ethanolreste vollstandig zu entfernen.
Nun wird die Saule in ein frisches I8 EppendordReaktionsgefald gestellt und @DddH,O auf die
SauleAMembran gegeben. Nach der Inkubation von einer Minute bei RT wird der Ansatz
abzentrifugiert (11.000pM fiir 30 Sekunden,). Die Lagerung der isolierten DNA erfolgt bei 4°C.

und

Al
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4.2.1.13 Ligation

Ligationsansatz: DNA Vektor 100ng
DNA Insert 3x und 5xmolare Menge
10x T4 Ligationspuffer 2ul
T4-Ligase 1l
ddH,O ad 20yl

Fur die Ligation wird das Insert in einem dreifachen bzw. fuinffach molaren Uberschuss eingesetzt.

Die Menge an VekteDNA im Ligationsansatz betragt etwa 86 bei Vektorgrof3en von8kb und

etwa 100ng bei VektorgroRen von ~Xb. Die Ligation wird in einem 26 | Ansatz wund f ¢r
2 Stunda bei RT oder tiber Nacht bei’f6 durchgefihrt.

4.2.1.14 Klonieren von Produkten mit Hilfe des GatewaySystems
(Gateway LR Clonas&" Il Enzyme Mix, hvitrogen

Um Produkte aus demENTRMD-TOPC-Vektor in die Endvektoren zu klonieren, wird der
Gateway LR Clonasé€" Il Enzyme Mix (Invitrogen) verwendetDieser katalysiert dign vitro
Rekombination zwischeattl-Stellen des Eingangsklons und daftR-Stellen des Zielvektors und

fuhrt somit zum Transfer des Gens von Interesse in den Zielvektor.

Reaktionsansatz: Klon pENTRY/D-TOPC 150ng
Endvektor 150ng
ddH,0 ad 8yl

Zu diesem Gemisch werdenpR LR Clonasé" Il Enzyme Mix zugefiigt, kurz gevortexind der
Ansatz fur 2h bei 25°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wirdl Proteinase KLOsung
zugefigt, wieder kurz gevortext und der AnsataMiQuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wird

1 pl der Reaktion fur die Transformation eingesetzt.

4.2.2 Praparation und Analyse von RNA

4.2.2.1 RNA-Isolation aus ganzen Drosophilae, Testes, Larven und
Embryonen

(TRIzol®, Invitrogen)

Die Isolation von GesanRNA erfolgt mit TRIzof (Invitrogen) und nactder Methode der Ein
SchrittRNA-Isolierungsmethode vo@homczynski und Saccf2006.
Fir die Isolation werden 3DrosophilaMannchen, jungfrauliche Weibchen, Larven und Testes in

1 ml TRIzof® (1 ml/ 50-100mg Gewebenit einem Pottehomogenisiert und anschlieRentfuten
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bei RT inkubiert. Es folgt die Zuga von 0,2nl Chloroform und nach 15 Sekunden kraftigem
Schutteln wird der Ansatz erneut furMBnuten bei RT inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei
12.000 UpM wird der Ansatz in eine untere PheB@bloroformPhase und in eine klare obere
wassrige Phasgetrennt. Diese wird in ein neuEppendorfgefafiberfuhrt und zum Fallen der RNA
0,5ml Isopropanol zugegeben. Daraufhin wird der AnsatiMiuten bei RT inkubiert, 1®inuten
zentrifugiert (12.00@pM, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das RR@llet wid anschlieRend mit
1 ml 75% Ethanol gewaschen (7.50pM, 5Minuten, 4°C) und 1®inuten an der Luft getrocknet.
Gelost wird die RNA in 2%l RNasefreiem Wasser fiur 1Minuten bei 55°C. Die Lagerung erfolgt
bei-20°C. Als Kontrolle wird ein Aliquot augin 1,3%-iges MOPSAgarosegel aufgetragen.

4.2.2.2 Aufreinigung von polyA"™-mRNA
(Oligotex® mRNA Mini Kit, Qiagen)

Um PolyA+ mRNA aus GesarRNA zu gewinnen, wurde das Oligg® mRNA Mini Kit von
Qiagen verwand. Hierfiir wird GesaRINA in ein 1,5ml Reaktionsgefal Gberfuhrt und bis zu einem
Volumen von 25Ql mit RNasefreiem Wasser aufgeflllt. Es folgt die Zugabe von gbBuffer OBB
und 15ul Oligotex Suspension. Der Ansaward gut durchmischt und zunéchst fuMsnuten bei
70°C im Heizblock inkubiert und anschlieBend furMiduten bei RT (2eB0°C). Dieser Schritt
ermoglicht die Hybridisierung zwischen détigotexPartikeln und dem Poly Schwanz der mRNA.
Zum Pelletieren @s OligotexmRNA Komplexes folgt eine Zentrifugation flr zwei Minuten bei
13.000UpM. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in g0®uffer OW2 resuspendiert und
das Gemisch auf eine RNageie OligotexSaule pipettiert. Die Saule wird in ein Rdddreies 1,5ml
Reaktionsgefal? gestellt und fiir eine Minute bei 1310001 zentrifugiert. Anschlieend wird die
Saule in ein frisches RNa$eies 1,5ml ReaktionsgefalR transferiert und erneut eine Minute bei
13.000UpM zentrifugiert. Der Uberstand wirdelnle Male verworfen. Nun wird die S&ule erneut in
ein RNasdreies 1,5ml ReaktionsgefaR uberfiihrt und zum Eluieren der PeimRNA 25ul 70°C
heiRerOEB Puffer zugegeben. Anschlieend wird die Losung auf der Séule vorsiehtigaB auf
und abpipettiertind der Ansatz eine Minute bei 13.00pM zentrifugiert. Um sicher zu gehen, dass
das maximale Volumen an Poli#nRNA aus der Saule eluiert wird, werden nochmalgil2B0°C
heiRerOEB Puffer zugegeben, kurz awind abpipettiert und der Ansatz ein letztéal zentrifugiert.

Das Eluat wird anschlie3end aliquotiert und26i°C gelagert.
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4.2.2.3 cDNA Synthese

QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen)

Mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kits von Qiagen kann Testes GeBbrin cDNA

umgeschrieben werden. Hi erf ¢r werden zi{dDNAchst d
EliminierungsRe akt i oni zusammen pipettiert, bestehend a
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2.l
Template RNA up to 1ug
RNasefreies Wasser ad 14yl

Der Reaktionsansatz wird fur zwei Minuten auf 42°C inkubiert und anschlie3end direkt auf Eis
gestellt. Nun werden die Komponenten fur die Reverse Transkription zusammen pipettiert.

Quantiscript Reverse Transcriptase 1 pl
Quantiscript RT Buffer, 5x 4ul
RT Primer Mix 1pl

Es folgt die Zugabe der Templad®eN A ( A Ge rRDNMEliminierengsRe a kt i on fi) und
Inkubation der Reaktion fur 29inuten bei 42°C. Um die Quantiscript Reverse Transkriptase zu

inaktivieren folgt eine zweite Inkubation fiM&inuten bei 95°C. Die cDNA wird beR20°C gelagert.

innuSCRIPT Reverse Transcriptase (Analytik Jena)

Mit Hilfe der innuSCRIPT Reverse Transcriptase von Analytik Jena wird mit Hilfe von
Genspezifischen RuckwarBrimern aus Testes mMRNA cDNA geschrieben. ditiser Methode wird

somit fUr jedes zu untersuchende Gen eine spezifische cDNA geschrieben.

Die Reaktionskomponenten werden wie folgt zusammen pipettiert:

TestesmRNA 1l
Genspez. Ruckwart®rimer (25pmol) 1 pl
ddH,O 11l

Zur Primerbindung wird deAnsatz 10Minuten bei 60°C inkubiert und anschlieRendMiButen auf

Raumtemperatur abgekihlt. AnschlielRend werden die folgenden Komponenten hinzu gefugt:

dNTPs (10mM pro NTP) 2ul
10x RT-PCR Puffer 2ul
DTT (100mM) 2ul

innuSCRIPT Rewse Transdptase lul
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Die Reaktion der Reversen Transkription lauft flr eine Stunde bei 50°C. Nach einer Inkubation der
Reaktion von 1#8Minuten bei 70°C und somit der Inaktivierung der Reverse Transkriptase, kann die
cDNA auf-20°C gelagert werden.

4.2.2.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe der RT-PCR
(QIAGEN® OneStep RIPCR Kit, Qiagen)

ReaktionskomponentenGesantRNA 1 pg2 ug
5X QIAGEN OneStep R'PCR Puffer 4 pl
Q-Solution 4 ul
VorwartsPrimer (30 pmol/ul) 3ul
RuckwartsPrimer (30pmol/pl) 3ul
dNTPMix (10 mM/ul) 2 pl
QIAGEN OneStep RPPCREnzymMix 0,8 pl
RNaselnhibitor 0,25 ul
RNasefreies Wasser ad 20 ul

RT-PCR Bedingungen:

1. Reverse Transkriptio 50°C 30 Minuten

2. PCRAKktivierung 95°C 15 Minuten

3. Denaturierung 94°C 1 Minuten

4. Primerbindung XX°C 1 Minuten

5. Polymerisation 72°C XX Minuten

Anzahl PCRZyklen: 2535

6. Polymerisation 72°C 10 Minuten

7 Pause 4°C b

Nach dem fiinften Schritt erfolgt ein Ricksprung zum dritten Schritt-B62Byklen.

4.3  Histologische Methoden

4.3.1 in situ Hybridisierung an Drosophila melanogastefestes

(modifiziert nachMorris, Benson und Whit€ooper, 2009

Herstellung DiIGmarkierter RNASonden
(DIG RNA Labeling Kit, Rochg

Zu Beginn werden die benétigten Vektoren linearisiert, welche das Genfragment von Interesse tragen.
Hierfir werden 3ig DNA mit 0,5ul Enzym gedaut und die DNA anschlieBend mit einer

Ethanolfallung prazipitiert. Hierfir werden 1/4®l 3 M Natriumacetatidsng und 2,5/0l eiskalter
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96 % Ethanol hinzu gegeben und die Losung anschlieBend fiitiriiien bei-18°C inkubiert. Zur
Prazipitation der geféllten DNA wird 1ginuten bei 13.000pM und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das DMNellet n 70% Ethanol gewaschen, Minuten bei RT
getrocknetund in 26 | A édfigenommen. AnschlieBend werden mit Hilfe des DIG RNA Labeling
Mix (Roche), sense und antisense REAnden transkribiert.

Reaktionskomponenten:  DNA linearisierter Vektor 1 pg
10x Transkriptionspuffer 2 pl
DIG-RNA-Labelling-Mix 2 ul
T7-, Sp6 bzw. T3RNA Polymerase 1yl
RNasefreies HO ad 20

Die Reaktion wird bei 37°C fir B inkubiert. Die RNASonde kann daraufhin durch eine
Ethanolfallung prazipitiert und in 501 £ duftenommen werden. Die Sonden werden in einer

Verdinnung von 1:50 eingesetzt.

SpotTest DIGmarkierter RNASonden

(nach Roche, Mannheim)

DIG | Puffer 0,1M Tris/HCI, pH 7,5 DIG Il Puffer 0,1M Tris/HCI, pH 9,5
0,15M NacCl 0,1M NacCl
50 mM MgCl,

Zur Qualitatskontrolle der DIG markierten RN&onde wird ein Spetest durchgefuhrt. Hierfur wird
eine Verdunnungsreihe von 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10.000 in Ri¢s=m® Wasser hergestellt.
Daraufhin wird aus jeder Verdinnungerpllauf eine Nylonmembra (Hybond N, Amersham)
gespottet und durch UBestrahlung kovalent vernetzt. AnschlieRend wird die Membran eine Minute
in DIG | Puffer gewaschen und fiir Blinuten in PBT unter leichtem Schwenken geblockt. Daraufhin
wird die Membran 3Minuten in antiDIG-AP-Antikorperldsung (1:5000 in PBT) bei RT
geschwenkt. Es folgen zwei Waschschritte fiir Misuten in DIG | und ein weiterer Waschschritt fur
zwei Minuten in DIG lll. Die anschlieRende Farbereaktion wird durch die Zugabe woh 2
Farbelosung (4,81 NBT + 3,4¢l X-Phosphat/ ml DIG Ill) gestartet, und unter Lichtabschluss bei RT
vollzogen. Wird nach etwa Minuten Farbezeit eine Farbung des Spots der Verdinnung 1:1000

erreicht, ist die Sonde ausreichend markiert und kann bis zur Verwendug&gelagert werden.

Préaparation und Fixierung

Die Testes werden in 1x PBS prapariert und auf Eis gelagert. AnschlieBend werden die Testes fir

20 Minuten in frisch angesetzten% Paraformaldehyd/ PBS BS) fixiert und dreimal fir funf

Minuten in PBT gewadwen. Es folgt ein Verdau mit Proteinase K5 Pr ot e mgimal)lsaef K ( 20
997,5¢ | PBT) . Der Ver dé&ekunden duidch dieaZuidabe evon eGkyderin 200
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Glycerin (20mg/ml) auf 90C | PBT) gestoppt. Dar auf hMimtewier den d
PBT gewaschen, fur 2dinuten in 4% F~PBS refixiert und wiederum zweimal in PBT gewaschen.

Hybridisierung

Hybridisierungslésung 50 % Formamid
5x SSC
100e g / ml Heparin
100&eg/ml Heringssperma DNA
0,1% Tween 20

Es folgt ein Losungswechsebn PBT zur Hybridisierungslosung. Hierfur werden drei Waschschritte
fur je 10Minuten mit einem Verhdltnis von 1:3, 1:1 und 3:1 von PBT zur Hybridisierungslésung
durchgefuhrt. Daraufhin wird dreimal finf Minuten mit Hybridisierungslésung gewaschen.

Zum Rahybridisieren werden anschlieRend pro Probegld0 Hy br i di si erungsl °s
Minuten bei 100°C gekocht, auf die Testes gegeben und eine Stunde bei 55°C prahybridisiert.
Wahrend der Préahybridisierung wird die Sonde vorbereitet. Hierfir werden didersoim
Hybridisierungslésung 1:50 verdinnt und fur drei Minuten auf 80°C erhitzt. Die Sonden werden
anschlielend bis zum weiteren Gebrauch auf Eis gelagert. Die verdinnten Sonden werden auf die

Testes gegeben und-18 Stunden bei 55°C hybridisiert.

Antikorperbindung

Am nachsten Tag werden die Hybridisierungslosung und das PBT auf 55°C vorgewarmt und die
folgenden Waschschritte ebenfalls bei 55°C vollzogen. Zunachst werden die Testes einmal mit
Hybridisierungslésung gespilt und anschlieBend/itiuten mit Hybridisierungslésung gewaschen.

Es folgt ein Losungswechsel von Hybridisierungslésung zuriick zu PBT, durdfintiten
Waschschritte in einem Verhéltnis von 1:3, 1:1 und 3:1 von Hybridisierungsldsung zu PBT. Daraufhin
wird viermal mit PBT gewaschen.i®Proben werden bis auf RT abkihlen gelassen und mitl100
antiDIG-AP Antikorper in einer Verdiinnung von 1:2000 in PBT behandelt. Die Inkubation erfolgt
eine Stunde bei 37°C

Farbung

Farbelbsung 0,1M NacCl Epon 51,5% (v/v) Epon 812
0,1M Tris, pH 95 28% (v/v) Epon Harter DDSA
1 mM Levamisol 19% (v/v) Epon Harter MNA
0,1% Tween 20 1,5% (v/v) Eponbeschleuniger
0,05M MgCl, DMP 30

Nach der Inkubation mit dem Antikdrper werden die Proben viermal pi20ten mit PBT und
anschlielend dreimgle 10Minuten mit frisch angesetzter Farbelésung gewaschen. Im letzten

Waschschritt werden die Testes zum Farben mit einer abgeschnittenen gelben Pipettenspitze in ein
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Blockschalchen transferiert und die Farbung durch die Zugabe vanI3,5 NB T eubtrRhosphat5

auf 1ml Farbelosung gestartet. Die Farbereaktion wird im Dunkeln und bei RT vollzogen und kann
gegebenenfalls auf 37°C inkubiert werden. Wenn die Farbung intensiv genug ist, kann sie durch
mehrfaches Waschen mit PBT gestoppt werden. Anschiiefdemnden die Testes mit Hilfe einer
Ethanolreihe entwassert (2b, 50%, 75% und 100% Ethanol fur je Minuten). Eine eventuelle
Hintergrundfarbung kann durch einenrl5 minutigen Waschschritt mit einem 1:1 Gemisch aus
Ethanol und Methylsalicylat und e&m Waschschritt mit purem Methylsalicylat entfarbt werden.
Danach wird noch ein weiteres Mal mit 1®0Ethanol gewaschen und die Testes in Epon eingebettet.

Epon muss tber Nacht bei 60°C aushéarten.

4.3.2 X-Gal-Farbung an Drosophila melanogasterestes

Fixierlésung 60¢ | %2@utardiolaldehyd Phosphatpuffer 0,14
in 2ml 100 mM Phosphatpuffer 70mM NaHPO,
pH 7,4 30 mM NaH,PO,
Farbeltsung 10 mM Phosphatpuffer Phosphatpuffer 1M
150mM NaCl 7 mM NaHPQO,
1 mM MgCl, 3mM NaH,PG,

0,3% Triton X-100

3,3mM K3[Fe(ll)(CN)g]
3,3mM K [Fe(ll)(CN)g]*3H,0
pH7,0

Die Testes werden in 1x PBS prapariert und in Blockschalchen mit 1x PBS uberfihrt. Anschliel3end
wird das PBS abgesaugt und duraml10,7% Glutaraldehydldsung ersetzt. NachMiuten Fixieren

bei Raumtemperatur wird das Glutaraldehyd abgesaugt und zweimal fir eine MinutemhiPRS
gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS werddrarbeldsung zugegeben und die Farbung durch

die Zugabe von 2Rl 8 % X-Gal gestartet. Die Farbung findet im Dunkeln staitl kann durch eine
Inkubation bei 37°C beschleunigt werden. Ist die Farbung stark genug werden die Testes noch

zweimal mit je 2nl PBS gewaschen und anschlie3end idbGlycerin eingebettet.

4.3.3 Immunfluoreszenz zum Antigen Nachweis an Testes
Quetschpraparaten
(Himeet al 19969

Testes adulter Fliegen werden in 1x PBS prapariert, auf zuvor mit Polylysin behandelte Objekttrager
transferiert und ein 18x1®m groles Deckglas aufgelegt. Durch leichtes Aufdriicken eines
Papiertuches wirdlas PBS vorsichtig abgesaugt und Hieimzellen des Testisschlagcfieigesetzt.

Der Objekttrager wird sofort in flissigen Stickstoff schockgefroren und das Deckglas mit Hilfe eines
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Skalpells abgesprengt. Die Praparate werden fiMibQten bei-20°C in 95% Ethanol entwassert

und anschlie3end bei Raumtemperatur n8it Laraformaldehyd/ PBS FBS) fur 7Minuten fixiert.

Durch zweimaliges Waschen fir 8nuten mit PBSTD wird das Gewebe permeabilisiert. Es folgt
ein Waschschritt in PBT fur Idinuten. Zur Absattigung unspezifischer Bindestellen werden die
Praparate fur 3Minuten in 3% BSA (AlbuminFraktion V) in PBT geblockt. Die Inkubation mit dem
Erstantikorper (verdiinnt in 3 % BSA/ PBT) erfolgt in einer feuchten Kammer ber Nacht bei 4°C. Am
nachsten Tag folgen vier Waschschritte fur je Minuten in 3% BSA/ PBT. AnschlieRend wird der
Zweitantikorper(verdinnt in 3 % BSA/ PBT) auf die Praparate gegeben und fUStarslen bei
Raumtemperatur oder ®8inuten bei 37°C in einer abgedunkelten Feuchtkammienbiert. Alle
folgenden Schritte werden ebenfalls im Dunkeln vollzogen. Nach der Behandlung mit dem
Zweitantikdrper werden die Praparate zunachst einmal fitidGten in 3% BSA in PBT gewaschen

und anschlielend optional fir Binuten mit PhalloidirTRITC (verdinnt in 3% BSA/ PBT)
inkubiert. Es folgt ein erneuter Waschritt ir/@ BSA in PBT, bevor lig/ml Hoechst 33258 zur
Waschlésung hinzu gegeben und erneut fuMR@uten bei Raumtemperatur inkubiert wird. Nach
weiteren drei Waschschritten in%3 BSA/ PBT werden die Praparate fir die mikroskopische
Auswertung in Fluoromount G eingebettet. Die Lagerung der Praparate erfolgt unter Lichtabschluss
bei 4°C.

4.3.4 Antigennachweis durch Immunfluoreszenz an
Quetschpraparaten von Speicheldriisen
(Murawska und Brehm,(.2)

Fixierlosung  45% (v/v) Essigsaure
0,5% (v/v) Formaldehyd
auf £C maximal 2h haltbar

Waschlosung A 300mM NacCl Waschlosung B 400mM NacCl
0,2% NP-40 0,2% NP-40
0,2% Tween20 in 1x PBS 0,2% Tween20
in 1x PBS

Die Speicheldriisen voh3-Larven werden in 1x PBS préapariert. Ein Tropfen Fixierlosung wird auf
einem 24x32 mm Deckglas vorgelegt und die Speicheldriisen hinein transferiert. Nach einer Fixierzeit
von 5Minuten wird ein mit Polylysirbeschichteter Objekttrager von oben auf dempien
Fixierlosung gelegt und umgedreht. Um die Polytdnchromosomen zu spreizen wird zunachst mit der
Radiergummiseite eines Bleistiftes vorsichtig mehrmals auf das Deckglas geklopft und anschlie3end
das Praparat mit der Seite des Deckglases nach untechewigwei Whatma®apiere gelegt. Von

oben wird nun ein starker Druck mit dem Daumen erzeugt, wobei jedoch darauf zu achten ist, dass das
Deckglas nicht horizontal verschoben wird. AnschlieRend werden die Praparate in flissigen Stickstoff

schockgefroren,ab Deckglas abgesprengt und die Objekttragérib@ten in PBS gewaschen.
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Das PBS wird durch Blockldsung # Milchpulver in 1x PBS) ersetzt und die Praparate fir
30Minuten inkubiert. Nach dem Blocken werden die Objekttrager kurz in PBS gewaschen, die
Ubeaschussige Flussigkeit kurz mit einem Tuch abgesaugt upd Bstantikdrper (verdunnt in %
Milchpulver in PBS) auf die Praparate gegeben. Die Inkubation des Erstantikrpers ist von einer
Stunde bei RT bis hin zu 2 Tagen auf 4°C mdglich.

AnschlieRend welen die Praparate kurz in PBS gespllt, dreimal fdirfuten in 5% Milchpulver
in PBS gewaschen, wiederum kurz mit PBS gesplilt, bis schlieBlich die Zugabe wbrde
Zweitantikorpers (verdinnt in% Milchpulver in PBS) erfolgt. Nach der Inkubationnveiner Stunde
in einer dunklen Feuchtkammer und bei RT, werden die Objekttrager erneut kurz in PBS gesplilt. Es
folgen zwei Waschschritte fur 2Minuten mit den Waschpuffern A und B. Nach kurzem Spilen in
PBS folgt die Farbung der DNA mit Hoechst (1:250démnt in PBS) fir 4 Minuten. Bevor die
Praparate in Fluoromount eingebettet werden kénnen, wird noch einmal kurz in PBS gespult und fur

10 Minuten in PBS gewaschen. Die Lagerung der Praparfdlgt unter Lichtabschluss bei 4°C.

4.3.5 Immunfluoreszenz zum Antigennachweis an Drosophila
SL2-Zellen

Drosophila SL2-Zellen werden in 24Vell-Platten ausgesét und mit DNfRonstrukten transfiziert
(siehe Kapitel 4.4.1 und 4.4.Rarallel hierzu wird eine zweite 2&ell-Platte wird mit Glasplattchen
bestlickt. DieGlasplattchen werden mit 2@01  -hysig beschichtet und fur 2dinuten inkubiert.
AnschlieBend wird das Poly-Lysin von den Glasplattchen abgenommen und 500 d e+ tran:
fizierten Zellen auf die mit Glasplatichen bestickteVdll-Platte tberfihrt. Bmit die Zellen
adharent werden konnen, werden sie furStifinden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielRend
kann der Uberstand abgenommen werden und es erfolgt die Zugabe vanfriigithem 4% FPBS

fur 15Minuten. Nach dem Fixieren wird dasFBS wiear abgenommen und die Zellen zweimal fur

5 Minuten in 1x PBS gewaschen. Daraufhin werden die Zellen durch die Zugabe vph ®B06

Triton X-100 in PBS fur 2,%inuten permeabilisiert. Es folgt ein weiterer Waschschritt in PBS fur

5 Minuten, bevor die Zéen fir 30Minuten in 500ul Blocklésung (3% BSA in 1x PBS) inkubieren.

Nun werden die einzelnen Glasplattchen vorsichtig mit Hilfe einer Kanile und einer Pinzette aus der
24-Well-Platte genommen, kurz in PBS und AHgeschwenkt, und anschlielend in 80
Erstantikorper (verdinnt in @ BSA/ PBS) fir ZStunden bei RT und in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach der Behandlung mit dem Erstantikbrper werden die Glasplattchen erneut kurz in PBS
und danach in d}0 geschwenkt und in 3@ Zweitantikdrper (1:10 in 3% BSA/ PBS) inkubiert.

Die Inkubation erfolgt fur eine Stunde bei RT und in einer dunklen Feuchtkammer. Anschliel3end
werden die Glasplattchen wiederum in PBS und danach O didschwenkt. Es folgt die Behandlung

fur 15Minuten in Phalloidin (1:10@n PBS) und danach fur Minuten mit Hoechst 33258 (1:200 in
PBS). Nach einem letzten Schwenken in PBS ungd dddnnen die Glasplattchen in einem kleinen

Tropfen Fluoromount G eingebettet werden. Die LagederdgPraparaterfolgtim Dunkelnbei 4°C.
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4.4 M ethodenaus der Zellkultur

4.4.1 Kultivieren von DrosophilaSL2-Zellen

Kulturmedium  Schneideis DrosophilaMedium
10% (v/v) fotales Kalberserum (3dinutenbei 56°C inaktiviert)
5000U/ml Penicillin
5000&g/ml Streptomycin

DrosophilaSchneiderzellen (Sl-Zellen) sind semadharente Suspensionszellen. Die Zellen werden
bei 25°C ohne C@in 5ml Schneiderzellmedium und in 2&7-Kulturflaschen kultiviert. Bei einer
Konfluenz von ca. 8@ werden die Zellen durch Aufund Abpipettieren dést und 1ml der
Zellsuspension in eine frische Kulturflasche mihBfrischem Medium gegeben.

4.4.2 Aussaen vorDrosophilaSL2-Zellen

F¢r die im folgenden AbsciDmsophlaSbehandert e ATeah
die Zellen in 24Well-Platten (& 1 cm) ausgeséat. Hitmunfluoreszenzum AntigennachweiglF)

wird pro Konstrukt ein Well bendtigt und fiir die Herstellung von Proteinextrakten (PE) je2@eils

Wells pro Konstrukt. Fiir ein Well ween 3x10 Zellen/ ml benétigt. Hierfiir werden zunéchstplo
unverdinnte Zellsuspension in eine Neubauer Zahlkammer pipetti@m/#4juadrate (4x16 Kéastchen)
ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Dieser Wert gibt die derzeitige ZellzaflIZgllén/ m) im
Kulturmedium an. Nun kann in einem Falcon die fir die Transfektion bendtigte Menge an
Zellsuspension mit frischem Kulturmedium gemischt und pro Waelll Zellsuspension pipettiert

werden. Die WelPlatte wird mit Parafiim abgedichtet und die Zellen #8°C Schrank fir

ca.3 Stunden inkubiert.

4.4.3 Transfektion von DrosophilaSchneider Zellen

(FUGENFE® HD Transfection Reagent, Promega)

Die Transfektion von SLZellen wird mit FUGENE® HD Transfection Reagenz (Promega)

vollzogen.
Reaktionsansatz:Pro Well (AK) fir 20 Well (PE)
0,5ug DNA 1 10pug DNA 1
0,5ug Act-GAL4 (10 g DNA2)
10 ug Act-GAL4
+ 3l FUGENE® + 60l bzw. 90pI FUGENE®

+ 20pul Medium + 440pl bzw. 410pl Medium
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Pro Well werden 05 g des zu unt «Konstuktshmit ded glaicheBiéhde des Act
GAL4 DNA-Konstrukts vermischt. Das Experiment beruht auf dem {G%&4-System. So
exprimiert das AcGAL4-Konstrukt GAL4 unter Kontrolle des AktiRromotors und bewirkt dadurch

die Expression des zu untersuchenden Gens, welches eifElgAentN-Terminal vom ORF tragt.

Zu der DNA werden 26 | Me d i uphFUGENER (in8 Verhéltnis 1:3 zur Menge an Gesamt
DNA) gegeben Der Ansatz wird gut durchmischt und fur-18 Minuten bei RT inkubiert.
AnschlieRend werden 38 des Reaktionsansatzes zu desgasaterZellen Siehe Kapitel 4.4.2)
gegebenund die Well gut durchmischt. Die WdHlatte wird mit Parafilm abgedichtet und die Zellen

fur zwei Tage bei 25°C inkubiert. Die Zellen kdnnen anschlielend fir Proteinextraktion oder
Antikorperfarbungen verwelet werden.

4.5  Praparation und Analyse von Proteinen

4.5.1 Proteinextraktion
(NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction ReagKittsThermo Scientific)

Vorbereitung deZellen

Die Proteinextraktion au®rosophila SL2-Zellen wird mit Hilfe des NEPER Kits durchgefihrt.
Hierflr werden die transfizierten Zellen zunachst durch mehrmaligesuladf Abpipettieren in den
Wells geltst und in ein 5@l-Falcon Uberfihrt. Es folgt eine Zentrifugation fuMButen bei
2.000UpM und 4°C. Der Uberstand wird entferntdudas Pellet in inl 1x PBS resuspendiert. Die
Zellsuspension wird in ein frisches Il ReaktionsgefdR Uberfihrt und der Ansatz erneut
zentrifugiert (2.000WpM, 3 Minuten und 4°C). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet iufL00
Puffer CER | und Jul 10x Proteinaseinhibitor resuspendiert.

Zytoplasmatische und Nukleédre Protein Extraktion

Der Ansatz wird nun 15ekunden auf héchster Stufe gevortext und fikMiruten auf Eis inkubiert.
Es wird 5,5ul eiskalter Puffer CER zugegeben und Sekunden evortext. Es folgt eine
Zentrifugation fur SMinuten bei 13.00WpM und 4°C, woraufhin der klare Uberstand
(Zytoplasmatische Fraktion) in ein frisches Reaktionsgefald Gberfihrt werden kann. Die Fraktion kann
bis zum Gebrauch auf Eis gehalten oder-8@7C gelagert werden.

Um die nukledren Proteine zu gewinnen, wird das Pellet il 58iskaltem NER und
0,5ul 10x Proteinaseinhibitor resuspendiert, der Ansatsékunden auf hdochster Stufe gevortext und
fur 40Minuten auf Eis inkubiert. Innerhalb der Irdationszeit wird das Gemisch zudem alle
10Minuten fur 15Sekunden gevortext. Es folgt ein letzter Zentrifugationsschritt fiviibQten bei
13.000UpM und 4°C. Der Uberstand mit dem nuklearen Extrakt wird in ein frisches ReaktionsgefaRl

Uberfihrt, im flisgen Stickstoff schockgefroren und kann 86°C gelagert werden.
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4.5.2 Co-Immunoprazipitation (ColP)
(GFRTrap®_A Kit, Chromotek)

2x SDSLadepuffer 120mM Tris/HCI, pH 6.8
20% Glycerol
4% SDS
0.04% Bronphenolblau
10 % b-Mercaptoethanol

Fir die Immunoprpitation von GFFFusionsproteinen wird das GARap®_A Kit von Chromotek
verwendet. Hierfiir werden zunéchst die GRBpP®_A Beads equilibriert. Es werden ~gDBeads in

ein frisches Reaktionsgefal® Uberfihrt und aneBeind dreimal mit Verdiinnungspuffer gewaschen.
Hierzu werden 50@Ql Verdinnungspuffers zugegeben und der Ansatz fiBekunden bei
13.000UpM und 4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wird der Verdlinnungspuffer
entfernt und die Beads korméir die Immunoprdipitation vervendet werden.

Bevor die KerAProteinextrakte auf die GFPrap”_A Beads gegeben werden kénnen, werden noch
500ul Verdinnungspuffer zugegeben, der Ansatz gut durchmischt unfinsatz50 pl in ein neues
Reaktionsgefall als Inpufl0%) auf Eis gelagert. Das Ubrige @isch wird nun fur die
Immunopraipitation auf dieequilibriertenBeads gegeben und der Ansatz 2 &uf 4°C und in einem
Rotator inkubiert. Die GFProteine binden an die GARap®_A Beads und nach der Inkubation kan
das Uberschissige Material durch eine Zentrifugation f8ekunden bei 13.000pM und 4°C
entfernt werden. Der 'berstand kann als Anicht
Uberfihrt werden. Die Beads werden im Anschluss dreimal fiMinGten mit 500ul
Verdunnungspuffer gewaschen und anschlieend abzentrifugiert (130005 Sekunden, 4°C).

Nach dem letzten Waschschritt und der Abnahme des Verdinnungspuffers, werden pro Ppbbe 100
2x SDSLadepuffer zugegeben, der Ansatz mit den Beadsdgtchmischt und fur 1Minuten auf

95°C aufgekocht, um die Proteinkomplexe von den Beads zu l6sen. AnschlieRend wird noch einmal
zentrifugiert (13.00@pM, 5Sekunden, 4°C), der Uberstand mit den &fRionsproteinen in ein

neues Reaktionsgefal? Gberfilnnd auf ein SD%5el aufgetragen.

4.5.3 SDSGelelektrophorese
(Laemmli, 1970; BieRad)

10x SDSPage Laufpuffer 25mM Tris/HCI, pH 8,3
(BIO-RAD) 192mM Glycin
0,1%SDS
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Sammelgel 130mM Tris/HCI, pH 6,8 Trenngel 380mM Tris/HCI, pH 8,8
4 % (v/v) Acrylamid 10% (v/v) Acrylamid
0,1% (v/v) SDS 0,1% (v/v) SDS
0,1% (v/v) APS 0,14% (viv) APS
0,1% (v/v) TEMED 0,1% (v/iv) TEMED

Mit der SDSGelelektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei
hilft das im SDSL ad e p u f f e r -Mercaptdethdndl, elie &ertifirstrukturen der Proteine und
deren mdgliche Komplexverbindungen aufzulésen. Desweiteren fDIRz8 einer negativen Ladung
der Proteine, sodass beim Anlegen einer elektrischen Spannung die Proteine durch die Polyacrylamid
Matrix zum Pluspol wandern. Die netzartigen Strukturen des Acrylamids fiihren zudem dazu, dass
kleine Proteine schneller als gmfvandern und die Proteine entsprechend ihrer Grol3e aufgetrennt
werden. Die Porengréf3e der Matrix nimmt mit steigender Acryldfoitizentration ab.

Die einzusetzende Acrylamidonzentration richtet sich nach den aitfennenden Proteingréfen.
In dieser Arkeit sollen Proteine mit einer Gréf3e von & aufgetrennt werden und so wurde ein
10%-iges Trenngel gewahlt. Die einzelnen Komponenten werden zusammen pipettiert, wobei darauf
zu achten ist, daSsEMED und 10 % APS als letztes dazugegeben werden, sia id@mponenten zur
Polymerisierung des Gels fuhréWach dem das Trenngel gegossen und auspolymerisiert ist, kann das
Sammelgel gegossen werden. Das Sammelgel konzentriert spéater die Proben in einer Front zum
Trenngel und fuhrt somit zu einer gleichmafligeannung.

Nach demPolymerisieren des SBSels werden pro Spur vorerst pbProteinextrakt (siehe Kap.
45.2 Colmmunoprdipitation) aufgetragen und zum GroR3envergleich der Banden der
Massenstandar@olor Plus Prestained Ladd€NEB). Fir eine bessere Verteilung der Proben in den
Taschen des Gels, wird es zunachst #3 Minuten bei 100 V angeschlossen. Anschliel3end werden
die verbleibenden 28l Proteinextrakt aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgt bei 200 V fur ~1h,

bis de Lauffront aus dem Gel heraus gelaufen ist.

4.5.4 Western Blot Analyse
(Bio-Rad)

10x TankblotPuffer 25mM Tris/HCI, pH 8,3
129mM Glycin
20% (v/v) Methanol (Zugabe im 1x Puffer)

10x TBS 20mM Tris/HCI, pH 7,7 TBSTT 1x TBS
140mM NacCl 0,05% Tween20
0,2% Triton X-100

Farbeltsung Methanol 40 % (v/iv)
Essigsaure 10 % (v/v)
Coomassie Brillant Blau 0,05 % (wiv)
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Entfarbelésung Methanol 40 % (v/Iv)
Essigsaure 10 % (v/v)

Durch die TauckBlot-Methode werden Proteine aus einem Poljarmdgel auf eine
Nitrozellulosemembrartiibertragenund kénnen anschlieBend mit proteinspezifischen Antikdrpern
sowie sekundaren Enzym gekoppelten Antikdrperchgewiesen werden.

Nachdem mit Hilfe derSDSGelelektrophorese die Proteine aufgetrennt wurdannkdie
Gelapparatur abgebaut werden, das Sammelgel entfernt und das TrenngeMiaut#@ in 1x
TankblotPuffer auf einem Schwenker gewaschen werden. AnschlieBend kann der Blot
zusammengebaut werden. Hierfir werden zunachst 6 Whd&a@piere und eine
Nitrozellulosemembran auf die GroRe des Gels geschnitten. Die 6 WhRapare wie auch zwei
Schwamme werden in TankblBuffer getaucht und die Membran mit &H angefeuchtet. Die
Blotapparatur wird nach folgendem Schema zusammen gebaut, und Uber Na¢t® lid 30V

durchgefunhrt.

- Pol Schwamm
3 Whatman-Papiere
Gel

Nitrozellulosemembran
3 Whatman-Papiere
+ Pol Schwamm

Am néchsten Tag wird die Apparatur abgebaut diel Membran fir 10 Minuten in 1x TBS
gewaschenUm die Effizienz des Transfers ziberprifen, wird das Trenngel mit Coomaspééarbt
und anschlieRend in Entfarbelésung geschwenkt, bis deutliche PBatedlen zu erkennen sind.

Um unspezifische Bindestellen auf der Membran abzusattigen, wird die Membran fir ca. eine
Stunde in 3% Milchpulver in TBS geschenkt. Anschlieend wird die Nitrozellulosemembran mit dem
Erstantikorper (verdinnt in% Milchpulver in TBS) tber Nacht und bei 4°C inkubiert. Am n&chsten
Tag folgen zwei Waschschritte mit TBSTT und ein Waschschritt mit TBS fur j®lia0ten,
woraufhin die Membran fur eine Stunde bei RT mit deéaroxidaseyekoppelten Zweitantikorper
inkubiert werden kann. Dieser wird ebenfalls 5% Milchpulver in TBS verdinnt. Nach der
Inkubation folgen 4 Waschschritte in TBSTT fiir jeNbhuten.

Fir de anschlieBende EGReaktion wird das NovéxECL Chemiluminescent Substrate Reagent
Kit von Invitrogen verwand. Die beiden im Kit enthaltenen Reagenzien A (Luminol) und B
(Enhancer) werden vermischt unanl fir eine Minute des Gemisches auf die Nitrazebkemembran
gegeben. Die an den sekundaren Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert eine
Chemolumineszenzreaktion des Reagenziengemisches, die mit @mEmilumineszengensitivem

Films sichtbar gemachtird.
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4.6 Das HefeZwei-Hybrid -System

4.6.1 Das Prinzip des HefeZwei-Hybrid -Systems
(MATCHMAKER ™ GAL4 Two-Hybrid System 3, Clontech)

Mit Hilfe des HefeZwei-Hybrid-Systems kénnen ProteRrotein Interaktionen nachgewiesen werden.
Das Prinzip des Systems basiert darauf, dass eukaryolisghekriptionsaktivatoren aus physikalisch
trennbaren und funktionell unabhéngigen Domanen bestehen. Sie bestehen aus einer
DNA-Bindungsdoméne (BD), die die Bindung an spezifische Promotorsequenzen vermittelt, und einer
Aktivierungsdoméne (AD), welche défranskriptionsapparat rekrutiert und somit die Transkription
von Generdownstreander DNA-Bindungsdomane aktiviert. Naturlicherweise sind beide Doméanen
Bestandteil eines Proteins und filhren nur in Verbindung zu einer Transkriptionsaktivierung. Werden
beide Domédnen aus getrennten Systemen in physikalische Nahe gebracht, so kann die
Transkriptionsaktivierung dennoch aktiviert werden. Auf dieser Eigenschaft beruht dagwédfe
Hybrid System. Es werden zwei Expressionsvektoren verwand die entweder fir dgGBEBT)
oder fir die AD pGADT7? kodieren. Interagieren die zu untersuchenden Proteine, kommen beide
Domaénen in raumliche Néhe und die Transkription des ReportergentaZBwird aktiviert.

Im Hefestamm AH109 ist das Gextdenin deletiert und die Hefsomit auxotroph fir Adenin
(Ade). Somit kann durch Ausplattieren der Kotransformanten auf Mangelmeditide)( auf
Transformanten selektiert werden, welche das Fusionsprotein und somit den Marker Ade2
exprimieren. Zusatzlich ist die Detektion positiver tatg¢ionspartner durch das ReporterdaocZ
moglich. Bei einer positiven Interaktion witdcZ exprimiert und das im Mangelmedium vorhandene
X-U-Gal umwandelt (siehe Alidung4.0).

Library
protein

Bait
protein

DNA-BD

transcription >

! GAL UAS | minimal promoter I_

Abb. 4.0: Schematische Darstellung des MATCHMAKER™ GAL4 Two-Hybrid System 3. Die DNA-BD,
fusioniert mit dem Koderprotein (Bait; im Vekt@GBKT7, rekrutiert bei Interaktion mit dem Beuteprotein
(Library- oder Prey; im VektorpGADT?) die AD, und das Reportergen wird ageschalten. Das
MATCHMAKER Two-Hybrid System 3verwendet verschiedene Reportergene, witazB (Abb. enthommen
aus Clontech User Manual PT324).
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4.6.2 Hefekultur

YPD-Vollmedium Platte YPD Broth 50 g/L

2 % (w/v) Agar

0,002 % Adenin (nach dem Autoklavieren)
Hefe AH109 wird aus einem Glydastock (Lagerung80°C) entnommen und nach der D&trich
Methode auf einer YPI¥ollmedium Platte ausgestrichen. Die Inkubation der Platte erfolgt bei 30°C
fur ca. 23 Tage, bis einzelne Kolonien-2mm) gewachsen sind. Die Hefe kann bei 4°C bizveei

Monaten aufbewahrt werden.

4.6.3 Herstellung kompetenter Hefezellen

YPD-Medium YPD Broth 50 g/l 10x TE 0,1M Tris/HCI, pH7,5
0,002% Adenin (nach dem Autoklavieren) 10mM EDTA
10x LiAc 1M LiAc, pH 7,5 (verdunnte Essigsaure)

Alle Lésungen werdenutoklaviert und bei 4°C gelagert.

Zwei bis drei Hefekolonien werden inmll YPD-Medium resuspendiert und anschlielend im0

YPD uUberfuhrt. Es folgt eine Inkubation Gber Nacht bei 30°C auf dem SchiittleR2{230pM), bis

die ODyp > 1,0 betragt. Am ndusten Tag werden mit dieser Kultur 3®0 YPD-Medium auf eine

ODggo von 0,2 angeimpft und unter Schiitteln und bei 30°C bis zu eingp,3D0,40,6 weiter
inkubiert. Nach etwa -% Stunden wird die Hefultur auf 50ml-Falcons aufgeteilt und fir

5 Minuten bei 2.000UpM und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Pellets in
einem Falcon in 501 ddH,O vereint. Es folgt einer zweiter Zentrifugationsschritt vadiButen bei
2.000UpM, der Uberstand wird wieder verworfen und das Hefepelletnm fischem 1xLiAc/1XTE

Puffer (1:1) gel6st. Die kompetenten Hefezellen kénnen innerhalb einer Stunde fiir die Transformation

eingesetzt werden.

4.6.4 Transformation kompetenter Hefezellen

50% PEG 50% (v/v) PEG3350
PEG/LIAC 40% PEG + 0,1 M LiAcin 1x TE
10x Do (-AHLT) 1,49/l Yeast gnthetischer Drofut Zusatz {Ade/-His/-Leu/-Trp)

10x EinzelAS (+Ade)

Alle Lésungen werden autoklaviert und bei 4°C gelagert

40% Glucose  40% (v/v) Glucose, steril filtrieren und Lagerung bei 4°C
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Selektionsplatten (SEHis/-LeuFTrp)

Kolben A Yeast nitrogen base 4,02 g Kolben B Agar 129
10x Do €AHLT) 60 mi dH,O 300ml
10x EinzelAS (+Ade) 60 ml
dH,O 150 ml

Beide Kolben werden getrennt autoklaviert und nachtraglianl30 % Glucose zugegeben.

Fir die Transformation déompetenten Hefezellen wird folgender Ansatz pipettiert:

100l kompetente Zellen

2,5ug KoderProtein (inseriert im VektgpGBKT?
2,51ug Beute Protein (inseriert im VektpGADT)
10ul Lachssperma DNA (1thg/ml)

Der Ansatz wird gut durchmischt, frisch angesetztes |8OBEG/LIAc zugeben und gevortext.
AnschlieBend wird die TransformaticReaktion bei 30°C und auf dem Schuttler (28M)
inkubiert. Nach 4Minuten Inkubationszeit werden 70 DMSO zugegeben, dernsatz mehrfach
invertiert und zunéachst fur Minuten bei 42°C, dann fir [inuten auf Eis inkubiert. Es folgt eine
Zentrifugation fur 35 Minuten bei 2.000pM. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in {60
IXTE resuspendiert und die transformiertelefezellen mit Hilfe von sterilerGlasperlenauf
Selektionsplatten @plattiert Die Inkubation der Platten erfolgt fur etwa 3 Tage bei 30°C.

4.6.5 Uberstreichen der Kotransformanten

Induktionsplatten (SBAde/-His/-Leu/-Trp/ X-U-Gal)

Kolben A Yeast nitrogen &ise 0,65¢ Kolben B Agar 29
10x Do (AHLT) 10 ml dH,0 57ml
dH,0O 28 ml

Beide Kolben werden getrennt autoklaviert und nachtraglicth 0% Glucose und 10l X-U-Gal
(20 ug/ml) zugegeben.

Mit Hilfe von sterilen Zahnstochern werden Kolonien von den Selektionsplatten auf Induktionsplatten
Uberstrichen. Infalle einerinteraktion der zu untersuchten Proteine, bilden das pGBkKanstrukt

mit der DNA-Bindedomane und das pGADXKbnstrukt mit der Aktivierungsdomane einen
funktionellen Transkriptionsaktivator. Die Transkription des im MATCHMAKERTwo-Hybrid
System 3 enthaltenen Reporterglaezwi r d a k-Galaktasidaset exprinfiert und eine mogliche
Interaktion anhand einer Blaufarbung der Itfoen auf den XGalhaltigen Induktionsplatten
ersichtlich. Zudem kdnnen nur positive Kotransformanten Adenin synthetisieren und somit auch nur

positive Kotransformanten auf dem MangelmediuAdé) der Induktionsplatten wachsen.
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S ERGEBNISSE

5.1 Nukleasen als potenzielle Kandidaten zum Setzen
von DNA-Strangbrichen wahrend des Histon

Protamin-Wechsels

Einhergehend mit dem Wechsel von einer auf Histonen zu einer auf Protaminen basierenden
Chromatinstruktur treten grol3e Mengen an DS#angbriichen ayRathke et al., 20Q7Es

wird postuliert, dass das Ldsen von Didndestrukturen den Prozess der Chromatin
umstrukturierung ermoglicht. Sein zugrundeliegender Mechanismus ist jedoch biditer nic
bekannt. In den Kernen reifer Spermien von MausenMedschen ist einBeteiligung von
Endonukleasemeschrieben (Pittoggi et al., 19990tolongo et al., 2005 Diese schneiden
bevorzugt Historgebundenes Chromatin und wurden somit auch als geeigaettidaten,

zum Setzen von DNABrichen wahrend des HistdtrotaminWechsels inDrosophilain

Betrachtgezogen (Kaiser, Masterarbeit 2010).

5.1.1 Die Endonukleasen CG31682, CG31679 und CG4683

werden nicht in den Kernen des Kanustadiums exprimiert

In meiner Mastearbeit (Kaiser, Masterarbeit 2010) habe ich mit der Untersuchung der
Nukleaserkodierenden Gen€G31679 CG31682 CG32463und CG4683begonnerund mit

Hilfe von in situ Hybridisierungen die Verteilung der Nukleas@®NAs bis in post
meiotische Stadien nagbwiesen. Eine Beteiligung der Endonukleasen an der
Umstrukturierung des Chromatins erschien aufgrund dieser Ergebnisse moglich (Kaiser,
Masterarbeit 2010). Um eine Verteilung der Proteine im Testis bestimmkdnnen, wurde

mit der Klonierung von Fusiopsoteinen furCG31679 CG31682und CG4683 unter der
Kontrolle des eigenen Promotors und detUBR, begonnen. Zuwisualisierung der
Expression wurden die Genet&minal mit einem eGFFag fusioniert (Kaiser, Masterarbeit
2010). Die Klonierungen wurdemi Rahmen dieser Arbelieendet und die Injektion und

Etablierung transgener Fliegen vollzogen.
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Die transgenen Fliegen fi€G31682eGFP exprimierendas eGFH-usionsprotein im
Zytoplasma von Spermatozyten (Alih0 A,A" Pfeile). Zudemwird ein eGFPSignal in den
NebenkernenRfeilkopfe)und inden Flagellen (Doppelpfeifjetektiert In den Zellkernen der
Keimzellen, speziell im Kanustadium und somit zum Zeifgfudes HistorProtamin
Wechsels, ist kein CG3168%FP nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Zu diesem Zeitpunkt
ist auch da€£G3168ZTranskript kaum mehr nachweisbar (Kaiser, Masterarbeit 2010).

CG31682-eGFPL A

CG31682-eGFP

Uberlagerung

Abb. 5.0 CG31682eGFP wird im Zytoplasma, in den Nebenkerren und in den Flagellen exprimiert.
Autofluoreszenzvon GFPan TestesQuetschpréaparaten zur Analyse déarteilung von CG31682GFP. (A)
Das FusionsproteinCG31682eGFP wird im Zytoplasmaexprimiert (Pfeile). Zudem findet sich eine
Anreicherung von CG31682GFP in derNebenkernen (Pfeilkdpfe) unid den Flagellen (Doppelpfeil). (A
Farbung mit Hoechst zur Visualisierung der DNA!YAlberlagerundpeider Kanéle. MaR3stabsbalk& pum.

Transgene Fliegenfir CG31679eGFP und CG4683eGFP zeigen ebenfalls eine
Expression des FusionsproteimsdenNebenkeren, denmitochondralen Derivaten und in
den einzelnen Flagellen einer Zyste (Daten nicht gezeigt). Demnach werden die
Endonukleasen CG31679 und CG4688heinbarebenfalls nicht in den Kernen des
Kanustadims exprimiert und kdnnen zusammen mit der Endonuklease CG31682 als
maogliche Induktoren der DN&trangbriiche wahrend der Umstrukturierung des Chromatins

als eher unwahrscheinlich betrachtetrden.
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5.1.2 Squash und CG15484 als mogliche Indukten von

DNA-Briichen wahrend des HistoaProtamin-Wechsels

Nachdem sich CG31679, CG31682 und CG4683 als potenzielle Nukleasen zum Setzen von
DNA-Strangbrichenwéhrend des HisteRrotaminWechselsals eher unwahrscheinlich
erwiesen hatterwurdeeine Beteiligung der Nuklease Squash (CG4711) unterssopish
wurde in einem Screen fir weiblich sterile Mutanigentifiziert und die Mutanten zeigen
Defekte in der dorsoventralen Musterbildungihrend der Oogenesesdhupbach und
Wieschaus, 1991 Zudem ist Squash an der Stilllegung von Genen miR&# Interferenz
(RNAI) beteiligt (Paneet al, 2007. Squash enthalt Proteindoménen, welche Homologien zu
denen von Nukleasen aufweiséBane et al., 2007 Neben Squashwurde auchdessen
Paralog CG15484dntersuchtCG15484kodiert fur ein206 Aminosauren langes Protein, das
zu ~48% (98 von 206 Aminosauren) miSquashdentisch ist(siehe Abb. 5.1)Aufgrund der
hohen Identitat z&quashwird CG15484unter dem Synonymdsiashlike aufgefihrt.

Squash MAWVPNSQFEDDLVDMEPDFNFVHGQLAYDMKKQGEFWP—-RPKCTYEYLKSREKRNSELE 59

CG15484 MAWVPTSRFEHDLVQLEPHFNLVHGQIAYELRKKEEFSESVPIHTYELLTAREDLLG——— 57
-x***-k_*:**_***:::l—-l-.*-l-:-k-k-k-k:-k-k:::*: * * * EE dr_:-k-k_

Squash NIHGSRGGTGRDIRQSLOQLMENIQKIAGTRPLGEHATMKDWEDESTNELEALAMMRHEFGM 119

CG15484 ——YGTRGGKGREIRQSLOQMMETIQRVAGTKPLGEHATMEDWEDTTMVDVEATATIIRNFGR 115

:*:*ﬁr*.*ﬁr:***i—**:**.**::**t:******t*:*t** H ::**:*::*:*t

Squash MSMATDSLPVLPEVKPPEGPIKIIRNGREQFPLITDPEFFKPRKIPRTKNSSSSSSYHTA 179

CG15484 MTLKQDSTTLQPQTISTLP-———-AVAPNESQRFPLITDRDFFTPRKIRRPKDLPP————— VE 166
-x:: *ﬁr*l: +::_ * H * ::-x***** :**_***-}r +.-k:

Squash NSSISSFSLYESAASDLDSSKKQGEIKASKSEKYLEVPYKQLAESYDQEVESPVQEGNQE 239

CG15484 NSPDN—————— SADDSFHTAKSLSNCIWLNGLKYPDKTSK——————— GEIQNT-—————— 206
L. FEOLrLiFLoL: Lo FE L F ool

Squash NE 241

CG15484 -

Abb. 5.1: Squash undCG15484zeigen eine hohdJbereinstimmung in inrer Aminosauresequenz Gezeigt
ist ein Alignment der Nukleasen Squash und CG15484zeigt einzelne konservierte Aminoséauré¢) und ()

weisen aukonservierteGruppenhin. Das Alignment wurdenit ClustalW 2.1 erstelltliarkin et al., 200Y.

squashwie auchsquashlike Transkriptesind im Testis angereichert (FlyAtlaShintapalli et

al., 2007) und mit Hilfe von PSORT Il (Nakai und Horton, 1999) wurde eine
Wahrscheinlichkeit deKemlokalisationdieser Proteine von rund 8D % ermittelt (siehe
Tab 5.0). squashund CG15484liegen auf Chromosom 2L an Position 36A10 und 33F
(FlyBase:St. Pierre et al., 20}4
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Tab. 5.0 Squash und SquasHike sind weitere Nukleaserkodierende Gene

Protein Anzahl im Testis Wahrscheinlichkeit fur eine
Aminosauren hochreguliert Kernlokalisation

Squash 241 A 61%

SquasHike (CG15484) 206 + 48%

5.1.2.1 Transkripte von squashund squashlike sind im Zytoplasma von

Spermatozyten zu detektieren

Zunachst wurde die Verteilung der Transkripte vagquash und squashlike im Testis
untersucht. Es wurdeim situ Hybridisierungen arwildtypischen Testes durchgefiihrt und
sense undantisense RNASonden verwendet, welche jeweils gegen das vollstandige
Transkript gerichtet sind. Didrarbung@n mit den antisens8onden zeigendass die
Transkriptevon squashund squashlike im Zytoplasma von Spermatozyten zu detektieren
sind (siehe Abb. 5.2 A und Cfdfle). In postmeiotischen Stadien kénnen keine Transkripte
nachgewiesemwerden(Abb. 5.2 A,C, Pfeilkopfe)Zudem zeigenid Testes der senSonden
keine Farbung woraus zu schlieRen istdass die Farbumgm mit den antisens8onden
spezifischsind (Abb. 5.2 B,D).

Abb. 5.2: Die Transkripte von squashund
squashlike sind im SpermatozyterStadium
zu detektieren. in situ Hybridisierungen a
wildtypischen Testes von Drosophila (A)
squashmRNA kann im Zytoplasma vot
Spermatozyten detektiert werden (Pfeil).
postmeiotischen Stadien ist kein Transk
nachweisbar (Pfeilkopf). (C) squashlike
Transkripte sincebenfalls imSpermatozyter
Stadium erkennbar (Pfeil). Postmeiotisch
Stadien zeigen keine Fanhg (Pfeilkopf).(B
und D) In den Kontrollen mit de

squash-like antisense squash-like sense

senseSonden ist kein Signatu detektierer
Die Sterre markieen die Hub-Regionender
Testes. Mal3stabbalken: 10Qum.
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5.1.2.2 Das Fusionsprotein SquasteGFP zeigt ein hohes Expressionslevel

im Zytoplasma von mitotischen Zellen

Um die Verteilung vonsguash und squashlike auf Proteinebene zu analysieren, wurde
zunachst Immunfluoreszenz (HNachweig mit einem Antiserum gegen Squash (Hybridoma
Bank) an doppeltransgenen Tieren filistonRFP;protamireB-eGFP durchgefuhrt. Die
Proteinverteilung zeigt ein sehr schwaches Signal im Bereich der-Be#ize, in den Kernen
von Spermatogonien (Daten nicht gezeigt), und schwache Signale im Zytoplasma wie auch
im Nukleolus von Spermatozytgsiehe Anhang Seite 128bb. 7.0 A, Pfeil). Squash ist
zudem in den Kernen junger elongierender Spermatiden (siehe Anhang 8ekieblZ.0 B,
Pfeile) und in den Schwarizystzellen detektierbar (Daten nicht gezeigt). In den Kernen des
frihen Kanustadiums ishur noch ein schwachesehr diffuses Signaérkennbar, dessen
Spezifitat fradjch ist (siehe Anhang Seite 128b. 7.0 C, Pfeile). Mit dem vollstandigen
Abbau von HistorRFP und dem Einbau von ProtamieBFP ist kein Squash mehr zu
deektieren (siehe Anhang Seite 12®b. 7.0D,E). Somit scheint Squash ein geeigneter
Kandidat um die DNAStrangbriche zum HisteArotaminWechsel einzuleiten.

Da das Proteinsignal in ddF jedoch sehr schwach ist, wurde ein SqueSHkP
Fusionsprotein generiert. Hierfir wurde der Bereich 1f)Y7 stomaufwarts des
AUG-Translationsstarts vosquashsowie der offene Leserahmen (ORF)teéZminal mit
einem eGFPTrag fusionierundtransgene Fliegen etabliert. Die transgenen Fliegen zeigen ein
hohes Expressionslevel des e@Hisionsproteins im Zytoplasma vanitotischen Zellen
(siehe Abb. 5.3 A,APfeil). Im weiteren Verlauf der Spermatogenese ist ein schwaches Signal
im Zytoplasma von Spermatozyten zu verzeichnen, jedoch aber kein Signal in den
Spermatiden (Abb. 5.3 A/APfeilkopf). Es besteht somit eine Rispanz zwischen dem
Immunhistologischen Nachweis von Squash mit Hilfe des Antiserums und der Expression des
SquaskeGFP Fusionsproteins. Ein Uberlappendes Farbemuster ist lediglich im Zytoplasma
von Spermatozyten zu beobachten. Es muss uberpriuft welddasdignal des Antikdrpers
in den elongierenden Kernen spezifisch ist und ob hier 'd¢TR zu korrekten Verteilung

des Fusionsproteins notig ist.



ERGEBNISSE 68

squash-eGFP | A

Squash-eGFP Uberlagerung mit DIC

Abb. 5.3 SquasheGFP wird stark im Zytoplasma einiger mitotischen Zellen exprimiet. Das
eGFRFusionsproteinwird im hohen MaR in mitotischen Zelleexprimiert (Pfeil) und nimmt im
Spermatozyterstadium sichtlich ab (Pfeilkopf(1) SquaskeGFP Signal und (2) eine Uberlagerung mit dem
zugehdrigen DI€Kanal. Der Stern markiert den HubgiTestis. MaRRstabsbalkes®: um.

Es wurden ebenfalls transgene Fliegen $guashlike generiert, doch ist in diesen kein
Fusionsprotein detektierbar. Eine Beteiligung von Squash oder auch von -Skeiaasm
Setzten von DNAStrangbrichen wéhrend des Chromdtmbaus kann somit nicht bestétigt

werden.
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5.2  Das Ubiquitin -konjugierende Enzym UbcD6 sowie
weitere Komponenten des Rad6-Reparaturweges
werden wahrend der Spermatogenese von

Drosophilaexprimiert

Wie dnleitend erwahnt, wird fir Rad6 in Hefen, als auch fir HR6A und HR6B in Saugern,
eine wichtige Rolle bei der DNAReparatur postuliert (Koken et al., 1991 A, B; Roest et al.,
1996). Auch in der Spermatogenese W@nsophilasind groRe Mengen an phosphoeylem

UbcD6 in Spermatozyten und nochmals im spaten Kanustadium zu detektieren (Rathke und
RenkawitzPohl, unpublizierte Daten). Zu diesem Zeitpunkt wird der Wechsel von einer
Histon-basierenden zu einer auf Protamiui@sierenden Chromatinstruktur vollzsg Dieser
Prozess wird von einer grol3en Zahl an DRAichen begleitet (Rathke et al., 2007). Nach
dem HistorProtaminWechsel sind keine DNAruche mehr zu detektieren und machen
UbcD6 somit zu einem geeigneten Kandidaten als ERéparaturprotein (Rathket al.,

2007).

5.2.1 UbcD6-eGFP wird im Zytoplasma exprimiert

Um die Funktion des Ubiquitikonjugierenden Enzyms UbcD6 wahrend der
Umstrukturierung des Chromatins zu analysienenyden im Laufe meineMasterarbeit
bereits diverse UbcDBusionskonstrukte kloniert und transgene Fliegen etabliert (Kaiser,
Masterarbeit 2010). Um die Expression von UbcD6 zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Spermatogenese zu ermoglichen und den Einfluss analysieren zu kénnen, wurgé& ¢enO
UbcD6 (exklusive der Introns) unter die genregulatorische Kontrolle heterologer Promotoren
gestellt und @erminal mit einem Tag fusioniert. Die Fusionskonstrukte wurden nachweislich
transkribiert, jedoch war es nicht moglich die Fusionsproteinedetektieren (Kaiser,
Masterarbeit 2010).

Aus diesem Grund wurde der vorliegenden Arbetin Konstruktetabliert welches den
komplettenoffenen Leserahmevon UbcD6 sowie die Intronsind, anstelle eines heterologen
Promotors, putative regulatorische Sequenzen v@89bp stromaufwérts des AUG
Translationsstarts tragt. -terminal und im richtigen Leserahmen wurde ein eGBB
angehangenrAus Fliegen, welche das Konstrulktinr Genom integriert habewurden Testes

isoliert und Fischpraparate unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das tH&BP®
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Fusionsproteinst in den SchwanZystzellen zu detektiergsiehe Abb5.4) und zeigt zudem
ein sehr schwaches Signal in den Zystzellen friher Spermatogstaeten (Daten nicht
gezigt). Ein stadienspezifisches eGERynal indenKernen einzelner Keimzellen ist nich

detektieren

Abb. 54  UbcD6eGFP ist in den
SchwanzZystzellen detektierbar. Das

A UbcD6-eGFP § Al

* *

eGFRFusionsproteinzeigt ein starkes Signal it
den SchwanZystzellen (A) UbcD6-eGFP Signal
mit der (A) Uberlagerung mit dem DH&anal.

2

. ‘,
i £ / .
s i/ Jk

UQerléQﬁé’ng
e igel[él  MaRstabsbalker:00pum

Der Stern markiert den Hub des Test

UbcD6-eGFP

5.2.2 Die Isoform UbcD6-RA wird im Testis transkribiert

Da die Expression des UbcE&FP Fusionsproteis lediglich in den SchwanZystzellen
nachzuweisen ist, sollte im nachsten Versuch ein Fusionsprotein fir UbcD6 generiert werden,
welches zusatzlich den genspezifischémrranslatierten Bereic(8' UTR) tragt da dieser
maoglicherweise die Stabilitdt des Fusionsproteins und/aéet @nslation reguliertHierfur
musste zunachst analysiert werden, welche IsofdtihcD6-RA oderUbcD6-RC - im Testis
vorhanden ist, da beide Isoformen sich hinsichtlich der Lange dam3unterscheiden.

Um das Vorhandenselreiderlsoformenwahrend ér Spermatogenese bestatigen bzw.
widerlegen,wurde eine RTIPCR an mRNA wildtypischer Drosophila Testesdurchgefihrt
Mit Hilfe der Oligonukleotide UbcD6-RT-RAse und UbcD6RT-as des Primerpaares
(Position der Primer sieheAbb. 55A) konnen die distinkten Transkripte beider
UbcD6Isoformen amplifiziert werden. Die Primé@berspannen ein Intron und amplifizieren
ein 406bp langes Fragment an RNA bzw. &h68bp grol3es Fragment an DNEs wurde
ein Fragment mit einer Lange von 406 amplifiziert (siehe Abb. 5.5 Bl)und die
Transkriptionvon UbcD6 im Testesverifiziert. In einer weiteren RPCR konnte zwischen
den IsoformerUbcD6-RAund UbcD6-RC unterschieden werden. Hierfir wurden spezifische
Oligonukleotide fur die IsoforrtdbcD6-RA, UbcD6-RT-senund UbcD6-RT-RAas(Position
des Primerpaarées siehe Abbildung.5 A), verwendet. Die Primeiiberspannen ein Intron
und amplifizieren eil56bp langes RNAFragmentozw. ein518bp grof3es DNAFragment.
Die Auswertungder RT-PCR zeigt dass ein Fragment vetb6bp amplifiziert werden kann
(siehe Abb. 5.5 B2) und somit im Testes die IsofttbtD6-RA transkribiert wird. Da durch
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dieses Experiment eine Transkription der IsofddimcD6-RC nicht ausgeschlossen werden
kann, besteht zudem die Moglichkeit, dass nafmEmisoformUbcD6-RA auch die Isoform
RCtranskribiert wird.

. n . .
A 776k 777K 776k 775k

Gene Span
UhcO&

Transcript
UbcD&-RC

 E—
UbcD&-RA

g
>
1= - -

2=
B M 1 2

Abb. 5.5: Nachweis von Transkripten der IsoformUbcD6-RA durch RT-PCR an mRNA wildtypischer
Drosophila Testes.(A) Schematische Darstellung der genomischen RegionUlmeD6 mit den moglichen
IsoformenUbcD6-RAuUndUbcD6-RC. Die Positionen der verwendeten Primerpaare fir did°PRR werden mit
blauen bzw. schwarzen Pfeilen dargestellt. (B) Mit spezifischen Primern wurden in beiden Spur&aritA
erhalten. (1) Die Primer lfern ein Amplifikat von 406p und somit den Nachweis vdibcD6im Testis. (2)
Mit spezifischen Primern fidie IsoformUbcD6-RAwird ein RNA-Fragment von 456p erhalten. Zudem liegt
bei 518bp eine Kontamination mit DNA vo(M) Marker:2log DNA Ladder

5.2.3 Das Fusionsprotein UbcD6GFP mit einer genspezifischen

3' UTR wird in den SchwanzZystzellen exprimiert

Wie bereits zuvor praktiziert, besteht neben der Methode der Antikérperfarbung, die
Maoglichkeit mit Hilfe von GFPFusionsproteinen das Expressionsrauston Proteinen zu
analysieren. In der Spermatogen&sa Drosophila erfolgt die Translationskontrolleeist
Uber die 5'UTR, so z.B. fiur die Testispezifisch transkribierten Gendj-like und die
protamire A und B (Hempel et al., 2006; Barckmann et &013). Demnachverden flr die
Herstellung transgener Fliegen Konstrukte generiert, welche aus dem Promotor und der
5 UTR, sowie dem ORF des zu analysierenden Gens besteher8 DiR sowie das
Polyadenylierungssignal entstammmaeistdem Simian Virus40 (SV 40) Sie werden uber
den Transformationsvektbereit gestellt.

Mit Hilfe eines Antikérpers und einer IF konnte phosphoryliertes UbcD6 in Spermatozyten
sowie in Keimzellen des Kanustadiums nachgewiesenemef@athke und Renkawi2ohl,

unpublizierteDaten).Jedoch weisen im Vergleich hierzu didcD6-eGFPexprimierenden
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Testesein GFRSignal allein in den SchwanZystzellen auf. Um zu klaren, ob die
Diskrepanz zwischen beiden Expressionsmustern an der in den bisherigen Fusionsgenen
fehlenden genspezifischéhUTR liegt, wurde eine weitere Klonierungsstrategie angewandt.
Hierfir wurden 99%p stromaufwaérts des AUGranslationsstarts sowie der vollstandige
ORF vonUbcD6, C-terminal mit einem GFHag fusioniert und zudem dgenspezifische
3'UTR von UbcD6 angefluigt. UbcD6 ist kein Testisspezifisch exprimiertes Gen und so
besteht die Moglichkeit, dass Uber didJIR die Regulation der Translation erfolgen kann
und deshalb der Nachweis mit Antikérpern in IF ein unterschiedliches Expressionsmuster
aufweist als das GFPusionsprotein ohne eine genspezifischdTR. Nachdem in Kapitel
5.2.2nachgewiesewerden konnte, & die IsofornrUbcD6-RAImM Testis transkribiert wird,
wurde fur das Konstrukt die' BTR der IsoformUbcD6-RA mit einer Lange von 1524dp
gewabhilt.

Aus transgenen Fliegen fillas KonstruktUbcD6-eGFP+3' UTR, wurden Testes isoliert
und Frischpraparate untdem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das eGE&ionsprotein
zeigt ein vergleichbareSxpressiosmustewie das FusionsproteidbcD6-eGFP(Verteilung
UbcD6-eGFP siehe Kap. 5.2.1, Ablh.4). Das eGFSignal ist allein in den Schwanz
Zystzellen zudetektierer(Daten nicht gezei@ytEs ist kein tadienspezifisches eGFHignal in

denKernender Keimzellenerkennbar

5.2.4 Die Komponenten des Rad&ignalweges werden nur in
den frihen Stadien der Spermatogenese vobrosophila

transkribiert

Wie bereits erwahnt ist Radga. ein Mitglied im Signalweg der Postreplikationsreparatur
(PRR)und de Komponenten desd®b-Weges sind von der Hefe bis zum Menschl&ark
konserviert(Prakash, 1981 Da es nicht moglich war UbcB&SGFP in den Keimzellen,
speziell im Kanustadium zu detektieren, sall ndchsten Abschnitlie Verteilungweitere
DNA-Reparaturproteinedhrend des HisteRrotaminWechsels analysiert werddaswurde

nach geeigneten Kandidatemgesucht die eine erhthte Expression in der manmiche
Keimbahn zeigen. Mit Hilfe der DatenbarlBNA-traffic (Kuchta et al.,, 2012 wurden
zunachstdie Proteine MMS2, Rad5, Rad18 und Ubcl3 als weitere Komponenten des Rad6
Signalwegesidentifiziert, und aschlef3end mit Hilfe der DatenbankemdNA-traffic und

Ensemble (Flicek et al., 2011) nach Homologen ProteinenDrosophila gesucht. Eine
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Anreicherung der jeweiligen Transkripte im Testis wurde uber die Datenbank FlyAtlas
(Chintapalli et al., 2007) ertelt. Somit konnten als homologe Proteine, die Kandidaten Kua,
CG7376, CG5524 und CG3473 identifiziert werdBre Komponenten des Rad®eparatur
Signalweges in der Hefe.cerevisiaeunddie dazugehoérigen Homologe BDrosophilasind in

der Tabelle5.1 augefuhrt. Fir MMS2 und Ubcl3 wurden zudem die homologen Proteine
Uev1A bzw. Bendlessdentifiziert, beide sind jedoch, im Vergleich zur gesamten Fliege, auf

dem Transkriptionsniveau im Testis rdinter

Tab. 5.1 Mitglieder des Rad6 -DNA-Reparaturweges und deren Homologe iDrosophila(Stand 11/2011)

S. cerevisiae Potentielles Homolog  Transkripte im Testis
in Drosophila hochreguliert

MMS2 Kua i
UevlA -

Radb CG7376 +

Radl8 CG5524 +

Ubcl3 CG3473 +
Bendless

Nachdem Kandidaten fir homologrosophila Reparaturproteine identifiziert werden
konnten, wurde die Verteilung ihrer Transkripte im Testis untersucht. Um erste Hinweise auf
das Expressionsmuster der zu untersuchenden-R&#araturproteine zu erhalten, wurden

in situ Hybridisierungen durchgefihrEs wurden antisense RN&onden mit Langen von
~450600bp gegen die jeweiligen Transkripte synthetisiert, wobei als Template fur die
Kua-Sonden cDNA diente und fur alle weiteren Sonden genomische DNA verwandt wurde.
Die in situ Hybridisierungerwurden arwildtypischenTestes durchgefihrt.

Die Auswertung deExperimentezeigt, dasgie Transkripte der Reparaturproteine Kua
(A), CG7376 C), CG5524 E) und CG3473 G) im Zytoplasma von Spermatozyten
nachzuweisersind (siehe Abb 5.6, Pfeile). Zudem sind Transipte von CG5524 und
CG3473in frihen Spermatiden zu erkennen (Abb. 5.6 C,D Pfeilkogfe)Stadien mit
elongierenden Spermatidd®nnen keine Transkriptmehr detektiert werdenDie mit den
senseSonden behandelten Testes weikeime Signaleauf, woraussich schlie3en lasst, dass
die Nachweise der Transkripte mit den antisé®dseden spezifisch sind (Abb. 5.6 B,D,F,H).
Demnach sind die untersucht@nanskriptedes PRRSignalwegesn Drosophilanur bis in
die frihen Spermatiden zu detektieren und somih aaheinbar nicht in den Kernen des

Kanustadiums prasent. Eine Reparatur von BBtrangbrichen nach dem Wechsel von
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Histonen zu Protaminen Uber d&ignalweg der Postreplikationsreparatur (PRRheint

demnach eher unwahrscheinlich.

CG5524 antisense

CG34Z3-antisense CG3473 sense

Abb. 5.6. Die mRNAs von Kua, CG7376und CG5524und CG3473sind im SpermatozytenStadium zu
detektieren. in situ Hybridisierungen anwildtypischen Testesvon Drosophila (A) Die antisensé&onde
detektiert dasKua Transkriptim Zytoplasma von Spermatozyten (PfeilE) (CG7376mRNA ist ebenfalls im
SpermatozyteiStadiumnachweisba(Pfeil). (E) Transkriptefir CG5524und (G) CG3473sindim Zytoplasma
von Spermatozyten und zudem in frihen Spermataitrktierban(Pfeilkopf). (B,D) Die Kontrollen mit den
senseSonden weisen einkeichte Hintergrundféarbung aufF{H) Weitere Kontrollen zeigen hingegen keine
HintergrundfarbungDie Sterre markieen dieHub-Regionen der TesteMal3stabsbalken: 1Q@m.
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5.3 Regulatorische sowie funktionelle Analysen des

Chromatin-assoziierten ProteindIst77F

Wahrend der Spermatidendifferenzierung kommt es zu einer Umstrukturierung und einer
Kompaktierung des Chromatins. Die Histone werden hgeast unddie ProteinéProtamn

A (ProtA) und ProtaminB (ProtB) eingebaut. Die korrespondierenden mRNAs werden im
Spermatozytenstadium transkribiert, doch die Proteine erst im Kanustadium translatiert
(Jayaramaiah Raja und Renkawhahl, 2005; Rathke et al., 2007).

Neben den Protamén ist das Linkerhisteamliche Protein Mst77F eine Komponente des
reifen Spermiums. Es besitzt eine duale Funktion und scheint am Prozess der Chromatin
kondensation beteiligt zu seiMst77F zeigt eine genetische Interaktion nfiR-tubulin,
lokalisiert an den Mikrotubuli und ist somit auch am Prozess der Kernformung beteiligt
(Fuller et al., 1989; Jayaramaiah Raja und Renkakatzl, 2005; Rathke, Barckmann et al.,
2010). Die mRNAvon Mst77F unterliegt wie auch die Transkripte der Protamine einer
transldionalen Repression und wird im Spermatozytenstadium transkribiert und erst im
Kanustadium translatiert (Jayaramaiah Raja und Renkdeitt, 2005; Rathke et al., 2007).

5.3.1 Die Regulation der tanslationalen Repression von
Mst77F und Protamin B

Mit PromotorLacZKonstrukenundb-Galaktosidase Farbungen kongezeigt verden, dass

die translationale Repression voRrotaminB Uber Sequenzen innerhalder 5 UTR
ermoglichtwird (Barckmann et al., 20}3Doch anders als bei den Protaminen istscdUTR

von Mst7/F nicht ausreichend fuRegulation der TranslatioiBarckmann, Dissertation
2010) Vielmehr gab es Hinweise, dass hier andere Bereiche die Expressionshohe des

Gal&tosidaseReporter Konstrukts bedingen.
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5.3.1.1 Die 5'UTR ist essenziell fur das Transkriptlevelvon Mst77F und
Protamin B

Es stelltesich die Frage, ob Expressionslevel und Transkriptionsrate in Abh&ngigkeit vom
5'UTR miteinander korrelieren. Hierfur wurden zunachsGalaktosidaséktivitat an
adulten Testeson PromotorlacZ-KonstrukttragenderFliegendurchgefihrtEine Ubersicht

der transgenen Fliegenlinien ist Abbildung 5.7 A und F abgebildet. Enzymassays
verliefen parallel fur 0,5 (siehe Abbildungs.7 B,D,G,I) Die Auswertung zeigt, dassed
ReporterLinien pcpr ot B 2 (B) umd dc-77F3 (G), welche jeweils die genspezifische

5 UTR von protamine B bzw. Mst77F beinhalten,eine hohereb-Galaktosidas&ktivitat
aufweisenalsdieLinienpcpr ot B 2 pl (D) uhdp&7x 7LF 3UHR(I), ohne5 UTR.

A protB F mstz7F
‘ﬂ ] L 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _‘th 1 1 1 1 1 1 1 L 1 L 1 1 | L L 1 | L L L 1 1 1

+1 |ATG
' BNEEE  svio GH
1J

pe-protB2AInt1 §iC pc-protB2AInt1

4
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Abb. 5.7: Die 5' UTR ist essenziell fur das Transkriptlevel von Mst77F und Protamin B(A) Schematische

Darstellung des genetischen Hintergrundestransgenen Liniepcp r ot B@/,Chuhdpcpr ot Bopl nt 1 +Ex 1
(D,E) sowie (F) eine schematische Darstellung des genetischeargtimides der Fliegenlinien JdF3 (G,H)

und pe7 7 FBUPR (1,J). (B,D,G,l) b-Galaktosidasé\ktivitdt an adulten Testes transgener Fliegait
PromotorLaczZKonstrukten fir ProtB und Mst77F. Di&nzymassayserliefen fur 0,5h. ReporteiLinien mit
einergenspezifische 5 UTR, pcP r o t B 2(Bp lumd pc77F3 (G), zeigen einehohe Galaktosidasé ktivitat

im Gegensatz zuinien, ohne5' UTR, wiepcPr ot B 2 gl (B)tutdpdErx71F 3UHR(1). (CEH,J) in situ
Hybridisierungen mikinerlacZ antisenseésonde.pc-P r o t B 2(@) lund pcl77F3 (H), inklusive der 5UTR,

weiseneine groReMenge anlacZmRNA in Spermatozyten bis in spéte SpermatidenstadienDiefLinien

pc-Pr ot B2 ml (E} Une e ¥ FBUPR (J) zeigen hingegen eischwacheres TranskriptleveDie

Transkripte sind zudem nur in frih&permatogenesestadizm beobachterMalstabsbalken: 1Q0m.
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Um das AktivitatsNiveau derb-Galaktosidasenit der Transkriptionsmenge vergleichen
zu koénnen bzw. um Hinweise auf die Stabilitdt der mRNA zu erhalten, wurden anschlie3end
in situ Hybridisierungen mitlacZ antisense&sondendurchgefuhrt(siehe Abb. 5.7 (E,H,J).
Diesezeigen ebenfalls eine direkteoKelation zwischen dem Vorhandensein dédBR und
dem Transkriptlevel. So weiserReporterlacZ-Konstrukte inklusive der %TR,
pcPr ot B AC undpcI7F3(H), eine hohe Menge dacZ mRNA in Spermatozyten bis
in spate Spermatidenstadien auf. Hirgegeigen die LiniepcPr ot B 2 ol (B)tudd+ E x 1
pc-7 7 F 3UPK (J) ein schwéacheres Transkriptlevéh spaten Spermatogenesestadin
keine lacZmRNA mehr detektierbar. Ein direkter Zusammenhang zwischen der
Transkriptionsmenge vdacZu nd der dar a u-Galakiesisasd\ktivittewuele d e n
gezeigt. Die Stabilitdt der mMRNA scheint durch die Deletion5d&fTR vermindert zu sein.
Es ist mdglich, dass mit der Deletion dé& UTR regulierende Bereiche fur die
Transkriptstabilitat oer auch mdogliche nachgeschaltete Kontrollberei¢gb@wnstream

Elements, DES) deletiert wurden.

5.3.1.2 Die Translation von Mst77F wird Uber Bereiche im offenen

Leserahmen reguliert

Mst77FeGFP exprimierende Fliegen zeigen eine translationale Repression dess-Fusion
proteins. Das Polyadenylierungssignal wird dabei Uber den Transformationsvektor
p Ch a bmptSS¥403' UTR bereit gestellt. Somit erfolgt die Regulation der Translation von
Mst77F weder Uber die genspezifiscBUTR, noch Uber die5' UTR von Mst77F
Statdessen werden regulierende Bereiche innerhalb des offenen Leserahmens immer
wahrscheinlicher, welche die Expression von Mst77F ab den spaten Spermat&ijadese
ermoglichen. Um dieseHypothese zuuntermauern,wurde ein Mst77FFusionsprotein
generiert,welches denMst77FORF unter dergenregulatorischre Kontrolle des Testis
spezifisch exprimierten Gerfs Zubulin tragt. b Zzubulin wird ab der Spermatozytenphase
transkribiert. Zeitgleich erfolgt die Translation der mRNAs und bleibt bis in spate
Spermatidenstadien, zur Etablierung des Axonems, erhalten. Die Genkontrolle und sowie die
fur die mRNAStabilitat notwendigen Bereiche sisghr gut charakterisiert (Santel et al.,
2000 und darin enthaltene Referenzen). Daher wurdenb®78tromaufwarts des
AUG-Translationsstarts voh Zubulin amplifiziert, der Mst77FORF angehangen und das
Konstrukt C-terminal mit einem eGFPrag fusioniert § 2Mst77FeGFP. Das Konstrukt

wurde anschlieend in Fliegen injiziert und transgene Fliegen etabliert. Als Kontrolle wurden
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zudem transgene Fliegen etabliert, welche ausschliel3lich eGFP unter der genregulatorischen
Kontrolle vonb zZubulin tragen b 2eGFP). Eine schematische Abbildung des genetischen
Hintergrundes der beiden Fliegenlinien ist in Abbildung A.&ufgefuhrt. Die Fliegen
konnten daraufhin hinsichtlich des Expressionsmusters der Fusionsproteine verglichen und
zudem dag®GFPRTranskriptmenge mhHilfe von in situ Hybridisierungen un@GFRSonden
analysiert werden.

Der genregulatorische Bereich vbrizubulin bewirkt die Stabilitdt deeGFP Transkripte,
ab dem Spermatozytenstadium (Pfeile) bis in die frihen Spermatiden (Pfeilkdpfe) (Abb.
5.8C). Zeitgleich wird auch das Fusionsprotein exprimiert. Es ist im Zytoplasm&pe-
matozyten bis imlie spate Stadiender Spermatogenese zu detektieren (siehe AblB)5.8

eGFPMRNA ist in b 2Mst77FeGFP exprimierenden Fliegen ebenfalls ab dem
Spermatozytenstadium (Pfeile) zu detektieren (Abb.F}.8und bleibt bis in die spaten
Spermatogenesestadien erhalten (F, Doppelpfeil). Doch im Gegensat2d@FP,ist das
Fusionsproteinb 2Mst77FeGFP erst in spaten Spermatiden zu detektieren (ABOSE,
Pfeilkopfe sowie VergréRerungyas auf eine Repression der Translation des entsprechenden
Transkriptes hindeutetin TestesQuetschpraparateist Mst77FeGFP zunéchst in sehr
geringen Mengeim Nukleolus von $ermatozyten zu detektier¢Abb. 5.8H) und wird im
weiteren Verlauf erst wieder ab dem Kanustadaxprimiert @Abb. 5.8J). Die translationale
Repression von Mst77F bleibt somit erhalten, trotz51&sTR Bereichs vorb zZubulin, und
somit auch trotz de¥erlustes der eigenen genspezifischen Promotorregion undl déiR.
Eine Regulation der Translation von Mst77F Uber Bereiche innerhalb des offenen
Leserahmens scheint mdglich.

Ein vergleichbares Ergebnis lieferten Studien mit einem entsprecherm&K onstrukt
(b 2protB-eGFP. Eine schematische Darstellung dieses Konstrukts ist in Abbildung 7.1 A
im Anhang(Seite 138) aufgeflihrt. Wahrend die Transkripte ab den Spermatozyten (Pfeile)
bis in spate Spermatiden (Doppelpfeil) zu detektieren sind (siehengriab. 7.1 C), bleibt
die translationale Repression des PretBFRFusionsproteins erhalten. Das Fusionsprotein
wird nur in spaten Spermatiderpeimiert (siehe Anhang Seite 1Z&€b. 7.1 B, Pfeile und
Vergrofierung). Die Regulation der Translation von &mot B erfolgt demnach nicht nur
uber die5' UTR, sondern auch tber Bereiche innerhalb des ORFs. Die zugrunde liegenden
Mechanismen bzw. potentielle Sequenzen fir regulative Bereiche innerhalb der offenen

Leserahmen, missen jedoch noch analysiert werden.
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Abb. 5.8 Die Translation von Mst77F erfolgt Gber Bereiche im ORF.(A) Scheméische Darstellungler
Konstrukte (B-D) eGFP unter der Kontrolle dés Zzubulin Promotors sowiglesserb6 U (b RaGFP. (B)

Das eGFH-luoreszenzsignal ist ab dem Spermatozyten bis in spate Stadien detektierBgr.in(€itu
Hybridisierungen. (C)eGFPmMRNA ist in Spermatozyten (Pfeil) bis in elongierende Stadien (Pfeilkopf)
detektierbar. (D) DieeGFP senseSonde liefertkein Signal. (EK) Mst77FORF unter der Kontrolle des
genregulatorischen Bereichs vdnzubulin. (E) TestisFrischpréaparate zeigen ein eGBRynal in spaten
Spermatiden (Pfeilkdpfe, sowie Vergrof3erung). In friilhen Stadien ist kein Signal detektierbigr ((Rf8)

in situ Hybridisierungen. (F) DieeGFP antisenseésonde liefert ein Signal in Spermatozyten (Pfeil), friihen
Spermatiden (Pfeilkopf) bis in spate Stadien (Doppelpfeil). (G) Die seasde liefert kein Signal. (H,l,J,K)
Teses-Quetschpraparate. Fi@ne stadienspezifische Zuteilung wurde mit einem Marker fur Histone gegen
gefarbt. (H) Das Mst7HFusionsionsprotein ist im Nukleolus von Spermatozyten zu detektieren. (I) Junge

elongierende Kerne zeigen kein GBRynal. (J) Kerne des Kanustadiums singtRfFeGFP positiv. (K) Kerne

w2 hrend der I ndividuali si er ung-Msté’/FazEMm Batkkennpgn. gepunkt et e
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5.3.1.3 Die Kontrolle der Translation von Mst77F erfolgt Uber die
N-terminalen 222bp

Auf Grund der bisherigen Daten wird postuliert, dass die Regulation der translationalen
Repression uber den ORF vdnst77F erfolgt. Um diesen Bereich weiter einzugrenzen
wurden Deletionskonstrukte fur Mst77F hergestellt, und zwid6BAminosauren, dann

141 Aminosduren am Jerminus dedMst77FORFs deletiert. Die Expression der beiden
Konstrukte erfolgte unter dem Promotor und @&UTR von Mst77F. Das Konstrukt
Mst77Fgp0CG-eGFP  wurde zudem mit einem eGFPrag fusioniert und das
Mst77Fql41CGmCherry Konstrukt mit einem mCherfyag. Eine schematische Darstellung

der beiden Konstrukte, sowie der beiden Konstrbkst7/7FeGFPund b 2ProtB-eGFPist

in Abbildung 5.9 A aufgefiihrt. Die Konstrukte wurden in Fliegen injiziert, transgemen
etabliert und TesteBrischpréaparate analysiert (Abbildung 5.9ER

Transgene Fliegen fuMst77FeGFP und b 2ProtB-eGFP zeigen die Expression der
Fusionsproteinaausschlief3lichn den Kernen vorspéten Spermatide(8 und C, Pfeile)

Auch die Fusionsproteindst77FgB0G-eGFP(D) und Mst77d141GmCherry(E) sind nur

in Stadien spater Spermatiden zu visualisieren, wobei die Proteine nur im Zytoplasma und
Uber den Flagellen zu detektieren sind (Pfeilkbpfedtz der unterschiedlichen Lokalisation

der Fusionsproteine ist eine translationale Repression von Mst77 in allen vier Fliegenlinien zu
beobachten und wird folglich tber Sequenzen in den verbleibenddrpa®s Nterminalen
Bereichs des ORFs reguliert. Weiterhin ist zu vermerken, dass desWaeiuCGterminalen

60 Aminosauren mit dem Verlust der Kernlokalisation einhergeht. Dies legt nahe, dass
innerhalb des @erminalen Bereiches verschiedene Kernlokalisationssignale inseriert sind
(siehe Kap5.3.2.2.1fur fortfihrende Analysen).
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Abb. 5.9: Der N-Terminus bestimmt die Kontrolle der Translation von Mst77F und derC-Terminus die
nukledre Lokalisation (A) Schematische Darstellung dé€rterminalen Deletionskonstrukte. {B) Testes
Frischpraparate transgener Fliegenlinien furNB}77FeGFP, (C) b2t-Mst77FeGFP, (D) Mst77FB0GeGFP,

und (E) Mst77Fgd41CGmCherry. (B-C) Die Fusionsproteine sind nur in spaten Spermatiden zu detektieren.
(D-E) Die Mst77F Fusionsproteinmit C-terminalem Bereich sind in den Kernen zu detektieren (B und C,
Pfeile), sothe mit Gterminalen Deletionesind nur im Zytoplasma spater SpermatidBnund E, Pfeilkopfe)

und Uber den Flagellen zu detektierBie Sterne markieren jeweils die HiRegion des Testis.

5.3.1.4 Mst77F wird in somatischen Zellemur schwach exprimiert

Damit die Verteilung von Mst77F am Chromatanalysiert werden konntevurde unter
Verwendung des UASAL4 Systems, Mst7HeGFP ektopisch in Speicheldriisen exprimiert
(Brand et al, 1994 Hierflr wurden transgene Fliegen etabliert, welbtet77FeGFP unter
der Kontrolle einer UAS-Sequenz qus engl.upstream activating sequenctagen Der
genetische Hintergrund des KonstrukiaSMst77FeGFPist schematisch in Abbildurg 12
A aufgefiihrt.Die Fliegen wurden mit dersgs58ABGAL4 Treiberstamm gekreuzt, welcher
GAL4 spezifisch in Speicheldriisen exprimiert und somit die Expression von Mst77F selektiv
einschaltet.Das UASGAL4 System stammt aus Hefe, sodass eine Temperatur von 30°C
optimal fiir die Transkription ist. Somit wurden die Fliegen fir eine optimale Expredes
Fusionsproteins auf 25°C bzw. 30°C gehalten.

Bei einer Haltung der Fliegen auf 25°C ist nur ein sehr schwaches MSigii&l
erkennbar (siehe Abbildun§.10 A,A). Und auch mit einer Haltung a#0°C kann die
Expression vorMst77FeGFPnur leicht ehbhtwerden. Mst77FeGFP ist schwach Uber den
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Chromosomen zu detektieren, wohingegen efm@eicherung des Fusionsproteins
Nukleolus ersichtlich is{B,B', Pfeilg. Jedoch ist eine Gegenfarbung mit einem Marker fur
Nukleoli notwendig, um diese Struktwgindeutig als den Nukleolus zu identifizieren.
Nachdem Mst77F mit dem -t@rminalen Tag nur schwach in den somatischen Zellen
exprimiert werden konnte, wurde ein Mst7PFotein miteinem NterminalenTag generiert
und in Speicheldriisen exprimiert. Doch autit diesem Konstrukt isMst77F nur in
geringen Mengen exprimierb@éC,C’). In einzelnen Zellkernen ist eine schwache Lokalisation
des Fusionsproteins an den Chromosomenarmen erkennbar.

Mst77F lasst sich somit in somatischen Zellen nur sehr schlechinéqan. Denn obwohl
die Speicheldriisen einen Chromosomensatz von A00fesitzen, scheint die

Translationseffizienz der Mst77FFusionsproteine nur sehr gering zu sein.

Sgs4-GAL4>> Abb. 5.10 Mst77F kann nur schwach in Drosophila
UAS-Mst77F-eGFP;
25°C Speicheldrisen exprimiert werden.sgsb8-GAL4 getriebene
s Expression von Mst7AFusionsproteinen in den Kernen vc
DrosophilaSpeicheldriisen. (A,A") Bei 28 ist nur eine seht
schwache Mst77HKonzentration detektierbar. (B,B") Di
Mst77ReGFP Expression ist auf 30°C leicht erhohine
deutiche Anreicherung des Fusionsproteins im Nukleolus

zu detektieren. (C,C") eGHRAst77F wird ebenfallsnur in

Mst77F-eGFP | = Uberlagerung mit DIC

Sgs4-GAL4>>
UAS-Mst77F-eGFP:
30°C

5

geringen Mengen exprimier(A-C) eGFRFluoreszenzsignale
mit einer (A:B") Uberlagerungu einemDIC-Kanal bzw.eine

Mst77F-eGFP (C) Uberlagerung mit dem Phasenkontrast. Die Pfi
C Sgs4-GAL4>> . . .
UAS-eGFP-Mst77F: T ) markieren die Nukleoli. Mal3stabsbalken: .

30°C

Uberlagerung mit
eGFP-Mst77F Phasenkontrast
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5.3.1.5 Mst77F und Protamin B kdnnen mit Hilfe eines Keimbahntreibers

in Spermatogonien exprimiert werden

Da die Translationseffizienz voNIst77F in somatischen Zellen sehr gering ist, soll im
nachsten Abschnitt Uberprift werden, ob Mst77F und Protamin B einer keimbahnspezifischen
Transkriptions bzw. Translationskontrolle unterliegen. Hierfiir wurdeansgend-liegenfur
UASMst77ReGFP und UASprotB-eGFP mit dem Treiberstammam-GAL4 gekreuzt, und

so die Expression selektiv in Spermatogonien getrieDem. genetische Hintergrund der
FliegenlinienUASMst77FeGFP und UASprotB-eGFPist in Abbildung 5.11 A aufgeflhrt.

Um die Transkriptverteilng mit der Proteinexpression vergleichen zu kénnen, wurden
TestesFrischpraparate analysiert und situ Hybridisierungen miteGFP antisense und
senseSonden durchgefuhrt.

Die Fusionsproteine Mst7#€GFP Abbildung5.11B) wie auch ProtBeGFP (E) sind in
Spermatogonien zu detektieren (Pfeile, VergroRerung®fi). dem Eintreten in das
Spermatozytenstadiusind keine eGHSignale mehr nachweisbar. Im Gegensatz hierzu sind
die Transkripte fur Mst77FeGFP (C) und protB-eGFP (F) im Zytoplasma @n
Spermatogonien (Pfelleund weiter bis in frihe Spermatidenstadien (Pfeilkopf) zu
detektieren. Die Transkripte fiMst77FeGFP sind zudem noch stark bis in die spaten
elongierenden Spermatiden zu detektieren, wohingpgeB-eGFPmMRNAIn diesen Stadien
nur schwer zu detektieren ist (F, Doppelpfeil). Die Farbungen mite@#P senseSonden
zeigen furbamGAL4>>UASMst77FReGFPeine Hintergrundfarbung (D), welche jedoch im
Farbemuster und der Signalintensitat von idesitu Hybridisierung mit der antiseasSonde
abweicht. Das Signal mit der antiser&ende kann als ein echtes Signal gewertet werden.

Somit ist festzuhalten, dass auf der einen Seite die Translation bzw. Transkription von
Mst77F in somatischen Zellen nur bedingt mdglich ist (siehe Kapitel.8)3 wohingegen
eine keimbahnspezifische Expression vollzogen werden kann. Dabei scheinen Transkriptions
und/ oder Translationseffizienz von keimbahnspezifischen Faktoren abzuhdngen. Zudem zeigt
dieser Versuch aber auch, dass Mst77F und ProtB im Smayteristadium moglicherweise
der regularen Translationsrepression unterliegen. So scheinen  Spermatozyten
transaktivierende Faktoren zu besitzen, welche die Translation der Proteine trotz vorhandener

Transkripte in Abhangigkeit vom offenen Leserahmen reprien.



ERGEBNISSE 84

A
TR A S S —
ATG
—5xUAS hsp70 Promotor 1 :‘- - _F svio — UAS-Mst77F-eGFP
attR1 attR2
ATG
—5xUAS, hsp70 Promotor protB ] GFP b swo - UAS-protB-eGFP
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eGFP sense

bam-GAL4>>
UAS-protB-eGFP

Abb. 5.11 Mst77F und ProtB kdnnen in frihen Stadien der Spermatogenese getrieben werde(A)
Schema des genetischen Hintergrundes:DYBUASMst77FReGFP getrieben mit bamGAL4 (B) In
TestesFrischpraparaten ist Mst7#GFP in Spermatogonien detektiar (Pfeil und VergrofRerung). (C,D)
in situ Hybridisierungen. (C) Mit dereGFP antisensesonde istMst77ReGFPmMRNA ab Spermatogonien
(Pfeil) bis in spate Stadien(Pfeilkopf) zu detektieren. (D) DieeGFP senseSonde zeigt eindeichte
Hintergrundfarbung. (&) UASProtB-eGFP getrieben mitbamGAL4 (E) Tested-rischpréparate zeigen
ProtB-eGFP in Spermatogonien (Pfeil und VergroRerung). (F,@®)situ Hybridisierungen. (F)
protB-eGFPmMRNA ist im Zytoplasma von Spermatogonien (Bfend Spermatiden (Pfeilkopf) zu detektieren.
In spateren Stadien sindrotB-eGFP Transkripte nur schwenachweisbar(Doppelpfeil). (G) Die eGFP

senseSonde liefert eine leichte Hintergrundfarbung.
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5.3.2 Der Einfluss von Mst77F auf die Chranatinstruktur

Drosophilaeder durch EMS induzierten Mutameg3)nc3 (Fuller et al., 1989%ind Ubereine
Defizienz(ms(3)nc3/Df(3L)ri79¢ mannlich steril Sietragteine Punktmtation in Mst77F in
Aminosaure 149, von Serin zu Threonin, und weist einen Defekt in der Spermatogenese von
Drosophila auf (Jayaramaiah Raja und RenkawRehl, 20®). Die Spermatidekerne sind

oft klein und rund und elongieren nicht in ihre wildtypische nadelférmige kdayaramaiah

Raja und RenkawitPohl, 20%). ms(3)nc3zeigt eine genetische mit denzubulin Gen
(Fuller et al., 1989)Zudem konnterRathke, Barckmanet al. (2010) zeigen, dass Mst77F

Z U s a mme RTubmlin exprimirt wird, und durch eine Assoziation héin Mikrotubuli,

die Elongation der Spermatidenkerne ermdglicht wird. Neben der Funktion in der
Kernformung, ist Mst77fin Chromatirassoziiertes Protein und moglicherweise am Prozess
der Chromatinkondensation beteiliglayaramaiah Raja und RenkawRehl, 2005. Die

Funktion von Mst77F in der Chromatinkompaktierung ist jedoch nicht naher beschrieben.

5.3.2.1 Die Uberexpressionvon Mst77FeGFP im wildtypischen Mst77F

Hintergrund fihrt zu deformierten Spermatidenkernen

Mst77FeGFP akkumuliert in den Kernen deKanustadiums und ist, entgegen dem
wildtypischen Mst77F Expressionsmuster, gleichmafig in allen Spermatidenkernen verteilt
(Jayaramaiah Raja und RenkawRahl, 20®; Rathke, Barckmanet al., 2010). Zudem ist
mit Hilfe des Mst77FAntikérpers auch die Expssion von Mst77F in jungen elongierenden
Kernen detektierbar und die Assoziation mit den Mikrotubuli zu verzeichRexthKe,
Barckmann et al., 2010). IndividualisierendeSpermatidenkerne heterozygot fur
Mst77FeGFP auf dem zweiten Chromosom (B)RBind aufdem dritten Chromosom (D)D
sind in Abbildung 5.12 gezeigt. Die Kerne weisen eine wildtypische Kernform auf und zeigen
eine gleichmaRige Verteilung von Mst7écFP.

In dieser Arbeit wurden erstmals Testes von Fliegen analysiert, wMst&FeGFP
(Abb. 5.12 A) homozygot exprimieren. Interessanter Weise zeigen hier alle Spermatiden in
etwa 20% der Zysten eine abnormalen Kernform. Unabhangig ob die Insertion von
Mst77FeGFP auf dem zweiten (Abb. 5.12 C)der dritten Chromosom (Abb. 5.12 B,E
erfolgt, weisen die Spermatiden eine verkrumpelte Form auf (Pfeile). Zudem besitzen
einzelne Spermatiden eine kleine und runde Form (Abb. 5:F2).FDie Kerne sind
Mst77FeGFP positiv (E, Pfeil), Histone sind nicht mehr zu detektierénPfeilkopf). Es
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zeigenjeweils alle synchron entwickelten Spermatiden einer Zyste den Phanotyp, und auch
nur Spermatiden im Stadium der Individualisierung. Kerne mit einer abnormalen Kernform
scheinen jedoch den Prozess der Individualisierung nicht zu vollenden, da in dielaemina

Vesikel lediglich Kerne mit einer normalen Kernform entlassen werden (Abb. nicht gezeigt).

B Mst77F-eGFP.MKRS | C Mst77F-eGFP.MKRS | ) CyO.Mst77F-eGFP |E  CyO.Mst77F-eGFP
" TM2 Mst77F-eGFP’ TM2 Sp’ Sp 'Mst77F-eGFP

v

s /_/

Mst77F-eGFP Mst77F-eGFP Mst77F-eGFP Mst77F-eGFP

F Mst77F-eGFP.MKRS
Mst77F-eGFP' TM2

L4

ba

Mst77F-eGFP anti-Histone Uberlagerung

Abb. 5.12 Die Uberexpression von Mst77FeGFP filhrt bei ca. 20% der Spermatiden zu einer
abnormalen Kernform. (A) Schematische Darstellung dedKonstrukts Mst77FeGFRP.  (B-F")
GFPAutofluoreszenz undmmunfluoreszenzachweis von Histonean Drosophila Testes. Die Insertion des
Konstruktes in daBrosophilaGenom erfolgte ungerichtet auf das zweBeJ,F) bzw. dritte Chromosor(D,E).
(B,D) Heterozygote Fliegen fiMst77FeGFPweisen eine wildtypische Kernform au€,E) Testes homozygot
fur Mst77FeGFP weisen in ca. 20 der Spermatiden eine abnormale Kernform auf (PfeilB):E]
Zugehoriger Nachweis der DNA mit Hoechsk) (n homozygogn Fliegen furMst77FeGFP treten zudem
runde Spermatidenkerne auf, welche positiv fir Mst@@FP sind (Pfeil). K) Der runde Kern ist Histon
negativ (Pfeil) im Gegensatz zum Histpasitiven jungen elongierenden Kern (Pfeilkopf.)(Gezeigt ist der
Nachweis der DNA und dié~{") Uberlagerung der einzelnen Fluoresz&ignale. MaRstabsbalkenpsn.

Hinweise worin der Phénotyp begrindet liegt und warum die Expression des
GFP-Fusionsproteins vom Farbemuster mit dem MstAREkorper abweicht, soll eiBlick
auf den genomischen Bereich des MstKanstrukts liefern. So tragenied analysierten

Fliegen einMst77FeGFPKonstrukt, bestehend aus dem Promotor und defTR, sowie
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dem ORF von Mst77F. C-terminal wurde ein eGFRTag fusioniert und das
Polyadenylierungssignal Uber den TransformationsvekrC h a b giferitgestellt
(Jayaramaiah Raja und RenkawiRahl, 20®). Von Saugetiergenen ig¢dochbekannt, dass

fur die Regulation der Translatioeines Proteinzudem regulateische Bereichein der
3'UTR notwendig sind. &sind in Mausen z.B. Elemente in d#UTR von prm-1 mRNA
essenziell fur die translationale Kontrolle des ProteBrawn et al., 1989 Zwar liegt die
translationale Repression von Mst77F nicht in 8I&d TR begrindet (siehe Kapitel 5.3.1.2),
doch besteht die Mdoglichkeit, dass Uber Sequerineerhalb der3 UTR zudem eine
zellspezifische Regulation von Mst77F erfolgt, wie z.B. die Proteinstabilitat oder auch der
Transport der mRNA.Aus diesem Grundwurde im nachsten Experimenein neues
Mst77FKonstrukt inkl.der genspezifischeBi UTR generiertHierfir wurde die genomische
Region von Mst77F Kkloniert, -@rminal mit einem eGFP fusioniert und dieUTFR
angehangen (siehe Abb. 5AR Transgene Fliegenwurden etabliert und Testes
Frischpraparate analysiert. Doch wie in Abbildung B18ezeigt, weisen auch Fliegen
homozygot fuMst77FeGFP+3UTRIn 15-20°% der Zysten Spermatiden mit verkrumpelten
Kernen auf (Pfeile). Mst77EGFP ist gleichméaRig Uber diKerne verteilt und die
Samenblasen sind wie zuvor, frei von deformierten Kernen. Fliegen heterozygot fir
Mst77FeGFP+3UTR zeigen keine verkrumpelten Kerne und weisen das gleiche

Mst77FExpressionsmuster auf, wie Fliegen heterozygoMst77FeGFP.

Mst77F-eGFP Uberlagerung

Abb. 5.13 Einzelne Zysten homozygotMst77FeGFP+3 UTR exprimierender Fliegen weisen eine
abnormale Kernform auf. (A) Schematische Darstellung des genetischen Hintergrundes von
Mst77FeGFP+3UTRFliegen. DenMst77FeGFPKonstrukt wurdeC-terminal dieMst77Rspezifische 3UTR
angefugt. (B) Immunfluoreszenzfarbung Bmosophila Testes homozygot fiMst77FeGFP+3UTR zeigen
einzelne Zysten mit abnormal geformten Spermatidenkernen (Pfeile). (B') Dargestellt ist der Nachweis der DNA
mit Hoechst und (B") die Ubkagerung der Kanale. MaRstabsbalkepns
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Nachdem Fliegen homozygot fi#st77FeGFP+3'UTRweiterhin eine defekte Kernform
aufweisen, und Mst7ZEGFP im Gegensatz zu Mst7ARtikorperfarbungen gleichmafig in
den Kernen verteilt ist, slite sich die Frage, ob der Effekt durch den Insertionsort des
Transgens hervorgerufen wird. Da die Insertion der Konstrukte bisher ungerichtet ins Genom
erfolgte, wurde fur den néchsten Versuch ein MstK@Rstrukt generiertywelches mit Hilfe
einer keimbahnspezifische¢ 3-thtegrase amlie zytologische Position 86&uf dem dritten
Chromosom(3R) inseriertwurde Das Konstrukt beinhaltet den Promotor, Si® TR sowie
den ORF von Mst77F C-terminal fusioniert mit einem eGFPag. Das
Polyadenylierungssighavird durch den VektopUAStattB-rfa-eGFP bereitgestellt. Nach
der gerichteten Insertion des Konstrukts in das Genom, zeigen heterozygote, wie auch
homozygote Fliegen eine punktuelle Verteilung des eSigRals Uber den
Spermatidenkernen (siehe Abb. 5A4Pfeile). Zysten mit deformierten Kernen sind nicht
detektierbar.

Diese Beobachtungen lassen auf einen Dosiseffekt schlid@eh.der gezielten Insertion
von Mst77FeGFP ins Genom zeigt das Fusionsprotein ein vergleichhadriges
ExpressionslevelDas eGFPSignal ist punktuell Gber den Kernen verteilt. Hingegen zeigen
die Spermatiden nach einer ungerichteten Insertion des Konstrukts ins Gereeamhéite
Expression von Mst77FeGFP, resultierend in einer gleichmaligen Verteilung des

Fusionsproteingnd einemDeformierung der Spermatidenkerne.

B
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Mst77F-eGFP Uberlagerung

Abb. 5.14 Nach einer gerichteten Integration des Konstruktes Mst77FeGFP ins Genom zeigen
homozygote Fliegen eine punktuelle Verteilung von Mst77#EGFP. (A) Schematische Darstellung des
KonstruktsMst77FeGFP. (B) Immunfluoreszenzfarbung an Testes homozygotM&t77~eGFP nacheiner
gezielten Integration auf das £hromosom. Individualisierende Kerne zeigen eine punktuelle Verteilung von
Mst77FeGFP (Pfeile). Es sind keine abnormalen Kernformen zu detekt 8") Farbung der DNA mit
Hoechst undg") die Uberlagerung von DNA miflst77~eGFP. Mal3stabsbalkenpsn.
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Um einen maoglichen Dosiseffekt naher zu analysieren und den Phanotyp mdglicherweise
zu verstarken, wurden zudem Testetetsucht, welche drei oder vier Kopien Mst7@GFP
im wildtypischen Mst77F Hintergrund exprimieren. Diese zeigen ebenfalls verkrumpelte und
kleine Mst77FeGFP positive Kerne (Abbildung nicht gezeigt). Der Phanotyp wurde jedoch
im Vergleich zu Fliegen mitweei Kopien Mst77FeGFP nicht verstarkt. Demnach bewirkt
zwar eine Uberexpression von Mst77F und das damit einhergehende MEsIi&Ssions
level, in einzelnen Zysten die Deformation von Spermatidenkernen, doch scheint der
Phanotyp limitiert zu seinWarum nur ein Teil der Zysten den Phéanotyp aufweist, mag
ebenfalls im Dosiseffekt begriindet liegen, denn auch die Proteinexpression von Mst77F kann
in den verschiedenen Zysten einer Varianz unterliegen. So konnte zum Beispiel in Menschen
mittels Immunfluoreszeridarbungen gezeigt werden, dass der Protamingehalt einzelnen
Spermien einer signifikanten Schwankung unterliggk{ et al., 200§ und auch inden
Spermienprotamin 2-defizienterM&useein variabler Phanotyp auftrittler auf eine Varianz
in der Expressiomweiterer benotigter Proteine begriindet liegen (&dw et al., 20083

5.3.2.2 Eine Kombhination aus dem C und N-terminalen Bereich von

Mst77F fordert die abnormale Kernform

Im vorhergehenden Versuch konnte gezeigt werden, dass nach einer Uberexpression von
Mst77-eGFP verkrumpelte und auch kleine runde Spermatidenkerne auftreten. Daraufhin
stellt sich die Frage, welche Bereiche von Mst77F den beschriebenen Phénotyp hervorrufen
kénnen. Hierzu wurden im Folgenden Abschnitt Deletionskonstrukte fiir Mst77F generiert,

Fliegen injiziert und das Expressionsmuster sowie die Kernmorphologie analysiert.

5.3.2.2.1 Die nukledre Lokalisation von Mst77F erfolgt tGber denC-terminalen
Bereich vonMst77F

In Kapitel 5.3.1.3 wurde gezeigt, dass nach einer Deletion der letztémi®dsauen (AS)
des offenen Leserahmens von Mst77F, das eBRnsprotein nur noch zytoplasmatisch
vorliegt. Aus diesem Grund wurden weitere MstO&etionskonstrukte generiert, um den
fur die Kompaktierung des Chromatins nétigen Bereich naher einzugrenzelomsgukte
tragen den Promotor sowie dielbIR von Mst77F, sowieden jeweils am &erminus dele
tierten ORF. Zu Beginn wurde das KonstriMts t 7 7 Fe@BERNGt einer Deletion der
C-terminalen 2AS kloniert und in Fliegen injiziert. Homozygote Fliegen sez Testes mit
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einzelnen Zysten mit ausschlie3lich deformierten Spermatidenkernen auf (siehe Abb. 5.15
D-D", Pfeile). Der Phanotyp gleicht den beobachteten Defekten nach einer Uberexpression
des volleLange Mst77FKonstruktes (Abb. 5.15 ¥E"). Mst77kp2 0eGFP ist ebenfalls

gleichmafig Uber den Kernen verteilt und die Samenblasen sind frei von deformierten

Kernen.
A
+1 |ATG
—
--PRV RPRKA—R Mst77F-eGFP
-PRV RPRKA—R -— Mst77FA20C-eGFP
--PRV Mst77FA40C-eGFP
--PRV Mst77FAB0C-eGFP
--PRV RPRK Mst77FA40C+NLS-eGFP
B

transgene Fliegenlinie  Lokalisation

homozygot far im Zellkern Kerne im Stadium der Individualisierung

Mst77F-eGFP +
Uberlagerung
Mst77FA20C e
-eGFP
o
Mst77FA20C-eGFP Uberlagerung
Mst77FA40C R
-eGFP
Mst77FA40C-eGFP Uberlagerung
Mst77FA40C 5
+NLS-eGFP

Mst77FA40C
+NLS-eGFP Uberlagerung
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Abb. 5.15: Der Bereich zwischen denAminosauren 153 und 191wird fir die Kernlokalisation von
Mst77F-eGFP bendétigt. (A) Schematische Darstellung der genomischen Region MsetV7F mit eing
VergréRerung de€-termnalenBereichesln farbigen GroRbuchstaben sind die mittelS@RT vorhergesagten
Nukleus KonsensuSequenzenn hellrot und violett, wie auch drei Kernlokalisonssignale in blau und turkis
gezeigt Darunteraufgefuhrt sind di€-terminalen Enden der verwendeten Deletionskonstrukte von Ms{BJF
Immunhistochemische Analysewon TesteQuetschpraparaten homozygot fiMst77FeGFP (C-C"),
Ms t 7 7 FeBER(OED"),Ms t 7 7 FaBFREE") undMs t 7 7 F qp4 -@@P(R-E"5 (C) und (D)20 %
der Spermatiderbesitzeneine abnormale Kernform (Pfeilepie Fusionsproteine sind gleichmafig in den
Kernen verteilt.( E) Ms t #GHPgeiytOk€ine Lokalisation inZellkern und keine abnormale Kernform.
(F) Die Kernlokalisation kann auch durch das Anfligen einer der Kernlokalisationssignale nicht vollstandig
wiederhergestellt werdemMst77F ist diffusin den Kernerund als Aggregate im Zytoplasn(Rfeilkopfe) zu
detektieen Die Kernebesitzereine wildtypischd=orm. (C-F") Farbung der DNA mit Hoechst und (€") eine
Uberlagerung der Kanéale. MafR3stabsbalkeprrb

Im darauf folgenden Schritt wurden die letzten 40 AS deBefninus entfernt und
homozygot Ms t 7 7 Fa@B&R éXprimierende Fliegen analysiert. Diese Fliegen zeigen
jedoch nur ein zytoplasmatisches Vorkommen wha t 7 7 Fap#® |6 den Kernen ist
kein eGFPSignal zu detektieren (siehe Abb. 5.1%H5. Hervorzuheben ist hier zudem, dass
mit dem Eintreten des Verdtes der Lokalisation von Mst7-#&FP im Zellkern, auch keine
deformierten Spermatiden zu beobachten sind. Alle Kerne im Stadium der Individualisierung
weisen eine wildtypische Kernform auf.

Nach einer Deletion der letzten 40 Aminosauren und dem danhiergighenden Verlust
der Kernlokalisation, wurde die -terminale Region von Mst77F auf maogliche
Kernlokalisationssignale hin untersucht. Ein Schema des genomischen Bereichs von Mst77F
sowie eine VergrélRerung dest€&minalen Schwanzes ist in Form einer BoxAbbildung
5.15 A aufgefihrt. Zu sehen sind die letzten 67 Aminosauren. Dabei codieren die
Aminosauren in Form von farbigen Grol3buchstaben fiir bestimmte Kernlokalisationssignale
(NLS). Die Kernlokalisationssignale wurden mit Hilfe vB&ORT Nakai und Hoton, 1999
ermittelt und befinden sich nur im abgebildetete@ninalen Bereich von Mst77F. Es wurden
zwei NukleusKonsensusSequenzenRK SCPKPRAKTS KQRRS und RR SCGKPKPKGA
RPRKA) sowie drei Kernlokalisationssignal2x RPRK, PRKK) identifiziertDie Sequenzen
sind im Schema der Abbildung 5.15 farbig hinterlegt. Betrachtet man schliel3lich die
Verteilung der einzelnen Sequenzen, fallt auf, dass sich die Signale zwischen den
Aminosauren 153 und 191 konzentrieren und im KonstiMid t 7 7 Fe&BER rdch
vollstandig erhalten sindm KonstruktMs t 7 7 Fe@&ERXeblen hingegen grol3e Teile der

KernlokalisationssignaleDiese Beobachtung korreltemuchmit den Expressionsmustern der
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Fusionspr ot ei neSFP (DOYs Ibkaligigrtgp2n0 @en Spermatidenkernen,
Mst77 F qp4d5EP(E) undMs t 7 60GeFP (Abb. 5.15 D)hingegen werden lediglich
im Zytoplasmaexprimiert

Mit dem Konstrukt Mst 7 7 Hii&S@G&FP wurde daraufhin versucht die
Kernlokalisation wiederherzustellen. Hierfir wurde dem KonstMktt 7 7 FeG&RdE@
NLS ARPRKf angefiigt (siehe Abbildung 5.15 Schema A). Es wurden transgene Fliegen
erzeugt und mit Hilfe von Test&3uetschpraparaten, die Spermatiden hinsichtlich eines
Defekts in der Kernform untersucht. Jedoch konnte mit Hilfe der NLS die Lokalisation im
Kern nichtvollstandig wieder hergestellt werden. In den Kernen ist nur ein diffuses Signal
des Fusionsproteins zu erkennen (Abb. 5.45)Fund im Zytoplasma eine grof3e Menge an
eGFRAggregaten zu detektieren (Pfeilkdpfe). Daraus lasst sich schliel3en, dass fur die
Lokalisation von Mst77F in den Zellkern, der vollstandigée@ninale Bereich von AS 153
bis 191 bendtigt wird, und in Folge dessen, auch den Phanotyp nach einer Uberexpression
von Mst77FeGFP bedingt.

5.3.2.2.2 Mst77F besitzt eine Nterminale Coiled-Coil Doméane

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich ter@inalen Bereich deMst77FORFs
Kernlokalisationssignale befinden, wurde mit Hilfe der Datenbank SMAERTufic et al.,
2012 nach weiteren vorhergesagten Proteindomanen gesucht. Hereniale CoileeCaoill
Doméane (CC; Aminosauren 2B8) wurde identifiziert (siehe Abbildung 5.17) und deren
Einfluss auf den bereits beschriebenen Phanotyp nach einer Uberexpression von Mst77F
untersucht. CoilecCoil Domé&nen dienen meist ProtdPmoteirrinteraktionen fason und
Arndt, 2004, doch die genaue Funktion der Co#édil Domé&ne in Mst77F ist nicht bekannt.

Es wurde ein Mst77Peletionskonstrukt generiert, welches neben dem Promotor und der
5 UTR, den ORF vorMst77F mit einer Nterminalen Deletion von 10A8S tragt (siehe
Abbildung 5.16 A). Das Konstrukt wurde in Fliegen injiziert und TeQastschpréparate
homozygoter Fliegen analysiert. Im Gegensatz Mat77FeGFRFliegen zeigen die
Ms t 7 7 F epGRIP @xrimierendenFliegen keine Testes mit deformiert&permatiden
kernen(siehe Abb. 5.16 AA"). Das Fusionsprotein ist gleichmalig tber den Kernen verteilt
und nur sehr vereinzelt sind kleine Mst7@ésitive Aggregate im Zytoplasma zu beobachten
(Pfeilkopfe).
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A

o

+1 |ATG
— e e— w0 — Mst77F-eGFP
+1 |ATG
L-—_ ! Mst77FA100N-eGFP

B Mst77FA100N-eGFP|B'

Mst77FA100N-eGFP
v

v

Uberlagerung

Abb. 5.16 Ms t 7 7 F eeGRP@&Rprimierende Fliegen besitzen keine deformierten Spermatidenkerne.

(A) Schematische Darstellung des genetischen Hintergrundelsigon 7 7 F -g@GFP @xprimierenden Fliegen

im Vergleich zum volleLangeKonstrukt Mst77FeGFP. 100 Aminosduren wurdeN-terminal deletiert. (B)
Immunfluoreszenzfarbung dbrosophilaT e st es h o mo zy g o teGFPgzeigenktsdn Pharoggd O O N
Wahrend der Individualisierunigt das eGFHFusionsprotein gleichmaRig Uber den Kernen verteilt. Es sind nur
vereinzelt Artefakte von Mst778GFPilberden Kernen detektierbar (Pfeilkdpfe). (B') Nachweis der DNA mit
Hoechst und (B") Uberlagerung der beiden Kanale. MaRstabsbalken: 5

Somit zeigen homozygote Fliegen fir Mst77F nach einer Deletion eterniNnalen
CoiledCoil Domane, wie auch nach einer Deletion dertefininal gelegenen
Kernlokalisationssignale, keinen Phanotyp in der Kernform. Eine Abbildung der
Proteinsequenzen der Bgonskonstrukte im Vergleich zum wildtypischen Mst77F ist in
Abbildung 5.17 aufgefiihrt. Demnach bewirkt die Kombination aus derr@inal definierten
Kernlokalisation und die Mdglichkeit einer Protddnoteirtinteraktion tber die Merminale
Coiled-Coil Doméane, die abnormale Kernform der individualisierenden Spermatiden bzw. die
Chromatinaggregation nach einer Uberexpression von MstGHP im wildtypischen
Mst77FHintergrund.

1 215

| — i Mst77F-oGFP

26 49 163 191

B ——— Mst77F840C-eGFP
— Mst77FA100N-oGFP

Abb. 5.17 Mst77F besitzt eine N-terminal gelegene Coiled-Coil Doméne sowieeinen C-terminalen
Bereich mit Kernlokalisationssignalen. Schematische Darstellung des wildtypischen Mst77F Proteins sowie
der verwendeten Deletionskonstrukte. Mst77F besitzt Miterminale Coiled-Coil Doméne CC, hellrote Box)

und eineC-terminale Regon mit verschiedenen Kernlokalisationssignalen (NBeSeich blaue Box).
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5.3.3 Die Importine Karyopherin -alpha3 und

alphaKaryopherin-4 sind im Testis exprimiert

Mst77F zeigt wahrend der Spermatidenentwicklung ein dynamisches ExpressionsBuste
zeigen Nachweise mit einem Mst77F Antikorper, dass Mst77F zunachit Zhitbulin und

der Mikrotubuli kolokalisiert. Aufgrund der Kolokalisation ist jedoch eine Verteilung von
Mst77F in den Zellkernen des Kanustadiums oder in Kernen wahrend der Individualisierung
nicht aufzulésen unavildtypisches Mst77F somit erst in den Kernen refigrermienam
Chromatin klarzu detektieren (Rathke, Barckmann et al., 2010). Ms&G@FPscheintsich

im Gegensatz zum wildtypischen Mst77F, in allen Kernen ab dem Kanustadibefinden
(Jayaramaiah Raja und Renkawiahl 2005. Zudem konnte in dieserArbeit gezeigt
werden, dass die Lokalisation von Mst77F Uber Kernregulationssignale-tenm@alen
Bereich des offenen Leserahmens ermdglicht vaiehe Kapiteb.3.2.2.)

Es stellt sich somit die Frage, welche Proteine den Transport von Mst77F ireldearrz
ermdglichen und ob méglicherweise Imporéilpha Proteine die vorhandenen NLS erkennen
und Mst77F so in den Zellkern rekrutieren kdnnenDhosophila melanogastesind drei
Importinalpha Proteine bekannt welche im Testis exprimiert werden. Vesedi zeigt
lediglich Importinalpha3 eine erhoht&xpression im Kanustadium (Giarré et al., 2002).
Importin-alpha3 wird im Folgenden unter dem Synonym Karyophkaipha3 (Kapalpha3,
Kap-U 3 ) beschrieben. P h audemi e;n watéres dmipin, (InPportin2 ) z e i
alpha4, ein Retrogen von Karyophedlpha3. Mittels RTIPCR wurde gezeigt, dass Importin
alphad Testispezifisch exprimiert wird. Importialphad4 wird im weiteren Verlauf unter
dem SynonynalphaKayopherin4 (aphaKap-4, (Kap4) aufgefiihrt.

5.3.3.1 Die mRNA kodierend fur die Isoform Kap-alpha3-RA wird im

Testes transkribiert

Fir die Analyse defiir die Testisspezifischen Isofornvon KaryopherinB kodierenden
MRNA wurden RT-PCRs an mRNA wildtypische DrosophilaTestes durchgefihrum die
Qualitat demRNA zu Uberprifen wurde zunachst eine PCR gegei dasgbulin Transkript

mit den Primern B3aa23 und B3aal40 durchgefihrt. Sie Uberspannen ein Intron und
amplifizieren ein 397 bp langes RNAagment und im Falle einer DN¥erunreinigung ein

492 bp langes FragmerDie Auswertung der PCR zeigt, dass die Primer ein Produkt von
397bp liefern (Abb. 5.18 B, Spur ¢) und die RNA somit nicht durch DNA verunreinigt ist.
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Es sind fiir KaryopheritB vier Isoformenbeschrieben, Kaplpha3RA -RB, -RC und
-RD (FlyBase: St. Pierre et al.,, 2014siehe Abbildung5.18A). Die Positionen der
verwendeten Primerpaare fir die Analyse Testisspezifischen Isoformsind in Abbildung
5.18A aufgefuhrt. Mit Hilfe des erstenPrimerpaares, akap3RA-3UTRse und
aKap3RA3UTRas konnen alle Isoformen von Kagpha3 amplifiziertwerden.Sie liefern
ein Produkt von 360p (Abb. 5.18 B1l) Mit Hilfe des zweiten Primerpaares,
aKap3RA3UTRseund aKap3RC3UTRas wurde daraufhin zwischen den IsoformeB
und RCundden IsoformerRAund RD unterschieden. Ein PCRrodukt (81%p) wurdehier
nur fur die IsoformerRB und RC erwartet Es wurde kein Produkt erhaltéAbb. 5.18 B2)
und daraus geschlossen, dass Testes die Isoformebd K a-RAund/oderRD transkribiert
werden kénnenln einer weiteren PCR ispezifischen Primern fiir die IsoforthK a-RA
aKap3RA5UTRseund aKap3RA5UTRas wurde ein RNA-Fragment von 218p erhalten
(Abb. 5.13 B3) und der Nachweis fittie Isoform UK a-RMim Testis erbracht. Ein
spezifischer Nachweis der IsofotthK a-RBwurde nicht durchgefiinrt.

A ; ; ;
5403k 5402k 5401k
Gene Span
Kap-alphal
Transcript
Kap-alpha3-RC
e R I 1 1 e
Kap-alphad-RA
E— | 1 | I
Kap-alpha3-RE
i Iy i | B —
Kap-alpha3-RD
— i R D —
- 2 -

360 bp
218 bp

Abb. 5.18 Die mRNA fir die Isoform Kap-alpha3-RA wird in Drosophila Testes transkribiert. (A)
Schematische Darstellung der genomischen Regiorkepralpha3mit den IsoformerKap-alpha3RA -RB, -
RC und Kap-alpha3RD. (Schemaverédndert nach FlyBageDie Positionen der RPCR Primersind mit
farbigen Pfeilen und Ziffern dargestellt. (B) PR anmRNA von wildtypischenDrosophilaTestes (1) Das
Primerpaar Jamplifiziert alle Isoformen und liefert ein Produkt von 360. (2) Mit Hilfe des Primerpaare2
wird zwischen den IsoformeRB RC und RA/ RD unterschieden. Nur die Isoformd®B und RC héatten ein
PCRProdukt (81%p) gdiefert. Es wurde kein Produkt erhait und der Nachweis fiir die Isoform&aA
und/oderRD erbracht. (3) Mit spezifischen Primern fliap-alpha3-RA wird ein RNA-Fragment von 218p
erhalten. (c) Kontrolle deanRNA mit spezifischen Primern filir 3ubulin. (M) 2 log DNA Ladder.
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5.3.3.2 UphaKap4 Transkripte sind bis in elongierende Stadien

detektierbar

Neben Kap-alpha3 ist das RetrogerelphaKayopherind Testisspezifisch transkribiert
(Phadnis et al., 20)2Die Verteilung der Transkripte ist jedoch unbekannt ot im
Folgenden naher untersucht werd&s wurdenin situ Hybridisierungen arwildtypischen
Testes durchgefuhrt und antisense und sense-Bdifl@ generiert welche gegenrund
900bp des Transkrips gerichtetsind Die Hybridisierungssignaleeigen dassdasUK a p 4
Transkriptim Zytoplasma von Spermatozytesighe Abbildung 5.19 APfeil) und bis in
Stadien mit elongierenden Spermatidenkernen (Pfeilkopfiletektieren istDie Testes der
senseSonden zeigen keinklybridisierungssignaléAbb. 5.19 B). Der Nachweis mit der
antisensesondeist somitspezifisch

aKap4 sense

Abb. 5.19 UK a franskripte sind bis in elongierende Stadien detektierbarin situ Hybridisierungen an
wildtypischen Testeson Drosophila (A) Die antisens&onde detektiert ddd K a franskriptim Zytoplasma
von Spermatozyten (Pfeil) bis in Stadien mit elongierenden Spermatidenkd?falkopf). B) Mit der

senseSonde ist kein Signal zu detektier®er Stern markiert den Hub des TesN&aRstabsbalken: 1Q0m.

Neben der Verteilungles Transkripts mit Hilfe eineEKap4-eGFRFusionsprotein das
Expressionsmuster vorelphaKap4 analysiert werden. Hierfir wurden 6Bf des
genregulatorischen Bereichs inklusive deUBR, sowie der offene Leserahmen oK a p 4

an genomischer DNA amplifieit und in den Zwischenvekt@CR-Blunt1I-TOPC ligiert.

Die Ligation des Konstrukts in einen Transformationsvektor steht allerdings noch aus. Somit

kann Uber die Verteilung déKap4-Fusionsproteins keine Aussage getroffen werden.
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5.3.3.3 Drosophilae Stamme mit einer RElement Insertion in
3EY02572

Kap-alpha
Mst77F

zeigen eine wildtypische Kernlokalisation von

Um den Einfluss der Importin€ap-alpha3 und alphaKapduf die Verteilung des Mst77F
Proteins zu untersuchen, wurden divergglémerlinien analysiert. FiiKap-U 3var lediglich

eine RElement Insertionslinie verfugbar, welche einé€eElBmentinsertion im ORF tragt,
P{EP}Kap-alpha$®*®’ Das RElementP{EP}Kap-alpha3’®*¥liegt 453bp stromabwarts des
AUG-Translationsstarts, im zweiten @&x des offenen Leserahmen vdfap-alpha3
(FlyBase St. Pierre et al., 2014Abb. 5.20 A). Kap-alpha3*®*®’ Fliegen sind jedoch
homozygot letal und sterben meist noch vor dem Ende des Larvenstatlasen(et al.,
2002. Aus diesem Grund wurden zudebrosophilae mit einer RPElement Insertion im
maoglicherweise genregulatorischen Bereich #@p-alpha3untersuchtin diesen Fliegen ist

das PElementP{EPgy2}Kapalpha3°*"?795bp stromaufwarts des AUGranslationsstarts
inseriert (FlyBase; Abb.5.20 A). Bevor in den RnsertionsStammen die Verteilung des
Mst77FProteins naher untersucht werden konnte, musste zunachst der Insertionsort der
P-Elemente verifiziert werden. Hierfir wurde eine PCR an genomischer DNA homozygoter

FY9272 ynd heterozygote Drosophilae fiir Kap-alpha3®®’

SEY02572 ein

Drosophilae fur Kap-alpha
durchgefuhrt Die Primer SeqBL15422en und Placl lieferten fir Kap-alpha
erwartetes Produkton rund 730bp und die PrimerSeqBL3018&en und Placl fir
Kap-alpha3®*®’ das erwartete Produkton rund 42(p. Die Insertionsorte der beiden
P-Elemente konnten somit verifiziert werdddaten nicht gezeigt).

In Folge dessen konnte der Einbau und die Verteilung des M&IEINS in spaten
Spermatiden untersucht werden. Nachdem jedoch, wie bemwitshnt, Kap-alpha3®3®’
Stamme keine homozygoten Tiere aufweisen, wurden die anschlie3enden Analysen an Testes
homozygoterKap-alphad "°%*’? Fliegen durchgefiihrt. Es wurden Tes@setschpraparate
hergestellt und IlNachweise von Mst77F und Histonen chgefiihrt. Die Nachweiseeigen,
dass die Spermatogenese in diesen Tieren scheinbar wildtypisch verlauft undsatich
wildtypisch exprimiertwird (siehe Abbildung 5.20 #1, im Vergleich zu IFNachweis von
Mst77F an wildtypischen Fliegen'*® (C-G)). Msf77F ist ab denKanustadiumund bis ins
reife Spermiumzu detektieren ¢l). Der Abbau der Histone verlauft ebenfalls wildtypisch
(Abb. 5.20 GG'). Die Histone sindis in die Kerne des friihen Kanustadiums zu detektieren
(C',D)). Es bleibt an dieser Stelledoch zu lberprifen, ob dieEement Insertion in den

Drosophilaegenerell einen Einfluss auf die Expression des Gapsalpha3ausuibt



ERGEBNISSE 98

A . ; . .
5404k 5403k 5402k 5401k
CG3273-RB Kap-alpha3-RA
e H H o —
CG8273-RA
Kap-alpha3-RD
[=m H HEEE
_P{EP}Kap-alpha3[Ga397]
_P{EPgy2}Kap-alphadlEY¥02572]
B junge elongierende Kerne des friihen Kerne des spéten Kerne wahrend der Kerne des reifen

Kanustadiums Kanustadiums Individualisierung Spermiums

wliié F

anti-Mst77F
Kap_aaE\"ﬂzﬁ.’Z Kap—aSE Y02572 Kap_a3E)025?2 Kap_asEY(J?.ETZ Kap_GSEY\'JES?E

anti-Mst77F

anti-Histone

Abb. 5.20 Kap-U 8"°%"2 transgene Fliegen zeigeneine wildtypische Expression von Mst77F.(A)
Schematische Daedtung der genomischen Region vonK a mi8 den Isoformer) K a-RAund U K a-RI3.
Zudem sind die Positionen der verwendeteBlément Linien angegeben. Das Schema wurde modifiziert nach
FlyBase. (B) Immunfluoreszenachweis an Drosophila TestesQuetschpraparaten(C-G) Mst77F ist in
wildtypischen Fliegen ab dem Kanustadium bis ins reife Spermium zu detekfigreh.In Testeshomozygot

fur die P-ElementinsertionP{EPgy2}Kapalpha3 "% *wird Mst77F wildtypisch exprimiert(H'-L") Der Abbau

der Histone verlauft ebenfalls wildtypisaeb denfrihen KanustadiunMaRstabsbalken: gm.
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5.3.3.4 In den Allelen alphaKap4"®*" und CG32406°°*° wird Mst77F

wildtypisch exprimiert

Neben Kap-alpha3soll der Einfluss dedestisspezifischen ImportinglphaKap4auf die
Verteilung des Mst77Proteins untersucht werden. Hierfir wurden diEl@mentlinien
Mi{MIC}alphaKap4"®®*® und PBadGAL4D,EYFRCG32406'°%?* analysiert. Das
P-ElementMi{MIC}alphaKap4"'°®*'3ist 654 bp stomabwarts des AUGranslationsstarts im
zweiten Exon des offenen Leserahmen des GdpisaKap4inseriert und das -Element
PBad GAL4D,EYFRCG32406-°%° 106bp stromaufwéarts des AUGranslationsstarts
(FlyBase St. Pierre et al.,, 2014Abb. 5.21 A). Beide Fliegenstamme sind fertil. Bgurde
zunachst der Insertionsort derBRemente verifiziert und eine PCR aengmischer DNA
homozygoter Fliegen durchgefiihibie Primer IKap4ins-se und MiMIC5-2 lieferten fiir
alphakap4"'°®*!3 das erwartete Produkbn rund 490bp und die PrimetKap4Kpn-sen und
pB3Seqfir CG32406°°*° ein Produkt von rund 618p (Daten nicht gezeigt)Die
Insertionsorte der-Elemente konnten somit verifiziert werden

AnschlieRend wurden Test€uetschprédparate hergestellt und ein Imnawhmweis mit
einem HistorAntikorper durchgefihrt. Die Immunnachweise an &agenhomozygot fir

a|phd(ap4M|063l3

ist stellvertretendir beide Insertionsliniem Abbildung5.22 B aufgefihrt.
Der Abbau der Histone verlauft wildtypiscfDaten nicht gezeigt) und auch an diesen
Praparaten ist eingildtypische Verteilung vonMst77Ferkennbar. Mst77F ist ab defanu-
stadiumzu detektieren untis ins reife Spermiumzu visualisieren (siehe Abb. 5.21®).

Der Import von Mst77F in den Spertitienkern ist demnach gewabhrleistet.
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A } + 1
6010k 6000k 5990k
Transcript
CG32406-RA
<000 HO—+ =]
alphakapd-RA
[ s 3
1
A 1 t
6004k 6003k
alphakapd-RA
—
PBac{GAL40,EYFP}CG32406[PLO0OZ19]
o Mi{MIC}alphaKapd [MI106313]
B junge elongierende Kerne des friihen Kerne des spéten Kerne wéhrend der Kerne des reifen

Kerne Kanustadiums Kanustadiums Individualisierung Spermiums

—  anti-Mst77F
aKap4lbe'083'l3 I aKap4anUGB'ﬁ3 J (IKap‘I“"":’ﬁ” K aKap4MFC‘5313 L

anti-Mst77F

Abb. 5.21 Die P-Element Linie Mi{MIC}alphaKap4[MI06313] zeigt eine wildtypische Mst77F Expression.

(A) Schematische Darstellung der genomischen Regionviina gJ4.a pedt im ersten Intron des auf dem
Gegenstrangpefindlichen Gen€G32406.(A") Gezeigt istdie VergroRerung des TranskrigtphaKap4RAund

die Positionen der verfugbaren-Etement Linien. Das Schema wurde modifiziert nach FlyBase. (B)
Immunfluoreszenzfarbung an Test@setschpraparatemit antiMst77F (C-G) In wildtypischen Testes
akkumuliertMst77Fin den Kernen des spéaten Kanustadiums (E) und ist bis in reife Spermien zu detektieren
(G). (H-L) In Testeshomozygot fur das {Element Mi{MIC}alphaKap4[MI06313] wird Mst77F scheinbar
wildtypisch expimiert. Ma3stabsbalken: gm.
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5.3.4 Die Identifikation von Mst77F-Interaktionspartnern

Wie bereits beschriebereigt Mst77Fe i ne As s o z-Tubtlin @agaramdiah Rafa2
und RenkawitzPohl, 20®; Rathke, Barckmann et al., 201@esweiteren wurde postuliert,
dass Mst77F als ein Chromatiassoziiertes Protein moglicherweise am Prozess der
Chromatinkondensation beteiligt isfayaramaiah Raja und Renkawhahl, 20®). Der
zugrundeliegende Mechanismus und die Beteiligung von Mdt@iRte jedoch bisher nicht
verifiziert werden. Erste Hinweise hierauf liefern jedoch die phanotypischen Analysen nach
einer Uberexpression von Mst77F in den Zellkernen von Spermatiden, resultierend in einer
abnormalen Kernmorphologie mit teilweise kleinéryperkondensierten Kernen (siehe
Kapitel 5.3.2.1).

In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass Mst77F eine -CaileBDoméane im
N-terminalen Bereich besitzt, welche die Interaktion in Form von Homodimeren aber auch
Heterodimeren mit weiteren Proten ermdglicht und so eventuell die Kondensation des
Chromatins durch eine Art Vernetzung der Proteine untereinander fordert §18ap.2.23.
Zusatzlich ware aber auch die Bindung an andere Chromatinkomponenten oder auch direkt an
die DNA zu Uberprifen. Tatsachlich haben wir fur Mst77F in einer Kooperation mit
DrW.Fi schl e ( MPI G°ttingen), Regionenmini t Al
Hilfe derer Mst77F sequenzunspezifisch an DNA binden kann (Kost, Kaiser et al., in
Vorbereitung).

Der Prozessder Chromatinkondensationvird unter anderem von den Proteinen
ProtaminA und ProtaminB begleitet Es stellt sich die Frage, ob diese B¢ zum Teil in
gemeinsamen Komplexemorkommen Weitere potenzielle Komplexkomponenten oder
direkte Interaktionspartner von Mst77F sind bisher nicht bekannt. Daher war einiZiel m
Hilfe von Datenbankanalysen mdgliche Interaktionsparuagr Mst77Fzu identifizieren und
auf Homodimerisierung zu testen. Mit Hilfe von HRoansfektionen in Zellkultur und der
Methode der Cdmmunoprazipitatiori sofern die somatischen Zellen in der Spermiogenese
relevante Komponenten enthalekonnen moglicherweise gemeinsa Komplexe detektiert
werden. Mit Hilfe des Het&wei-Hybrid Systems konnen zudem direkte Interaktionen

festgestellt werden.
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5.3.4.1 In transfizierten Drosophila SL2-Zellen werden Mst77F, ProtA,

ProtB sowie TpP*P ineffizient exprimiert

Fur die KoTransfektionstudien in Zellkultur wurde zunachst die Expression der
Fusionsproteine Mst7ZEGFP, ProtaminA/ESFP und Tpt*®-eGFP nach Transfektion in
DrosophilaS2Zellen Uberprift. Hierfir wurden diffenen Leserahmen dEandidatengene
protA, protB undtpl®*® sowievon Mst77Fin den ZwischenvektqpENTR™/D-TOPC ligiert
und anschlieBend in deWektor pUAStattB-rfa-eGFP rekombiniert. Mst77F wurde
zusatzlich inpUASpattB-rfa-10xmyckloniert. Drosophila SL2-Zellen wurden transfiziert
und durch die Ko-Transfektion mti einem ActGAL4 Konstrukt die Expression der
FusionsKonstrukte induziertEs folgte einlmmunfluoreszenzachweisder Expression in
SL2-Zellen, um die Expressionsfahigkeitzu analysieren unddie Lokalisation der
Fusionsproteinennerhalb der SLzZellen zuvisualisieren Hierfur wurde zudem di®©NA
mit Hoechstvisualisiert (siehe Abb.5.22 A'-E") und das Aktinzytoskelett mit Phalloidin
markiert (Abb.5.22A"-E").

Die Auswertung deAutofluoreszenzeigt, dass Mst7#EGFP (Abb.5.22 A) wie auch
ProtA-eGFP(C) und ProtBeGFP (D)schwachim Zellkern der SL2Zellen zu detektieren
sind und eine starke AnreicherumgdenNukleoli aufweisenPfeile). Transfizierte Zellen fur
Tpl**P-eGFP zeigerebenfallseine Lokalisation im Zellkern, jedoch ist keine Anreichmeru
im Nukleolus zu beobachteMst77F10xmycist mit einem gegen deklyc-Tag gerichteten
Antikdrper kaum nachzuweisefAbb. 5.22 B). Eswird sehr schwacim Zellkern exprimiert
und auch im Nukleolus ist eine schwache Anreicherung erker{Rtieit). Die ineffiziente
Expression voiMst77F10xmycschrankt somit die Méglichkeiten von @mmunoprazipita
tionsstudien stark ein. Dennoch wurde eine-l@munopriipitation mit GFPTrap®_A
Beads (GFPTrap®_A Kit, Chromotek)an UAS-Mst77R10xmyc und UASMst77ReGFP
transfiziertenDrosophila SL2-Zellen durchgefuhrt Mit Hilfe eines gegen den GFRag
gerichteten Antikorperkonntenim Inputwie auchnach der IP, Signale mit einer Grof3e von
etwa 52kDa detektiertwerden(siehe Anhang Seite 128bb. 7.2 A). Dies entpricht der
Summe aus den GroRRen fir Mst7(24,5kDa) und dem eGFHag (27 kDa). Mit Hilfe des
gegen derMyc-Tag gerichteten Antikdrpeikonnten jedoch, aufgrund der bereits erwahnten
ineffizienten Expression vOdAS-Mst77F10xmyg keine Signale nachgewrs werden

Zusammenfassend erlaubt dieser Versuch somit zwei Schlussfolgerungen: A) Die
Transkiptionseffizienz und/oder die Translationseffizienz bzw. die Proteinstabsitén

diesen somatischen Zellen weitaus geringer alslan ménnlichen KeimzellenB) Im
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Gegensatzdazu istder Kernimport von Mst77kn densomatischen Zellen gewahrleitend

spricht somigegen einen Keitvahnspezifisclen Kernimport Mechanismudes Proteins

A UAS-Mst77F-eGFP| A

Ve

— Mst77F-eGFP
B UAS-Mst77F-10xmyc

e

UAS-protA-eGFP

e

ProtA-eGFP
UAS-protB-eGFP

e

ProtB-eGFP
UAS-tpF*-eGFP

¥

-3

Tpl*C-eGFP

Ve

Phalloidin

Phalloidin

Phalloidin

Phalloidin

Phalloidin

4

Uberlagerung

¥

Uberlagerung

v

Uberlagerung

4

Uberlagerung

e

Uberlagerung

Abb. 5.22 UAS-eGFP-Fusionskonstrukte vonMst77F, protA und protB sowie vontpl®*® sind im Zellkern

von Drosophila SL2-Zellen zu detektieren eGFRAutofluoreszenztransfizierte Drosophila SL2-Zellen
(A,C,D) Gezeigt sind mitUASMst77FeGFP, UASprotA-eGFPund UAS protB-eGFPtransfizierte SL2Zellen.

Die eGFPFusionsproteine werden im Zellkeschwachtranslatiert und zeigen eine starke Anreicherung tber

dem Nukleolus (Pfeile). (B)Auch Mst77FR10xmyc wird schwach im Zellkern exprimiert. Eine leichte

Anreicherung im Nukleolus ist ebenfalls zu beobachtEhDas Fusionsprotein votAStpl®**P-eGFP wird im

Zellkern exprimiert (Pfeile). Es ist keine gesonderte Anreicherung Gber dem Nuklzalaetektieren. (AE")
Farbung mit Hoechst zur Visualisierung der DNA."®") Farbung des HAktins mit Phalloidin. (A-E™)

Uberlagerung der einzelnen KanildaRstabsbalken: sm.
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5.3.4.2 Analyse weitere&  moglicher direkter oder indirekter

Interaktionspartner von Mst77F

Es wurde nach weiteren moglichen Interaktionspartneam Mst77F gesuchind mit Hilfe
derDatenbank STRINGSnel et al., 2000; Franceschini et al., 20d@)ntendrei Kandidaten

aus KoExpressionsstudiementifiziert werden CG7929, CG10252 und CG12861. Nach
einer Aktualisierung der Datenbank wurden zwar CG7929 und CG12861 fur eine direkte
Interaktion mit Mst77F ausgeschlossen, jedoch aber eine Interaktion der einzelnen Gene
untereinander postuliert. Aus diesem Grund wurden CG7929 und CG12861 weiterhin als
maogliche Partner von Mst77Fin Komplexen in Betracht gezogen und analysiert. Die
Trankription der dreiKandidatengenest im Testis hochreguliert (FlyAtlas) und eine
Wabhrscheinlichkeit fir eine Kernlokalisation von @bfur CG7929 und von ~7% und

~80% fur die Proteine CG10252 und CG12861, wird vorhergesagt (PSORIehgTabelle

5.2). Erganzende Datan der Tabelle wurden FlyBase und Ensemble entnommen.

Tab. 5.2 Mdgliche Interaktionspartner von Mst77F

Gen Name Homolog in  Anzahl im Testis Wahrscheinlichkeit fur
Mausen Aminosauren  hochreguliert  eine Kernlokalisation

CG7929 Ocnus - 148 + 26%

CG10252 - ODF3L1/2 229 + 74%

CG12861 - - 239 + 83%

Die molekulare Funktion der Gene ist bisher nicht geklart und auch Uber das

Expressionsmuster der Proteine wahrendtesophila Spermatogenese ist nichts bekannt.
Mittels RT-PCRwurde lediglich gezeigt, daske Transkription vorocnus(CG7929 Testis
spezifischerfolgt, esHomologien zuanus Aund janus Baufweist und aus einer multiplen
Duplikation dererheraus entstandesein kénntgParsch et al. 2004, B ). Fir janus Aund
janus B wird eine Beteiligung an der Regulation der GeschlebDifferenzierung
beschrieben. JanusB kodiert dabei flr ein 140 AS basisches (Pl 10.39) Protein, dessen Gen
janusB Keimbahnspezifisch im Testis transkribiert wird. JanusB unterliegt zudner
Translationskontrolle, welche eine postmeiotische Translation bed¥fagtidostaset al,
1989 Yanicostas und Lepesant, 1990). Das ®enus kodiert ebenfalls fur ein kleines
basisches Protein (148 AS, PI 10.6) und daher ist es vorstellbar, dd&a®téi@e in einem
Komplexim Spermienchromatin vorkommen.

Fur CG10252 konnte mittels in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass dessen

Transkripte bis in spate Stadien nachweisbar sBafréau et al., 2008 Zudem zeigen
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SpermenProteom Daten, dass @G252 eine Komponente des reifen Spermiums darstellt
(Dorus et al., 2006 Wie Ocnus bildet auch dieses Protein eine mdgliche Spermienchrematin

Komponente.

5.34.2.1 Die Transkripte von ocnus CG10252 und CG12861 sind bis in
postmeiotische Stadien nachweisbar

Zun&hst wurddlie Verteilung der Transkripte vastnus CG10252und CG128@ im Testis
analysiert.Es wurdenin situ Hybridisierungen arnwildtypischen Testes durchgefuhrt und
antisense und sense RMNgonden generiert. Die Sonden sind jewgigen 208100bp der
Transkripte gerichtetDie Farbungen zeigen, dass die Transkripte aller zu untersuchenden
Genein der gesamten Spermiogenese zu detektieren sietie(Abb. 5.23 A,C,E). Die
MRNAs sind erstmals im Spermatozyi8tadium zu visualisieren (Pfeile) und ImsStadien

mit spate elongierende Spermatiden nachweisbar (PfeilkdpfB)e Testes der senSonden
zeigen weitgehend keine Farbung (ABI23B,F). Lediglich dieCG10252senseSonde weist

eine leichte Hintergrundfarbung auf (Abb.23 D). Sie unterschidet sich jedoch von der
antisensesondeund somit ist anzunehmen, dass die Farbungen mit den antiSemsken

spezifisch sind.

Abb. 5.23 Die mRNAs von ocnus
CG10252und CG12861sind bis in spate
Spermatidengadien  zu detektieren.
(A,C,E) insitu Hybridisierungen an
wildtypischen Testeson Drosophilazeigen
Farbungen im Zytoplasma aller
Spermatogenesstadien, ab der
Spermatozyten (Pfeile) bis in spa
Spermatiden (Pfeilkdpfe). B(F) Mit den
senseSonden ist kein Signal ersichtliclD)
Die senseSonde fiir CG10252 weist eine
leichte Hintergrundféarbung aubie Sterne
markieren jeweils den Hub der Teste
MalRstabsbalken: 1g0m.

CG 12861 antisense




ERGEBNISSE 106

5.3.4.2.2 Die Fusionsproteine Ocnus CG10252 und CG12861eGFP sind in den
Flagellen detektierbar und in Drosophila SL2-Zellen werden die
Fusionsproteine CG10252GFP und CG12861eGFP im Zytoplasma

exprimiert

Nachdem die Transkripte bis in spate Spermatiden nachgewiesen werden konnten, sollte das
Expressionsmuster naher analysiert werden. Hierfir wurden -€@&Bnskonstrukte fr
ocnus CG10252und CG12861generiert, welche den Promotor und di&JBR, sowie den
ORF des zu analysierenden Gens beinhalten. Transgene Fliegen wurden erzeugt und
TestesFrischpraparate hinsichtlich der eGERpressionsmuster analysiert.

Die Fusionsproteie der drei mdoglichen Interaktionspartneind in den Flagellen
detektierbar(siehe Abb.5.24 Pfeile). In frihen Stadien der Spermatogenesel in den
Kernen der Keimzellersind keineeGFRSignalnachweisba(Abb. 5.24, Pfeilkopfe).

ocnus-eGFP | A Abb. 5.24 Die Fusionsproteine
OcnuseGFP, CG10252GFP und
CG1286teGFP sind in den Flagellen

detektierbar. TestesFrischpraparate

transgener  Linien  fir ocnuseGFP,

CG10252eGFP und CG12861eGFP. Die

Fusionsproteine sind in den Flagellen
detektierbarnPfeile). Es kann &in Signal in
den Kernen der Keimzellen, wie auch

frithen Spermatogene&tadien nachge
wiesenwerden (Pfeilkopf).(A,B,C) eGFPR

Autofluoreszenaind (A,B',C) Uberlagerung
mit dem DICGKanal. Die Sterne markierel
die HubRegion der Testes. Mal3stabsbalke
100 pm.

CG12861-eGFP Uberlagerung mit DIC

Eine mogliche Interaktion von Ocnus und/oder CG12861 zu Mst77F, ebenso wie eine
eventuelle Interaktion von Mst77F zu den Protaminen A/B bzw**8piurde zunachst mit
Hilfe des HefeZwei-Hybrid Systems getestet. Eine Interaktion der Protkoante jedoch
nicht nachgewiese werden (siehe Anhang Seite 13B8bb. 7.3 und 7.4), wobei die

Expression der einzelnen Fusionsproteine in den Hefezellen, noch bestatigt werden muss.
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Ubereinstimmungen zu deim vivo Daten ausDrosophila Testessind mit Zelkultur-
Transfektionsexperimenten zu verzeichnen. So werden die Fusionsproteine CE8GHFES2
und CG1286%GFP inDrosophila SL2-Zellen ebenfalls nur zytoplasmatisch exprimiert
(siehe Abb. 5.25 B,C, Pfeile). Fur die Transfektion der ZeNemrden die offene
Leserahmen der Gereenus CG10252und CG12861in denVektor pUAStattB-rfa-eGFP
rekombinierf SL2-Zellen mit den Konstrukten transfiziert udeé Expression der Konstrukte
durchdie Ko-Transfektion mit einenAct-GAL4 Konstrukt induziertDie Auswertungzeigt,
dass lediglich OcnusGFP, neben einer zytoplasmatischen Komponente (siehe Abb. 5.25 B,
Pfeilkopf), eine Anreicherung im Zellkern aufweist (B, Pfeil). Weder CG18%5EP noch
CG12861eGFP sindm Zellkernzu visualisieren und kommen daher wenigerdine Inter
aktion mit Mst77F im Chromatin in Frage. Da jedoch aber auch fir Mst77F eine Expression
in den Flagellen beschrieben ist (Jayaramaiah und RenkBuofiz 2005), ist es durchaus

moglich, dass di€roteine mdglicherweise in den Flagellen mit Ki$tinteragieren.

A UAS-ocnus-eGFP

A A

Ocnus-eGFP Phalloidin Uberlagerung
B UAS-CG10252-eGFP

»

/

CG10252-eGFP Phalloidin Uberlagerung
C UAS-CG12861-eGFP

g 4

CG12861-eGFP Phalloidin Uberlagerung

Abb. 5.25 Mit UAS-ocnuseGFP, UAS-CG10252eGFP und UAS-CG12861eGFP transfizierte Drosophila
SL2-Zellen weisen unterschiedliche eGFEXxpressionsmuster auf.Immunfluoreszenzachweisan trans
fizierten Drosophila SL2-Zellen (A) In UASocnuseGFP transfizierte Zellen ist ein Signal im Zellkerzu
detektieren(Pfeil), wie auch punktuell im Zytoplasma (Pfeilkopfl)(Das Fusionsprotein CG102&%FP ist
lediglich im Zytoplasma (Pfeil) und an der Zellmembran (Pfeilkopf) nachweisbpMit UASCG12861eGFP
transfizierte Zellen zeigen eine Anreicherung von CG128BEP Aggregaten im Zytoplasma (Pfeil). Eine
Verteilung im Zellkernst nicht aufzulésen. (AC") Visualisierung der DNAnit Hoechstund (A"-C") des Aktin

zytoskeletts miPhalloidin. (A"-C™") zeigt eine Uberlagerung der Fluoreszenzkanale. MaRstabsbalken: 5pm.
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6 DISKUSSION

6.1 Die EndonukleasenCG31679, CG31682CG32463
und CG4683 wie auch Squash und Squashke
sind nicht am Setzen von DNABrichen zum
Zeitpunkt des H-P-Wechsels beteiligt

In der Spermiogenese va@rosophilasind mit dem Wechsel von einer auf Histonen zu einer

auf Protaminen basierenden Chromatinstruktur grof3e Mengen an-Bdlbhen zu
detektieren und nachdem Topoisomerasen als InduktbgersStrangbriiche ausgeschlossen
werden konnten, wurden erstmals Endonukleasen zum Setzen der Briiche in Betracht gezogen
(Kaiser, Masterarbeit 20)0

6.1.1 Die Nukleasen CG31679, CG31682,CG32463 und
CG4683 bilden Homologe der Endonuklease G und

werden in mitochondrialen Derivaten exprimiert

in situ Hybridisierungeran DrosophilaTestes zeigen eine Verteilung der Nukleas#RNAS

von CG31679 CG31682 CG32463und CG4683im Zytoplasma von Spermatozyten bis in
spate elongierende Stadi@faiser, Masterarbeit 2010). Da jedoch keine Informationen Uber
das Expressionsmuster der Nukleasen vorhandaren wurden eGFPRFusionsproteine
generiert und deren Verteilung Drosophila Testesanalysiert. Die Fusionsproteinger
Nukleasen werden jedoch nicht in d8permatidenkernen des Kanustadiuswprimiert und
damit auch nicht zum Zeitpunkt des HistBrotaminWechsels (siehe Kapitel 5.1.1). Eine
Funktion der Endonukleas&nG31679 CG31682und CG4683als mogiche Induktore der
DNA-Strangbriiche wahrend detUmstrukturierung des Chromasin kann somit
ausgeschlossen werden.

Stattdessen sind die Fusionsproteine jedoch in den Nebenkerdérer den Flagellen zu
detektierenin Geweben mit mitochondrialer (mt) DNA (sieKapitel 5.1.1) DeLuca und
O6Farrell (2012) bNukleaden CG816820G324G3rCx367e¢unmd di e
CG4683 erstmals als Homologe Proteine zu der Endonuklease G (EndoG), mit der
BezeichnunggndoGLike Proteinel-4 (Tengl1-4). Die Endonuklease G ti®in mitochon
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driales Enzym und wahrend der Apoptose an der Degradation nuklearer DNA beteiligt
(Temme et al., 2009 Zudem werden Funktionen in detDNA Replikation undmtRNA
Prozessierungeschrieben G6té und RuizCarrillo, 1993; McDermottRoe et al.,2011).
Aufgrund der zellularen Lokalisation der Nukleas&engl 1-4 in den Bereichen der
mitochondrialen Derivate werden somit auch fiir diese Proteine Funktionen mtOBrA
Replikation undmtRNA Prozessierung moglichDe Luca und O)YZeigenr el |
zudem dasgdas Entfernen vomtDNA wéahrend demndividualisierung deSpermatidekerne
abhéngig von EndoGverlauft. InEndoG Mutanten wird die Eliminierung der mtDNA nicht
vollzogen. Jedoch zeigt eine Deletion der vier EndoG Homologen keinen Effekiaswuf d
Entfernen demtDNA. Und auch der Phanotyp EBndoG Mutanten kann nicht durch die
ektopische Expression vdrengl1-4 gerettet werdel@e Luca und OOFarrel |,

6.1.2 Squash und SquasHike werden nur in Spermatozyten
transkribiert und auch das SquashFusionsprotein ist nur

in mitotischen Zellen zu detektieren

Als weitere mdgliche Nukleasen, welche als Induktoren der I3ttAngbriiche wahrend des
Histon-ProtaminWechsels wirken kénnten, wurden die Nukleasen Squash und Sikgash
(CG15484) untersucht. Doclsprechen erste Analysen gegen eine Rolle in der
Histon-ProtaminTransition, dadie Transkripte vorsquashund squashlike ausschlief3lichm
SpermatozyterStadium zu detektieresind (siehe Kapitel 5.1.2.1).

Auch der Nachweis von Squash mit Hilfe ein&stiserums zeigt eine Expression in
Spermatozyten (siehe Kapit&l1.2.2, sowie Anhang Seite 12®b. 7.0). Zudem sind aber
auch diffuse Signale bis hin zum Wechsel von Histonen zu Protaminen zu beobachten. Ob
diese jedoch als echte Signale angesehen wek@lenen, kann an dieser Stelle nicht geklart
werden. Die Signale bis zum friihen Kanustadium koénnen daher rihren, dass mit dem
Wechsel der Chromatinstruktur, einhergehend mit der Kondensation des Chromatins, das
Antiserum nicht mehr bzw. nicht mehr unspiszh binden kann. Immunfluoreszenz
Nachweise ansquashdefizienten Fliegen bzw. ein Blocken des Antiserums mit einem
SquaskPeptid sind notwendig, um eine unspezifische Bindung des Antiserums
auszuschlieRen. Ebenso konnte aber auch eine Affinitatsregnides Antiserums dienlich

sein, um die Spezifitat des Antikdrpers zu erhdhen.
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Um jedoch weitere Einblicke hinsichtlich des Expressionsmusters von Squash zu erhalten,
wurde zudem die Verteilung eines Squas&dFP Fusionsproteins untersucht. Dies kann stark
im Zytoplasma von mitotischen Zellen detektiert werden und zeigt eine schwache Expression
bis ins Zytoplasma von Spermatozyten (siehe Kapitel 5.1.2.2). Das Expresssteisweicht
jedoch stark von der mittels des Antiserums ermittelten Proteinvertedlond\us diesem
Grund sollte zur Kontrolle ein weiteres Squ&shFP Fusionsprotein generiert werden,
welches einen langeren genregulatorischen Bereich und zudergegispezifische 'JTR
tragt. Damit wird versucht moglichst alle translationsrelevanten édeen flir Squash
abzudecken und eine eventuelle duale Funktion in den frihen mitotisch aktiven Stadien
gegenuber den Stadien mit jungen elongierenden Kernen mit einzuschliel3en.

Dennoch scheint ddsxpressionsmuster von SquasBFPin den frihen Spermatogese
stadiendie tatsachliche Expression des wildtypischen Sg&aisteins widezuspiegeh und
eine Funktion von Squash impiRNA-Signalweg PIWI-interagierendeRNA Signalweg)
aufzuzeigen. So besitzt das Fusionsprotein Sqe@stP ein vergleichbardésirbemuter wie
AGO3, einem PIWI Protein der Argonautéramilie (Nagao et al., 20)0AGO3 bindet die
Loci derpiRNAs Su(Stey und AT-chX-1 (Williams und Rubin, 2002.i et al., 2009, welche
ihrerseits wiederum isquashMutationen runter reguliert sir{@ane etl., 2007.

Zusammenfassen scheinen somit weder die EndonuklgdsdGhen Proteine TengH,
noch die Nukleasen Squash und Sqddsham Induzieren der DN#riiche wéhrend des
Histon-ProtaminWechsels beteiligt zu sein. Wobei jedoch die zusatzlicheersinthungen
zu einer moglichen Expression von Squash in postmeiotischen Stadien ausstehen. Dennoch
aber bleiben Endoribonukleasen als mogliche Induktoren von -Bid#ngbrichen von
Interesse. So zeigen Transkriptdmaten die Anreicherung weiterer Endorib&lease
Kandidaten in den postmeiotischen Stadien der Spermatogenese, wie zum Beispiel fir
CG2145 CG3303 CG9272 und CG12917 (SpermPressVibranovski et al., 2009)Die
Expressionsmuster sollten analysiert und eine moghkcimktion in der Umstrukturiergndes

Chromatins untersucht werden.
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6.2 UbcD6 als ein mdgliches DNAReparaturprotein

wahrend des HistonProtamin-Wechsels

Wahrend des Wechsels von einauf Histonen basierenden zu einer auf Protaminen
basierenden Chromatinstruktsind parallel zu de®NA-Briichen, auclgrol3e Mengen des
Ubiquitin-konjugierenden Enzyms UbcDBu detektierenIn den folgenden Stadien sind
weder DNABriche nochUbcD6 zu detektiem (Rathke et al., 2007).

6.2.1 Das Fusionsprotein UbcD&GFP ist nicht in den

Spermatidenkernen des Kanustadiums zu detektieren

Zunachst sollte die Verteilung des Fusionsproteins UbeGBP wahrend des
Histon-ProtaminWechset analysiert werden. Jedoch istsd@rotein lediglich in den Flagellen

zu detektieren (siehe Kapitel 5.2.1). Eine Anreicherung im Kanustadium, ahnlich des
ImmunfluoreszendNachweises ifRathke et al. (2007), konnte nicht beobachtet werden.

Da in der Spermatogenes®n Drosophila die Trangationskontrolle der Testispezi
fischen Gene meist tber dieldTR und den Promotor erfolgt (Hempel et al., 2006), wurde
die 3 UTR sowie das Polyadenylierungssignah Konstrukt UbcD6-eGFP Uber den
TransformationsvektopChalySalgacZ bereit gestellt. UbcD6 ist jedoch in der Fliege
ubiquitar verteilt und wird auch in anderen Geweben exprimiert. Somit, besteht die Mdglich
keit, dass fir eine stadienspezifische Expression des Gens im Testis, nebdoTdeauch
Elemente innerhalb de&3' UTR bendtigt weden. Aus diesem Grund wurde ein Konstrukt
kloniert, welches den Promotor und did AR, den vollstandigen offenen Leserahmen und
die 3 UTR von UbcD6 tragt. Doch auch in Fliegen transgen flr dieses Konstrukt, wird das
UbcD6-Fusionsprotein lediglich in dé®chwanzZystzellen exprimiert.

Fir humanes RADG6A wurde neben der Funktion im Zellkern auch eine zytoplasmatische
Komponentebeschrieber(Zenkel et al., 2007 Interessanterweise zeigen zudem neuieste
vitro, als auchin vivo Analysen vonHaddad et al. @L3), dass das EPbiquitin-
konjugierende Enzym RAD6Alen Pool an gesunden Mitochondrien erhBRIRD6A und
Parkin bilden dabei einen fitionellen E2/E3 Kmplex und induzierenie Ubiquitinylierung
defekter MitochondrienHaddad et al., 2033

Drosophiladefizient furUbcD6 zeigen ebenfalls synaptische Defelite Konsequenz von
fehlerhaften MitochondrieHaddad et al., 2033 Somit kann auch die Detektion von
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UbcD6-eGFP in den Flagellen, als Gewebe mitochondrialer Derivate, auf eine Funktion von
UbcD6 n Mitochondrien zurtuckzufuhren sein. Daflr spricht, dass auch in der
Spermatogenese voDrosophila ein Homolog des Vertebraten Proteins Parkin, dParkin,
exprimiert wird und dieses ebenfalls fur die Mitochondiidorphologie in friihen und spaten
Spermiogengephasen bendtigt wil@Riparbelli und Callaini, 2007

Doch sind mit dem Antikdrper gegen UbcD6 wildtypischen Testes zudem starke
Farbungen in den Spermatidenkernen des Kanustadiums zu detektieren, welche mit den
UbcD6-Fusionsproteinen nicht beobachtetrden konnen. Dass diese Farbungen jedoch als
A e c ISigmal@ gewertet werden konnen, zeigt ein Kompetitionstest des Antikdrpers mit
einem Peptid, woraufhin der Antikorpkeine Farbungn mehr zeigt(Rathke, Dissertation
2007). Es besteht jedoch die Miaglkeit, dass die Geegulation von UbcD6 uber
verschiedene Promotoren verlauft und somit auch die Expression in verschiedenen Geweben
reguliert wird.Duale Promotoresind bereits fir eine Reihe von Genen bekannt, wie z.B. fur
antennapedigJorgensen un&arber, 198y und gonadal (Schulz et al., 199@, B). Dabei
regulieren duale Promotorregionen nicht nur e@enmlich und zeitlich getrennte Aktivierung
des Gens, sondern auch @&epression in der mannlichen oder in der weiblichen Keimbahn.
Um zu Uberprign, ob auch fir die Expression von UbcD6 verschiedeneegidatorische
Elemente benttigt werden, musstemit ein weiteres eGHFusionskonstrukt generiert
werden, welches einen grol3eren Bereich stromaufwarts daiR tragt.

6.2.2 Die Reparatur der DNA-Briche erfolgt nicht mit Hilfe

von Komponenten derRad6-Postreplikationsreparatur

Eine zentrale Rolle und den physischen Halt im Rawfalweg bilden die Chromatin
assoziierten Ring Finger Proteine Radl8 und Rad5. Rad5 rekrutiert den-Mbwk3
Komplex an dieDNA, und durch die Assoziation seinerseits zu Rad18, erfolgt die Bindung an
den RadeRad18 Komplex. Die beiden Ring Finger Proteine leiten daraufhirBidiieing
eines Komplexes aus Rad6 und Ubd&d@is2 ein und koordinieren so den Prozess der
Ubiquitinylierungin S. cerevisiaéUIrich und Jentsch, 2000

Mit Hilfe verschiedenemDatenbankn wurden die homologen Drosophila Gene kua,
CG7376 CG5524und CG3473als Homologe zu den Genemmg, rad5, rad18und ubcl3
aus Hefe identifiziert (siehe Kapitel 5.2.#) situ Hybridisierungen zeigen die Transkripte der
vier Komponentenm Zytoplasma von Spermatozytewobei die Transkripte#on CG5524
und CG3473zudem im Zytoplasma friher Spermatiden zu detektieren sind (siehe Kapitel



DISKUSSION | 113

5.2.4).In Stadien mit elongierendeBpermatiderkdnnen keine Transkripteehr detektiert
werden und somit scheinelie untersuchterlomologendes PRRSignalwegesn Drosophila
auch nicht an der Reparatur von DNsrangbrtichen nach dem Wechsel von Histonen zu
Protaminen beteiligt zu seifNach neuesten Analysen und Datenbankrecherchen wird das
GenCG5524zudem nicht mehr als méglichBsosophilaHomolog zurad18 aufgefuhrt und
es kann auch kein weiteres homologes Protein fur diglguitin-Ligase Rad18 identifiziert
werden. Desweiteren zag auch Fliegen transgen fiEG3473eGFP (CG3473 als
homologes Gen zubcl3 eine Expression des Fusionsproteins ausschlie3lich im Zytoplasma
von Spermatozyten (Barckmann et al., unpublizierte Daten).Raparatuider DNA-Briiche
Uber derRAD6DNA-Reparaturwegerscheint somit noch unwahrscheinlicher.

In der Literatur wird noch eine weitere Funktion von Rad6 im Prozess der Regulierung von
DNA-Schaden beschriebebDabei bewirkt einZusammenspiel aus dem Vertebral@QT1L
(vom engl.disruptor of telomsac silencingl-like, Homolog zuDotl in Hefen) undRad6 die
Rekrutierung von DNAReparaturproteinen. Di&onoubiquitinylierung von Histon H2B
durch den Proteinkomplex Rad6/Brést hierbei essenziell fur ei Trimethylierung von
Histon H3K79 durchdie MettyltransferaseDotl, welche ihrerseits Bereiche im Chromatin
fur DNA-Briche markiert und schlie3lich diverse DNReparaturproteine rekrutiefDover
et al., 2002Schulze et al., 20Q9Dabei fuhrt die Dotdvermittelte H3K79 Methylierung nicht
nur zur Repatur von DNADoppelstrangbriichen, sondern auch zur Reparatur anderer
Formen von DNASchaden, wie zum Beispiel diReparatur viaRekombination (RR)der
Postreplikationsreparatur (PRRpder auch der Nukleotidexzisionsreparatur (NER)
(UbersichtsartikelNguyen und Zhang, 20).1Dies ist wiederum essenziell fur die Reparatur
der DNA in derDrosophila Spermiogenese, denn aufgrund der haploiden Situation des
Genoms in postmeiotischen Spermatiden, ist eine Reparatur in Abhéangigkeit von
Schwesternchromatideand somit auch tber eine homologe Rekombination, nicht moglich.

Interessanterweise wurdestkirzlich ein homologes Gen zlotl, das Gergrappa(gpp),
in der Spermatogenese v@rosophila beschriebenQottermusckHeidel et al., 2014 Es
kodiert ebenfalldir eine Methyltransferase und zeigt eine hohe Seqgldetitat zu DOT1L
in Mammaliern.ImmunfluoreszendNachweisezeigen eine Expression der Methyltransferase
im Nukleus von Spermatozyten und ein gepunktetes Muster in Spermatidenkernen des
KanustadiumgDottermusckHeidel et al., 2014 Die Expression von Gpp uberlappt hier mit
der Expression von UbcD@athke et al., 2007und macht ein Zusammenspiel der Proteine
UbcD6 und Gpp irder Regulierung von DNAchaderzum Zeitpunkt des HisteRrotamin
Wechsels moglich. Jedoch ist eineMonoubiquitinylierung von H2B durchdie E3
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Ubiquitin-LigaseBrel nur in der weiblichen Keimbahn beschrieb&u#n et al., 2018und
auchBrelist in dermannlichen Keimbahnur bis indie meiotischa Stadien zu detektieren
(SpermPressYibranovski et al., 2009Es stellt sich die Frage welches Substrat durch UbcD6
ubiquitinyliert wird, und ob dieser Vorgang von einer Ubiqultigase begleitet wird.

An der Reparatur von DNAtrangbriichen zum Zeitpunkt des HistrotaminWechsels
kbnnen anstelle von UbcD6 aber auch weitere Enzyme, wie zum Beispiel Ligasen beteiligt
sein. Ligasenbilden zwischen der 3ydroxylgruppe und der #hosphatgruppe der
DNA-Fragmente eine Phosphodiesterbindung und besitzen eine Funktion in der
DNA-Replikation, wie aber auch in der Reparatur von Einzelstrangbriitkéméan, 1971
So zeigten beispielsweisrasad et al. (199@ine Interaktion der DNAPolymerase beta und
der DNA-Ligase | in deBasenexzisionsreparat{BER) in Testes von Rindern.

Weiterhin bleibt aber auch zu tberprifen, ob die Reparatur der-Bhi8he erst nach der
Befruchtung erfolgt. Es besteht die Mdglichkeit, dass Strangbriiche im Spermium vorhanden
sind, jedoch auf Grund des extrem kondensierten Chromatins, mit Hilfe der T-Bbi&ktion
nicht zu detektieren sind. Eine Reparatur dieser Briche wirde demnach erst ist in der Zygote,
im Wechsel von Protaminen zu Histonen erfolgen. So konnte bereits gezeigt werden, dass in
Spermien von Mausen chemisch induzierte Strangbriiche in deteZilgerNHEJ repariert
werden kdnnen Derijck et al., 2008 und auch in Ratten DN#riiche des mannlichen
Genoms I m Vor kern cber 0 H 2 Rparatur Keckmanigmenu n d
eingeleitet werden konndBrenieret al, 2010.

Da jedoch bisher keine lofmationen Uber einen solchen Mechanismu®iasophila
vorliegen, mussten zunachst jung befrucht@tesophila Eier auf DNABriche untersucht
werden.So wird rach der Befruchtung der paternale Vorkern innerhalb von Minuten in eine
Histon-basierende R Uberfuhrt (JayaramaiaRaja ind RenkawitzPohl, 2005).Um die
Frage zu klaren ob die Reparatujedoch erst in der Oozytevor der Bildung des
Zygotenkerns stattfindemussersttberprift werdenob es in diesem Zeitraum gelinggn
TunnelAssay durchzuifhren.
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6.3 Die Regulation der Transkription und Translation
der Proteine Mst77F und ProtB erfolgt auf

unterschiedlichen Ebenen

Die Transkription vorprotamineB und Mst77F startet im frihen Spermatozytenstadium und
erfolgt in direkter bzw. indirekter Abhangigkeit von Testpezifischen TAFs (tTAF)
(Barckmann et al., 2013%0 zeigen Chromatin Immunoprazipitations (ChIP) Daten, aass i
Falle von protB dastTAF Sadirekt anden protB-Promotor bindet und auctautosomales
Mst77F direkt von den tTAFsgebundenwird. Y-chromosomale Kopiervon Mst77F
(Krsticevic et al., 2010 werden hingegen wabhrscheinlich unabhéngig von tEhFs
exprimiert (Barckmann et al., 2013). Weiterhin ist bekannt, dasprdi®@ mRNA innerhalb
der 5'UTR ein Translationskontrollelement (TCE, vom engl. translaticoatrol elemenjt
tragt, dass die Translation in den Spermatozgggnimiert Dennoch wurde egeigt, dass die

5'UTR vonprotBfir die translationale Repression nielisreich{Barckmann et al., 2013).

6.3.1 Die Translationsinitiation von Mst77F und Protamin B

erfolgt auch tiber Bereiche imoffenen Leserahmen

Die mRNAs der Testispezifischen Genprotamine A/Bund Mst77Fwerden nicht Uber den
3" untranslatierten Bereich reguliertlayaramaiah Raja und Renkawhahl, 2005;
Ubersichtsartikel: Renkawitohl, 200%. So unterliegt die Expression der in der Literatur
beschriebenen eGHRusionsproteine furProtA/B und Mst77F einer translationalen
Repression, obwohl sowohl '3TR, als auch Polyadenylierungssignal uUber den
Transformationsvektor zur Verfiigung gestellt werden.

Nachdem inBarckmann Diplomarbeit 200% erste Hinweise erbracht wurden, dass d
Regulation der Translation von Mst7%#ederiiberden Promotor und di® UTR, noch tber
die genspezifische3' UTR kontrolliert wird, wurden egulierende Bereiche innerhalb des
offenen Leserahmanvon Mst77F immer wahrscheinlicherEine &hnliche Kontroll&onnte
fur das Testispezifische GeMst84Dbgezeigt werdenGigliotti et al., 1997. So bedingt der
N-terminale Bereich de#/st84Db ORFs die Aktivierung der Transkription, gefolgt von
einem Bereich welcher die translationale Repression regullerteine mégliche Funktion
des Mst77F ORFs bezuglich der translationalen Kontrolle zu uUberpriufenrde ein
Fusionsprotein generiert, welches ddst77F ORF unter der genregulatorisch&egiondes
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Gens b Zzubulin tragt (b 2Mst77FeGFP. Wildtypisches b Zlubulin wird ab dem
Spermatozytenstadium exprimiert und ist auch in allen folgenden Stadidbraswphila
Spermatogenese zu detektierbtichiels et al., 1989). Die Transkription des Géngubulin

wird dabei Uber Sequenzen im Promotor und &I TR reguliert(Santel et al., 2000) und

kann auch mit dem Kontrollkonstrukb 2eGFP), bestehend audem genregulatorischen
Bereich vonb 2 fusioniert mit einem eGRFag, widergespiegelt werden (siehe Kapitel
5.3.1.2). Betrachtet man jedoch Fliegen transgen MBIEMst77FeGFPR ist das
Fusionsproteins weiterhin nur in den spaten postmeiotischen Stadien zu beobachten (siehe
auch Schema Abbildung 6.0 C). Die translationale Repression/ Aktivierung des Proteins wird
demnach scheinbar Uber Bereiche im ORF Wsi77F reguliet. Gleiches ist auch in
transgenen Fliegen fir 2protB-eGFP zu beobachten (siehe Kapitel 5.3.1.2, sowie Anhang
Abb. 7.1). Die Expression des Fusionsproteins unterliegt einer translationalen Repression und
wird auch hier scheinbar durch den ORF pootB ermdglicht.

Es wurden zudem Deletionskonstrukte generiert, denenVa® t( 7 7 Fe@GER) kzw.

141 Aminosauren NMst 7 7 F@GFHP1 @n CTerminus deletiert wurden (siehe
Kapitel 5.3.1.3). Die Expression der Konstrukte erfolgte unter dem Promotor uitiWiER

von Mst77F. Die Testes beider Fliegenlinien zeigen wie zuvor eine Anreicherung der
Fusionsproteinausschlief3lich in Stadien spater Spermatiden. Zwar weisen die Proteine durch
einen Verlust der NLS nur eine zytoplasmatische Komponente auf (siehe KapiieB)5.3
doch scheint die translationale Repression in frihen Spermatogenesestadien weiterhin zu
bestehen. Derfur die Translationskontrolle notwendige Bereich kann somit auf die
N-terminalen 22dp eingegrenzt werdemliese Beobachtung steht jedoch in Degyanz zu

den Analysen, eines im weiteren Verlauf der Dissertation untersuchten Mst77F
Deletionskonstrukts mit einer -dérminalen Deletion von 10@minoséuren (siehe Kapitel
5.3.2.2.2). Das Fusionsprotein wird ebenfalls erst ab dem Kanustadium exprindert un
unterliegt einer Translationsrepression. Die beiden KonstriMte,t 7 7 F eGHP Ld

Ms t 7 7 F @GFP, Wéisen jedoch keine Gberlappenden Sequenzen auf, und somit kann die
Translationskontrolle von Mst77F nicht allein Gber di¢elminalen 22Dp reguliert werden.

Aus diesem Grund wurde die Sequenz defrpRINA von Mst77F nochmals mit Hilfe der
Datenbank regRNAHuang et al., 2006intersucht und nach moglicheggulatorischen RNA
Motiven durchmustert. Interessanterweise konniar interne ribosomale Eintrittsstellen
(IRES) identifiziert werdenZwei dieser Motive liegen teilweise innerhalb &UTR und
Uberlappen mit Sequenzen des ORFs. Das Er&8-Motiv befindet sich an Position +79 bis
+175, bestehend aus Teilen &UTR und dem AUGTTriplett. Das zweite IRES/otiv liegt
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an Position +103 bis +191, bestehend aus TeilerbddfR sowie Teilen des ORFs. Das
dritte Motiv befindet sich im Gegensatz zu den ersten beiden Motiven, im zweiten Exon des
ORFs an Position +532 bis630. Das vierte IREMotiv ist im Bereich der TR
lokalisiert. Es scheint fur die Translationskontrolle von Mst77F jedoch nicht von Interesse, da
es in den untersuchten Fusionsproteinen nicht enthalten ist.

IRES bezeichnet eine Form d&apunabhangige Translationsinitiationdurch eine
spezifische Faltung der mRNA, welche die Bindung an Rieosomenohne spezielle
Initiationsfaktoren ermoglicht (Ubersichtsartikéthompson, 2012 Fur die Faltung der
IRESs werden zellulare Proteine, die IRES transmtgnde Faktoren bendtigt (ITAFs)
(Pilipenko et al., 2000 Der Mechanismus wurde Picornaviren entdecktlang et al., 1988;
Pelletier und Sonenberg, 1988nd dient unter anderem dBegulation zelltypspezifischer
Translation Créancier et al., 2000In der Embryonalentwicklung voBrosophilafindet sich
ein Zusammenspiel der Gajphangigen und der Camabhéngigen Translationsinitiation in
der Genaktivierung voultrabithorax(Hart und Bienz, 1996 wohingegen die Prozesse in der
Genregulation voantennapediainabhangig voneinander verlaufen (Oh ¢f8P2.

IRES-Motive lokalisierenmeist in der BSUTR der mRNAs und bilden Myp ahnliche

Haarnadelstrukturen (engstemloops, gefolgtvom AUG-Triplett (Le und Maizel, 1991/
Die IRESabhangige Tramationsinitiaton ist dabeistrikt abhangig vordiesen Strukturen.
Selbstkleinste Deletioneroder auchinsertionen,auch bedingt durch einzelne Nukleogd
konnen bereits die Funktionalitat der IRES beeinflugé#irersichtsartikell6pezLastra et
al., 2m5).

Wie bereits erwahnt besitzt Mst77F vier IRE8ukturelemente, und ein Zusammenhang
zwischen IRESSequenzen und der Regulation der Translation von Mst77F scheint moglich.
So sind in den verwendeten @hd Nterminalen Deletionskonstrukten jeweils zWeiv. drei
der IRESMotive erhalten geblieben und die distinkte Translationsinitiation des Fusions
proteins in postmeiotischen Spermatiden. Im Gegensatz hierzu sind Pral@otorLaczZ
Konstrukten firMst77F keine vollstandigen IRE®otiv enthalten und @éise Testes weisen
eine verfrihte Expression des Reporters auf. Zwar sind irPdemotorLacZ-Konstrukten
grol3e Teile der ersten beiden IRE®Btive enthalten, doclbefindet sich im IRESMotiv,
zwischen den Spienzabschnitten in der BTR und dem AUGTriplett, eine Insertion von
12bp Barckmann, Diplomarbeit 20p5Da wie bereits erwahnt jedoch kleingtederungen
in den Strukturelementezinen Einfluss auf die Funktioron IRESStrukturenhaberkdnnen,
konnten die IRESStrukturen in denPromotorLacZKongrukten gestért sein und eine
zeitlich reguliertelnitiation der Translationn postmeiotischen Stadianhibiert sein Erste
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Hinweise auf ein&ontrolle derTranslatiosinitiation von Mst77F Ubemterne ribosomale
Eintrittsstellen scheinesomit gegebenjedoch muss die Funktionalitat der einzelnen poten
tiellen IRESElemente im genregulatorischen Bereich von Mst77F fibenprift werden.

6.3.2 Mst77F wird keimbahnspezifisch exprimiert und unter-
liegt in Spermatozyten einer speziellen Translations

maschinerie

Es wurde die Abhangigkeit der Translation von gewebespezifischen Faktoren untersucht.
Hieflr wurde die Expression vavist77FeGFPin den Kernen von Speicheldriisen getrieben.

Die Zellen weisen nur ein schwaches Signal des Fusionsproteins auf und lassame auf
geringe Translationseffizienz von Mst77F in somatischen Zellen schliel3en (siehe Kapitel
5.3.1.4). Eine geringdranskiptionseffizienz und/oder Translationseffizienz bzw. Pretein
stabilitdt von Mst77F ist auch irDrosophila SL2-Zellen zu beobachten (siehe Kapitel
5.3.4.1).Um zu uberprifen, ob die Translationrate gesteigert werden kann und maéglicher
weise Uber gewebsspezifische Faktoren reguliert wird, wurden Mst77F und ProtB
anschlieBend in der mannlichen Keimbahn getrigbshe Kapitel 5.3.1.5)Bei ektopischer
Transkription von Mst77F in Spermatogonien ist zu beobachten, dass M<EFH- in der
Keimbahn eine weitaus hohere Translationseffizienz auféssin somatischen Zellen. Die
Expression von Mst7#EGFP und ProtGFPerfolgt in diesen Fliegemausschlief3lich in
spaten Spermatogonien und mit dem Eintreten in das Spermatozytenstadium sind beide
Fusionsproteine nicht mehr zu detektieren. Da jedocH iieskripte firMst77FeGFPund
protB-eGFP im Zytoplasma von Spermatogen bis in Spermatidenstadien zu detektieren
sind, scheint im Spermatozytenstadium die Translation der Proteine reprimiert und eine strikte
Regulation der Translationsinitiation zu erfolgen (siehe Schema Abbildung 6.0 A). In
Spermatogonien hingegen scheingeder zelltypspezifische Faktoren fur eine translationale
Repression, noch fir einen rapiden Proteinumsatz vorhanden zu sein, was eine Expression der
beiden Proteine mdglich macht.

Somit scheint die Expression von Mst77F und Protamin B auf unterschiexdliEbenen
kontrolliert zu werden. Die Transkription der Gene erfolgt zunéchst in Spermatozyten, jedoch
wird die Translation durch zelltypspezifische Faktoren kontrolliert. Die mMRNAs werden bis in
spate Spermatidenstadien translational reprimiert und kefdehd selektiv in die Translation

entlassen. Es bleibt zu Uberprifen, ob IRE&ikturelemente die Translationsinitiation von
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Mst77F begleiten, und ob auch die Translation von ProtB, neben dembBapgigen

Translationsinitiation, tber IREBlemente indziert werden kann.

Spermatogonien Spermatozyten Spermatiden
A B
AR
AT Mst77F-eGFP
RN
(U ]
£ ET eGFP Transkripte
8¢
: L e
B o
w
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2
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cC | PR D T e e
Na Mst77F-eGFP
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(=8
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= Translationale Repression
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= Selektive Aktivierung -

Abb. 6.0: Modell der translationalen Repression und selektiven Aktivierung der Translation voiMst77F

MRNA. eGFRFluoreszenzsignale in griin ue@GFP Transkripte in weild dargestellt. (A) Mst7-8#6GFP ist in
Spermatogonien zu detektieren, wohingegen dessen Transkripte Uber Spermatozyten hinaus zu detektieren sind.
(B) Unter dem b 2Promotor zeigen eGFP Transkripte und eGFFusionsprotein ein berlappendes
Farbemuster. (CMst77FeGFP Transkripte sind ab den Spermatozyten, das Ms&GFP Fusionsprotein erst

ab den spaten Spermatiden zu detektieren. (D) Das Modell zeigt, dass in Spermatozyten zwar die mRNAs

synthetisiert, doch anschlieend selektiv translatiert werden. In griin isStiMsGFP als Beispiel gezeigt.
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6.4 Mst77F und dessen Funktion in der

Kompaktierung des Chromatins

Uberraschenderweise sind mutante Fliegen homozygot fiir eine Ddbelider Protamine
Genemannlich fertil. Die Spermien singm 21 % sensitiver ggeniber Rontgenstrahlung und
etwa 20% der Spermienkerne besitzen eine abnormale Kernform. Die Kompaktierung des
Chromatins wird vollzogen und es stellte sich die Frage, ob Mst77F die Funktion der
Chromatinkompaktierung kompensieren kann. Mst77F lokdlisia p r o Magbanten
punktuell Uber den Kernen reifer Spermien uwitd demnach unabhangig von den
ProtaminereingebaufRathke, Barckmann et al., 20)1

Mst77F besitzt eine essenzielle Rolle in der Kernformdgyaramaiah Raja und
RenkawitzPohl, 20®; Rathke,Barckmann et al., 2@), doch die molekulare Funktion und
die Beteiligung von Mst77F al€hromatinassoziiertes Protein im Prozess der Chromatin
kondensation ist nicht naher beschrieben. Hinweise aufFain&tion von Mst77F in der
Kompaktierung de Chromatins liefern jedoch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen
der ektopischen Expression von Mst7/@GFP, unter eigenem Promotor und imild-
typischen Mst77FHintergrund. So wurden in Fliegen, transgen fir zwei Kopien
Mst77FeGFP, erstmals eindee Zysten identifiziert, welche Spermatiden mit einer
abnormalen Kernform beinhalten (siehe Kapitel 5.3.2.1). Die Kerne haben den-Histon
ProtaminWe ¢ h s e | voll zogen und zeigen entweder
klein und rund. In den seminalé&fesikeln sind nur Kerne mit einer normalen Morphologie
enthalten, was darin begrindet liegen mag, dass abnormale Spermatiden selten
individualisieren(Tokuyasu et al., 1972

Interessanterweise zeigen Fliegen nach einer gezielten Insertion von M&FPA-Ins
Genom, keine deformierten Spermien und das MsEU&tonsprotein wird, &hnlich dem
wildtypischenMst77FProteins, in Form von Aggregaten exprimiert (siehe Kapitel 5.3.2.1).
Das Expressionslevel von Mst7-&&FP scheint hier geringer zu sein, alschnader
ungerichteten Insertion des Konstrukts ins Genom. Dies wird mdglicherweise bedingt durch
das Fehlen von Enhancerelementen am Insertionsort, oder aber auch dadurch, dass das
Chromatin am Insertionsort weniger aufgelockerte Strukturen besitzt.

Dass inTestes mit einer erhdhten Expression von Mst77F deformierte Spermienkerne
auftreten, kann auf einen Dosiseffekt von Mst77F hindeuten und wirde wiederum eine
Funktion von Mst77F in der Chromatinkondensation untermauern. Erhdhte Mengen an
Mst77F wirden denmach zu einer starkeren Kompaktierung des Chromatins fiihren.
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6.4.1 Ein Zusammenspiel aus der Kernlokalisation tber den
C-Terminus und mogliche Homodimerisierung uber die
N-terminalen Coiled-Coil Doméne, bedingt die abnormale

Kernform nach einer ektopischen Expression von Mst77F

Nachdem Hinweise auf eine mdgliche Funktion von Mst77F in der Kompaktierung des
Chromatins existieren, wurde die Proteinstruktur von Mst77F analysiert und auf Domanen
untersucht, welche den beschriebenen Phanotyp hervorrufen kénnten. Hierfur wurde die
Verteilung von Mst77FeGFP Fusionsproteinen in Fliegen analysiert, welche homozygot
Deletionen der @erminalen 2660 AS tragen.

Erste Analysen zeigten, dass mit dem Varlder Gterminalen 60Aminosauren die
Lokalisation von Mst77F im Zellkern verloren geht und auch keine Zysten mit abnormalen
Spermatiden zu detektieren sind (siehe Kapitel 5.3.2.2.1). Der Verlust der Kernlokalisation
von Mst77F fuhrt demnach zum Verlusesd Phanotyps nach zusatzlicher Expression im
Mst77F Muster. Der fir die Kernlokalisation notwendige Bereich konnte auf eine Region
zwischen den Aminoséuren 153 bis 191 eingegrenzt werden, bestehend ahukiees
KonsensusSequenzersowiedrei Kernlokalsationssignale (siehe Kapitel 5.3.2.2.1). Zudem
konnte gezeigt werden, dass nur das Vorhandenseimalldeus KonsensuSequenzemund
Kernlokalisationssignale dieser Region eine vollstandige Lokalisation von MeGFP im
Zellkern gewahrleisten.

Nachdem der @erminus des ORFs vavist77Fdie Lokalisation des Proteins im Zellkern
vermittelt, wurde am MNerminus eine Coile€oil Domane, ein wichtiges Motiv fir
homotypische und heterotypische Protigiteraktionen (Ubersichtsartikel: Vinson et al.,
2006), identifiziert (siehe Kapitel 5.3.2.2.2). Um zu Uberprifen ob die GGi@dDomane
einen Einfluss auf eine mdgliche Funktion von Mst77F in der Chromatinkondensation besitzt,
wurden Fliegen transgen flr ein MstZFEsionsprotein mit einer Deletion rdd-terminalen
100AS analysiert. Das Fusionsprotein ist zwar gleichmafig in den Kernen der Spermatiden
verteilt, doch interessanterweise sind in den Testes, dactDeletion der Merminalen
Coiled-Coil Domane von Mst77HRrei von Zysten mit deformierteBpermatidenkernen.

Betrachtet man diese Beobachtungen im Hintergrund der potenziellen Funktion von

Mst77F in der Kompaktierung des Chromatins, lasst sich die Hypothese aufstellen, dass tber

den GTerminus die Lokalisation von Mst77F im Zellkern und Gder e Regi onen mi

compl exi tyh die Assoziation zum Chr omatin

1
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Vorbereitung). Desweiteren scheint Uber die Ce(mill Domane die Bindung einzelner

Mst77FProteine untereinander oder auch zu andern Chromassiozerten Proteinen zu

erfolgen und dadurch die Aggregation oder auch Kondensation des Chromatins, und somit

auch des Zellkerns zu ermdglichesnefe Abbildung 6.1 AA").

Mst77F istin 3 Phasen der Spermiogenese zu detektieren é

A B

...als Chromatin-assoziiertes ...im Prozess der Kernformung
Protein in reifen wahrend der Spermatidenreifung

Spermatidenkernen

-direkte oder indirekte Assoziation zu
B2-tubulin

-Lokalisation im Zellkern (ber NLS
-Bindung an die DNA Uber
Low-Complexity Regionen
-Oligomerisierung iber Coiled-Coil
Doméne

Al

1 215

C
...in den Flagellen

-zusétzliche Funktion in den
Mikrotubuli?

-Interaktion zu den Genen CG10252
und CG12861?

Abb. 6.1: Mst77F ist in verschiedenen ProzesseBrosophilaSpermiogenese involviertin der Ubersicht sind

drei Phasen der Spermiogenese abgebildet, in welchen Mst77F zu detektieren ist. (A) Mst77F bildet in reifen

Spermatidenkernen ein Chromatiesoziiertes Proteinldyaramaiah &a und RenkawitPohl 2005; Rathke,
Barckmann et al., 2010). Die Lokalisation im Zellkern erfolgt dabei Uber-Sk@ienzen (NLS) und die

Bi ndung an die DNA

hechstwahrscheinlich

cber

wird Uber dieCoiled-Coil Doméane ermdglicht (CC). (ASchema der Proteinstruktur von Mst7TR") Mst77F

lokalisiert in Kernenreifer Spermen in distinkten Bereichen (Pfeile)B) Mst77F assoziiert wahrend der
Kernformung mith Zubulin (Fuller et al., 1998; RathkeBarckmann et al., 2010). (C) Mst77F ist in den
Flagellen zu detektieren (Jayaramaiah Raja und Renk&witt, 2005). Eine Funktion zu den Mikrotubuli sowie

eine Interaktion zu den Gen&@610252und CG12861sind mdglich.

6.4.2 Der Import von Mst77F in den Zellkern erfolgt nicht tber

einen Keimbahnspezifischen KernimportMechanismus

und auch unabhéngig vomimportin-a | p h a

Mst77F besitzt ein dynamisches Expressionsmuster. Es assoziiert in frihen Stadien mit den

Prot ei

Mikrotubuli und ist in spateren Stadiem den Zellkernen von Spermatiden zu detektieren

(Jayaramaiah Raja und Renkawiahl, 20G; Barckmann et al., 20)3Daher kénnte man

Regi one

n
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postulieren, dass es nach der Interaktion mit den Mikrotubuli, zu einem gegeben Zeitpunkt,
einen spezifischen KernimpeMechanismusDer Import von Mst77F in den Zellkern wird
dabej wie bereits erwahnt, héchstwahrscheinlich UGber eine Region mit
Kernlokalisationssignalen im -@rminalen Bereich des ORFs reguliggiehe Kapitel
5.3.2.2.1) Zudem zeigen die durchgeflhrten lIKeltur-Transfektionsexperimente an
Drosophila SL2-Zellen, dass der Kernimport von Mst77F in somatischen Zellen
gleichermalR3en gewahrleistet ist, wie in den Zellen der Keimbahn (siehe Kapitel 5.3.4.1). Der
Import in den Zellkern erfolgt somiwvahrscheinlib ohne einen spezielleKeimbahn
spezifisclenKernimport Mechanismus

Der Transport von Substraten durch die Kernmembran erfolgtler Regel Giber
Importin-alpha ProteineDieseerkennendie NLS-Sequenzen von Substraten und leiten den
Import durch die Kernmembran eirlr einen méglichen Kernimport von Mst77F wurdia
Importine KaryopherinU 3 (Giarré et al., 2002) und dessen Retrodéi ar y o-pher i n
(Phadnis et al., 2012) in Betracht gezag@hrend Kap-U 3eine starke Expression im
Nukleoplasma elongierender Kerne zeigt (Giarré et al., 2002), ist die Proteinverteilung von
UK a pbisher nicht bekannt. Transkriptebaten fir UK a pzéigen jedoch eine
Genexpression bis in postmeiotische Stadien (SPerss.Vibranovski et al., 2009ind mit
Hilfe der in dieser Arbeit durchgefuhrt@msitu Hybridisierungen konnten die Transkripte fur
UK a psgeziell im Zytoplasma von Spermatozyten ubis in elongierende Stadien
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 53.3.

Es wurden ménnliche Fliegen mitnutanta Allelen der Importine Kap-U 3und UK a p 4
analysiert und der Einflusauf die Verteilung des Mst77F Proteins untersugfihrend der
Kernimport von Mst77F jedoch scheinbar unabhangig vom ImpbifiroteinUkap4 verlauft
(siehe Kapitel 5.3.3.4), kann eine Abhéangigkeit vom ImpdttiRrotein Kap-U 3weder
bestatigt, noch widerlegt werden. So sind Fliegen transgeKdiHalpha3®®**” homozygot

FY02572 it einer PElementinsertion

letal und somit mussten Tiere transgen Kiap-alpha
795bp stromaufwarts des AUGranslationsstarts, analysiert werdsirehe Kapitel 5.3.3.3)

Mst77F wird in diesen Fliegen zwar wildtypisch exprimiert, doch kannEdefluss des
P-Elementsauf die Promotorregiorund somit auf Regulation @e GensKap-U 3nicht
nachgewiesen werden. Dementsprechend kann auch keine Aussage Uber den Einfluss von
Kap-U 3auf den Import des Mst77Proteins getroffen werderKolokalisationsstudien in

Form von einer Doppelfarbung von Mst77F ukap-alpha3an Drosophik Testes, wie aber

auch dieNachweisevon Mst77F arweiterenkap-alpha3Mutanten kbnnen dabei Aufschluss

auf eine Funktion voiap-U 3m Kernimport des Mst7AProteins geben.
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6.4.3 CG10252eGFP und CG12861eGFP bilden in den
Flagellen von Spermatiden potenzielle Interaktions-

partner von Mst/7F

Es wurde bereits postuliert, dass Uber eintefhinale CoiledCoil Doméane, die Bindung
einzelner Mst77fProteine untereinander oder auch zu weiteren Chrorbatdenden
Protein@ ermoglicht wird. Diese Bindung kann zu einer Formation einzelner Aggregate
fuhren, @hnlich des wildtypischen Musters von Mst77F im reifen Spermium (siehe Abbildung
6.1 A"), oder zu einer Kompaktierung des Zellkerns tber eine Kondensation des Chromatins.
Hinweise auf eine Funktion von Mst77F in der Kompaktierung des Chromatins liefern zudem
die phanotypischen Analysen einer Uberexpression von Mst77F, resultierend in abnormal
geformten bzw. kleinen runden Spermatidenkernen.

Die Expression der Fusionspriste ProtAeGFP und ProtlRGFP startet zeitgleich mit der
Expression von Mst7ZEGFP in den Spermatidenkernen des Kanustadiums, und auch in
DrosophilaSL2-Zellen werden die Fusionsproteine zusammen im Zellkern exprimiert (siehe
Kapitel 5.3.4.1). Die Transktionseffizienz und/ oder die Translationseffizienz ist hier zwar
vergleichsweise gering, dennoch aber besteht die Mdglichkeit, dass Mst77F und die
Protamine miteinander interagieren und somit den Prozess der Chromatinkompaktierung
begleiten kénnen. Jedodbesitzen die Protamine A und B, wie auch®¥hlim Gegensatz zu
Mst77F, eine HM@EBox und keine CoiledCoil Doméne. Eine Bindung zwischen einer
HMG-Box und einer CoiledCoil Domane ist bisher nicht beschrieben und somit erfolgt die
Interaktion der Protee scheinbar auch nur indirekt Gber mdgliche Briickenproteine.

Als weiterepotenziellelnteraktionspartner von Mst77F wurden die Genrus(CG7929,
CG10252und CG12861analysiertEine direkte Interaktion wird dabei zwischen Mst77F und
CG10252 beschriebezunachst wurden jedocim situ Hybridisierungen durchgefiihrt und
die Transkripte der einzelnen Gene in allen Stadien der Spermatogenese, ab den
Spermatozyten bis in spate Spermatidenstadien, visualisiert (siehe Rahide2.l).
Betrachtet man daraufhidie Verteilung derfFusionsproteine OcntesGFR CG10252eGFP
und CG12862%€GFP, so werden diese den Flagellender Keimzellen exprimiert (siehe
Kapitel 5.3.4.2.2.).

Uber die zellulare Verteilung des Proteins CG12861 lagen bisher keine Informationen vor,
doch scheint die Lokalisation von CG1028GFP dem homologen Protein aus Mammaliern,
ODF3L2 (aus englouter dense fiber of sperm taislike 2), zu &hneln, fir welches eine

zytoplasmatische sowie eine mitochondriale Komponente vorhergesagt wird. Ddlauch
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Mst77F neben der Expression im Zellkern von Spermatiden, eine Anreicherung Uber den
Flagellen beschrieben wirdJdyaramaiah Raja und Renkawhahl, 2005; Rathke,
Barckmann et al., 20)0 besteht somit die Moglichkeit, dass Mst77F im Bereich der
Mikrotubuli, mit den Proteinen CG10252 sowie CG12861 interagiert (siehe Abbildung 6.1
C). Eine Interaktion der Proteine konnte in dieser Arbeit jedoch nicht verifiziert werden, da
die Interaktionstests imHefe-Zwei-Hybrid System negativ verliefen.So besitzen @
HefevektorepGADT7wie auchpGBKT7jeweils eine Nterminal zum inserierten Konstrukt
gelegene GAL4Aktivierungsdoméane bzw. eine GAHANA-Bindedomane. Diese Domanen
kénnen wiederum einen Einfluss auf die Faltung des Proteins bzw. die Bindung weiterer
Praeine an die CoilecCoil Domane von Mst77F besitzen und so zu einem negativen
Interaktionsergebnis fuhren. Ebenfalls bleibt zu Uberprifen, ob die untersuchten
Fusionskonstrukte Uberhaupt in Hefen exprimiert werden

Im Gegensatz zu CGl028%LFP und CG1286&GFP, weist das Fusionsprotein
OcnuseGFP inDrosophila SL2-Zellen, nebeneiner zytoplasmatischen Komponenteine
Lokalisation des Fusionsproteins im Zellkern auf. Doch KarosophilaTestes, die ifParsch
et al. (2001 B)beschriebenenreicherung des mBteins in den Kernen von Spermatiden
nicht beobachtet werde@cnuseGFP isthier ausschlie3lichn denFlagellenzu detektieren.

Es bleibt zu tUberprifen, ob der fur das Fusionsprotein klonierte genregulatorische Bereich zu
kurz gewahlt, und somit Promasequenzen flr eine gewebespezifische Expression des
Fusionsproteins in den Spermatidenkernen deletiert wurden.

Dennoch aber bleiben die Untersuchungen hinsichtlich einer Interaktion von Ocnus zu
Mst77F von grol3em Interesse und werden Gegenstand zukunftiger ArbeiteSceaurd
Ocnus Testispezifisch exprimiertund bildet ein kleines basisches Protein mit einer
molekularen Masse voh6.89 kDa Parsch et al.,, 2001)BDa aus der Spermiogenese von
Drosophila bekanntist, dass wahrendler Kompaktierung des Chromatindie Histone
abgebaut und durclkleine basische Proteineersetzt werden (Jayaramaiah Raja und
RenkawitzPohl, 2005), bleibt zu Uberprifen, ob die Expression des Fusionsproteins
OcnuseGFP eventuell doch in den Kernen der Spermatiden induziert werden kann. Daflr
spricht auch, das®cnus strukturelle Ahnlichkeiten zu den Historarfweist und auch ein
ahnliches Laufverhalten in Gelelektrophor&tadien wie die Histone H2 und H3 besitzt
(Parsch et al., 2001 Bine Funktion von Ocnugventuell in einer Verbindungit Mst77F
und/ oder den Protaminen, in der Kompaktierung desr@émias ist moglich.
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6.5 Ausblick

Es wird beschrieben, dass das Losen von EBWAdestrukturen den Wechsel von einer auf
Histonen zu einer auf Protaminen basierenden Chromatinstruktur erméglicht. In dieser Arbeit
wurden zum Setzten von DNBriichen Endonukleasen in Betracht gezogen, doch mussten
die Kandidaten als mogliche Induktoren von DiS&angbriichen wieder ausgeschlossen
werden. Es bleibt zu Uberprifen, ob neben Endonukleasen auch Exonukleasen am Setzen von
DNA-Strangbriichen beteiligt seindiknen. Hierflr sollten dig&xpressionsmuster weiterer
Nukleasen im Testis analysiert und somit moégliche Kandidaten identifiziert werden. Zudem
kénnen Inhibitorstudien mit Nukleagehibitoren durchgefiihrt und der Einfluss auf die
Verteilung von DNABrichenwahrend der Spermiogenese uberpruft werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dasarallel zu den DNABriichen grol3e Mengerdes
E2-Enzyms UbcD6 zu detektierensind (Rathke et al.,, 20Q7 Jedoch konnte das
FusionsproteirdbcD6-eGFP nicht in den Kernen des Kmtadiums detektiert werden und es
bleibt zu untersuchen, ob die Regulation des Gens Uber einen dualen Promotor verlauft,
welcher eine rdumliche wie auch zeitliche Aktivierung des Gens ermdglicht.

Neben der Genregulation von UbcD6 bleibt eine BeteiliglegyEnzyms an der Reparatur
von DNA-Strangbrichen zu Uberprifen. Da die Komponenten des HADS-
Reparaturweges jedodhadiglich in frihen Spermatogenesestadien transkribiert werden, ist
die Analyse weiterer Reparaturmechanismen notwendig. So erfolgRekritierung von
DNA-Reparaturproteinen in Vertebraten beispielsweise tber Rad6 und DO®d%er(et al.,

2002) Auch in der Spermatogenese vddrosophila existiert, wie bereits erwéahnt, ein
homologes Gen zdotll, grappa(gpp), (DottermusckHeidel et al. 2014).Doch missen die
zugrunde liegenden Mechanismen naher analysiert welerbilden in Vertebraten die
Monoubiquitinylierung von Histone H2B durch Rad6/Biké Basis fur einélrimethylierung

von H3K79 durcldie MethyltransferasBotl, welche ihrersés wiederum das Chromatin fir

die DNA-Reparatur markiertZum Zeitpunkt des HisteRrotaminWechsels sindbisher
jedoch wedeeine Monoubiquitinylierungvon H2B noch die Ligase Bre(Ubersichtsartikel:
Rathke et al., 2018 permPressYibranovski et al., Q09 zu detektieren und es stellt sich die
Frage, welches Substrat durch UbcD6 ubiquitinyliert wird, und ob dieser Vorgang von einer
Ubiquitin-Ligase begleitet wird.

Neben den Analysen der Prozesse, welche die Chromatinumstrukturierung begleiten, sind
weitere Untersuchungen des Chromassoziierten Proteins Mst77F von zukinftigem
Interesse. So konnte gezeigt werden, dass die Expression des Proteins auf unterschiedlichen
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Ebenen reguliert wird und ein Zusammenhang zwischen {1B&fsienzen und der zeitlich
regulierten Initiation der Translation von Mst77F bestehen kadrerfir sollte die
Funktionalitat der vier potentiellen IREEHemente von Mst77F Uberprift werden.

Zudem konnten in Mst77F verschiedene Doménen identifiziert werden, welche auf eine
potenziele Funktion von Mst77F in der Kompaktierung des Chromatins hindeuten. So kann
Uber die Gterminale NLSRegion ein Transportvon Mst77Fin den Zellkern Uber zwei
Low-complexity Regionen die Bindung an die DN/Rd Uber die Nerminale CoileeColl
Domane, die Interaktion zu Proteinen und hierdurch diggregation des Chromasn
ermoglicht werdenOb der Import von Mst77Flabei iber das Impetd ProteinKap-alpha3
erfolgt, muss jedoch noch weiter analysiert werden. Eine Doppelfarbung von Mst77F und
Kap-alph& oder auch die Farbung von Mst77F kap-alpha3 Mutanten kann Hinweise
darauf geben. Auch bleibt zu analysiereh tber die CoilecCoil Doméne eine Vernetzung
von Mst77FProteinen untereinander erfolgen kann, oder hiertiber die Bindung zu anderen
Chromatn-assoziierten Proteinearreicht wird Ein wichtiger Bestandteil bildet hier die
Analyse der potenziellen Interaktionspartner von Mst77F, wie z.B. Ocnus. So sollte zun&chst
die in der Literatur beschriebeBxpression des Proteiirs den Kernen der Spermiden mit
Hilfe des Fusionsprotei@cnuseGFP Uberprift werderOcnus bildetin kleines basisches
Proteinmit strukturellen Ahnlichkeiten zu den Histondfine Funktion von Ocnugyventuell
Uber eine Interaktion zu Mst77F und/ oder den Protaminen, idrdstrukturierung und/ oder

der Kompaktierung des Chromatins scheint moglich.
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7 ANHANG

7.1  Erganzende Abbildungen

Spermatozytenkern Jjunge elongierende Kerne des fruhen Kerne des ;péren Kern_nel wéh.re_'nd der
Kerne Kanustadiums Kanustadiums Individualisierung
A histon-RFP; | B @
protamineB-eGFP

e

Histon-RFP

Ve

ProtaminB-eGFP

¥~

Uberlagerung

Abb. 7.0: Squash ist bis zum HistoAProtamin-Wechsel zu detektierenTestesQuetschpraparatieansgener
Fliegen fir histonRFP;protamine® eGFP. (A) Squash ist imZytoplasmaund im Nukleolus(Pfeil) von
Spermatozytererkennbar. (B) In jungen elongierenden Kernen (Pfeile) sowie (C) in den Kernen des friihen
Kanustadiums (Pfeilezeigt Squash eine diffuse Verteilung.-B) In ProtBpositiven Kernen ist kein Squash
mehrzu erkennen. (AF") Expression von HisteRFP und (A-F") ProtaminBeGFP sowie (A-F") die Farbung

der DNA mit Hoechst. (A-F™) zeigt eineUberlagerungler einzelnen Kanal&alken: 5um.
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eare H sveoroya - B2t-protB-eGFP

Fiunge elongierende
Kerne Kanustadium

Abb. 7.1: Die Translation von ProtB ist von Bereichen im ORF abhéangig (A) Scheméische Darstellungles
Konstruktes (B-H) protB-ORF unter der Kontrolle des genregulatorischen Bereichsbvaabulin. (B) In

TestisFrischpraparate ist das eGFRSignal in spaten Spermatidedetektierbar (Pfeilkbpfe, sowie
VergréRerung). Irdenfrihen Stadien ist kein Signali erkenner(Pfeil). (C-D) in situ Hybridisierungen. €)

eGFP Transkripte sindn Spermatozyten (Pfeil), frihen Spermatiden (Pfeilkapfl bis in die spate Stadien
(Doppelpfeil) nachweisbar (D) Die sensesonde liefert kein Signal E(F,G,H) Teses-Quetschpraparat&Zum

Unterscheiden der Stadievurde mit einem Marker fir Histone gefarbE) (Das ProtB-Fusiorsprotein ist im
Nukleolus von Spermatozytatetektierbar (F) In jungen elongierende Kerneist kein GFRSignal erkennbar.
(G) In den Kernen des frilhen Kanustadiumsund (H) in individualisierenden Kernetist b 2RrotB-eGFP
gleichmélRig Uber den Kernen verteBalken: 5um.

A

B
Input IP Input IP Input IP Input IP

Mst77F-10xmyc  + + + + + + + +
Mst77F-eGFP + + S +

150 kDa
100 kDa

80 kDa

60 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa

anti-GFP anti-myc

Abb. 7.2 Nachweis des Mst77FeGFP Konstruktes mit Hilfe der Western Blot Analyse.Western Blot
Analyse nach einer ColRnit transfiziertenDrosophila SL2-Zellen zum Test auf Selbstinteraktion zwischen
Mst77F Proteinen. (AMit Hilfe eines gegen den GFPag gerichteten Antikérpers, konnte im Input wie auch
nach der ColP, ein Signal fur Mst7-&/6FP mit einer GroRe vaetwa 52 kDa detektiert waten. Zudem kann
gezeigt werden, dass der GRRtikérper nicht mit dem Mc-Tag kreuzreagiert. (B) Mit einem Antikdrper
gegen demMyc-Tag koénnen keine Signale nachgewiesen werden. Matlkador PlusPrestained Ladder Broad
Range
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1 Lam-pGBKT7 + T-pGADT7 10 pGBKT7 + ProtB-pGADT7

2 53-pGBKT7 + T-pGADT7 11 ProtB-pGBKT7 + pGADT7

3 Mst77F-pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7 12 ProtB-pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7?
4 pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7 13 Mst77F-pGADT7 +  ProtB-pGADT7

5 Mst77F-pGBKT7 +  pGADT7 14 pGBKT7 +  Tpl*-pGADT7

6 pGBKT7 +  ProtA-pGADT7 15 Tpl*C-pGBKT7 +  pGADT7

7 ProtA-pGBKT7 +  pGADT7 16 Tpl*C-pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7
8 ProtA-pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7 17 Mst77F-pGBKT7  +  Tpl*P-pGADT7

9 Mst77F-pGBKT7 +  ProtA-pGADT7

Abb. 7.3 Das Mst77F-Protein zeigt weder Selbstinteraktion noch eine Interaktion mit den Protaminen
und Tpl**® im Hefe-Zwei-Hybrid System. Interaktionstests miHilfe des Hefe-Zwei-Hybrid Systers. (1)
Negativkontrolle und (2) PositivkontrolleBei einer positiveninteraktion sind ein Wachstum und eine
Blaufarbung der Kolonien ersichtlich.-(¥) Die ausgestrichenéfransformanten unfotransformanterzeigen
keine Blaufarbung und som#uch keine Interaktion der Fusionsprotein@) Mst77~Proteine zeigen keine
Selkstinteraktion undnteragiet weder mit (8,9) Protamin A, (12,13) Protamin B, noch mit (16,173 pl

1 Lam-pGBKT7 + T-pGADT7 6 Mst77F-pGBKT7 +  Ocnus-pGADT7

2 53-pGBKT7 + T-pGADT7 7 pGBKT7 + CG12861-pGADT7
3 pGBKT7 +  Ocnus-pGADT7 8 CG12861-pGBKT7 + pGADT7

4 Ocnus-pGBKT7 + pGADT7 9 CG12861-pGBKT7 +  Mst77F-pGADT7

5 Ocnus-pGBKT7 + Mst77F-pGADT7 10 Mst77F-pGBKT7 + CG12861-pGADT7

Abb. 7.4 Mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid Systems ist keine Interaktion von Mst77F mit Ocnus und
CG12861 nachweisbarGezeigt sind Interaktionstestsit Hilfe des HefeZwei-Hybrid Systems. (1) zeigt die
Negativkontrolle und (2) die Positivkontrolle. In der Positivkontrolle ist eine Interaktion der zu testeten Proteine
durch ein Wachstum und eine Blaufarbung der Kolonien ersichtlichl0)Y3 Die ausgesthenen
Kotransformanten weisen keine Blaufarbung der Kolonien auf und zeigen somit keine Interaktion der
Fusionsproteine. Mst77F interagiert Hefe-Zwei-Hybrid Systemmicht mit den Proteinen Ocnus und CG12861
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7.2

Liste der im Rahmen dieser Arbeit generierten

Konstrukte

Tab. 7.0: Liste der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Konstrukte.

Klon #

589
431
ca1
489
497
396
420
1000
12
34
197
144
161
173

366

532
577
535
83

74

192
817
256
519
621

654

609

643

267
468
13
210
373
324
344

508

Konstrukt name

CG31679eGFP
CG31682eGFP
CG4683eGFP
SquaskSonde
CG15484Sonde
SquashkTBI
SquaskeGFP
CG15484pENTR
CG15484eGFP
UbcD6pENTR
UbcD6-eGFP
3'UTR UbcD6TBI
UbcD6-TBI
eGFRTBI

UbcD6-eGFP+3'UTR

CG7376Sonde
CG5524Sonde
CG3473Sonde
LacZ-Sonde

b2t -PA om
b 2eGFP

ORF Mst77FTBI

b 2Mst77FpENTR
b 2Mst77FeGFP
ORF ProtBTA

b 2RrotB-eGFP

Mst 77 FEB6 0 C

Mst 7 7 FeB6R C

ORF Mst77FpENTR
UAS-Mst77FeGFP
Mst77F+StopgpENTR
UAS-eGFRMst77F
3'UTR Mst77FTBI
PromMst77FTBI
ORF Mst77FTBI2

Mst77FeGFP+3UTR

Konstruktumfang

Prom+ORF CG31679
Prom+ORF CG31682
Prom+ORF CG4683

ORF Squash

ORF CG15484
Kpnl-Prom+ORF SquasBpel
Kpnl-Prom+ORF SquasBpel
Prom+ORF CG15484
Prom+ORF CG15484
Prom+ORF UbcD6

Prom+ORF UbcD6

Spet3'UTR UbcDéXbal
Kpnl-Prom+ORF UbcD&acll
SaclleGFP+Stopispel
Kpnl-Prom+ORF UbcD&acl+
eGFRSpel3'UTR UbcD6Xbal
614 bp ExonlICG7376

608 bpExon IV CG5524

ORF CG3473

624 bpLacZ
EcoRFPromb2-tubulin-Kpnl
EcoRFPromb2-tubulin-Kpnl
Kpnl-ORF Mst77FBamHI

Pr o m-GRE Mst77F

Pr o m-GRE Mst77F
Kpnl-ORF ProtBBamHI
EcoRIP r o m-Knl20RF ProtB
BamHI

Kpnl-Pr o m+ ORF
Spel

Kpnl-Pr o m+ ORF
Spel

ORF Mst77F

ORF Mst77F

ORF Mst77F+Stopp
ORF Mst77F+Stopp
Spet3'UTR Mst77FXbal
EcoRFProm Mst77FKpnl
Kpnl-ORF Mst77FSacll
EcoRFProm Mst77FKpnl-ORF
Mst77FSaclFeGFRSpel3'UTR

Mst 7

Mst 7

Vektor

pUASt-attB-rfa-eGFP
pUASt-attB-rfa-eGFP
pUASt-attB-rfa-eGFP
pCRII-TOPCT’
pCReIl-TOPC?
pCR®-Blunt [I-TOPG®
pChatbSaDlacZ-eGFP
p ENTR ETORD
pUASt-attB-rfa-eGFP
p ENTR ETORD
pUASt-attB-rfa-eGFP
pCR®-Blunt II-TOPG®
pCR®-Blunt II-TOPG®
pCR®-Blunt II-TOPCP

pChalbSaDlacZ-eGFP

pCRII-TOPT’
pCRII-TOPT
pCRII-TOPT’
pBluescript Il SK (+)
pCReII-TOPC
pChalbSaDlacZ-eGFP
pCR®-Blunt II-TOPG®
p ENT R ETORS
pPWGeGFP
pCRII-TOPT’

pChatbSaDlacZ-eGFP

pCR®-Blunt II-TOPC®

pChatbSaDlacZ-eGFP

p ENT R ETORS
pUAStattB-rfa-eGFP
p ENT R ETORS
pUAStattB-eGFRrfa
pCR®-Blunt II-TOPG®
pCR®-Blunt II-TOPCP
pCR®-Blunt II-TOPG®

pChalbSaDlacZ-eGFP

Template

gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA

gDNA

gDNA
gDNA
gDNA

gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA

gDNA

gDNA

gDNA

gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA

gDNA

Primer #

SK80+SK60
SK62+SK63
SK73+SK76

SK63+SK64

SK57+SK40

SK130+SK131

SK53+SK154
SK152+SK153

SK98+SK99
SK94+SK95
SK90+SK91
SK150+SK151
SK7+SK8

SK47+SK48
SK65+SK69

SK45+SK46

SK83+SK86

SK121+SK69

SK121+SK149

SK158+SK159

SK47+SK48
SK47+157
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453
561

539

611

545

627

175

131

21

432

469

795
807
1025
963
1001
1094
940
603
205
197
1034
735
734
377
581
370
361
1061
1079
297
405
79
314
276
326
645
655
665

Mst77FpENTR
Mst77FeGFP

Mst 77 FgR2 0 C

Ms t 7 7 FeER C

Mst 77 FIph 0 C

Mst 7 7 Fep#R C

Mst 77F@40C:
TA

Mst 77Fp40C-
eGFP

Prom Mst77FTA
ORF Mst 77Fu
TA

Mst 7 7 F @GRPO |

UK a-gohde

UK a-pBt

ORF ProtApENTR
ORF ProtBpENTR
ORF Tpl94BpENTR
UAS-ProtA-eGFP
UAS-ProtB-eGFP
UAS-Tpl94D-eGFP
UAS-Mst77F10xmyc
ORF Mst77FTBI 3
ORF ProtATBI
ORF ProtBTBI
ORF Tpl94DTBI
Mst77FpGADT7
Mst77FpGBKT7
ProtA-pGADT?
ProtA-pGBKT7
ProtB-pGADT7
ProtB-pGBKT7
Tpl94D-pGADT7
Tpl94D-pGBKT7
OcnusSonde
CG10252Sonde
CG12861Sonde
OcnusTBI
CG10252TBI
CG12861TBI
OcnuseGFP
CG10252eGFP
CG12861eGFP

Mst77FXbal
Prom+ORF Mst77F
Prom+ORF Mst77F

Kpnl-Pr o m+ ORF Mst 7
Spel
Kpnl-Pr o m+ ORF Mst 7
Spel
Kpnl-Prom+ORRMs t 7 7 F p4
Spel
Kpnl-Pr o m+ ORF Mst 7
Spel

Kpnl-Prom+ORF

Mst 77 F 4Gk NLS
Kpnl-Prom+ORF

Mst 77 F m4®@hkNLS
Kpnl-Prom Mst77FSacll

SacltOR F

Kpnl-Prom Mst77FSacltORF
Mst 77 F -BarhHl O N
894 bp ExonlUK a p 4

Kpnl-Pr o m+ OR F-SddlK a p

ORF ProtA

ORF ProtB

ORF Tpl94D

ORF ProtA

ORF ProtB

ORF Tpl94D

ORF Mst77F

EcoRFORF Mst77F+StofBamHI
EcoRIORF ProtA+StopBamHI
EcoRIORF ProtB+StofBamHI
NdelORF Tpl94D+StogBamHI
EcoRFORF Mst77F+StoBamHI
EcoRIORF Mst77F+StoBamHI
EcoRIORF ProtA+StopBamHI
EcoRIORF ProtA+StopBamHI
EcoRIORF ProtB+StofBamHI
EcoRIORF ProtB+StogBamHI
NdetORF Tpl94D+StogBamHI
NdetORF Tpl94D+StogBamHI
211 bp Exonl

265 bpExonlV

370 bp

Kpnl-Prom+ORF OcnuSpel
Kpnl-Prom+ORF CG10253pel
Kpnl-Prom+ORF CG12865pel
Kpnl-Prom+ORF Ocnu$Spel
Kpnl-Prom+ORF CG10253pel
Kpnl-Prom+ORFCG12861Spel

Ms t 7 7-Bamidhl

p ENT R ETORS
pUASt-attB-rfa-eGFP

pCR®-Blunt II-TOPCP

pChalbSaDlacZ-eGFP

pCR®-Blunt II-TOPC®

pChalbSaDlacZ-eGFP

pCReII-TOPT

pChatbSaDlacZ-eGFP
pCRII-TOPT

pCRII-TOPT’

pChalbSaDlacZ-eGFP

pCRII-TOPT’
pCR®-Blunt II-TOPCP
p ENT R ETORS

p ENT R ETORS

p ENTR ETORS
pUAStattB-rfa-eGFP
pUAStattB-rfa-eGFP
pUAStattB-rfa-eGFP
pUASp-attB-rfa-10xmyc
pCR®-Blunt II-TOPC
pCRE-Blunt II-TOPCP
pCR®-Blunt lI-TOPC
pCRE-Blunt II-TOPCP
pGADT7

pGBKT7

pGADT7

pGBKT7

pGADT7

pGBKT7

pGADT7

pGBKT7
pCReII-TOPC
pCRII-TOPT’
pCReII-TOPC
pCR®-Blunt II-TOPC®
pCR®-Blunt II-TOPC
pCR®-Blunt Il-TOPC®
pChatbSabDlacZ-eGFP
pChatbSabDlacZ-eGFP
pChalbSaDlacZ-eGFP

gDNA
gDNA

gDNA

gDNA

gDNA

gDNA

gDNA

gDNA
gDNA

gDNA

gDNA

gDNA
gDNA
cDNA
cDNA
gDNA
cDNA
cDNA
gDNA
gDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA

gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA
gDNA

SK226+SK227

SK156+SK84

SK156+SK85

SK122+SK124

SK122+SK157

SK104+SK106

SK171+SK170
SK174+SK175
SK221+SK222
SK221+SK223
SK224+SK225

SK48+SK107

SK207+SK208
SK209+SK210
SK211+SK212

SK160+SK161
SK162+SK163
SK168+SK169
SK191+SK192
SK193+SK194
SK195+SK196




ANHANG

823

813

1041

993
937
939
1105
433
421
549
560
889
539

ORF OcnusppENTR
ORF CG10252
pENTR

ORF CG12861
pENTR
UAS-OcnuseGFP
UAS-Ocnus10xmyc
UAS-CG10252eGFP
UAS-CG12861eGFP
ORF OcnusTBI

ORF CG12864TBI
OcnuspGADT7
OcnuspGBKT7
CG12861pGADT7
CG12861pGBKT7

ORF Ocnus

ORF CG10252

ORF CG12861

ORF Ocnus

ORF Ocnus

ORF CG10252

ORF CG12861
NdeFORFOcnus+StogEcoRl
NdelORF CG12861+Stofall
NdeFORF Ocnus+StojEcoRl
NdelORF Ocnus+StojEcoRl
NdelFORF CG12861+Stofall
NdelORF CG12861+Stofsall

pENTREORD

p ENT R ETORS

p ENTR ETORS

pUASt-attB-rfa-eGFP
pUASp-attB-rfa-10xmyc
pUASt-attB-rfa-eGFP
pUAStattB-rfa-eGFP
pCR®-Blunt Il-TOPG®
pCR®-Blunt II-TOPCP
pGADT7

pGBKT7

pGADT7

pGBKT7

cDNA

gDNA

gDNA

cDNA
cDNA
gDNA
gDNA
cDNA
gDNA
cDNA
cDNA
gDNA
gDNA

SK215+SK216

SK217+SK218

SK219+SK220

SK199+SK200
SK203+SK204

In der ersten Spalte ist die laborinterne Nummer des Klons angegeben und in der zweiten Spalte der
Name des Konstrukts. In der dritten Spalte ist das genetische Fragment mit eventuell vorhandenen
Schnittstellen verzeichnet. In Spalte vier sind die Vektamgegeben und in Spaltiégnf die fur die
jeweilige PCR verwendete DNA (gDNA = genomische DNA; cDNAomplementére DNA In der

rechten Spalte sind gegebenenfalls verwendete Primer in Form der laborinternen Nummerierung

aufgefihrt
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