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3 M

 

ATERIAL

 

 

 

UND

 

 M

 

ETHODEN

 

3.1 M

 

ATERIAL

3.1.1 A

 

NTIK�RPER

 

3.1.1.1 P

 

RIM�RE

 

 A

 

NTIK�RPER

 

Die Wirtsspezies und Quellen der in den einzelnen Versuchen verwendeten
prim�ren Antik�rper sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die in den einzelnen Versuchen
eingesetzte Konzentration der Antik�rper ist den jeweiligen Versuchsbeschreibungen
zu entnehmen (3.2.3.3.2, 3.2.6.1, 3.2.7, 3.2.8.1 und 3.2.8.2). 

 

3.1.1.2 S

 

EKUND�RE

 

 A

 

NTIK�RPER

 

Die eingesetzten sekund�ren Antik�rper sind in Tabelle 2 zusammengefa§t. AP-
konjugierte Antik�rper wurden in Western-Blot-Analysen (3.2.3.3) verwendet. Cy3-,
Cy5- und Alexa fluor 488-Konjugate wurden f�r Antik�rperf�rbungen an Geweben
(3.2.7) sowie f�r Immunf�rbungen polyt�ner Chromosomen (3.2.8.1) und mitotischer
Chromosomen (3.2.8.2) eingesetzt. 

 

Tabelle 1: 

 

Prim�rantik�rper 

 

Antik�rper Wirtsspezies Quelle und Beschreibung

 

anti-GAF: (anti-GAGA

 

BTB-ZF-C-ter519

 

) Ratte [Benyajati

 

 et al.

 

, 1997]

anti-Psq: AS1 und AS2 Kaninchen [Horowitz and Berg, 1996]

anti-dAP4: dAP4AK3, SA2720 Kaninchen [King-Jones

 

 et al.

 

, 1999]

anti-BR-C: BR-C AK1 SA4256 Kaninchen [Renault

 

 et al.

 

, 2001]

anti-Pfk: anti-PfkI

 

f

 

 und anti-PfkII

 

f

 

 Kaninchen beschrieben in dieser Arbeit unter 
3.2.5.1.2

 

Tabelle 2: 

 

Sekund�rantik�rper 

 

Antik�rper Markierung Wirtsspezies Quelle

 

anti-Ratte IgG (H+L) Cy5-Konjugat Ziege Jackson ImmunoResearch Inc.

anti-Ratte IgG (H+L) Cy3-Konjugat Ziege Jackson ImmunoResearch Inc.

anti-Kaninchen IgG (H+L) Cy3-Konjugat Ziege Jackson ImmunoResearch Inc.

anti-Kaninchen IgG (H+L) Alexa ßuor 488-
Konjugat

Ziege Molecular Probes

anti-Kaninchen IgG (H+L) AP-Konjugat Ziege Jackson ImmunoResearch Inc.

anti-Ratte IgG (H+L) AP-Konjugat Kaninchen Jackson ImmunoResearch Inc.
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3.1.2 P

 

LASMIDE

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3 zusammengefa§t.
Die Verwendung der Plasmide geht aus der Beschreibung hervor.  

 

3.1.3 O

 

LIGONUKLEOTIDE

 

Alle Oligonukleotide wurden von TIB MOLBIOL bezogen. Es ist jeweils
angegeben, welche Restriktionsschnittstelle durch PCR generiert wurde.

F�r die Klonierung der 

 

psq

 

-Fragmente, des 

 

Trl

 

-Fragments und der kodierenden
Sequenz von 

 

pfk

 

 wurden die in Tabelle 4 beschriebenen Primer eingesetzt.

 

Tabelle 3: 

 

Plasmide 

 

Plasmidbezeichnung Gr�§e 
(kb) Beschreibung Quelle

 

pBluescript KS(-) 2.9 Klonierungs- und Transkriptionsvektor Stratagene

pCR2.1-TOPO 3.9 Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten Invitrogen

pET21a-d 5.4 T7-Tag-/His-Tag-Expressionsvektor Novagen

pET3c 4.6 T7-Tag-Expressionsvektor Novagen

pGEX2T 4.9 GST-Fusionsprotein-Expressionsvektor, GST 
abspaltbar durch 

Thrombinproteaseschnittstelle

Pharmacia

pARGAGA519 6.2 GAF519-Expressionsvektor C. Benyajati [Soeller

 

 et 
al.

 

, 1993; Benyajati

 

 et 
al.

 

, 1997]

pHPT7-9 5.1

 

psq-A

 

 -gesamt-cDNA in pBluescriptKS(-) C. A. Berg [Horowitz 
and Berg, 1996]

pBluescriptSK(+/-)-
LD08856

4.9

 

pfk-

 

gesamt-cDNA in pBluescriptSK(+/-) Research Genetics 
[Research Genetics]; 
siehe auch Tabelle 8 

und 4.2.1.1

 

Tabelle 4: 

 

Primer 

 

Fragment Primerbezeichnung Primer Generierte 
Schnittstelle

 

Psq221 psqfwdNde
psqrevXho

 

5Ô-CCGCATATGGGCTCTGGCGAGAAAGGT-3Ô

5Ô-CGGCTCGAGGTTGGCAACCACGTCGTA-3Ô 

 

NdeI
XhoI

Psq1064 psq1.5ÔEnd
psq3ÔSal

 

5Ô-GGGGGGGCGGATCCGAGAACGCGGATGACC-3Ô

5Ô-GCCGCCGTCGACACTACGCTCCGGCGTCCCGTG-3Ô

 

SalI
SalI

Psq651 psqfwdNde4
psq1953revHind

 

5Ô-GGGGCCATATGGCAGCGGTTCGAGGA-3Ô 

5Ô-CCCAAGCTTCCCGGAGGACATCATGTT-3Ô 

 

NdeI
HindIII

Psq331 psqfwdNde4
psq994revHind

 

5Ô-GGGGCCATATGGCAGCGGTTCGAGGA-3Ô 

5Ô-CCCAAGCTTGTCCTCGGCGTCTGAATC-3Ô 

 

NdeI
HindIII

Psq166 psqfwdNde5
psq499revHind

 

5Ô-GGGGGGGCCATATGGCAGCGGTTCGAG-3Ô 
 

5Ô-CCCAAGCTTGTCCTCGGCGTCTGAATC-3Ô

 

NdeI
HindIII
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3.1.4 O

 

RGANISMEN

 

3.1.4.1 S

 

T�MME

 

 

 

VON

 

 

 

Drosophila melanogaster 

 

UND

 

A

 

UFZUCHTBEDINGUNGEN

 

Die Haltung der Fliegenst�mme und die Durchf�hrung von Kreuzungen erfolgten
nach Standardprozeduren der 

 

Drosophila

 

-Genetik [Ashburner, 1989]. Die Zuchten
wurden auf Standardmedium (Maismehl, R�bensirup, Agar, Bierhefe) bei 25 ¡C
gehalten. F�r die Untersuchung der PEV unter Verwendung des 

 

In(1)w

 

m4h

 

-Stammes
wurde ein spezielles Futter verwendet; 650 mL dieses Futters enthielten 10.8 g
Bierhefe, 60 mL Malzzucker, 6.5 g Agar, 38 g Maismehl und 6 mL 16 % Nipaginl�sung.
Die Bezeichnungen der verwendeten Fliegenst�mme und ihre Genotypen sind in
Tabelle 5 zusammengefa§t.

 

Psq942 psqdBTBfwd
psq3200dBTBrev

 

5Ô-GGGGGGGCGGATCCGAGAACGCGGATGACC3Ô

5Ô-CCCCCCGCCTCGAGACTACGCTCCGGCGT-3Ô

 

BamHI
XhoI

Psq528 psqdBTBfwd
psq1953dBTBrev

 

5Ô-GGGGGGGCGGATCCGAGAACGCGGATGACC3Ô

5Ô-CCCCCCGCCTCGAGCCCGGAGGACATCAT-3Ô

 

BamHI
XhoI

GAF116 GAGAfwdBam
GAGArevHind

 

5Ô-CCCCCCGGATCCAATTCGCTGTATTCGCTC-3Ô 

5Ô-CCCCCCGAATTCCCGTCTGCGGTGCCAGTC-3

 

BamHI
HindIII

Pfk pfkfwdNde
pfkrevHind

 

5Ô-GGCCATATGAATCATCTTAAGTGGATG-3Ô

5Ô-CCCAAGCTTGTTTAGCATATCGTCTCC-3Ô 

 

NdeI
HindIII

 

Tabelle 5: 

 

Fliegenst�mme

 

a

 

Name Genotyp Herkunft/Literatur

 

Kochi R

 

Wildtypstamm 

 

Kochi R

 

Stammsammlung Korge

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

w; Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

C. A. Berg [Horowitz and 
Berg, 1996]

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO w; Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO 

 

A. Schwendemann

 

psq

 

0115

 

w; psq

 

0115

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

C. A. Berg [Siegel

 

 et al.

 

, 
1993; Horowitz and Berg, 

1996]

 

psq

 

0115

 

/

 

CyO w

 

;

 

 psq

 

0115

 

/CyO

 

 A. Schwendemann

 

psq

 

RF13

 

w

 

;

 

 psq

 

RF13

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

C. A. Berg [Horowitz and 
Berg, 1995; Horowitz and 

Berg, 1996]

 

psq

 

F112

 

psq

 

F112

 

; 

 

ry/SM5a:TM6B, Tb

 

U. Weber [Weber

 

 et al.

 

, 
1995]

 

Pc

 

3

 

Pc

 

3

 

/TM3, Ser [act-GFP] w

 

+

 

S. Sakonju [Lewis, 1978]

 

Tabelle 4: 

 

Primer (Forts.)

 

Fragment Primerbezeichnung Primer Generierte 
Schnittstelle
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Kreuzungen zur Untersuchung m�glicher genetischer Interaktionen unter
Verwendung der hier angegebenen St�mme sind unter 3.2.9 beschrieben.
Kreuzungen zur Etablierung bestimmter St�mme sind nachfolgend hier beschrieben:

Zur Untersuchung einer m�glichen genetischen Interaktion zwischen 

 

Ubx

 

130

 

 und

 

psq

 

/

 

Trl

 

 mu§te ein 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO ; Trl

 

R85

 

/

 

Ser 

 

-Stamm etabliert werden. Dazu wurden
zun�chst parallel jeweils 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

- bzw. 

 

Trl

 

R85

 

-M�nnchen mit Weibchen des
Stammes 

 

Sp/CyO;Sb/TM3 Ser

 

 gekreuzt. F

 

1

 

-M�nnchen der Genotypen 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/
CyO; +/TM5 Ser

 

 bzw. 

 

+/CyO; Trl

 

R85

 

/TM5 Ser

 

 wurden jeweils erneut mit 

 

Sp/CyO;Sb/
TM3 Ser

 

-Weibchen gekreuzt. Daraus resultierende 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO; Sb/TM5 Ser

 

-
Weibchen aus der einen bzw. 

 

Sp/CyO; Trl

 

R85

 

/TM5 Ser

 

-M�nnchen aus der anderen
Kreuzung wurden miteinander gekreuzt und Nachkommen des gew�nschten
Genotyps 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO ; Trl

 

R85

 

/

 

Ser 

 

selektiert.    
Um PEV-Effekte (Kreuzungen dazu unter 3.2.9.4 beschrieben) mit Hilfe des

 

In(1)w

 

m4h

 

-Stammes �berhaupt untersuchen zu k�nnen, mu§ten zun�chst die 

 

CyO
[act-GFP]

 

 

 

w

 

+

 

-

 

Balancer

 

-Chromosomen der St�mme 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

 und 

 

psq

 

0115

 

 

 

durch
CyO-

 

Balancer

 

-Chromosomen, denen das 

 

w

 

+

 

-Allel fehlt, ersetzt werden. Dazu wurden
jeweils Weibchen der beiden erw�hnten 

 

psq

 

-St�mme (

 

w; psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

Trl

 

R85

 

Trl

 

R85

 

/TM3, Ser [act-GFP] w

 

+

 

S. Sakonju [Farkas

 

 et al.

 

, 
1994]

 

Trl

 

13C

 

w

 

m4h

 

; Trl

 

13C

 

/TM6, Tb

 

Stammsammlung Korge 
[Galloni

 

 et al.

 

, 1993; 
Farkas

 

 et al.

 

, 1994]

 

Ubx

 

130

 

/Kg Ubx

 

130

 

/Kg(v) red(1) Sb (Sbd-1)

 

S. Sakonju [Kauffman, 
1981]

 

Ubx

 

130

 

/

 

Sb Ubx

 

130

 

/TM3, Sb 

 

M. Lehmann

 

Ubx

 

130

 

/

 

Tb Ubx

 

130

 

/TM6B (Tb, Ubi-GFP)

 

M. Lehmann

 

In(1)w

 

m4h

 

In(1)w

 

m4h

 

G. Korge [�bersicht in 
Reuter and Spierer, 1992] 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO ; 
Trl

 

R85

 

/

 

Ser
Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO; Trl

 

R85

 

/TM3, Ser

 

A. Schwendemann

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO ; 
Trl

 

R85

 

/

 

Tb
Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/SM5; Trl

 

R85

 

/TM6B, Tb

 

M. Lehmann

 

psq

 

F112

 

/

 

CyO ; 
Trl

 

R85

 

/

 

Sb
psq

 

F112

 

/CyO [act-GFP]; Trl

 

R85

 

/TM3, Sb

 

M. Lehmann

 

Sp/CyO;Sb/TM3 Ser

 

S

 

p/CyO;Sb/TM3 Ser

 

Stammsammlung Korge

 

w

 

z

 

; Sp/CyO w

 

z

 

; Sp/CyO

 

Stammsammlung Korge

 

a. Weitere Einzelheiten zu den Genotypen siehe Flybase unter http://ßybase.bio.indiana.edu.

 

Tabelle 5: 

 

Fliegenst�mme

 

a

 

Name Genotyp Herkunft/Literatur
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bzw. 

 

w; psq

 

0115

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

) mit 

 

w

 

z

 

/

 

Y

 

; Sp/CyO

 

-M�nnchen gekreuzt und
Nachkommen der gew�nschten Genotypen 

 

w; psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO

 

 bzw. 

 

psq

 

0115

 

/CyO

 

selektiert, die dann in den unter 3.2.9.4 beschriebenen PEV-Kreuzungen (A) und (B)
eingesetzt wurden.  

 

3.1.4.2 S

 

T�MME

 

 

 

VON

 

 

 

Escherichia coli

 

Die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterienst�mme und deren Genotypen sind in
Tabelle 6 zusammengefa§t. 

 

XL1-Blue

 

-Zellen

 

 

 

wurden f�r Standardklonierungszwecke
transformiert (3.2.2.3.1). 

 

BL21(DE3)

 

- und 

 

BL21(DE3)-pLysS

 

-Zellen wurden zur
Transformation eingesetzt (3.2.2.3.2), wenn Proteine bakteriell exprimiert werden
sollten (3.2.2.5.2 und 3.2.4).

 

3.2 M

 

ETHODEN

3.2.1 A

 

NZUCHT

 

 

 

VON

 

 B

 

AKTERIENKULTUREN

 

Alle Bakterien wurden zur Kultur bei 37 ¡C in LB-Medium (1 % Bacto-Pepton;
0.5 % NaCl; 0.5 % Bacto-Yeast-Extract) inkubiert oder auf Agarplatten (1.5 % Bacto-
Agar in LB-Medium) ausgestrichen. Zur Selektion auf Plasmide mit
Antibiotikaresistenz wurde dem Medium Ampicillin (Endkonzentration 100 µg/mL),
Carbenicillin (Endkonzentration 50 µg/mL) und/oder Chloramphenicol
(Endkonzentration 34 µg/mL) zugesetzt; dies wird im folgenden durch die Abk�rzung
LB/Amp, LB/Car bzw. LB/Chl deutlich gemacht. Bakterienst�mme wurden nach
Zusatz von 10 % DMSO zum Medium bei -70 ¡C gelagert.

 

3.2.2 DNA-A

 

NALYSE

 

 

 

3.2.2.1 A

 

NALYTISCHE

 

 DNA-P

 

R�PARATION

 

Diese Methode diente zur Aufarbeitung kleinerer Plasmidmengen [Birnboim and
Doly, 1979, modifiziert]. Dabei wurden 3 mL LB/Amp-Medium (3.2.1) mit einer
Bakterieneinzelkolonie angeimpft und �N bei 37 ¡C und 260 rpm gesch�ttelt (Lab-
shaker, A. K�hner). Die Bakterien wurden 5 min bei 4000 rpm in der Heraeus-

 

Tabelle 6: 

 

Bakterienst�mme 

 

Bakterienstamm Genotyp

 

XL1-Blue supE

 

44 

 

hsdR

 

17 

 

recA1

 

 

 

emdA

 

1 

 

gyrA

 

6

 

thi relA

 

1 

 

lac

 

-

 

 FÔ[

 

proAB

 

+

 

 

 

lacI

 

q

 

lacZ

 

D

 

M15 

 

Tn10

 

(

 

tet

 

r

 

)][Bullock

 

 et al.

 

, 1987]

 

BL21(DE3) hsdS gal 

 

(

 

l

 

c

 

I

 

ts

 

857 

 

ind

 

1 

 

S

 

am7 

 

nin

 

5

 

lac

 

UV5-T7 

 

gene

 

1) [Studier and 
Moffatt, 1986]

 

BL21(DE3)-pLysS hsdS gal 

 

(

 

l

 

c

 

I

 

ts

 

857 

 

ind

 

1 

 

S

 

am7 

 

nin

 

5

 

lac

 

UV5-T7 

 

gene

 

1) pLysS



 
Material und Methoden

 

27

 

Zentrifuge (Minifuge2, Heraeus Instruments) abzentrifugiert. Das Bakterienpellet
wurde in 200 µL L�sung 1 (50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM EDTA,
pH 7.5) resuspendiert. Nach Zugabe von 400 µL L�sung 2 (0.2 N NaOH; 1 % SDS)
wurde kurz gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurden 300 µL vorgek�hlte
L�sung 3 (2.7 M Kaliumacetat, mit Eisessig auf pH 4.8 gebracht) zugegeben, kurz
gemischt, 5 min auf Eis inkubiert und 5 min mit einer Eppendorf Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der �berstand wurde nochmals zentrifugiert und die Plasmid-DNA mit
Isopropanol (0.6faches Volumen) gef�llt. Die DNA wurde 10 min zentrifugiert, das
DNA-Pellet mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 30 µL H

 

2

 

O aufgenommen.

 

3.2.2.2 P

 

R�PARATIVE

 

 DNA-I

 

SOLIERUNG

 

Zur Gewinnung gr�§erer Plasmidmengen wurde das Jetstar Plasmid Midi Kit der
Firma Genomed entsprechend der Anleitung eingesetzt.

 

3.2.2.3 T

 

RANSFORMATION

 

 

 

VON

 

 

 

Escherichia coli

 

3.2.2.3.1 H

 

ITZESCHOCK

 

Standardtransformationen von 

 

XL 1-Blue

 

-Zellen

 

 

 

(3.1.4.2) durch Hitzeschock
wurden nach Sambrook 

 

et al.

 

 [Sambrook

 

 et al.

 

, 1989] durchgef�hrt.

3.2.2.3.2 E

 

LEKTROTRANSFORMATION

 

Wegen der geringen Effizienz der Transformation von 

 

BL21(DE3)

 

- bzw.

 

BL21(DE3)

 

-pLysS-Zellen wurden diese mittels Elektroporation transformiert. Die
Transformation wurde in einem Cellject Basic (Equibio) und mit einem Elektropuls von
2400 V durchgef�hrt. Die Zellen wurden zuvor entsprechend Herstellerangaben
kompetent gemacht. 

 

3.2.2.4 P

 

OLYMERASE

 

-K

 

ETTENREAKTION

 

 (PCR)

 

Zur Amplifizierung von Plasmid-

 

Inserts

 

 wurden 10-40 ng Plasmid-DNA (pHPT7-
9 f�r 

 

psq

 

-Fragmente; pARGAGA519 f�r 

 

Trl

 

-Fragmente; siehe Tabelle 3 und Tabelle
7) als 

 

Template

 

 eingesetzt. Dieser DNA wurden je 1 µL der PCR-Primer (100 pmol/µL
in H

 

2

 

O), 2 µL der dNTP-L�sung (so da§ in 100 µL Endvolumen jedes Nukleotid in
einer Konzentration von 40 µM vorlag), 10 µL des 10x Reaktionspuffers sowie 0.5 µL
der Pwo-Polymerase (2.5 U/µL, Eurogentec) zugegeben und mit H

 

2

 

O auf ein
Reaktionsvolumen von 100 µL erg�nzt. Die Matrizen-DNA wurde zun�chst f�r 4 min
bei 94 ¡C denaturiert, dann erfolgte die eigentliche Amplifikationsreaktion mit einer
Denaturierung bei 94 ¡C f�r 1 min. Einem 2 min 

 

Annealing

 

 bei einer 

 

Primer

 

-
spezifischen Temperatur schlo§ sich die Elongationsphase bei 72 ¡C f�r 1 min an. Die
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Zahl der Zyklen betrug 32. Am Ende des letzten Zyklus wurde eine abschlie§ende
Elongationsreaktion bei 72 ¡C f�r 8 min ausgef�hrt, bevor die Reaktion durch
Abk�hlen auf 4 ¡C gestoppt wurde. 

Es wurden 

 

Primer 

 

verwendet, denen neben kodierenden Sequenzabschnitten
einzelne Basenpaare angeh�ngt waren. Dadurch konnten f�r die entsprechende
Klonierung passende Restriktionsschnittstellen eingef�gt werden.

 

3.2.2.5 K

 

LONIERUNG

 

Standardmethoden wie DNA-F�llung, Restriktionsverdau, Konzentrations-
bestimmung von Nukleins�uren, DNA-Gelelektrophorese und Subklonierungsschritte
(Dephosphorylierung von Vektoren, Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
mittels DEAE-Zellulose, Ligation mit der T

 

4

 

-DNA-Ligase) wurden wie in Sambrook 

 

et
al.

 

 [1989] beschrieben durchgef�hrt. 

3.2.2.5.1 K

 

LONIERUNG

 

 

 

VON

 

 PCR-P

 

RODUKTEN

 

Einige PCR-Produkte konnten nach dem Restriktionsverdau nicht erfolgreich
direkt in den pET- bzw. pGEX2T-Vektor inseriert werden. Daher wurden diese PCR-
Produkte zun�chst in einen anderen Vektor (pCR2.1-TOPO) integriert, bevor das

 

Insert

 

 daraus f�r weitere Klonierungsschritte �ber die eingef�gten
Restriktionsschnittstellen herausgeschnitten wurde. 

Nach dem TOPO

 

TM

 

TA Cloning Kit-Protokoll (#K4550-40, Invitrogen) wurde das
PCR-Produkt zun�chst in den pCR2.1-TOPO Vektor kloniert. Da in den PCR-
Reaktionen die Pwo-Polymerase verwendet wurde, die zwar eine 

 

proof-reading

 

-
Funktion besitzt aber keine A-�berh�nge erzeugt, mu§ten, wie im Protokoll
beschrieben, �ber eine der Ligation vorgeschaltete Reaktion A-�berh�nge generiert
werden. 

3.2.2.5.2 B

 

ESCHREIBUNG

 

 

 

DER

 

 

 

VERWENDETEN

 

 K

 

LONE

 

In Tabelle 7 sind alle in dieser Arbeit etablierten und verwendeten Bakterienklone
aufgelistet. Aus der Tabelle geht hervor, welche 

 

Primer

 

 (Tabelle 4) zur Erzeugung der
jeweiligen 

 

Inserts

 

 eingesetzt wurden. Die Inserts wurden wiederum in entsprechende
Expressionsvektoren ligiert, die dann in bakterielle Expressionsst�mme transformiert
wurden. Tabelle 7 gibt au§erdem das jeweilige exprimierte Protein an, das unter
dieser Bezeichnung in den Versuchen verwendet wurde.
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3.2.2.6 S

 

EQUENZIERUNG

 

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde von MWG Biotech durchgef�hrt.

 

3.2.3 P

 

ROTEINANALYSE

 

3.2.3.1 H

 

ERSTELLUNG

 

 

 

VON

 

 

 

Drosophila

 

-G

 

EWEBEEXTRAKTEN

 

Speicheldr�sen- und Ovarienextrakte f�r Western-Blot-Analysen (3.2.3.3)
wurden wie folgt hergestellt. Um Speicheldr�senextrakte herzustellen, wurden 25
Speicheldr�sen des dritten Larvalstadiums von 

 

Kochi R

 

 in PBS (130 mM NaCl; 7 mM
Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 3 mM NaH

 

2

 

PO

 

4

 

) pr�pariert und nach Abnahme des PBS in 200 µL 2x
Probenpuffer (3.2.3.2.1) gekocht. 

Ovarienextrakte wurden aus 40 in PBS pr�parierten Ovarien adulter 

 

Kochi R

 

-
Tiere hergestellt. Die Ovarien wurden in 125 µL Homogenisierpuffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7.5; 3 mM EDTA; 1 % NP-40; 0.1 % SDS; 100 µg/mL PMSF) �berf�hrt und mit
einem Pistill auf Eis homogenisiert. Nach 20 min Zentrifugation bei 14000 x g, 4 ¡C,

 

Tabelle 7: 

 

Bakterienklone 

 

Rekombinant 
exprimiertes 

Protein
Klonbezeichnung  ligiert in 

Plasmid

 

Primer

 

 (Schnittstelle) Plasmid-

 

Template

 

 
in PCR

 

Psq221

 

BL21(DE3)

 

-pET21b-psq666 pET21b psqfwdNde

 

 

 

(NdeI)
psqrevXho

 

 

 

(XhoI)
pHPT7-9

Psq1064

 

BL21(DE3)

 

-pET21a-
psq3200

pET21a psq1.5ÔEnd (SalI) 
psq3ÔSal

 

 

 

(SalI)
pHPT7-9

Psq651

 

BL21(DE3)

 

-pET21b-
psq1953

pET21b psqfwdNde4

 

 

 

(NdeI)
psq1953revHind(HindIII)

pHPT7-9

Psq331

 

BL21(DE3)

 

-pET21b-psq994 pET21b psqfwdNde4

 

 

 

(NdeI) 
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wurde der �berstand abgenommen, 1:1 mit 2x Probenpuffer (3.2.3.2.1) versehen und
gekocht.  

Speicheldr�senkernextrakte wurden wie in Lehmann und Korge [1995]
beschrieben hergestellt. Diese wurden dann in Immunpr�zipitationsreaktionen
(3.2.6.1) oder nach Zugabe von 2x Probenpuffer im Verh�ltnis 1:1 zur Analyse im
Western Blot (3.2.3.3) verwendet. 

 

3.2.3.2 SDS-P

 

OLYACRYLAMID

 

-G

 

ELELEKTROPHORESE

 

 (SDS-PAGE)

 

3.2.3.2.1 E

 

LEKTROPHORESE

 

Die Proben wurden mit einem bestimmten Volumen 2x Probenpuffer (25 mM
Tris-HCl; 2 % SDS; 0.001 % Bromphenol Blau; 10 % Glycerol; 1 % 2-
Mercaptoethanol) versetzt und anschlie§end f�r 5 min gekocht. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach dem diskontinuierlichen System nach
Laemmli [1970] mit einem Sammelgel mit 5 % sowie einem Trenngel mit 12 bzw. 15 %
Polyacrylamid-Anteil. Die Gelkammer (Mighty Small II SE260; Hoefer/Pharmacia
Biotech) wurde mit Laufpuffer (0.3 % Tris-HCl; 1.44 % Glycin; 0.1 % SDS, pH 8.8)
gef�llt. Die Stromst�rke betrug w�hrend des Laufs 25 mA. Als Proteinmarker wurde
der peqGOLD Protein-Marker (14.4; 18.4; 25.0; 35.0; 45.0; 66.2; 116.0 kDa; peqlab)
verwendet. 

3.2.3.2.2 

 

C

 

OOMASSIE

 

-B

 

LUE

 

-F

 

�RBUNG

 

 

 

VON

 

 SDS-P

 

OLYACRYLAMID

 

-G

 

ELEN

 

Proteinbanden in SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden mit 0.05 % Coomassie
Brilliant Blue R250 in 25 % Isopropanol, 10 % Essigs�ure �N gef�rbt. Danach wurden
die Gele mit 40 % Methanol, 10 % Essigs�ure entf�rbt. Vor dem Trocknen der Gele
wurden diese mit 50 % Methanol entw�ssert.

 

3.2.3.3 W

 

ESTERN

 

 B

 

LOT

 

3.2.3.3.1 T

 

RANSFER

 

 

 

VON

 

 P

 

ROTEINEN

 

 

 

AUS

 

 SDS-P

 

OLYACRYLAMIDGELEN

 

 

 

AUF

 

N

 

ITROZELLULOSE

 

Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden nach der 

 

Semi-Dry

 

-Technik
von Towbin 

 

et al.

 

 [1979] in einer Fastblot-B43-Apparatur (Biometra) elektrophoretisch
auf Nitrozellulosembranen (Protran BA85, Schleicher & Schuell) �bertragen. Der
Transfer erfolgte 30 min bei konstantem Stromflu§ (4mA/cm

 

2

 

).

3.2.3.3.2 I

 

MMUNF�RBUNG

 

 

 

VON

 

 P

 

ROTEINEN

 

Die Nachweisreaktion erfolgte mittels alkalischer Phosphatase, die an den
sekund�ren Antik�rper gekoppelt ist. Das Enzym setzt BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-



 
Material und Methoden

 

31

 

Indolyl-Phosphat) und NBT (4-Nitroblue Tetrazolium Chlorid) in ein dunkelviolettes
Pr�zipitat um. Nach dem Proteintransfer wurde die Markerspur abgeschnitten und die
Protein-Banden mit schwarzer Tinte (Pelikantusche A17, schwarz) markiert. 

Die Membran wurde f�r 2 h durch leichtes Sch�tteln bei RT in Blockierl�sung
(5 % Magermilchpulver in TBS, 20mM Tris-HCl, pH 7.5; 137 mM NaCl) abges�ttigt.
Danach erfolgte eine Inkubation �ber 2 h bei RT mit dem in Blockierl�sung verd�nnten
(1:1000 bis 1:5000) prim�ren Antik�rper, anschlie§end eine weitere Inkubation �N bei
4 ¡C. Danach wurde der Filter 4x 5 min mit TBS gewaschen, bevor er f�r 1 h mit einer
1:5000 Verd�nnung eines entsprechenden sekund�ren Antik�rpers in Blockierl�sung
inkubiert wurde. Nach jeweils 2x 5 min Waschen in TBS und AP-Puffer (100 mM Tris-
HCl, pH 9.5; 5 mM MgCl

 

2

 

; 100mM NaCl) wurde die Farbreaktion in 30 mL AP-Puffer
durch Zugabe von 200 µL NBT (50 mg/mL) und 250 µL BCIP (20 mg/mL) initiiert.
Diese Reaktion wurde nach geeigneter Zeit durch TBS; 20 mM EDTA gestoppt. 

 

3.2.3.4 K

 

ONZENTRATIONSBESTIMMUNG

 

 

 

VON

 

 P

 

ROTEINEN

 

Proteinbestimmungen wurden nach der Methode von Bradford [1976] mit dem
Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce) unter Verwendung einer mit BSA als
Standardprotein erstellten Eichgeraden vorgenommen und die Absorption der Proben
bei 595 nm bestimmt.

 

3.2.4 B

 

AKTERIELLE

 

 

 

REKOMBINANTE

 

 P

 

ROTEINEXPRESSION

 

3.2.4.1 E

 

XPRESSION

 

 

 

VON

 

 Psq221, Psq1064, Psq651, Psq331, Psq166,
Psq942, Psq528 

 

UND

 

 Pfk

 

Die 

 

Histidin(His)-tag

 

-Fusionsproteine Psq221, Psq1064, Psq651, Psq331,
Psq166, Psq942, Psq528 und Pfk wurden wie folgt exprimiert: Eine 10 mL LB/Amp-
Kultur wurde mit dem jeweiligen Klon (3.2.2.5.2) beimpft und �N bei 37 ¡C, 260 rpm
inkubiert. Am Folgetag wurden 2 mL dieser Kultur zu 100 mL frischem LB/Amp
gegeben und bei 37 ¡C, 260 rpm bis zu einer OD

 

595 nm

 

=0.6 inkubiert. Durch Zugabe
von IPTG (Endkonzentration 1.0 mM) wurde dann die Induktionsphase gestartet,
deren optimale Dauer jeweils experimentell bestimmt wurde. Die Induktionsphase
erfolgte durch weitere Inkubation bei 37 ¡C, 260 rpm. Die induzierten Zellen wurden
15 min bei 4 ¡C und 6500 x g pelletiert, in fl�ssigem Stickstoff eingefroren und bis zur
Reinigung des Fusionsproteins (3.2.5.1) bei -80 ¡C gelagert. 

Proben nicht-induzierter und induzierter Zellen wurden zur Kontrolle der
Induzierbarkeit entnommen, pelletiert und wie unter 3.2.3.2 beschrieben analysiert.
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Bei Bedarf an gr�§eren Proteinmengen wurden die Ans�tze mit entsprechend
gr�§eren Volumina durchgef�hrt. 

 

3.2.4.2 E

 

XPRESSION

 

 

 

VON

 

 GAF519

 

Die Expression von GAF519 (in LB/Car/Chl-Medium) erfolgte mit dem Klon

 

BL21(DE3)

 

-pLysS-pAR-GAGA-519 (3.2.2.5.2) im wesentlichen wie unter 3.2.4.1
beschrieben, jedoch wurde bei lediglich 30 ¡C inkubiert und mit IPTG in einer
Endkonzentration von 0.5 mM induziert (Induktionszeit 2 h). 

 

3.2.4.3 E

 

XPRESSION

 

 

 

VON

 

 GST-GAF116 

 

F�R

 

 GST-

 

PULLDOWN

 

Die Expression des GST-Fusionsproteins GST-GAF116 f�r die GST-

 

pulldown

 

-
Experimente erfolgte unter Verwendung des Klons 

 

BL21(DE3)

 

-pGEX2T-gaga120
(3.2.2.5.2) und wurde im wesentlichen wie unter 3.2.4.1 beschrieben durchgef�hrt.
Das Kulturvolumen betrug jedoch 300 mL. Nach der Induktion mit IPTG in einer
Endkonzentration von 1.0 mM erfolgte die Inkubation bei 30 ¡C, 260 rpm f�r 2 h. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 6500 x g, 4 ¡C wurde das Zellpellet resuspendiert und
wie unter 3.2.6.2.1 beschrieben im GST-

 

pulldown

 

-Experiment eingesetzt.

 

3.2.4.4 Z

 

ELLUL�RE

 

 L

 

OKALISIERUNG

 

 

 

DER

 

 P

 

ROTEINEXPRESSION

 

Bevor die bakteriell exprimierten Proteine gereinigt und in weiteren
Experimenten eingesetzt werden konnten, mu§te gepr�ft werden, in welchem
Ausma§ sie zytoplasmatisch gel�st oder ungel�st (als sogenannte 

 

Inclusion Bodies

 

)
vorlagen, um die anschlie§ende Proteinreinigung darauf abzustimmen. Hierzu wurden
die Zellen induziert (3.2.4.1), und nach der Induktionsphase wurden 40 mL der Kultur
bei 6500 x g, 4 ¡C, pelletiert. Das Pellet wurde in 4 mL Resuspensionspuffer (20 mM
Tris-HCl, pH 7.5) resuspendiert und wie bei den Proteinreinigungen unter 3.2.5
beschrieben lysiert und sonifiziert. Von dem Bakterienlysat wurden 1.5 mL
entnommen und 10 min bei 14000 x g, 4 ¡C, zentrifugiert. Von der l�slichen
zytoplasmatischen Fraktion (

 

soluble cytoplasmic fraction

 

 oder SCF) wurde eine Probe
entnommen. Das Pellet (

 

insoluble cytoplasmic fraction

 

 oder ICF) wurde 2x in je 750
µL Resuspensionspuffer gewaschen. Die 

 

Inclusion Bodies

 

 wurden dann mit 1.5 mL
1 % SDS denaturiert. Eine Probe dieser Fraktion wurde zusammen mit der SCF-Probe
in der SDS-PAGE (3.2.3.2) eingesetzt und ausgewertet.

 

3.2.5 P

 

ROTEINREINIGUNG

 

 

 

Im nachfolgenden sind die Reinigungen einzelner Proteine beschrieben, die �ber
unterschiedliche Verfahren erfolgten. Bevor die gereinigten Proteine dann in den
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jeweiligen Versuchen eingesetzt wurden, wurde deren Identit�t mit entsprechenden
Antik�rpern durch Western-Blot-Analysen (3.2.3.3) verifiziert. 

 

3.2.5.1 N

 

I2

 

-NTA-S

 

�ULE

 

 (

 

H

 

IS

 

-

 

TAG

 

-R

 

EINIGUNG

 

)

 

3.2.5.1.1 R

 

EINIGUNG

 

 

 

VON

 

 Psq221, Psq1064, Psq651, Psq331, Psq166, Psq942 

 

UND

 

P

 

SQ

 

528 

 

UNTER

 

 

 

NATIVEN

 

 B

 

EDINGUNGEN

 

Die induzierten Zellen (3.2.4.1) wurden 15 min auf Eis aufgetaut, das Zellpellet
wurde in 2 mL 1x Bindungspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 5 mM Imidazol; 0.5 mM
NaCl) und 2 mL 1x Waschpuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 60 mM Imidazol; 0.5 mM
NaCl) resuspendiert und 30 min auf Eis durch Zugabe von Lysozym
(Endkonzentration 1 mg/mL) lysiert. Nach Sonifizieren des Zellextraktes (6x 10 sec bei
270 W) wurde das Lysat 20 min bei 39000 x g, 4 ¡C, zentrifugiert. Alle weiteren
Reinigungsschritte wurden bei 4 ¡C durchgef�hrt. Der �berstand wurde auf eine Ni

 

2

 

-
NTA-S�ule (mit einem 0.5 mL S�ulenmatrixvolumen; His-Bind Resin von Novagen)
geladen, die zuvor durch Waschen mit 1.5 mL H

 

2

 

O, 2.5 mL Ladungspuffer (50 mM
NiSO

 

4

 

) und 1.5 mL Bindungspuffer vorbereitet wurde. Nichtbindende Proteine wurden
durch nachfolgende Waschschritte mit 5 mL Bindungspuffer, 3 mL Waschpuffer und
3 mL Waschpuffer III (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 100 mM Imidazol; 0.5 mM NaCl)
eliminiert. Die Elution der 

 

His-tag

 

-Fusionsproteine erfolgte durch 3x 500 µL
Elutionspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 1000 mM Imidazol; 0.5 mM NaCl). Die S�ule
wurde anschlie§end mit 3 mL 1x Strippuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 100 mM EDTA;
0.5 mM NaCl) gewaschen, somit regeneriert und im gleichen Puffer bei 4 ¡C gelagert.

Die einzelnen Reinigungsschritte wurden durch Probenentnahme und Analyse
mittels SDS-PAGE (wie unter 3.2.3.2 beschreiben) verfolgt.

3.2.5.1.2 R

 

EINIGUNG

 

 

 

VON

 

 Pfk 

 

UNTER

 

 

 

DENATURIERENDEN

 

 B

 

EDINGUNGEN

 

 

 

UND

 

V

 

ORBEREITUNG

 

 

 

F�R

 

 

 

DIE

 

 A

 

NTIK�RPERPRODUKTION

 

Die Reinigung von Pfk unter denaturierenden Bedingungen erfolgte bis zum
Zentrifugationsschritt, bei dem l�sliches von unl�slichem Material getrennt wird, wie
unter 3.2.5.1.1 beschrieben; die Zentrifugation wurde jedoch bei nur 16000 x g, 4 ¡C,
durchgef�hrt. Danach wurde der �berstand verworfen, das Pellet erneut in 20 mL 1x
Bindungspuffer resuspendiert und bei 16000 x g, 4 ¡C, abzentrifugiert. Die im Pellet
enthaltenen 

 

Inclusion Bodies

 

 wurden durch Zugabe von 20 mL 1x Bindungspuffer* (1x
Bindungspuffer mit 6M Harnstoff) und 1 h Inkubation auf Eis denaturiert und so in
L�sung gebracht. Nach Zentrifugation bei 16000 x g wurde der �berstand auf eine
entsprechend vorbereitete S�ule gegeben. Die S�ulenchromatographie erfolgte dann
wie unter 3.2.5.1.1 beschrieben, jedoch wurden alle verwendeten Puffer mit 6 M
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Harnstoff supplementiert, und anstelle von Waschpuffer III wurde vor der Elution mit
Waschpuffer IV (20 mM Tris-HCl, pH 7.9; 60 mM Imidazol; 0.5 mM NaCl) gewaschen.
Diese im Vergleich zur nativen Proteinreinigung niedrigere Imidazolkonzentration ist
notwendig, da denaturierte 

 

His-tag

 

-Proteine bereits bei geringeren Imidazol-
konzentrationen partiell eluieren. Die einzelnen Reinigungsschritte wurden durch
Probenentnahme und Analyse mittels SDS-PAGE (wie unter 3.2.3.2 beschreiben)
verfolgt.

F�r die Antik�rperproduktion wurden 840 µg gereinigtes Pfk-Protein mit 2x
Probenpuffer versehen und mittels SDS-PAGE (3.2.3.2) in einem Gel mit 10 %
Polyacrylamidanteil aufgetrennt. Die Proteinbande wurde angef�rbt (3.2.3.2.2),
ausgeschnitten und an Eurogentec verschickt. Damit erfolgte die Antik�rperproduktion
mit zwei unabh�ngigen Kaninchen.

 

3.2.5.2 R

 

EINIGUNG

 

 

 

VON

 

 GAF519 

 

�BER

 

 H

 

EPARIN

 

-S

 

EPHAROSE

 

Die wie unter 3.2.4.2 beschriebenen induzierten Zellen wurden auf Eis aufgetaut
und in 20 mL HEMGN-0.125 (0.125 mM KCl; 25 mM HEPES-KOH, pH7.6; 0.1 mM
EDTA, pH8.0; 12.5 mM MgCl

 

2

 

; 10 % Glycerol; 0.1 % NP-40; 1 mM DTT; 0.1 mM
PMSF; 0.1 mM Na-meta-bisulfite) resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von
Lysozym (Endkonzentration 1 mg/mL) 30 min auf Eis lysiert. Nach dem Sonifizieren
(6x 10 sec bei 270 W) wurde das Lysat 20 min bei 39000 x g, 4 ¡C, zentrifugiert. Alle
weiteren Reinigungsschritte wurden bei 4 ¡C durchgef�hrt. Der �berstand wurde dann
auf eine mit 50 mL HEMGN-0.125 �quilibrierte Heparin-Sepharose-S�ule (HiTrap
Heparin Affinity Column; 5 mL S�ulenmatrixvolumen; Amersham Pharmacia Biotech)
gegeben (Flu§rate 2 mL/min). Die S�ule wurde mit 50 mL HEMGN-0.125 gewaschen.
Die Elution erfolgte in 10 Schritten mit je 2 mL HEMGN-0.4 (wie HEMGN-0.125, jedoch
0.4 mM KCl). Die S�ule wurde anschlie§end mit 10 mL HEMGN-1.0 (wie HEMGN-
0.125, jedoch 1.0 mM KCl) gereinigt und nach Zugabe von 20 % EtOH bei 4 ¡C
gelagert. Die einzelnen Reinigungsschritte wurden durch Probenentnahme und
Analyse mittels SDS-PAGE (wie unter 3.2.3.2 beschreiben) verfolgt. So wurde auch
die Fraktion der GAF519-Elution bestimmt. 

 

3.2.5.3 A

 

FFINIT�TSREINIGUNG

 

 

 

VON

 

 A

 

NTIK�RPERN

 

Vor ihrer Verwendung wurden die Anti-GAF-Antik�rper (3.1.1.1) wie folgt
affinit�tsgereinigt. Zun�chst wurden 100 µg gereinigtes GAF-Protein (3.2.5.2) an 2
cm

 

2

 

 Nitrozellulosemembran (Protran BA85, Schleicher & Schuell) gebunden. Dies
erfolgte durch 2 h leichtes Sch�tteln bei RT in 1 mL Transferpuffer (192 mM Glycin;
20 % Methanol; 25 mM Trisbase). Der �berstand wurde abgenommen, verworfen und
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der Blot 2x mit 3 mL Transferpuffer gewaschen (GAF-Blot). Auf gleiche Weise wurde
ein Blot mit Maltose Binding Protein (MBP2*; New England, BioLabs) hergestellt
(MBP-Blot). Letzterem wurden 50 µL des Anti-GAF-Serums und 950 µL Puffer I (50
mM Trisbase; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0.25 % BSA; 0.05 % NP-40) zugegeben
und 3 h bei RT inkubiert. Der MBP-Blot wurde dann entfernt und das so um Anti-MBP-
Antik�rper depletierte Serum f�r die weitere Affinit�tsreinigung eingesetzt.

Der GAF-Blot wurde dann mit 4 mL Puffer I f�r 1 h inkubiert, 5 min in Puffer IÔ
(50 mM Trisbase; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA) gewaschen und dann exakt 2 min durch
Zugabe von 1 mL Glycin-Puffer (200 mM Glycin-HCl, pH2.8) denaturiert. Der
�berstand wurde abgenommen und der Denaturierungsschritt erneut mit 1 mL Glycin-
Puffer f�r 2 min wiederholt. Der Blot wurde dann mit 5 mL PBS (130 mM NaCl; 7 mM
Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 3 mM NaH

 

2

 

PO

 

4

 

) gewaschen und 1 h mit 3 mL Puffer I inkubiert. Zu diesem
Blot wurde dann das Serum gegeben, das zuvor mit dem MBP-Blot behandelt worden
war. Die Antigen-Antik�rper-Reaktion erfolgte �N bei 4 ¡C.

Am Folgetag wurde das Serum mit den nicht-gebundenen Antik�rpern entfernt,
der Blot 20 min in 3 mL Puffer I, dann 20 min in Puffer IÔ gewaschen, und durch Zugabe
von 550 µL Glycinpuffer wurden die affinit�tsgereinigten Anti-GAF-Antik�rper eluiert.
Der pH-Wert wurde sofort durch Zugabe von 1 N NaOH neutralisiert, mit 50 µL
10x PBS (1300 mM NaCl; 70 mM Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 30 mM NaH

 

2

 

PO

 

4

 

) gepuffert und mit BSA
(Endkonzentration 0.1 %) stabilisiert.

 

3.2.6 A

 

NALYSE

 

 

 

VON

 

 P

 

ROTEIN

 

-P

 

ROTEIN

 

-B

 

INDUNGEN

 

3.2.6.1 

 

I

 

N

 

-

 

VITRO

 

-I

 

MMUNPR�ZIPITATION

 

Die Koimmunpr�zipitationsreaktion wurde im wesentlichen wie bei Bardwell und
Treisman [1994] beschrieben durchgef�hrt. Die Reaktion enthielt 100 µL
Speicheldr�senkernextrakt (Herstellung siehe 3.2.3.1), 50 µL Anti-Psq-Antiserum und
350 µL RIPA-Puffer (modifiziert: 20 mM Tris-HCl, pH 8.0; 100 mM NaCl; 0.5 %
Deoxycholat; 0.5 % NP-40; 0.05 % SDS; 10 % Glycerol; 10 mM EGTA; 0.1 mM
PMSF; 5 mM MgCl

 

2

 

). Nach einer Inkubation von 2 h bei 4 ¡C unter leichter Bewegung
wurden 100 µL Protein-A-Sepharose (#CL4B; Pharmacia; 1:1 in RIPA-Puffer)
zugegeben und weitere 2 h inkubiert. Protein-A-Sepharose-Komplexe wurden kurz bei
10000 x g in einer Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert und 4x mit 1000 µL RIPA-Puffer
gewaschen. Die Protein-A-Sepharose-Antigen-Antik�rper-Komplexe wurden dann in
50 µL 2x Probenpuffer gekocht und so zur weiteren Analyse in SDS-PAGE (3.2.3.2)
und Western Blot (3.2.3.3) eingesetzt. Eine Negativkontrolle erfolgte auf gleiche
Weise, jedoch wurden die Antik�rper weggelassen.



 
Material und Methoden

 

36

 

3.2.6.2 GST-

 

PULLDOWN

 

3.2.6.2.1 GST-

 

PULLDOWN

 

-B

 

INDUNGSTEST

 

GST-GAF116 wurde wie unter 3.2.4.3 beschrieben exprimiert. Die induzierten,
pelletierten Zellen wurden in GST-Bindungspuffer ohne Glycerol und NP-40 (20 mM
Tris-HCl, pH 7.9; 125 mM NaCl; 5 mM MgCl

 

2

 

; 0.1 mM PMSF; 0.5 mM DTT)
resuspendiert. Durch Zugabe von Lysozym (Endkonzentration 1 mg/mL) wurden die
Zellen 30 min auf Eis lysiert. Nach dem Sonifizieren (6x 10 sec bei 270 W) wurde das
Lysat 20 min bei 39000 x g, 4 ¡C, zentrifugiert. Vor dem Zentrifugationsschritt wurden
noch Glycerol (Endkonzentration 10 %) und NP-40 (Endkonzentration 0.1 %)
zugegeben. Pro Ansatz wurden 2000 µL des Lysats in ein 2 mL Eppendorf-
Reaktionsgef�§ gegeben. Die Bindung von GST-GAF116 erfolgte durch 10 min
Inkubation bei RT nach Zugabe von 100 µL 50 % Glutathione Sepharose 4B
(Pharmacia). Nach kurzem Zentrifugieren in einer Eppendorf Tischzentrifuge wurden
die Matrix und die gebundenen Proteine mit GST-Bindungspuffer (20 mM Tris-HCl, pH
7.9; 125 mM NaCl; 5 mM MgCl

 

2

 

; 10 % Glycerol; 0.1 % NP-40; 0.1 mM PMSF; 0.5 mM
DTT) gewaschen. Nach Zugabe von 500 µL eines 

 

E. coli

 

-Extrakts (als komplexer
Proteinbindungskompetitor; Herstellung siehe 3.2.6.2.2) wurde zu jedem Ansatz
gereinigtes Psq-Fragment zugegeben (Reinigung unter 3.2.5.1 beschrieben) und 1 h
bei 4 ¡C unter leichtem Sch�tteln inkubiert. Nichtgebundenes Material wurde 3x mit 1
mL GST-Bindungspuffer weggewaschen. Die Elution erfolgte mit 60 µL GST-
Elutionspuffer (50 mM Tris-HCl, pH8.0; 5 mM Glutathione, reduziert). Eluate wurden
dann in 2x Probenpuffer gekocht und so zur weiteren Analyse in SDS-PAGE (3.2.3.2)
und Western Blot (3.2.3.3) verwendet. Anstelle von GST-GAF116 wurde als
Negativkontrolle gereinigtes unfusioniertes GST-Protein auf gleiche Weise verwendet.

3.2.6.2.2 H

 

ERSTELLUNG

 

 

 

EINES

 

 

 

E. coli

 

-E

 

XTRAKTS

 

 (

 

ALS

 

 

 

KOMPLEXER

 

P

 

ROTEINBINDUNGSKOMPETITOR

 

)
Eine �N-Kultur von 

 

BL21(DE3)

 

 in 500 mL LB-Medium wurde pelletiert, mit
100 mL GST-Bindungspuffer gewaschen und in 5 mL GST-Bindungspuffer ohne
Glycerol und NP-40 resuspendiert. Nach Sonifizieren (3x 1 min bei 270 W) wurde das
Lysat 30 min bei 39000 g, 4 ¡C, zentrifugiert. Dem klaren �berstand wurden Glycerol
(Endkonzentration 10 %) und NP-40 (Endkonzentration 0.1 %) zugegeben. Aliquote
dieses Extraktes wurden in fl�ssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung
bei -80 ¡C gelagert.
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3.2.6.3 B

 

INDUNGSTEST

 

 

 

AN

 

 N

 

I

 

2

 

-NTA-S

 

�ULE

 

Um die Bindungsf�higkeit von Psq mit voller L�nge bzw. verk�rzter Fragmente
an GAF519 zu testen, wurde Psq in 

 

E. coli

 

 exprimiert (3.2.4.1). Das aufgetaute
Zellpellet wurde in je 2 mL Bindungspuffer und Waschpuffer (Pufferzusammen-
setzungen siehe 3.2.5.1) resuspendiert. Das Lysat wurde wie unter 3.2.5.1
beschrieben hergestellt und nach Zentrifugation auf eine �quilibrierte Ni

 

2

 

-NTA-S�ule
(mit einem 0.5 mL S�ulenmatrixvolumen) gegeben. Alle Schritte des Bindungstests
wurden bei 4 ¡C durchgef�hrt. Um alle Proteine ohne 

 

His-tag

 

 zu eliminieren, wurde die
S�ule mit 5 mL Bindungspuffer, 3 mL Waschpuffer und 3 mL Waschpuffer III
gewaschen. Durch Waschen der S�ule mit Bindetest-Bindungspuffer (20 mM Tris-
HCl, pH 7.9; 100 mM Imidazol; 125 mM NaCl; 5 mM MgCl

 

2

 

; 10 % Glycerol) wurde ein
Pufferwechsel vollzogen, um geeignete Bindungsbedingungen zu schaffen. Dann
wurde gereinigtes rekombinantes GAF519 (Reinigung unter 3.2.5.2 beschrieben) auf
die S�ule gegeben, nachdem es 2x mit je 500 mL HEMGN0.4-Dialyse-Puffer (25 mM
HEPES-KOH, pH 7.6; 0.4 M KCl; 12 mM MgCl

 

2

 

 2xH

 

2

 

O; 10 % Glycerol; 0.1 % NP-40;
0.1 mM PMSF) bei 4 ¡C dialysiert worden war, um DTT und EDTA (beide Substanzen
sind nicht mit Ni

 

2

 

-NTA-S�ulen kompatibel) zu eliminieren. Die S�ule wurde dann mit
sechzigfachem S�ulenvolumen Bindetest-Bindungspuffer gewaschen, bevor
gebundene Proteine mit 1 M Imidazol im gleichen Puffer eluiert wurden. Eluate wurden
dann in 2x Probenpuffer gekocht und so zur weiteren Analyse in SDS-PAGE (3.2.3.2)
und Western Blot (3.2.3.3) verwendet. Eine Negativkontrolle wurde auf gleiche Weise
durchgef�hrt, jedoch wurde kein 

 

His-tag

 

-Psq an die Matrix gebunden.

 

3.2.7 I

 

MMUNFLUORESZENZ

 

-N

 

ACHWEIS

 

 

 

AN

 

 

 

LARVALEN

 

 

 

UND

 

 

 

ADULTEN

 

G

 

EWEBEN

 

Die Antik�rperf�rbungen wurden sowohl an Speicheldr�sen von Larven des
dritten Larvenstadiums als auch an Ovarien adulter Tiere (jeweils 

 

Kochi R

 

) nach Ito 

 

et
al.

 

 [1995] durchgef�hrt. Die Pr�paration erfolgte in PBS (130 mM NaCl; 7 mM
Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 3 mM NaH

 

2

 

PO

 

4

 

). Die Gewebe wurden in 1.5 mL Eppendorf-Gef�§e
�berf�hrt und 1 h bei RT in 4 % Formaldehyd (EM Grade, Polysciences Inc.) in PEM
(0.1 M PIPES, pH 7.0; 2 mM EGTA; 1 mM MgSO

 

4

 

) fixiert, 4x 15 min in PBT (PBS mit
0.3 % Triton X-100) gewaschen, 1 h in 5 % Ziegen-Normalserum in PBT pr�inkubiert
und anschlie§end jeweils �N mit geeigneten prim�ren (1:500-Verd�nnung) bzw.
sekund�ren Antik�rpern (1:200-Verd�nnung) inkubiert. Nach jeder Antik�rper-
inkubation erfolgten vier Waschschritte von etwa 15 min in PBT. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Pr�parate auf einen Objekttr�ger in 87 % Glycerol �berf�hrt.
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Aufnahmen wurden mit einem Zeiss-Axioplan-Fluoreszenzmikroskop und einer
Fluoreszenzkamera von Photometrics (Quantix) erstellt und mit dem Programm IPLab
Spectrum (Signal Analytics) dokumentiert. Die weitere Bildbearbeitung erfolgte wie
unter 3.2.10.3 beschrieben.

 

3.2.8 C

 

HROMOSOMENF�RBUNGEN

 

3.2.8.1 

 

I

 

N

 

-

 

SITU

 

-I

 

MMUNF�RBUNG

 

 

 

VON

 

 

 

POLYT�NEN

 

 C

 

HROMOSOMEN

 

Durch Immunfluoreszenz-F�rbung unter Verwendung von Anti-GAF-, Anti-Psq-
bzw. Anti-Pfk-Antik�rpern wurden chromosomale Bindungsstellen der jeweiligen
Proteine lokalisiert. Die F�rbungen wurden wie in Lehmann und Korge [1996]
beschrieben durchgef�hrt.

Dabei wurden Speicheldr�sen von 

 

Kochi R

 

-Larven des dritten Larvenstadiums
in 1x Puffer A (10x Puffer A: 150 mM Tris-HCl, pH 7.4; 600 mM KCl; 150 mM NaCl;
5 mM Spermidin; 1.5 mM Spermin) pr�pariert und f�r 25 sec in L�sung B (0.1 mL 10x
Puffer A; 0.1 mL 10 % Triton X-100; 0.8 mL H

 

2

 

O) fixiert. Die Dr�sen wurden kurz in
L�sung C (0.1 mL 10x Puffer A; 0.1 mL 10 % Triton X-100; 0.1 mL 37 % Formaldehyd;
0.7 mL H

 

2

 

O) gewaschen, in einem Tropfen L�sung C auf ein Deckglas aufgebracht
und nach 3.5 min auf einen Objekttr�ger �berf�hrt. Die Chromosomen wurden
gespreitet und gequetscht. Das Pr�parat wurde in fl�ssigem Stickstoff eingefroren und
das Deckglas entfernt. Nach einer Inkubation in absolutem Ethanol wurde das
Pr�parat 2x 10 min in KP-Puffer (140 mM NaCl; 10 mM Kaliumphosphat, pH 7.4)
gewaschen. Danach erfolgte die prim�re Antik�rperinkubation bei 4 ¡C, �N, in einer
feuchten Kammer. Der Antik�rper wurde dazu 1:200 in KP-Puffer verd�nnt; bei einer
Doppelf�rbung wurden gleichzeitig beide Antik�rper in dieser Verd�nnung eingesetzt.
Nach erneutem Waschen in KP-Puffer erfolgte die sekund�re Antik�rperinkubation bei
RT f�r 2 h in einer Verd�nnung von 1:400. Das Pr�parat wurde f�r 10 min in KP-Puffer
gewaschen, 3 min in Hoechst-L�sung (1 mg/mL bis-Benzimide Hoechst (#33258,
Sigma B2833)), die 1:10000 in PBS (130 mM NaCl; 7 mM Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 3 mM NaH

 

2

 

PO

 

4

 

)
verd�nnt wurde, gef�rbt und anschlie§end in 2 % Propylgallate, 87 % Glycerin
eingedeckt.

Die Aufnahmen wurden entweder mit einem Zeiss-Axioplan-
Fluoreszenzmikroskop und einer Fluoreszenzkamera von Photometrics (Quantix)
oder mit dem konfokalem Mikroskop Leica CLSM 4D erstellt. Die Dokumentation
erfolgte mit dem Programm IPLab Spectrum (Signal Analytics). Die weitere
Bildbearbeitung erfolgte wie unter 3.2.10.3 beschrieben.
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3.2.8.2 

 

I

 

N

 

-

 

SITU

 

-I

 

MMUNF�RBUNG

 

 

 

VON

 

 

 

MITOTISCHEN

 

 C

 

HROMOSOMEN

 

Die Immunfluoreszenz-F�rbung wurde ausgehend von Protokoll 1.9, Methode 2,
beschrieben in Pimpinelli

 

 et al.

 

 [2000], f�r den Nachweis von GAF und Psq an
mitotischen Chromosomen modifiziert. Dazu wurden aus 

 

Kochi R

 

 larvale Gehirne in
0.7 % NaCl pr�pariert und 1.5 h bei 25 ¡C in einer Colchicin-L�sung (0.05 mM
Colchicin in 0.7 % NaCl) inkubiert. Danach wurden die Gehirne 3 min in einer
hypotonischen L�sung (0.5 % Na-Citrat 2xH

 

2

 

O) aufgequollen und dann 6 min in
Fixierl�sung II (Methanol:Essigs�ure:H

 

2

 

O im Verh�ltnis 4:4:2) auf einem Deckglas
fixiert und dabei mit einer Nadel mechanisch fragmentiert. Nach Aufnehmen des
Pr�parates mit einem Objekttr�ger wurde dieses gequetscht, in fl�ssigem Stickstoff
eingefroren und anschlie§end 5 min in PBS (130 mM NaCl; 7 mM Na

 

2

 

HPO

 

4

 

; 3 mM
NaH

 

2

 

PO

 

4

 

), 10 min in PTX (1 % Triton X-100 in PBS) und 30 min in Blockierl�sung (1
% Magermilchpulver in PBS) jeweils bei RT gewaschen. Der prim�re Antik�rper wurde
1:200 in Blockierl�sung verd�nnt und �N bei 4 ¡C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Bei Doppelf�rbungen wurden beide Antik�rper im gleichen Verd�nnungsverh�ltnis
simultan eingesetzt. Die Pr�parate wurden 3x 5 min in PBS gewaschen. Die
sekund�re Antik�rperinkubation erfolgte 1 h bei RT in einer feuchten Kammer, wobei
die sekund�ren Antik�rper in einem Verh�ltnis 1:200 in Blockierl�sung eingesetzt
wurden. Nach 3x Waschen der Pr�parate in PBS wurden diese 5 min in Hoechst-
L�sung (bis-Benzimide Hoechst (#33258, Sigma B2833) 1:20000 in PBS verd�nnt)
gef�rbt und anschlie§end in 2 % Propylgallate, 87 % Glycerin eingedeckt.

Die Aufnahmen wurden entweder mit einem Zeiss-Axioplan-
Fluoreszenzmikroskop und einer Fluoreszenzkamera von Photometrics (Quantix)
oder mit dem konfokalem Mikroskop Leica CLSM 4D erstellt. Die Dokumentation
erfolgte mit dem Programm IPLab Spectrum (Signal Analytics). Die weitere
Bildbearbeitung erfolgte wie unter 3.2.10.3 beschrieben.

 

3.2.9 A

 

NALYSE

 

 

 

GENETISCHER

 

 I

 

NTERAKTIONEN

 

Die Bezeichnungen der verwendeten Fliegenst�mme und ihre Genotypen sind
Tabelle 5 zu entnehmen. Abbildungen wurden mit einem Binokular (Leica WILD M10)
und mit einer digitalen Farbkamera vom Typ ProgRes 3012 (Kontron Elektronik)
gemacht. Die weitere Bildbearbeitung erfolgte wie unter 3.2.10.3 beschrieben.
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3.2.9.1 U

 

NTERSUCHUNG

 

 

 

EINER

 

 

 

M�GLICHEN

 

 

 

GENETISCHEN

 

 I

 

NTERAKTION

ZWISCHEN

 

 

 

psq

 

 

 

UND

 

 

 

Trl

 

Um eine m�gliche direkte genetische Interaktion zwischen 

 

psq

 

 und 

 

Trl

 

 zu
�berpr�fen, wurden Kreuzungen zwischen Fliegen des Genotyps

 

Trl

 

R85

 

/TM3, Ser [act-
GFP] w

 

+

 

 mit Fliegen der jeweiligen Genotypen 

 

w; Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

sowie 

 

w; psq

 

0115

 

/CyO [act-GFP]

 

 

 

w

 

+

 

 bzw. 

 

w; psq

 

RF13

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

 durchgef�hrt.
Doppelt heterozygote Nachkommen wurden auf ver�nderte Ph�notypen hin
untersucht. Es wurde au§erdem gepr�ft, ob diese m�glicherweise steril sind und eine
erh�hte Letalit�t aufweisen (3.2.9.1.1).

3.2.9.1.1 L

 

ETALIT�TSANALYSE

 

 

 

UND

 

 S

 

TERILIT�TSTEST

 

Um eine m�gliche erh�hte Letalit�t der doppelt heterozygoten 

 

psq

 

/+; 

 

Trl

 

/+-Tiere
zu ermitteln, wurde eine Letalit�tsanalyse durchgef�hrt. Dazu wurden in eine
Petrischale zwei wei§e Filter und dar�ber ein schwarzes Filterpapier gelegt und
durchfeuchtet. Darauf verteilte Hefepaste wurde jeweils mit etwa 100 Eiern aus den
oben genannten Kreuzungen (3.2.9.1) besetzt. In jedem Stadium (erstes, zweites und
drittes larvales Stadium, pr�pupales und pupales Stadium) wurde der Prozentsatz der
noch vorhandenen doppelt heterozygoten, d.h. nicht-GFP-markierten Tiere ermittelt.
Bei unver�nderter Letalit�tsrate w�ren jeweils 25 % doppelt heterozygote Tiere zu
erwarten. Um eine m�gliche ver�nderte Fertilit�t der doppelt heterozygoten 

 

psq

 

/+; 

 

Trl

 

/
+-Tiere zu ermitteln, wurden diese miteinander gekreuzt und �berpr�ft, ob diese
unver�ndert fertil sind. 

 

3.2.9.2 U

 

NTERSUCHUNG

 

 

 

EINER

 

 

 

M�GLICHEN

 

 

 

GENETISCHEN

 

 I

 

NTERAKTION

ZWISCHEN

 

 

 

psq

 

 

 

UND

 

 

 

Pc

 

Um die Interaktion zwischen 

 

psq

 

 und 

 

Pc

 

 zu �berpr�fen, wurden Kreuzungen
zwischen Fliegen des Genotyps 

 

Pc

 

3

 

/TM3, Ser [act-GFP] w

 

+

 

 und 

 

w; Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/
CyO [act-GFP] w

 

+

 

 sowie 

 

w; psq

 

0115

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

 bzw. 

 

w; psq

 

RF13

 

/CyO [act-GFP]
w

 

+

 

 durchgef�hrt. Unter den m�nnlichen Nachkommen wurden f�r jeden in Tabelle 9
angegebenen Genotyp die Anzahl der Geschlechtsk�mme pro Tier bestimmt. Daraus
wurde die durchschnittliche Anzahl der Beine mit Geschlechtsk�mmen sowie die
Penetranz dieser genetischen Interaktion ermittelt. Die Penetranz gibt den Prozentsatz
der zweiten und dritten Beine an, bei denen ektopische Geschlechtsk�mme
festzustellen waren.     
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3.2.9.3 U

 

NTERSUCHUNG

 

 

 

ZUR

 

 

 

GENETISCHEN

 

 I

 

NTERAKTION

 

 

 

ZWISCHEN

 

 

 

psq

 

 

 

UND

 

Ubx

 

Um eine m�gliche dominante genetische Interaktion zwischen 

 

psq

 

 und 

 

Ubx

 

 zu
erkennen, wurden Fliegen der Genotypen 

 

Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO [act-GFP] w

 

+

 

 und

 

Ubx

 

130

 

/Kg(v) red(1) Sb (Sbd-1)

 

 miteinander gekreuzt. Es wurde untersucht, ob die
Nachkommen hom�otische Transformationen wie zum Beispiel stark vergr�§erte
Halteren, Halterentransformationen zu Fl�gel oder Transformationen des Postnotums
(postnotales zu notalem Gewebe) aufweisen. Diese Transformationen werden als
ãverst�rkter 

 

Ubx

 

-Ph�notypÒ bezeichnet, denn es ist zu beachten, da§ alle Fliegen, die
eine 

 

Ubx

 

-Mutation tragen, gegen�ber Wildtypßiegen bereits leicht vergr�§erte
Halteren aufweisen. Deshalb wurde nur die Anzahl der festgestellten
Transformationen des verst�rkten 

 

Ubx

 

-Ph�notyps gewertet.
Um den Einflu§ von 

 

psq

 

 auf die dominante genetische Interaktion zwischen 

 

Trl

 

und 

 

Ubx

 

 [Farkas

 

 et al.

 

, 1994] zu analysieren, wurden zun�chst St�mme der
Genotypen 

 

psq

 

F112

 

/CyO [act-GFP]; Trl

 

R85

 

/TM3, Sb

 

 sowie 

 

Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/SM5;
Trl

 

R85

 

/TM6B, Tb

 

  und 

 

Df(2R)psq

 

lola

 

D

 

18

 

/CyO; Trl

 

R85

 

/TM3, Ser

 

 etabliert (3.1.4.1).
Weibchen dieser St�mme wurden dann mit M�nnchen der St�mme 

 

Ubx

 

130

 

/Kg(v)
red(1) Sb (Sbd-1)

 

 sowie 

 

Ubx

 

130

 

/TM3, Sb

 

 bzw. mit 

 

Ubx

 

130

 

/TM6B (Tb, Ubi-GFP)

 

(

 

Ubx

 

130

 

(

 

Tb

 

)) gekreuzt. Nachkommen wurden f�r jeden der in Tabelle 10
angegebenen Genotypen auf hom�otische Transformationen (stark vergr�§erte
Halteren, Transformationen des Postnotums oder Halterentransformationen zu Fl�gel)
untersucht und ausgez�hlt. Zu beachten ist, da§ 

 

Ubx

 

130

 

-Tiere, die als 

 

Balancer

 

-
Chromosom TM3 tragen, also 

 

Ubx

 

130

 

-/TM3, Ser

 

 bzw. 

 

Ubx

 

130

 

-/TM3, Sb

 

 sind, zu 100 %
hom�otische Halterentransformationen zu Fl�gelgewebe aufweisen und somit nicht
zur Auswertung herangezogen werden konnten.

 

3.2.9.4 U

 

NTERSUCHUNG

 

 

 

DES

 

 E

 

INFLUSSES

 

 

 

VON

 

 

 

psq

 

 

 

AUF

 

 

 

DIE

 

 PEV

 

Um einen m�glichen Effekt der 

 

psq

 

-Allele 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

 und 

 

psq

 

0115

 

 auf die PEV zu
untersuchen, wurden vier verschiedene Kreuzungsans�tze durchgef�hrt. Diese sind
im folgenden mit Kreuzungen (A) und (B) bzw. Kreuzungen (C) und (D)
gekennzeichnet. 

Kreuzungen (A) (f�r 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

) und (B) (f�r 

 

psq

 

0115

 

) f�hren zum Vergleich von

 

w

 

m4h

 

/

 

w; +/CyO

 

- und 

 

w

 

m4h

 

/

 

w

 

; 

 

psq/CyO

 

-Tieren, die einen �hnlichen genetischen
Hintergrund aufweisen. 

Die zeitaufwendigeren Kreuzungen (C) (f�r 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

) und (D) (f�r 

 

psq

 

0115

 

)
verfolgten das Ziel, schlie§lich Tiere mit identischem genetischem Hintergrund der
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Genotypen 

 

w

 

m4h

 

/Y;

 

 +/+; +/+

 

 und 

 

w

 

m4h

 

/Y

 

; psq/+; +/+ 

 

vergleichen zu k�nnen. Diese
unterscheiden sich genetisch ausschlie§lich durch das Vorkommen oder Fehlen eines

 

psq

 

-Allels.
Bei den Kreuzungen (A) und (B) wurden zun�chst die 

 

CyO [act-GFP]

 

 

 

w

 

+

 

-

 

Balancer

 

-Chromosomen der St�mme 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

 und 

 

psq

 

0115

 

 

 

durch CyO-

 

Balancer

 

-
Chromosomen, denen das 

 

w

 

+

 

-Allel fehlt, ersetzt (3.1.4.1) und die St�mme 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

/

 

CyO

 

 und 

 

psq

 

0115

 

/

 

CyO

 

 etabliert (Genotypen der St�mme in Tabelle 5). M�nnchen
dieser St�mme (

 

w/Y; psq/CyO; +/+

 

) wurden dann mit 

 

In(1)w

 

m4h

 

-Weibchen (

 

w

 

m4h

 

/
w

 

m4h

 

; +/+

 

) gekreuzt. 

 

w

 

m4h

 

/

 

Y

 

; +/CyO-

 

Nachkommen wurden dann mit 

 

w/w; psq/CyO

 

-
Weibchen des entsprechenden 

 

psq

 

-Stammes

 

 

 

r�ckgekreuzt. Aus dieser Kreuzung
erhielt man dann Tiere mit einem CyO-Ph�notyp des Genotyps 

 

w

 

m4h

 

/

 

w; +/CyO

 

- und

 

w

 

m4h

 

/

 

w

 

; 

 

psq/CyO

 

. Diese lie§en sich zwar nicht direkt unterscheiden, aber durch einen
Vergleich mit 

 

w

 

m4h

 

/

 

w; +/CyO

 

-Fliegen aus der vorangegangenen Kreuzung (die
uniform eine sehr dunkle rote Augenfarbe aufwiesen) konnten diese Weibchen in zwei
Farbklassen sortiert werden. Etwa die H�lfte der Tiere hatte uniform dunkelrote Augen
(

 

w

 

m4h

 

/

 

w; +/CyO

 

), die andere H�lfte verf�gte �ber einen eindeutig helleren,
gescheckten Augenph�notyp (

 

w

 

m4h

 

/

 

w

 

; 

 

psq/CyO

 

). 
Bei den Kreuzungen (C) und (D) wurden zun�chst 

 

w

 

m4h

 

/w

 

m4h

 

; Trl

 

13C

 

/TM6, Tb

 

-
Weibchen mit M�nnchen der

 

 psq

 

-St�mme 

 

psq

 

lola

 

D

 

18

 

 bzw. 

 

psq

 

0115

 

 gekreuzt. Unter den
Nachkommen wurden dann Tiere des Ph�notyps Tb/CyO (

 

w

 

m4h

 

/w

 

m4h

 

; +/CyO [act-
GFP]

 

 

 

w

 

+

 

; +/TM6, Tb 

 

bzw.

 

 w

 

m4h

 

/

 

Y

 

; +/CyO [act-GFP]

 

 

 

w

 

+

 

; +/TM6, Tb

 

) selektiert und
untereinander gekreuzt. Unter den Nachkommen aus dieser Kreuzung wurden die
nicht-

 

CyO

 

/nicht-

 

Tb

 

-Tiere selektiert, die zudem 

 

w

 

m4h

 

/w

 

m4h

 

 bzw. 

 

w

 

m4h

 

/

 

Y waren. So
erhielt man f�r den jeweiligen 

 

psq

 

-Stamm einen 

 

w

 

m4h

 

; +/+; +/+

 

-Stamm. Weibchen aus
diesem Stamm wurden dann schlie§lich mit 

 

w/

 

Y

 

; psq/CyO [act-GFP]

 

 

 

w

 

+

 

; +/+

 

 gekreuzt.
Nicht-CyO-Tiere (

 

w

 

m4h

 

/Y

 

; psq/+; +/+

 

) daraus konnten dann mit 

 

w

 

m4h

 

/Y;

 

 +/+; +/+-

 

Tieren mit sonst identischem genetischen Hintergrund aus der vorangegangenen
Kreuzung verglichen werden.

3.2.9.4.1 M

 

ESSUNG

 

 

 

DER

 

 A

 

UGENPIGMENTE

 

 

 

ZUR

 

 Q

 

UANTIFIZIERUNG

 

 

 

DER

 

 PEV-E

 

FFEKTE

 

Der PEV-Effekt kann quantitativ durch Messung des Pteridin-/
Ommochromgehaltes der Augen beurteilt werden. Dazu wurde eine nach Evans und
Howells [1978] modifizierte Methode verwendet. Die Fliegen wurden mit �ther bet�ubt
und in einem Eppendorf-Gef�§ in fl�ssigem Stickstoff gefroren. Durch Sch�tteln
wurden die K�pfe von den K�rpern getrennt. F�nf K�pfe pro Messung wurden in 50
µL 0.1 % Ammoniakl�sung und 50 µL Chloroform mit einem Pistill homogenisiert und
das Homogenat wurde mit jeweils 550 µL 0.1 % Ammoniak und Chloroform verd�nnt.
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Nach einer Extraktionsphase von einer Stunde wurden die Zelltr�mmer in einer
Minizentrifuge bei 9000 x g 2 min abzentrifugiert. 500 µL des w�§rigen �berstandes
wurden photometrisch bei einer Wellenl�nge von 485 nm gegen 0.1 % Ammoniak als
Referenz gemessen. 

 

3.2.10 B

 

IOINFORMATIK

 

 

 

UND

 

 

 

VERWENDETE

 

 C

 

OMPUTERPROGRAMME

 

3.2.10.1 D

 

ATENBANKEN

 

S�mtliche Datenbankanalysen, die zur Identifizierung des 

 

piefke

 

-Gens [

 

pfk

 

,
CG15812, Schwendemann

 

 et al.

 

, 2001] und entsprechender EST-Sequenzen
(Tabelle 8) sowie zur Aufkl�rung der genomischen Struktur des

 

 pfk

 

-Gens f�hrten,
wurden im wesentlichen von Th. Siegmund durchgef�hrt und sind in [Siegmund and
Lehmann, 2002] n�her beschrieben.

F�r diese Arbeit wurden 

 

Drosophila-

 

Sequenzdaten verwendet, auf die �ber
FlyBase [FlyBase, 2002, http://fly.ebi.ac.uk:7081/] und die Datenbank GenBank
[Benson

 

 et al.

 

, 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov] zugegriffen wurde. Dabei wurden
die Sequenzen des 

 

Drosophila

 

-Genoms [Adams

 

 et al.

 

, 2000] und die Daten des
BDGP EST-Projekts [Rubin

 

 et al.

 

, 2000, http://www.fruitfly.org] verwendet. Daraus
wurde insbesondere das genomische Segment AC006489 und die ESTs des 

 

Clusters

 

Clot 2017 genutzt. Die diesem Clot zugeordneten cDNAs von 

 

CG15812

 

 [entspricht

 

piefke

 

 in Schwendemann

 

 et al.

 

, 2001, siehe 5.2] sind in Tabelle 8 aufgelistet.

F�r die Suche nach homologen DNA- und Proteinsequenzen im 

 

Drosophila

 

-
Genom wurde WU-BLAST (Version 2.0) [Gish, 1996-2002, http://blast.wustl.edu/]
verwendet. F�r die Suche nach homologen Proteinsequenzen in GenBank wurde
BLASTP (Version 2.2.2) [Altschul

 

 et al.

 

, 1997, http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST]
verwendet. Zudem wurden die Proteinsequenzdatenbanken Swiss-Prot (Release

 

Tabelle 8: 

 

Liste der 12 EST-Sequenzen von Clot 2017. F�r die cDNA-Herstellung wurde als mRNA-
Quelle Embryos (f�r LD), Larven und Puppen (f�r LP) und Zellkultur-Schneider-Zellen (SD) eingesetzt.
Die komplette cDNA LD08856 (in der Tabelle hervorgehoben; entspricht Plasmid pBluescriptSK(+/-)-
LD08856 in Tabelle 3) wurde in dieser Arbeit sequenziert (Sequenz in Abb. 17) und darauf basierend
f�r die folgenden Experimente verwendet. 

 

EST GenBankAccession-# EST GenBankAccession-#

 

SD04266.5prime AI532678 LD14503.5prime AA439827

LP09176.5prime AI295517 LD20557.5prime AA540755

 

LD08856.5prime

 

AA390797 LD22127.5prime AA978835

LD10943.5prime AA392009 LD31577.5prime AA951224

LD12813.5prime AA392431 LD34387.5prime AA979674

LD14310.5prime AA439678 LD38539.5prime AAAI519119
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40.14) und TrEMBL (Release 20.0) genutzt [Bairoch and Apweiler, 2000, http://
ca.expasy.org/sprot]. Auch wurden die Daten der Signaturdatenbank Pfam (Release
7.0) [Bateman

 

 et al.

 

, 2002, http://sanger.ac.uk.Software/Pfam] verwendet. 

 

3.2.10.2 S

 

EQUENZANALYSE

 

 

 

UND

 

 -

 

ALIGNMENT

 

Die Analyse von DNA- und Protein-Sequenzen erfolgte mit dem Programmpaket
MacMolly Tetra (Version 3.6, Soft Gene GmbH, Berlin). Die Genvorhersage in einem
genomischen Segment wurde mit GeneMark.hmm [Lukashin and Borodovsky, 1998,
http://opal.biology.gatech.edu./GeneMark] durchgef�hrt.

Das multiple 

 

Alignment

 

 von Proteinsequenzen erfolgte mit CLUSTALX (Version
1.63b, National Center for Biotechnology Information). Identit�ten und �hnlichkeiten
von bestimmten Abschnitten der Proteinsequenzen wurden mit EMBOSS [Version
2.3.1, Rice

 

 et al.

 

, 2000] bestimmt. 

 

3.2.10.3 B

 

ILDERSTELLUNG

 

 

 

UND

 

 -

 

BEARBEITUNG

 

 

 

SDS-Gele und Western Blots wurden gescannt und anschlie§end wie
mikroskopische Abbildungen mit Photoshop (Version 5.0.2, Adobe) bearbeitet.
Diagramme wurden mit Excel98 (Microsoft) erstellt. Die Nachbearbeitung der
graphischen Darstellungen erfolgte mit Canvas (Version 6.0, Daneba Systems).


