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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Entstehung des embryonalen ZNS von Drosophila

Das Nervensystem der meisten Organismen besteht aus einer iiberwiltigenden Anzahl von
Neuronen, die in ihrer Grofle, Form, Position und in ihren Verbindungen mit anderen
Neuronen variieren. Diese Vielféltigkeit neuronaler Morphologie reflektiert die Vielfalt der
funktionellen Komplexitit des Nervensystems (Ramoén y Cajal, 1911). Das zentrale
embryonale Nervensystem (ZNS) von Drosophila melanogaster ist in einem einfachen,
strickleiterformigen Axonmuster organisiert. Der einfache Aufbau des ZNS und seine genaue
Charakterisierung (Campos-Ortega, 1993; Goodman & Doe, 1993) machen es zu einem

geeigneten Modellsystem zur Untersuchung axonaler Wegfindungsprozesse.

Das embryonale ZNS von Drosophila gliedert sich in die beiden Gehirnhemisphéren der
Kopfregion und das ventral liegende Bauchmark. Es entsteht wihrend der Embryogenese aus
einer definierten Region des ventralen embryonalen Ektoderms, dem Neuroektoderm. Das
ZNS geht dabei aus der ventralen neurogenen Region (VNE) und die beiden
Gehirnhemisphiren aus dem procephalen Neuroektoderm (PNE) hervor. Die Zellen des
frithen Neuroektoderms sind dquivalent und konnen sich entweder zu neuronalen oder
epidermalen Vorlduferzellen entwickeln. Dies geschieht durch die Expression der proneuralen
Gene, die zur Klasse der bHLH-Transkriptionsfaktoren gehoren. Doch nicht alle Zellen, die
die proneuralen Gene exprimieren, werden zu neuronalen Vorlduferzellen. Das neuronale
Entwicklungsschicksal ist vielmehr abhingig von der Expression der neurogenen Gene, zu
denen Notch und Delta gehoren. Die Aktivierung des Notch-Rezeptors durch den Liganden
Delta hat zur Folge, daB die proneurale Genaktivitit in diesen Zellen gehemmt wird. Nur die
Zellen, die den Delta-Liganden exprimieren, delaminieren in das Innere des Embryos und
werden zu neuronalen Vorlduferzellen, den sogenannten Neuroblasten (NB). In Drosophila

delaminieren insgesamt rund 500 NB aus dem ventralen Neuroektoderm (Hartenstein &



Einleitung 2

Campos-Ortega, 1984), die in einer sich wiederholenden Reihenfolge von Neuromeren
angeordnet sind. Pro abdominalem Hemi-Neuromer finden sich 30 NB, aus denen wiederum
350 Neurone und Gliazellen hervorgehen (Bossing et al., 1996; Schmidt et al., 1997). Ein
einzelner NB kann aber nicht nur einen Typ von Neuron erzeugen, sondern bringt strukturell
und funktionell unterschiedliche Neurone hervor. Definiert werden diese Neurone iiber ihre
rdumliche Anordnung im ZNS und ihre Abstammung. Die Zellstammb&dume der Neurone in
Drosophila sind vollstindig beschrieben (Bossing et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Schmid
et al., 1999). Ab dem Stadium 13 der embryonalen Entwicklung setzt die neuronale
Differenzierung ein. Viele der axonalen Projektionen sind genau untersucht (Jacobs &
Goodman, 1989a; Jacobs & Goodman, 1989b, Sink & Whitington, 1991, Merritt &

Whitington, 1995).

Das Nervensystem von Drosophila ist wie das der meisten Invertebraten und Vertebraten
bilateral-symmetrisch aufgebaut. Die beiden Hilften des Nervensystems werden durch eine
Gruppe von Zellen verbunden, die sich an der Mittellinie des ZNS befinden. Wihrend der
axonalen Musterbildung kommt den Mittellinienzellen eine wichtig Rolle bei der Bildung der
Kommissuren zu. Die segmentalen Kommissuren verbinden die auf jeder Seite des Embryos
verlaufenden longitudinalen Konnektive miteinander. Unterteilt werden die segmentalen

Ganglien in drei thorakale und acht abdominale Neuromere.

1.2 Die Entstehung der Mittellinie in Drosophila

1.2.1 Spezifizierung der Mittellinienvorliuferzellen

Da die Mittellinienzellen fiir die Bildung des Nervensystems eine funktionale Bedeutung
haben, ist es notwendig, ihre Entstehung genau zu verstehen. Die Zellen der Mittellinie gehen
aus dem Mesektoderm hervor, das sich im Blastoderm-Stadium zwischen dem prasumtiven
Mesoderm und der Anlage des Neuroektoderms befindet (Poulson, 1950). Die
Vorlduferzellen der Mittellinie werden schon wihrend der frithen Entwicklung als separate

Zellpopulation im Zentrum des ventralen Nervensystems gebildet (Crews et al., 1998;
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Thomas et al., 1988). Wihrend des zelluldren Blastoderm-Stadiums wird die Anlage des
Mesoderms jeweils von einer Reihe von Mittellinienvorlduferzellen flankiert. Diese beiden
Reihen werden im Verlauf der Gastrulation an der ventralen Mittellinie zusammengebracht
und fiigen sich zu nur einer Reihe von Mittellinienvorlduferzellen zusammen. Es existieren
insgesamt acht Mittellinienvorlduferzellen pro Segment (Kldmbt et al., 1991; Bossing &
Technau, 1994). An der ventralen Mittellinie teilen sich die Mittellinienvorlduferzellen und
wandern in das Innere des Embryos. Diese Zellen unterscheiden sich morphologisch von
ihren Nachbarzellen und sind molekular durch die Expression des bHLH-
Transkriptionsfaktors single-minded (sim) erkennbar, der als Master-Regulator wirkt und fiir
die Entstehung der Mittellinie verantwortlich ist (Crews et al., 1998). Der Verlust der SIM-
Funktion hat ein Absterben aller Mittellinienzellen zur Folge, das sich in einem Kollaps der
Axontrakte entlang der Mittellinie d@uBert (Thomas er al., 1988). Bei einer ektopischen
Expression von sim im Neuroektoderm hingegen nehmen alle Zellen das mesektodermale
Schicksal an (Nambu et al., 1991; Nambu et al., 1990).

Die drei anterior gelegenen Zellen der acht Mittellinienvorldufer teilen sich einmal und bilden
die Mittelliniengliazellen. Die restlichen Vorlduferzellen bilden die verschiedenen neuronalen
Zellen der Mittellinie: die MP1-Neurone, zwei Interneurone, die sich sich lateral der
Mittellinie befinden, und die ventralen ungepaarten medianen Neurone (VUM), ein Cluster
von 3 Moto- und 3 Interneuronen (Bossing & Technau, 1994; Jacobs & Goodman, 1989a).
Das Zellschicksal der Mittellinienzellen ist von der Position innerhalb des Segments
abhingig, in der die Mittellinienzellen und ihre Neurone gebildet werden (Menne et al.,
1997). Eine Spezifizierung der anterioren und posterioren Mittellinienzellen erfolgt durch die

Expression der Segmentierungsgene wie in Abb.1 angedeutet (Hummel et al., 1999b).

1.2.2. Aufgabe der Mittellinienzellen

Wenn sich die NB des ZNS gebildet haben und spezifiziert sind, generieren sie Neurone,
deren Axone schlieBlich ein komplexes axonales Geflecht bilden. Die kommissuralen Axone

projizieren contralateral und miissen dabei die Mittellinie kreuzen. Die Wachstumskegel
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dieser kommissuralen Axone migrieren auf die anterior gelegensten VUM-Neurone zu, um
die posteriore Kommissur zu bilden. Kurz nachdem sich die posteriore Kommissur gebildet
hat, wachsen die Axone der anterioren Kommissur auf die Mittellinie zu. Anteriore und
posteriore Kommissur werden in unmittelbarer Ndhe zueinander gebildet. Getrennt werden
die beiden Kommissuren durch die anschlieBende Migration zweier Gliazellen zwischen
anteriore und posteriore Kommissur (Klambt et al., 1991). Wird dieser Migrationsprozef3
gestort, so kommt es zu einem ,,fusionierten Kommissuren““-Phinotyp, der in zwei Klassen
unterteilt werden kann: der pointed-Gruppe und der tramtrack-Gruppe (Hummel et al.,
1999a). Die Gene dieser Gruppen sind in Abb. 1 zusammengefal3t. Am Ende der
Embryogenese kommt den Gliazellen noch eine weitere wichtige Funktion bei der

Faszikulation der Axonbiindel zu.

1.3 Axonale Wegfindung

Von Neuronen gehen verschiedene Fortsitze aus, die unterschiedlich lang sein kénnen und
funktionell spezialisiert sind. Dendritische Fortsétze leiten die Information zum Zellkorper,
wo sie vom Axon an andere Zellen weitergeleitet wird. Wéahrend der neuronalen Entwicklung
miissen Axone mit groBer Prizision weite Strecken zuriicklegen. Sowohl Axone als auch
Dendriten erreichen durch gezielte Navigation ihren Bestimmungsort. Die Ausbildung einer
bestimmten subzelluldren Struktur, die man als Wachstumskegel bezeichnet, hilft den Axonen
und Dendriten bei der Navigationsentscheidung. Der Wachstumskegel streckt zahlreiche
Fortsdtze aus, sogenannte Filopodien, zwischen denen sich abgeflachte Lamellipodien
ausbilden. Durch die Kontakte, die die Filopodien mit anderen Zellen und mit der
extrazelluliren Matrix (ECM) ausbilden, wird die Fortbewegungsrichtung des
Wachstumskegels beeinfluBit. Dabei kommt es durch einen stindigen Auf- und Abbau von
Aktinbiindeln nahe der Spitze des Wachstumskegels zu Verdnderungen des Aktinzytoskeletts.
Gelenkt wird der Wachstumskegel durch molekulare Signale aus der Umgebung, die ihn dazu
bewegen, entweder in eine bestimmte Richtung weiterzuwachsen oder sich zuriickzuziehen

(Tessier-Lavine & Goodmann, 1996). Damit der Wachstumskegel auf diese Signale
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antworten kann, bildet er Rezeptoren auf seiner Oberfliche aus (Mueller, 1999), die das
Signal ins Zellinnere weiterleiten. Vermutlich ist der Wachstumskegel durch Anderung der
intrazelluliren Ca**-Konzentration und durch Verinderung des cAMP-Spiegels in der Lage,
auf diese Signale zu antworten. In vitro fiihrt ein unterschiedlicher Level an Ca* zu einer
Verstirkung bzw. Abschwichung der Motilitit des Wachstumskegels (Kater & Mills, 1991;
Bandtlow et al., 1993; Gu & Spitzer, 1995). Die Erhohung der Ca’**-Konzentration in
Filopodien und Lamellipodien bewirkt in Abhingigkeit von zyklischen AMP (cAMP) eine

direkte Umkehr des Wachstumskegels (Ming et al., 1997; Zheng, 2000).

14 Mechanismen der axonalen Wegfindung

Das Verhalten des Wachstumskegels wird durch attraktive und repulsive Signale beeinfluft.
Dabei unterscheidet man zwischen zwei Mechanismen der axonalen Wegfindung: Haptotaxis
und Chemotaxis. Bei der Haptotaxis wird der Wachstumskegel durch die Ausbildung eines
Adhidsionsgradienten gelenkt, auf den er in kontakt-abhingiger Weise reagiert: Durch
repulsive bzw. attraktive Wegfindungssignale wird das direktionale Wachstum iiber kiirzere
Distanzen kontrolliert (Tessier-Lavigne & Goodman, 1996). Diese Signale werden daher als
,short range‘‘-Faktoren bezeichnet.

Mittels kontakt-abhéingiger Attraktion ist der Wachstumskegel beispielsweise in der Lage, mit
anderen Nervenzellen in Kontakt zu treten. Pionierneurone, die als erste ihren Weg zum
Zielort finden, dienen als Wegweiser fiir andere Axone. Sie generieren adhisive Substrate auf
ihrer Zelloberfldche, wodurch die neuronale Navigation fiir die folgenden Axone erleichtert

wird.

Die Ausbildung eines diffusiblen Gradienten, der iiber weite Distanzen wirken kann,
bezeichnet man als Chemotaxis. Die an der Bildung des Gradienten beteiligten
Signalmolekiile bezeichnet man als ,,longe range‘-Faktoren (Tessier-Lavigne & Goodman,
1996). Nur das Zusammenspiel beider Wegfindungsmechanismen erméglicht es dem

Wachstumskegel, sein Ziel zu finden.
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Um auf die vom Ziel ausgehenden Signalmolekiile antworten zu konnen, exprimiert der
Wachstumskegel Rezeptoren auf seiner Zelloberflidche, die das Signal als attraktiv oder
repulsiv interpretieren. Die Expression der axonalen Wegfindungsfaktoren ist in der
Entwicklung oftmals dynamisch und erfolgt zu einer bestimmten Zeit an einem bestimmten
Ort. Durch transkriptionelle Regulation der Signale und ihrer Rezeptoren wird deren
Expression rdumlich und zeitlich kontrolliert (Yu & Bargmann, 2001; Su et al., 2000).
Rezeptoren konnen jedoch nicht nur auf transkriptioneller Ebene reguliert werden, sondern

auch auf posttranskriptionelle Weise (Yu & Bargmann, 2001).

1.5 Identifizierung molekularer Mechanismen bei der kommissuralen Musterbildung

Im Verlauf der Axogenese trifft das Axon auf intermediire Ziele, die ihm als Wegweiser
dienen. Die Mechanismen der axonalen Wegfindung sind bekannt, doch die molekularen
Mechanismen, die hinter diesen Prozessen stecken, wurden erst in den vergangenen Jahren
genauer analysiert. Ein Modellsystem, das sich zur Untersuchung axonaler Wegfindungs-
mechanismen eignet, ist die Mittellinie. Sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten
senden Neurone ihre Axone zur Mittellinie hin aus.

Mit Hilfe einer genetischen Analyse war es moglich, die Gene, die an der kommissuralen
Musterbildung in Drosophila beteiligt sind, anhand ihrer Phédnotypen zu klassifizieren
(Hummel et al., 1999a). Der Prozel3 der Kommissurenbildung 1d6t sich in vier Schritte
unterteilen, denen jeweils eine Gruppe von Genen zugeordnet werden kann (Abb. 1). In der
ersten Gruppe befinden sich die Gene, die an der Bildung der Mittellinie des ZNS beteiligt
sind. Die Spezifizierung der Mittellinienzellen erfolgt durch die Segmentierungsgene, der
zweiten Gruppe von Genen, die an der Entwicklung der Kommissuren beteiligt sind.
Nachdem die Zellen der Mittellinie determiniert wurden, werden von den
Mittelliniengliazellen Signalmolekiile gebildet, die von spezifischen Rezeptoren des
Wachstumskegels erkannt werden. In der letzten Gruppe kommen die Gene zum Tragen, die

an der Trennung der Kommissuren beteiligt sind.
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Abb.1 Gene, die an der Entwicklung der Kommissuren beteiligt sind. Die Bildung der Kommissuren erfolgt
in vier Schritten. Die Gene netrin und slit werden von den Mittelliniengliazellen exprimiert und vermitteln
Attraktion und Repulsion an der Mittellinie. Der Rezeptor fiir netrin wird von frazzled kodiert. An dem
repulsiven Signalweg sind das Signalmolekiil sli¢z, der Rezeptor robo und die Gene comm und kuzbanian
beteiligt.

1.5.1 Identifizierung von attraktiven Signalkomponenten

Das Gen netrin wird von den Zellen der Mittellinien exprimiert und ist in seiner Funktion
evolutiondr konserviert. Abhiingig von dem jeweiligen Rezeptor konnen Netrine attraktiv oder
repulsiv wirken. Netrin-abhéingige Attraktion wird durch die Rezeptorfamilie DCC vermittelt.
Zu dieser Familie gehort das Drosophila Gen frazzled (Kolodziej et al., 1996), das
Caenorhabditis elegans Gen UNC-40 sowie DCC und neogenin aus Vertebraten (Yu &
Bargmann, 2001). Neben dieser Rezeptorfamilie existiert noch eine zweite Netrin-
Rezeptorfamilie, zu der das C. elgans und Drosophila Gen UNC-5 (Leung-Hagesteijn et al.,
1992; Keleman & Dickson, 2001) und die drei Vertebraten-Homologe UNC5HI-H3 (Seeger
& Beattie, 1999) gehoren. Diese Rezeptorfamilie vermittelt im Gegensatz zu der DCC-
Familie Repulsion.

Die cytoplasmatische Doméne von DCC enthilt drei konservierte Doménen, die zwischen den
Spezies stark konserviert sind und als P1-P3 bezeichnet werden. Durch die Bindung des

Liganden an den Rezeptor entsteht ein Multimerkomplex des DCC-Rezeptors iiber die
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cytoplasmatische P3-Domine (Giger & Kolodkin, 2001). Dies fiihrt in vitro zu einer
attraktiven Stimulation des Wachstumskegels. Die Dimerisierung von Rezeptoren ist ein
zentrales Thema bei der Signaliibertragung. In vitro kann ein attraktives Signal durch
Heterodimerisierung des DCC-Rezeptors und des UNC5-Rezeptors in ein repulsives
umgekehrt werden. Die P1-Domine von DCC bindet dabei an das DCC-bindende Motiv (DB)
von UNC-5 (Abb.2 c). UNC-5 allein ist ebenfalls in der Lage, Repulsion zu vermitteln.
Genetische Untersuchungen in Drosophila lassen jedoch Unterschiede in dem durch
DCC/UNC-5 und UNC-5 vermittelten Signal vermuten. Durch die Rezeptor-Komplexbildung
von DCC/UNC-5 wird ein chemorepulsives ,,long range“-Signal vermittelt, wohingegen

UNC-5 allein iiber kiirzere Distanzen repulsiv wirkt (Keleman & Dickson, 2001).

1.5.2 Identifizierung repulsiver Signalkomponenten

Ebenfalls von den Zellen der Mittellinie wird das Gen slit (sli) exprimiert, das zum repulsiven
System in Drosophila gehort. Genau wie der Netrin-Signalweg sind auch die Komponenten
des Slit-Signalwegs in ihrer Funktion in Invertebraten und Vertebraten konserviert (Brose &
Tessier-Lavigne, 2000).

Vermittelt wird die repulsive Aktivitit von Slit durch die cytoplasmatischen Dominen CCO-
CC3 des Slit-Rezeptors Roundabout (Robo). Es existieren drei Robo-Rezeptoren in
Drosophila, die von den longitudinalen Axonen nach Kreuzen der Mittellinie in
verschiedenen Kombinationen co-exprimiert werden (Simpson et al., 2000a; Simpson et al.,
2000b; Rajagopalan et al., 2000). Die durch Robo vermittelte Repulsion kann durch die
Abelson Tyrosin-Kinase (ABL) antagonisiert werden, wahrscheinlich, indem sie die CCI-
Domine von Robo phosphorylisiert (Bashaw et al, 2000) (Abb.2 a). Das Substrat von ABL
hingegen, Enabled (Ena), iibt eine komplementire Funktion aus (Bashaw et al., 2000). Der
Verlust von ena fiihrt zu einer teilweisen Unterbrechung des Robo-Signals, was vermuten
1aBt, daB Ena die repulsive Wirkung von Robo verstiarkt.

Wenn die Axone an der Mittellinie auf das repulsive Slit-Signal treffen, miissen sie in der

Lage sein, die Mittellinie wieder zu verlassen. Genetische Analysen und



Einleitung 9

Uberexpressionsstudien haben gezeigt, daB die Metalloproteinase kuszbanian (kuz) ebenfalls
eine Rolle im Slit-Signalweg spielt, vermutlich durch proteolytische Aktivierung des Slit-
Robo-Komplexes (Schimmelpfeng et al., 2001).

Die kommissuralen Axone kreuzen die Mittellinie nur einmal, da sie durch die von Robo
vermittelte Repulsion daran gehindert werden, erneut die Mittellinie zu kreuzen. robo RNA
wird von Neuronen exprimiert, wihrend diese die Mittellinie kreuzen, aber das Protein wird
posttranskriptional durch das Transmembranprotein Commissureless (Comm) inaktiviert, bis
das Axon die Mittellinie gekreuzt hat. Bei einem Funktionsverlust von comm konnen Axone
die Mittellinie nicht mehr kreuzen (Seeger et al. 1993; Kidd et al., 1998b). In wildtypischen
Tieren wird das Robo Protein in kommissuralen Axonen in internen Vesikeln eingeschlossen
(Kidd et al., 1998a). Comm wird von den Mittelliniengliazellen exprimiert, nur dort kann
Robo herunterreguliert werden. Da die kommissuralen Neurone comm nur in geringen Mallen
exprimieren, nahm man bisher an, dal Comm von den Mittellinienzellen auf die
kommissuralen Neurone iibertragen wird, um dort Robo zu inaktivieren. Die Uberexpression
von comm in den Mittellinienzellen kann den comm-Phénotyp jedoch nicht retten. Eine neue
Modellvorstellung geht davon aus, daB comm sowohl in neuronalen als auch in
Mittelliniengliazellen benétigt wird (Georgiou & Tear, 2002). Moglicherweise wird es in
Vesikeln an die Membran transportiert, um an der Zelloberfldche prisentiert zu werden
(Keleman et al., 2002).

In einer Studie von Stein & Tessier-Lavigne (2001) konnte gezeigt werden, dal der attraktive
Netrin- und der repulsive Slit-Signalweg miteinander kommunizieren. Durch die
Dimerisierung des Robo-Rezeptors mit der P3-Domine des DCC-Rezeptors (Abb. 2 a und b)

kann ein durch Netrin vermitteltes attraktives Signal inhibiert werden.
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Abb.2 Signalmechanismen von Slit und Netrin durch ihre Rezeptoren. (a) Ena ist an der Repulsion von
Robo beteiligt, indem es an die CC2-Domine von Robo bindet. Antagonisiert wird Ena durch Phosphorylierung
der CCl-Domine durch die ABL Tyrosin-Kinase. Mittels slit-roboGAPs (srGAPs) werden Rho GEFs
antagonisiert (siehe 1.7). Das auswachsende Axon zieht sich zuriick. (b) Netrin bindet an den DCC-Rezeptor und
vermittelt Attraktion. Wenn Slit und Netrin vorhanden sind, wird die durch Netrin vermittelte Attraktion durch
Heteromerisierung der Rezeptoren eingestellt. Robo bindet dabei mit seiner CC1 Doméne an die P3-Domiéne
von DCC. (c¢) Durch Heteromerisierung der Netrin-Rezeptoren DCC und UNCS5 wirkt Netrin repulsiv. (Nach
Grunwald & Klein, 2002)
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1.5.3 Identifizierung neuer Signalmolekiile, die an der Bildung der Kommissuren
beteiligt sind

In einer saturierenden EMS-Mutagenese wurden zwei neue Gene identifiziert, die an der
kommissuralen Musterbildung beteiligt sind, schizo und weniger (Hummel et al., 1999b).
Komplementationsanalysen haben gezeigt, dal weniger allelisch zu elav ist (Lammel,
unveroffentl.). Das Gen schizo sollte im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert werden. Der
kommissurale Phidnotyp in schizo-mutanten Embryonen 1at vermuten, dall schizo eine
zusitzliche Komponente der bekannten Signalwege an der Mittelinie darstellt oder einen

neuen molekularen Wegfindungsmechanismus begriindet.

1.6 Die Rolle der Endozytose wihrend der axonalen Wegfindung

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln erwidhnt, kommuniziert der Wachstumskegel mit
seiner Umgebung mittels Rezeptoren, die auf der Zelloberfliche exprimiert werden und das
Signal in das Innere der Zelle leiten. Um die Aktivitit von Membran-gebundenen Rezeptoren
zu regulieren, gibt es mehrere Mdoglichkeiten. So kann z.B. iiber Endo-/Exozytose die Zahl
der im Wachstumskegel vorhandenen Rezeptoren definiert werden. Auch fiir den Prozel3 der
axonalen Wegfindung ist die Endozytose wichtig. Neu synthetisierte Zellmembran wird durch
den Endozytosezyklus vom Zellkorper in den Wachstumskegel transportiert (Dai & Sheetz,
1995). Auch Adhisionsmolekiile werden in endozytosischen Vesikeln von einem Ende einer
Zelle zum anderen gebracht (Bretscher et al., 1996). Die Tatsache, dal Comm anscheinend
nicht in den Mittelliniengliazellen benotigt wird, sondern in den kommissuralen Axonen wirkt
(Georgiou & Tear, 2002), 148t vermuten, daBl es direkt im Wachstumskegel an der
Inaktivierung von Robo beteiligt ist. Nach neusten Erkenntnissen spielt der Endozytosezyklus
eine wichtige Rolle bei der posttranskriptionellen Regulierung des Robo-Rezeptors.
Expressionsstudien zeigen, dal Comm nur in kommissuralen Axonen exprimiert wird, und
zwar zu genau dem Zeitpunkt, wenn die Kommissuren anfangen, sich zu bilden (Keleman et
al., 2002). In der Abwesenheit von Comm wird Robo liber Vesikel effektiv an die

Zellmembran transportiert. Bei einer co-Transfektion von comm und robo co-lokalisieren
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beide Proteine in Vesikeln um den Golgi herum. Daraus 148t sich ableiten, dal Comm Robo
in endosomale Vesikel sortiert (Keleman et al., 2002) und der Rezeptor somit nicht mehr an
die Plasmamembran (PM) transportiert werden kann (Abb. 3). Weiterhin konnte gezeigt
werden, daf fiir die Sortierung von Robo in die Endosomen die extrazelluldre und/oder die

Transmembran-Doméne von Robo verantwortlich ist.

COMM AUS COMM AN

Abb. 3 Comm sortiert Robo in Endosome. Nach neuen Erkenntnissen wird comm in kommissuralen Axonen
zusammen mit robo exprimiert. a) In longitudinalen Axonen, in denen comm nicht exprimiert wird, gelangt
Robo in Vesikeln an die Plasmamembran (PM), so dafl das Axon befihigt wird, auf das Slit-Signal zu antworten.
b) In den Axonen, in denen Comm jedoch gebildet wird, sortiert es Robo in endosomale Vesikel und Robo wird
nicht an die Zelloberflidche transportiert.

1.7 Die Rolle der Superfamilie der Ras GTPasen in der axonalen Wegfindung

Die von Netrin und Slit vermittelten Signale werden im Wachstumskegel in lokale
Verdnderungen des Aktincytoskeletts umgesetzt. Die Aktivierung von kleinen GTPasen der
Ras-Superfamilie ist eine zentrale Komponente in der Antwort des Wachstumskegels auf die
Signale der axonalen Wegfindung. GTPasen zyklieren zwischen einem GTP-gebundenen
aktiven Zustand und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand. Bekannte Regulatoren der
Aktinorganisation sind die GTPasen der Rho-Familie (Nobes & Hall, 1995), zu denen Rac,
Cdc42 und Rho gehoren, die am Prozell der axonalen Wegfindung beteiligt sind (Luo et al.,

1994; Steven et al., 1998; Luo, 2000). Die Signalwege, die spezifische GTPasen mit
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spezifischen Wachstumsrezeptoren verbinden, sind jedoch noch nicht vollstindig verstanden.
Ein Modell besagt, dal} attraktive Wachstumssignale Rac1 und Cdc42 aktivieren, wohingegen
Rho bei einem repulsiven Signal aktiviert wird (Mueller, 1999; Hall, 1998). Rho GTPasen
sind auch am Slit-Signalweg beteiligt (Abb. 2). Durch die Bindung von Slit an den Rezeptor
werden die GTPasen Cdc42 und Rho inaktiviert, nicht jedoch Racl.

Die Familie der Adenosin-Ribosylierungsfaktoren (ARF) GTPasen gehort ebenfalls zu der
Superfamilie der Ras GTPasen. Urspriinglich wurden sie als Regulatoren des
Vesikeltransports identifiziert. ARFs werden in drei Klassen unterteilt: Klasse I enthédlt ARF
1, 2 und 3, Klasse II beinhaltet ARF 4 und 5, und zu Klasse III gehort das am wenigsten
konservierte ARF6. Neuere Studien lassen vermuten, daB ARFs auch an der Modulierung des
Aktin-Cytoskeletts wihrend der Verdnderung der Zellmorphologie beteiligt sind

(Radhakrishna & Donaldson, 1997; D’Souza-Schorey et al., 1997; Song et al. 1998).

1.8 Die Rolle von Guanine-Nucleotid-Austauschfaktoren in der axonalen

Wegfindung

Wie bereits erwihnt, sind Ras-verwandte GTPasen an der Regulation der Aktindynamik
beteiligt und lassen sich in die Rezeptor-abhingigen Signalkaskaden bei der axonalen
Wegfindung einordnen (Hall, 1998).

Es gibt drei Typen von Proteinen, die die Aktivitit der GTPasen regulieren. An dem
Austausch von GDP zu GTP sind Guanine-Nucleotid-Austauschfaktoren (GEFs) beteiligt.
GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) stimulieren die endogene GTPase-Aktivitit, und
Guanine-Nucleotid-disassozierte Inhibitoren (GDIs) assoziieren mit der GDP-gebundenen
Form der GTPasen, um ihre Funktion zu inhibieren oder zu aktivieren (Van Aelst & D’Souza-
Schorey, 1997). In den letzten Jahren konnten einige Molekiile, die an der Aktivierung bzw.
Inaktivierung von GTPasen beteiligt sind, identifiziert werden. So entdeckten Wong et al.
(2001) eine neue Familie von GAPs, die im Slit-Robo-Signalweg beteiligt sind und mit der
CC3-Region von Robo interagieren konnen (Abb.la nach Grunwald & Klein, 2002). Sie

werden daher auch Slit-Robo GAPs (srGAPs) genannt.
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Eine Gruppe von GEFs spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation der ARF GTPasen.
Alle ARF GEFs besitzen eine Sec7-Domiine, ein Modul von ungefihr 200 Aminoséduren (aa),
die den Austausch von GDP zu GTP an ARFs in vitro katalysiert. Man unterscheidet zwei
Gruppen von ARF GEFs, die sich in ihrem Molekulargewicht und teilweise auch in ihrer
Resistenz gegeniiber dem aus Pilzen stammenden Metaboliten Brefeldin A (BFA), das die
Aktivierung von ARF inhibiert, unterscheiden. Die Subfamilie der niedrig molekularge-
wichtigen ARF GEFs ist iiberwiegend resistent gegeniiber BFA und spielt eine Rolle in der
Remodellierung des Aktinzytoskeletts (Frank et al., 1998 ). Aktiv ist diese GEF-Subfamilie,
zu der ARNO/Cytohesin/GRP und EFA6 gehoren, an der endosomalen Plasmamembran. Sie
sind weiterhin an dem Signalweg der Phosphatidylinisitol-3-Kinase (PI3) (Klarlund et al.,
1997; Venkateswarlu & Cullen, 2000) und im Integrin-Signalweg (Geiger et al., 2000)
beteiligt. Die Mitglieder dieser Subfamilie besitzen alle eine Pleckstrin Homologie Doméne
(PH), die durch Bindung spezifischer Polyphosphoinositide die Lokalisation der GEFs an die
Membran vermittelt und eine angrenzende carboxyterminale polybasische Domine, die mit
der PH-Domine ko-operiert und die Membranbindung verstidrkt. Die Spezifitit der ARF
GEFs fiir die einzelnen ARFs ist noch nicht genau gekldart. ARNO, Cytohesin-1 und GRP1
katalysieren im wesentlichen den Austausch von ARFs der Klasse I. ARNO und GEP1 jedoch
co-lokalisieren mit ARF6 und spielen eine wichtige Rolle in der Aktivierung von ARF6. Fiir
EFAG ist die Situation klarer, es aktiviert ARF6 in vitro effizienter als ARF1 und ist an der
Wiederverwendung der endosomalen PM und an der Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts

beteiligt (Franco et al., 1999).
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1.9 Ziel der Arbeit

Das Gen schizo, das in einer systematischen Mutagenese des dritten Chromosoms identifiziert
wurde, zeigt eine Reduktion der kommissuralen Axone, was darauf hinweist, dal es an der
Bildung der Kommissuren beteiligt ist. Das Ziel der Arbeit bestand in der detaillierten
molekularen und genetischen Charakterisierung der Funktion von schizo. Die
Charakterisierung der bereits vorhandenen schizo-Mutationen, die Induktion neuer schizo-
Allele und die ektopische Expression der daraufhin isolierten schizo-cDNA sollten
Aufschliisse iiber die Rolle geben, die schizo im Verlauf der kommissuralen Musterbildung

spielt.
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2. Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den folgenden Firmen in der

Qualitét pro-analysis bezogen:

Aldrich (Steinheim) Baker (GroB3-Gerau) Biomol (Hamburg)

Biozym (Hameln) Fluka (Neu Ulm) La Roche (Mannheim)
GIBCO/BRL (Eggenstein) Merck (Darmstadt) Pharmacia/LKB (Freiburg)
Roth (Karlsruhe) Serva (Heidelberg) Sigma (Deisenhofen)

Alle fiir molekularbiologische Arbeiten eingesetzten Losungen wurden mit Reinstwasser

angesetzt und autoklaviert bzw. sterilfiltriert.

2.1.2 Puffer, Medien, L.osungen
Apfelsaftagarplatten 18g Agar in 500 ml H,O 16sen und autoklavieren.
10g Saccharose und 3 ml Eisessig in 300 ml H,O

hinzugeben und aufkochen.

Araldit 52 ml Araldit Cy 212 und 48 ml Araldit Hy 964
(Héarter) 1 h mit einem Glasstab riihren.
Anschlielend erfolgt die tropfenweise Zugabe
von 2 ml Araldit Dy 964 (Beschleuniger). Das
Araldit wird in Spritzen aliquotiert und bei -20°C

eingefroren.



Material & Methoden

BCIP-Losungen

Church-Hybridisierungslosung

Church-Stammldsung

Church-Waschldsungen

DAB

DEPEC- H,0O

Drosophila-Standardmedium

(pro Liter Leitungswasser)

Heptan-Fix
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50 mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid

0,5 M Church-Stammldsung (pH 7,2)

7% SDS

1 M Na,HPO,, mit H;PO, auf PH 7,2 einstellen

40 mM Church-Stammldsung

1% SDS

0,3 mg/ml DAB in PBS

0,1% (v/v) DEPEC in H,O ii.N. 16sen und

autoklavieren

8,5 g Agar und 77 g Maismehl aufkochen,

18g Trockenhefe und 10 g Sojamehl hinzugeben,
82 g Malzextrakt und 41 g Riibensirup
hinzugeben, auf eine Temperatur von 60°C
abkiihlen lassen, 4,5 ml Propionsidure und 15 ml
Nipagin-Lsg. (100 g Nipagin in 11 70% EtHO)

hinzugeben.

400 wl 5% Formaldehyd in PBS 1:1 auffiillen,
kriftig schiitteln und nach Phasentrennung die

gesittigte Heptanphase zur Fixierung verwenden.
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Heptan-Kleber

Hoyer’s Medium

Hybridisierungslosung

Injektionsansatz

Injektionspuffer (10x)
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Zerkleinertes Klebeband (Tesapack; Beiersdorf,
Hamburg) wird in einer Weithalsflasche (500 ml)
mit 150 ml Heptan {iiberschichtet. Durch
Schiitteln (5 h) den Kleber in Heptan losen.
Uberstand der Kleberlosung abgieBen und fiir 20
min bei 10.000 rpm zentrifugieren. Uberstand

dient als Heptan-Kleber.

50 ml H,O und 30 g Gummi arabicum 1i.N.
riihren. 200 g Chloralhydrat und 16 ml Glycerin

zugeben und verriihren.

50% Formamid

5x SSC

100 wg/ml denaturierte Lachssperma-DNA
50 ug/ml Heparin

0,1% Tween

5 ug Vektor-DNA

1,5 ug Helper-DNA (pUC A2-3) (Laski et al.,
1986)

1 ul rote Lebensmittelfarbe

1,5 ul Injektionspuffer

ad 15 ul H,0

1 ml PO,-Puffer (pH 7 ,4)

50 mM KCl
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LB-Medium

Lysepuffer

Natriumhypochloritlésung

NBT-Losung

NBT-Puffer

Osmiumfixan

PBS (10x)

19

10 g Bacto Trypton
5 g Bacto Hefe-Extrakt

10 g NaCl

100 mM EDTA
250 mM NaCl

20 mM NaB,O, (pH 9.6)

10-15% aktives Chlor
(Chlorbleichlauge, Schindler & Co.)

1:1 mit Leitungswasser verdiinnen

75 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

100 mM NacCl
50 mM MgCl,

100 mM Tris/HCL (pH 9.5)

50 ul 4%ige Osmium-Stammlésung
50 ul 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0)

4 ul 50% Glutaraldehyd

130 mM NaCl
7 mM Na,HPO,
3 mM KH,PO,
2,7 mM KCL

pH 7,6
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PBT 1x PBS

0,3% Triton X-100

RNase-Wasser 0,2 ug/ml RNase in sterilem dd H,O

SB-Medium 35 g Bacto Trypton
25g Bacto Hefe-Extrakt
5g NaCl

ad 11 H,O, pH 7.5 mit 10 N NaOH einstellen

SDS 10% Natriumdodecylsulfat-Losung
SM-Puffer 10 mM NaCl
10 mM MgSO,

10 mM 1M Tris/HCL (pH 7.5)

SquiB 10 mM IM Tris (pH 8.2)
1 mM EDTA
25 mM NaCl, vor der Verwendung mit 200 ug/ml

Proteinase K versetzen

SSC (20x) 3 M Na(l

0,3 M Na-Citrat
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STET-Puffer

TBE

TE

Toluidinblau-Firbeldsung

Tris/HCI

X-Gal-Firbelosung

X-Gal Losung

8% Saccharose
5% Triton X-100
50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI (pH 8,2)

89 mM Tris/HCI (pH 8.2)

89 mM Borsidure

2 myM EDTA

10 mM Tris/HCI (pH 8,2)

1 mM EDTA

1% Toluidinblau

1% Borax

1 M Tris

21

Mit HCI auf den gewiinschten pH-Wert einstellen

10 mM PO, (pH 7,2)
150 mM NaCl

1 mM MgCl,

3 mM K, [Fell(CN),]
3 mM K;[Fell(CN) ]

0,3% Triton X-100

10% X-Gal in DMSO
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2.1.3 Bakterienstimme und Vektoren

2.1.3.1 Bakterienstimme

-XL1-blue  (GIBCO/BRL, Eggenstein)

-SCS-100 (Stratagene, Heidelberg

-SURE cells (Stratagene, Heidelberg)

2.1.3.2 Vektoren

-pBluescript SK+ (Stratagene, Heidelberg)

-pUAST

-pGEM T-Easy (Promega)

2.1.4 Verwendete Antikorper

2.1.4.1 Primére Antikorper

BP102 Maus, monoklonal 1:30-1:50 Patel & Goodman,
unveroffentl.

22C10 Maus, monoklonal 1:30-1:50 Fujita et al., 1982

1D4 (anti-FaslI) Maus, monoklonal 1:5-1:10 van Vector et al.,
1993

C555.6D (anti-Slit) Maus, monoklonal 1:50 Rothberg et al.,
1990

anti-ELAV Ratte, monoklonal 1:10 Rubin, unveroffentl.

2D5 (anti-FAS III) Maus, monoklonal 1:10 Patel et al., 1987

anti-REPO Maus, monoklonal 1:10 Jones, unveroffentl.

anti-B-Galaktosidase Kaninchen, polyklonal 1:5000 Cappel

FITC Ziege

anti Peroxidase 1:200 Dianova GmbH
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2.1.4.2 Sekundire Antikorper

Ziege-anti-Maus HRP-gekoppelt 1:1000 Dianova
GmbH

Ziege-anti-Maus AP-gekoppelt 1:1000 Dianova
GmbH

Ziege-anti-Kaninchen HRP-gekoppelt 1:1000 Dianova
GmbH

Ziege-anti-Kaninchen AP-gekoppelt 1:1000 Dianova
GmbH

anti-DIG AP-gekoppelt 1:1000 La Roche

Fiir die konfokale Mikroskopie wurden sekundire polyklonale Antikorper Cy3 und CyS5 der

Firma Dianova verwendet, die entweder gegen Immunoglobuline aus Maus oder Kaninchen

gerichtet waren. Der gekoppelte Farbstoff Cy3 (Indocarbocyanin) wird bei 550 nm maximal

angeregt; das Emissionsmaximum liegt bei 570 nm. Cy5 (Indodicarbocyanin) weist bei einer

maximalen Absorption (650 nm) eine maximale Lichtemission bei 670 nm auf. Die

Antikorper wurden in einer Konzentration von 1:200 eingesetzt.

Fiir die Untersuchungen wurde das konfokale Mikroskop der Firma Leica, Modell TCS NT

verwendet. Zur Analyse wurden die Embryonen in Fluoromount-G (Biozol) eingebettet. Die

Priaparate konnen dunkel bei 4°C vier bis fiinf Wochen gelagert werden, ohne dal} der

Farbstoff ausbleicht.

2.1.5 Fliegenstimme

2.1.5.1 Deletionsmutationen

Die meisten der verwendeten Defizienzen wurden aus dem Bloomington Stock Center,

Bloomington, Indiana, USA bezogen.
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Drittchromosomale Deletionsmutationen

24

Defizienzen Bruchpunkte Referenz
Df(3L) vin6 68C8-11; 69B4-5 Kaufman
Df(3L) fzME21 70D2-3; 71E4-5 Gridham
Df(3L) fzGF3b 70C1-2; 70D4-5 Gridham
Df(3L) D-5rv6 70C7-8; 70D5-6 Carpenter

77E5-78 A2; 7T8A7-B1

Df(3L) ME24 73C3-D7; 81 Carpenter
Df(3L) ME107 77F3; 78C 8-9 Deak
1(3) 78Aa' 78 Carpenter
1(3)78Ab' 78 Carpenter
1(3)78Ac! 78 Carpenter
Df(3L) 31A 78A; 718E Pattatucci
Df(3L) Pc-MK 78A2; 78C8-9 Bloomington
Df(3L) ME14 78A2; 78B1 Carpenter
Df(3L) Pc-9a T8A3-4; 78D2-3 Carpenter
Df(3L) ME178 78A7-B1; het Carpenter
Df(3L) Pc-cp2 78B1-2; 78D Hartmann et al., 1997
Df(3L) Pc-12h 78B3-C1; 78D4 Carpenter
Df(3L) Pc101 78C Carpenter
Eip78CA** 78C1-2 Carpenter
7389 78C3 Niisslein-Volhard
Df(3L) Pc-2q 78C5-6; 78E3-79A1 Deak
Df(3R) ME15 81F3-6; 82F5-7 Carpenter
Df(3R) 6-7 82D3-8; 83F Wasserman
Df(3R) Tp110 83C1-2; 84B1-2 Kaufman
Df(3R) Scr 84A1-2; 84B1-2 Kaufman
Df(3R) D6 84D2-3; 84F13-16 Kaufman
Df(3R) p712 84D4-6; 85D6 Kaufman
Df(3R) p-XT103 85A2; 85C1-2 Kaufman
Df(3R) by10 85D8-12; 85E7-F1 Kaufman
Df(3R) by62 85D11-14; 85F16 Kaufman
Df(3R) M-Kx1 86C1; 87B1-5 Gridham
Df(3R) C4 89E; 90A Denell
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2.1.5.2 P-Element-Insertionen
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Linie Insertion Referenz

P{hsneo} 123 78A Cooley & Spradling
1(3)rK760 78A1-2 Rubin
1(3)L7062 T8A2-3 Laughon
1(3)L5541 78A5-6 Laughon
1(3)3 78 Carpenter
1(3)07615 78C1-2 Spradling
1(3)j1B10 78C5-6 BGDP
1(3);2C4 78C7-9 BGDP
1(3)00534 78D1-2 Spradling
P{PZ} bet 78D1-8 Wasserman
2.1.5.3 Balancer-Chromosomen

Balancer Chromosom PllacZ] Referenz
FM7¢ X-Chromosom Plry, ftz-lacZ)] Hiromi, unveroffentl.
CyO"™ . Chromosom P[ry, elav-lacZ] Klambt, unveroffentl.
TM3, Sb . Chromosom Lindsley & Zinn, 1992
TM3", Sb . Chromosom P[ry, elav-lacZ] Klambt, unveroffentl.
TM6, Tb . Chromosom P[ry, Ubx-lacZ] Vissin, unveroffentl.

CyO/Sp; TM2/MKRS

. Chromosom

Kldmbt, unveroffent].

CyO"/Sp;
TM2/TM6™

2
3
3
3
2. Chromosom
3
2. Chromosom
3

. Chromosom

P[ry, elav-lacZ]
P[ry, Ubx-lacZ]

Kldmbt, unveroffentl.

2.1.5.4 Translokationen und Duplikationen

Translokation Lokalisation Referenz
T(2;3) ME21 h38R-h46; 78A33-B4 Carpenter
T(@3:4) 11d 78A5-6; h59-h61 Carpenter
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2.1.5.5 Verwendete GAL4-Treiber-Linien
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GALA4-Treiber-Linien Expressionsmuster Referenz
rho-GALA4 (511) Homozygot vitale zweitchromosomale Ip & Levine,
GAL4-Linie, erlaubt Expression im unveroffentl.

rhomboid-Muster

sca-GALA4 (537)

Homozygot letale drittchromosomale
GALA4-Linie, erlaubt Expression im

scrabrous-Muster

(Klaes et al., 1994)

simGAL4/Cy0O; simGAL4-Treiber-Linie, erlaubt (Scholz et al., 1997)
simGAL4/simGAL4 Expression in den Zellen der Mittellinie
K24 (hs-sev-GALA4) heat-shock-Promotor-sev-Promotor-GAL4 | Basler, unveroffentl.
dpp-GAL4 Homozygot letale drittchromosomale Morimura et al., 1996
GALA4-Linie, erlaubt Expression im
decapentaplagic-Muster
slit-GALA4 Zweitchromosomale GAL4-Linie, erlaubt | Kldmbt er al., 1996
Expression in den Zellen der Mittellinie
GMR- GALA Glass Multimer Reporter: Freeman, unveroffentl.
Zweitchromosomale GAL4-Linie, erlaubt
Expression im Auge
ey- GAL4 Zweitchromosomale GAL4-Linie, erlaubt | Gehring
Expression im eyless-Muster
da- GALA4 Drittchromosomale GAL4-Insertion, Wodarz et al., 1995

erlaubt Expression im daughterless-Muster

2.1.5.6 Verwendete UAS-Effektor-Linien

UAS-Effektor-Linie

Lokalisation

Referenz

UAS-schizo 2. und 3. Chromosom diese Arbeit

UAS Dcdc V12 3. Chromosom Luo et al., 1994
UAS netrin B 3. Chromosom Mitchell et al., 1996
UAS lac Z 11 2. Chromosom Bloomington

UAS Arf 3. Chromosom diese Arbeit

UAS 763

3. Chromosom

diese Arbeit
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2.1.5.7 Enhancer-Trap-Linien

Linie Expressionsmuster Referenz
AAI42 ML-Gliazellen Kldambt et al., 1991
dpplacZ decapentaplagic-Muster
emslacZ empty spiracle-Muster Hartmann et al., 2000

2.2 Methoden

2.2.1 Genetische Methoden

2.2.1.1 Fliegenzucht

Die Fliegenstimme wurden auf Futtermedium in Standard-Plastiktopfen bei 25°C gehalten,
soweit keine andere Zuchttemperatur angegeben ist. Fiir Kreuzungen wurden frisch
geschliipfte, jungfriuliche Weibchen (10 h nach Verlassen des Pupariums bei 18°C) und

Mainnchen verschiedener Altersstufen verwendet.

2.2.1.2 Sammeln von Embryonen

Fliegen wurden in ein leeres, mit Luftlochern versehenes Plastikgefal} tiberfiihrt, das dann mit
einer Apfelsaft-Agarplatte, auf der sich ein Tropfen frisch angeriihrte Béickerhefe befindet,
verschlossen wurde. Die Apfelsaft-Agarplatten miissen alle 12 h gewechselt werden und

konnen hochstens 2 Tage vor der Fixierung bei 4°C gelagert werden.

2.2.1.3 Keimbahntransformation

Es werden in halbstiindigen Abstinden Embryonen von w’-Fliegen gesammelt, mit einem
Pinsel in ein Siebchen iiberfiihrt und fiir 3 min in Natriumhypochloritlésung dechorionisiert.

AnschlieBend unter flieBendem Wasser 3 min und 10 min in einem Schilchen waschen. Die
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dechorionisierten Embryonen werden auf einen Agarstreifen aufgereiht und so ausgerichtet,
daBl die Microphyle nach auBlen zeigt. Die so ausgerichteten Embryonen werden auf ein
Deckglischen iiberfiihrt, das mit Heptan-Kleber beschichtet ist, so daB sie dort fixiert werden.
Danach 146t man die Embryonen vor dem Injizieren noch 5-15 min trocknen. Der geeignete
Trocknungszustand ist dann erreicht, wenn es beim Einstechen der Nadel zur Faltenbildung

kommt.

Das Deckgldaschen wird auf einen Objekttriger gelegt und die Embryonen mit Voltalef-10S-

Ol iiberschichtet und injiziert.

2.2.1.4 DNA-Injektion

Zur Injektion werden die Injektionsnadeln der Firma Eppendorf (Nr. 5242) verwendet. Diese
werden zuvor in einem spitzen Winkel von 30° angeschliffen, mit dem Injektions-Mix
beladen und am Mikromanipulator (Leitz) befestigt. Die Nadel wird auf gleiche Hohe der
Embryonen gebracht und in das posteriore Ende der Embryonen wird durch Bewegung des
Objekttisches mit Hilfe des luftgetriebenen Mikroinjektions-Systems (Eppendorf) der
Injektionsmix injiziert. Die Injektion kann durch den roten Farbstoff im Injektions-Mix
kontrolliert werden. Es wird nur in Embryonen injiziert, die sich im syntialen Blastoderm-
Stadium befinden, dltere Embryonen werden abgetotet. Anschliefend wird das Deckglidschen
mit den Embryonen in eine kleine Schale iiberfiihrt, mit Voltalef-3S-Ol iiberschichtet und bei
18°C bis zum Schliipfen der Larven aufbewahrt. Die geschliipften Larven werden dann in ein

Futterrohrchen iiberfiihrt und auf 25°C zur Weiterentwicklung gestellt.

2.2.1.5 Selektion von transgenen Fliegen
Die geschliipften Fliegen werden gegen Doppelbalancer-Fliegen (Sp/CyO; TM2/MKRS)

ausgekreuzt. Tiere, in die sich das injizierte Konstrukt integriert hat, sind in der folgenden
Generation an ihren roten Augen zu erkennen, da nur sie das w*- Gen tragen. Die Intensitét

der Augenfarbe kann je nach Insertionsort variieren.
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2.2.1.6 Bestimmung des Insertionsortes

Zur Bestimmung der Lokalisation des Transgens werden die rotdugigen Tiere erneut gegen
Doppelbalancer ausgekreuzt. Die Segregation der w*-Insertion in Bezug auf die vier

dominanten Marker erlaubt in der F2-Generation die Lokalisation der P-Insertion.

2.2.2 Mutagenesen

2.2.2.1 A2-3-Reversionsmutagense

Zur Reversion einer P-Element-Insertion wurde das A2-3-Chromosom eingekreuzt, das ein
stabil integriertes P-Element mit hoher Transposase-Aktivitidt enthélt (Robertson et al., 1988)
und einen dominanten Marker trigt (Ki). Wie schon zuvor bei der Keimbahntransformation
beschrieben, trigt der P-Element-Vektor entweder das white- oder das rosy-Gen als
Augenmarker. Die Reversionsmutagenese muf3 daher in einem white - oder rosy-Hintergrund
durchgefiihrt werden, um die Exzision des P-Element-Vektors sichtbar zu machen. Zunichst
werden jungfrduliche Weibchen des betreffenden Stammes mit Ménnchen des A2-3 Ki
p-Stammes verkreuzt. Die méinnlichen Nachkommen, die sowohl die P-Element-Insertion als
auch das A2-3-Chromosom tragen, werden mit weiblichen Tieren eines Balancer-Stammes
verkreuzt. In der F3-Generation sind die Tiere, in denen eine Exzision stattgefunden hat, an
dem Verlust des Augenmarkers zu erkennen. Es ist dabei darauf zu achten, dal diese Tiere
nicht mehr das A2-3-Chromosom tragen. Durch Riickkreuzung mit dem urspriinglichen
Ausgangsstamm wird getestet, ob die durch die Insertion des P-Elements induzierte Letalitét
aufgehoben ist. Dies ist nur moglich, wenn es zu einer exakten Exzision des P-Elements
kommt. Als Beispiel wurde das Kreuzungsschema fiir die Reversion der 1(3)3-Insertion

aufgefiihrt.
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Kreuzungsschema:
?? A2-3KipPIN2-3Kip? x 133 /TM3,1yty oG
? ? P149 /TM3, ry’ x 13)3/A2-3Kip> O Einzelkreuzungen
i; i; TM6™/TM3 ™ x AI3)3/TM3ry o7 Einzelkreuzungen
ggge A1(3)3 /TM6™ x schizoV"?/TM3 O Testkreuzungen

2.2.2.2 A2-3-Transposonexzisionsmutagenese

Bei der Transposase-induzierten Reversion von P-Element-Insertionen kommt es nicht nur zu
einer priazisen Exzision des P-Elements, sondern auch zu einer unprézisen Exzision (Daniels
et al., 1985), wodurch es zur Deletion der umliegenden Bereiche kommt. Eine
Exzisionsmutagenese wurde unter anderem zur Aufdeckung des schizo-Lokus durchgefiihrt
mit den Insertionslinien 1(3)L7062, EP(3)3375 und 1(3)L4451. Wie schon unter 2.2.2.1
beschrieben, wurde durch Einkreuzen des A2-3 Ki p—Chromosoms eine Mobilisierung der P-
Element-Insertion hervorgerufen. Transheterozygote Minnchen aus der F1-Generation
wurden mit Weibchen eines white-Balancer-Stammes gekreuzt. In der F2-Generation wurden
dann weiBdugige Minnchen gesammelt, die das A2-3 Ki p—Chromosom nicht mehr tragen. In
diesen Tieren hat eine Exzision stattgefunden. Um die Isolierung klonal verwandter
Mutationen zu vermeiden, wurden Einzelkreuzungen angesetzt. Die erhaltenen Tiere wurden

etabliert und gegen die beiden schizo-Allele auf Letalitét hin getestet.

2.2.2.3 ..Local Hops*
Durch die Mobilisierung eines P-Elements wie unter 2.2.2.1 beschrieben, konnen auch neue

Mutationen durch die Insertion des P-Elements an einem anderen Insertionsort entstehen. P-
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Elemente zeigen die Tendenz, nach Transposase-induzierter Exzision in benachbarten
Regionen zu re-inserieren (Zhang & Spradling, 1993).

Um weitere schizo-Allele zu generieren, wurden neben der unter 2.2.2.2 beschriebenen
Exzisionsmutagenese auch ,,Local Hops* induziert. Das Kreuzungschema &dhnelt dabei dem
der Exzisionsmutagenese. In der F3-Generation selektioniert man jedoch nicht auf Verlust des
Augenmarkers, sondern achtet auf eine veridnderte Expressionsstirke des Augenmarkers

(white®). Die generierten Insertionen wurden etabliert und gegen die beiden schizo-Allele auf

Letalitit hin getestet.

Kreuzungsschema:

? ? 13)L07615 /TM3,Ser  x  A23Kip/ OO

oo w/w; TM3/TM6 x  I1Q)L07615/A23KipP ¥

gé gé w/w:TM3"/TM6" x P (local hop) /TM6 ¥

? ? P(local hop) /TM3" X schizo”"? ITM3 bzw. schizo“" " /TM6 O

2.2.2.4 Herstellung von Rekombinanten

Die Herstellung von Rekombinanten erfolgte nach standard-genetischen Methoden

(Ashburner, 1989).

In dieser Arbeit hergestellte Rekombinanten:

Mutante Linie Rekombinante
schizo"*% ITM6 sliGAL4 3. Chromosom sLiGALA schizo®"** [TM3™
schizo"?® ITM6 simGAL4 2./3. Chromosom simGAL4 schizo""”* [TTM3”
schizo""”* ITM6 UASnetrinB 3. Chromosom UASnetrinB schizo“ "’ /TM3"
schizo"?® ITM6 UAScdc42"™"? 3. Chromosom | UAScdc42""? schizo“ "*/TM3"
schizo"”* ITM6 Sema2b-tmyc 3. Chromosom | Sema2b-tmyc schizo® ***/TM3"
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2.2.3 Histologische Methoden

2.2.3.1 whole mount-Antikorperfirbung von Drosophila-Embryonen

- Embryonen werden von der Ablageplatte in multiwell-Platten (MWP) gewaschen

- Dechorionisierung der Embryonen durch 5% NaOCI fiir 3-5 min

- Embryonen werden mehrmals in Wasser gewaschen und auf Apura abgetropft

- Uberfiihrung der MWP in Heptan

- mit einer Pasteurpipette werden die Embryonen mit dem Heptan in ein 5 ml-Glasrohrchen
tiberfiihrt

- Fixierung der Embryonen erfolgt in Heptan/PBS (1:1) in 4% Formaldehyd fiir 20 min auf
dem Taumler

- Devitellinisieren der Embryonen durch Austauschen der wilrigen PBS-Phase gegen

2 ml Methanol und kriftiges Schiitteln

- Abnahme der organischen Heptanphase, erneute Zugabe von Methanol und kurzes Schiitteln
- Abnahme des Methanols und zweimaliges Waschen mit Ethanol

- die Embryonen konnen bei -20°C aufbewahrt oder sofort weiterbehandelt werden

- Embryonen 3x kurz in PBT rehydrieren

- 3x 15 min waschen in PBT/0,5% BSA

- Inkubation des primiren Antikorpers bei 4°C in geeigneter Verdiinnung in PBT/BSA ii.N.

- 3x kurz in PBT waschen, 3x 15 min in PBT auf dem Taumler waschen

- Inkubation des sekundédren Antikorpers in geeigneter Verdiinnung bei RT in PBT fiir 2-3 h

- antikOrperspezifische Nachweisreaktion
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2.2.3.2 Nachweisreaktionen

22321 AP-Firbung

- Embryonen in NBT-Puffer waschen

- anschlieBend Embryonen in NBT-Puffer versetzt mit 4,5 ul/ml NBT-L6sung und 3,5 wl/ml
BCIP inkubieren

-Férbereaktion unter dem Binokular kontrollieren und mit PBT nach ca. 5-10 min abstoppen

- 3x kurz mit PBT waschen

- 3x 20 min mit PBT auf dem Taumler bei RT waschen

- Embryonen in 70% Glycerin iiberfiihren

22322 HRP-Firbung

- Embryonen werden in 0,3 mg/ml DAB-L6sung und 2 ul/ml H,O, gefirbt

- Stoppen der Firbereaktion in PBT nach 5-10 min, wenn Féarbung erfolgt ist
- 3x kurz mit PBT waschen

- 3x 20 min mit PBT auf dem Taumler bei RT waschen

- in 70% Glycerin tiberfiihren

22323 Antikorperfiarbung mit dem ABC-Kit

Zur Verstirkung des Signals wurde fiir einige Firbungen das ABC-Elite Kit (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA) nach folgendem Protokoll benutzt:

Fixierung und Inkubation des primédren Antikorpers erfolgten wie in 2.2.3.1

Nach der Inkubation des Primirantikorpers ii.N. wurde 3x kurz und 3x 20 min mit PBT

gewaschen. Die Inkubation mit pridabsorbiertem Sekundirantikorper aus dem Kit in der

Verdiinnung 1:5000 erfolgte 2 h bei RT.
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- 4x 10 min mit PBT waschen, nach dem ersten Waschen Losung A (10 ul) und Losung B
(10 ul) mit 500 1 PBT mischen und 30 min ,,taumeln*

- Inkubation mit A+B+PBT fiir 30-60 min

- 4x 5 min mit PBT waschen

- die Nachweisreaktion erfolgte wie in 2.2.3.2.2

22324 X-Gal-Farbung

-Erwirmung der X-Gal-Férbelosung auf 65°C

- Zugabe von 1:50 (v/v) einer 10% X-Gal-Losung in DMSO
- Inkubation der Embryonen bei 37°C fiir 2-4 h

- Abstoppen der Firbereaktion durch 3x Waschen mit PBT auf dem Taumler

2.2.3.3 Priaabsorption des anti-B-Galaktosidase Antikorpers

- bereits fixierte Embryonen werden 3x kurz und 3x 15 min mit PBT gewaschen

- 1 h inkubiert in 10% Ziegenserum/PBT

- Uberstand wird abgenommen und Embryonen werden mit dem B-Galaktosidase AK (1:500)
in 10% Ziegenserum/PBT ii.N. inkubiert

- Uberstand sterilfiltrieren und bei 4°C aufbewahren

- in einer Verdiinnung von 1:10 einsetzen

2.2.3.4 whole mount-in situ-Hybridisierung an Drosophila-Embryonen

- Embryonen werden wie unter 2.2.3.1 behandelt und in 8% Fixativ/PBS fiir 30 min
auf dem Taumler fixiert

- die untere Phase wird abgenommen und Embryonen durch Zugabe von 2 ml Methanol unter
kréaftigem Schiitteln devitellinisiert

- Abnahme der oberen Phase und Austauschen gegen Methanol
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- Abnahme des Methanols und 2x waschen mit Ethanol

- Embryonen kénnen bei —20°C gelagert werden

- Embryonen durch 3x Waschen in PBT rehydrieren

- wihrenddessen Wasser aufkochen, abkiihlen lassen und Embryonen 6 min in dem nicht
mehr kochenden Wasser inkubieren

- Embryonen auf Eis stellen und mit PBT waschen

- Postfixierung in 8% Formaldehyd/PBT fiir 15 min

- 5x 2 min mit PBT waschen

- kurzes Waschen mit PBT/Hybridisierungslosung im Verhiltnis 1:1

- kurzes Waschen mit Hybridisierungslosung

- Vorhybridisierung in Hybridisierungslosung fiir 60 min bei 55°C

- 2 ul markierte Probe in 28 ul Hybridisierungslosung 1 min aufkochen

- Zugabe der denaturierten RNA-Probe zur Hybridisierungslosung

- Inkubation bei 55°C ii.N.

- 1x 20 min mit Hybridisierungslosung waschen bei 55°C

- 1x 20 min in PBT/Hybridisierungslosung waschen bei 55°C im Verhiltnis 1:2

- 5x 20 min waschen bei 55°C in PBT

- 1x 20 min waschen bei RT

- Inkubation mit anti-Digoxiginin Antikorper 1:1000 fiir 1h

- 5x 10 min waschen mit PBT

- 1x 10 min waschen mit NBT-Puffer

- Embryonen werden in 4,5 ul/ml NBT-Losung und 3,5 ul/ml BICIP in NBT-Puffer inkubiert

- Stoppen der Fiérbereaktion in PBT

- 3x kurz mit PBT waschen, 3x 20 min mit PBT bei RT auf dem Taumler waschen
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2.2.3.5 Einbetten von Embryonen nach in situ-Hybridisierung
- Entwissern der Embryonen in einer Alkoholreihe: 50%, 70%, 90%, 95%, 100% Ethanol
- Embryonen auf einen Objektriger in 1:1 Kanadabalsam/Methylsalicylat iiberfiihren und

Deckglédschen auflegen

2.2.3.6 Simultan-Fixierung von adulten Augen

Der Kopf der Fliege wird mittels einer Schickklinge (Plano) vom Korper abgetrennt und
median gespalten. Die Augen werden in einem Gemisch aus 50 ul 0,1 M Phosphatpuffer (pH
7,0) und 4 ul 50%igem Glutaraldehyd auf Eis iiberfiihrt. Die Simultan-Fixierung der Augen
erfolgt fiir 30 min durch Zugabe von 50 ul Osmium (Osmiumstammldsung 4%ig). Nach
Entfernen der Fixierlosung wird zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. AnschlieBend
werden die Augen in 50 ul 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) und 50ul Osmium
(Osmiumstammlosung 4%ig) fiir zwei Stunden auf Eis nachfixiert. Gewaschen wird einmal
kurz mit H,O und entwissert iiber die Alkoholstufen 50%, 70%, 80%, 90%, 96% je 10 min
und zweimal in 100% Ethanol je 15 min. Nach dem letzten Entwésserungsschritt wird
Ethanol durch Propylenoxid ersetzt und zweimal fiir 15 min inkubiert. Man arbeitet bis zum
Propylenoxid auf Eis, danach bei Raumtemperatur. Anschlieend werden die Augen in ein
Propylenoxid-Araldit-Gemisch (1:1) iiberfiihrt und dort mindestens fiir 6 h (besser ii.N.)

belassen (Gefidl so abdichten, daB das Propylenoxid langsam entweichen kann).

2.2.3.7 Einbettung von adulten Augen

Mit Prépariernadeln werden die fixierten Augen auf den Boden einer mit Araldit gefiillten
Einbettungsform (Serva) iiberfiihrt. Die Augen werden so ausgerichtet, dall die zu
schneidende Fliche nah an dem dufleren Rand der Form zu liegen kommt. Das Auge sollte
moglichst am Boden der Form liegen, um die Ausrichtung der Schnittfliche wéhrend des

Aushirtens zu stabilisieren. Das Aushérten des Araldits erfolgt fiir 48 h bei 60°C.
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2.2.3.8 Herstellung von Gelatine-beschichteten Objekttrigern

Objekttriger werden griindlich unter flieBendem Wasser gespiilt und anschlieBend zweimal in
90%igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen werden sie kurz in 0,5%ige Gelatine

getaucht, erneut getrocknet und im Prédparatekasten staubfrei aufbewahrt.

2.2.3.9 Herstellung von Glasmessern

Glasmesser werden aus Glasstreifen (Plano) an einem Gerét zur Herstellung von Glasmessern
(Leica) gebrochen. AnschlieBend wird ein ,,Trog® zum Auffangen der Schnitte an jedes

Messer angebracht.

2.2.3.10 Schneiden

Semidiinnschnitte (1 um) werden mit einem Glasmesser an einem Ultramikrotom hergestellt,
aufgefangen und in einen Wassertropfen auf einem Objekttriger iiberfiihrt. Eingerollte
Schnitte konnen mit CHCl,-Dampf entrollt werden. Der Objekttriager wird auf eine Heizplatte

aufgelegt, damit sich die Schnitte glattziehen und trocknen.

2.2.3.11 Féarbung mit Toluidinblau

Die zuvor filtrierte Farbelosung wird ca. 1 h bei 65°C erwidrmt. AnschlieBend werden die
vorgewdrmten Objekttrager mit den Schnitten fiir 20-60 sec in die Toluidinblaufdrbelosung
gestellt. AnschlieBend werden die Objekttriger mehrmals mit H,O gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Bei Bedarf kann durch Waschen in verdiinnter HCI-Losung (pH 3)

wieder entfarbt werden. Die Schnitte konnen dann mit Araldit eingedeckelt werden.
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2.24 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Die Zellen werden auf einer LB-Platte nach Angaben des Herstellers ausgestrichen und ii.N.
bei 37°C inkubiert. Am nichsten Tag werden die Zellen in einer 5 ml ii.N. Vorkultur
angeimpft und diese in einer 500 ml-Kultur bis zu einer OD 600 von 0.4 — 0,6 bei 37°C zum
Wachsen gebracht. Die Zellen werden 10-15 min auf Eis gestellt und in einem vorgekiihlten
Rotor (GSA) bei 4000 rpm fiir 15 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ml
kaltem dd H,O resuspendiert. Erneutes Abzentrifugieren bei 4000 rpm fiir 15 min bei 4°C und
Resuspendieren der Zellen in 20 ml kaltem 10% Glycerin-haltigem dd H,O. Es folgt
wiederholtes Abzentrifugieren wie schon zuvor beschrieben. Uberstand verwerfen, Zellen in
2-3 ml 10% Glycerin/H,O resuspendieren (sollte einer Zellkonzentration von 1-3x 10°
Zellen/ml entsprechen) und in 50 ul Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefrieren und bei

-80°C lagern. Die Zellen sollten einer Zellkonzentration von 1-3x 10° Zellen/ml entsprechen.

2.2.4.2 Elektrotransformation

Transformation von DNA in kompetente Escherichia coli-Stimme wurden mit dem Gene
Pulser der Firma BIORAD nach gegebenen Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.
- kompetente Zellen auf Eis auftauen lassen
- 40 ul Zellsuspension mit geeigneter DNA-Menge (1-2 ul) mischen
- in eine gekiihlte 0,2 cm Elektroporationskiivette iiberfiihren
- Kiivette in Gene Pulser (BIORAD) setzen
- Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstéirke von 12,5 KV/cm
(Einstellung am Gene Pulser: Kapazitit —25 uF, Spannung —2,5 KV, Widerstand —200 €2)

- Kiivette schnell entnehmen und 250 ul vorgewirmtes SOC-Medium zugeben
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- mit einer Pasteurpipette in ein Eppendorf-Gefif3 iiberfiihren und bei 37°C fiir 30 min
inkubieren

- auf einer antibiotikahaltigen LB-Agarplatte ausstreichen

2.2.4.3 DNA-Restriktion

Die DNA-Restriktionen mit den entsprechenden Enzymen erfolgen nach Angaben des

Herstellers fiir die Restriktionsenzyme.

2.2.4.4 Elution von DNA-Fragmenten aus einem priiparativen Gel
- die Gelelektrophorese fiir die Elution erfolgt bei niedriger Spannung
- Ausschneiden der Banden mit einer Rasierklinge auf einem UV-Tisch
- Gelstiicke mit 100 ml pro 0,1 mg bei 65°C inkubieren, bis sich die Gelmatrix aufgelost hat
- kurz vortexen und auf die Sdulen (Qiagen) geben
- 1 min bei 1300 rpm abzentrifugieren
- durch Zugabe von 750 ul PE-Puffer auf die Sdule und erneutem Abzentrifugieren
DNA waschen
- Abzentrifugieren zum Trocknen der DNA

- Eluieren der DNA durch 30 ul Elutionspuffer

2.2.4.5 Gelelektrophorese

Trennung der DNA-Fragmente bei 100-150 V durch Horizontal-Gelelektrophorese im
Agarosegel (0,8% zum Auftrennen groBer Gelfragmente, bis zu 1,2% fiir kleine Fragmente)
mit Ethidiumbromid (10 mg/ml H,O, 3ul/100 ml). Als relatives MaB fiir die Grofle der DNA-

Fragmente dient eine 1 kb-Leiter (GIBCO/BRL).
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2.2.4.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen wird ein zweckmifBiges Volumen (3-5
ul) auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Als Standard dient 1 png einer 1 kb-Leiter
(GIBCO/BRL).

Die Konzentration der DNA-Losung wird dann durch einen Vergleich der relativen
Fluoreszenz-Intensititen unter UV-Licht abgeschitzt. Eine Alternative dazu ist die Messung
mit dem Photometer (Eppendorf). Dazu werden 2 ul der zu bestimmenden DNA in 198 ul

H,O verdiinnt und gemessen.

2.2.4.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation wird der Vektor und das zu klonierende DNA-Fragment in einem molaren
Verhiltnis von 1:1 bis 1:4 eingesetzt. Wenn keine direktionale Klonierung erfolgt, sondern
das DNA-Fragment nur durch Restriktion mit einem Enzym in den Vektor gebracht werden
soll, muf3 der Vektor mit shrimps alkaliner Phosphatase (SAP, La Roche) dephosphoryliert

werden, um eine Religation des Vektors zu verhindern.

Ligationsansatz: 100 ng Vektor-DNA

100-400 ng  DNA-Fragment

2ul 10x Ligationspuffer (Promega)
1 ul T4-Ligase (Promega)
add 20 ul H,O

Inkubation fiir 1 h bei 37°C oder ii.N. bei 16°C.

2.2.4.8 Sichtung einer genomischen Phagenbank

Zur Isolierung der genomischen Region um schizo wurde eine genomische Lambda-EMBL4-

Phagenbank (Dr. Markus Noll, Ziirich) gesichtet. Als Sonde dienten dabei die Fragmente, die
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bei der inversen PCR (siehe Ergebnisse 3.3.1) der P-Elemente 1(3)L7062 und 1(3)LL5541

gewonnen wurden. Diese wurden mit Fluorescein markiert wie unter 2.2.4.13.1 beschrieben.

2.24.8.1 Titrieren der Phagenbank

Zum Titrieren der Phagenbank wurde zunéchst eine Verdiinnungsreihe (10'2, 10"3, 10'4) des
Phagenstamms in SM-Puffer hergestellt. Jeweils 10 ul wurden zu 100 ul frischer Q358-Zellen
(in 1I0mM MgSO4/NZY) in ein Reagenzglas gegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden frische NZY-Agar-Platten getrocknet und NZY-Top-Agar geschmolzen
und im 45°C-Wasserbad bereitgehalten. Dann wurden je 2 ml Top-Agar zu den Phagen/Zell-
Gemischen gegeben und sofort ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C bis zur deutlichen
Lyse inkubiert und aus der Zahl der Plaques der Phagentiter (in ,,plaque forming units*“/ml =

pfu/ml) bestimmt.

2.24.8.2 Ausplattieren der Phagen, Ziehen der Filter

Nach dem Titrieren der Phagenbank wurde die Bank zum Sichten ausplattiert. Es wurden
jeweils etwa 4-10* pfu an 300 ul Q358-Zellen adsorbiert und mit 7 ml Top-Agar auf 14 cm-
Petrischalen ausplattiert. Insgesamt wurden etwa 240.000 Klone gesichtet. Die Platten wurden
bis zur konfluenten Lyse bei 37°C inkubiert.

Zum Ziehen der Filter wurden runde HybondN+-Filter mit 13,7 cm Durchmesser verwendet
(Amersham Buchler, Braunschweig). Die Filter wurden fiir etwa 60 sec auf die kalten Platten
aufgelegt, vorsichtig mit zwei Pinzetten abgezogen und auf Whatman-Papier gelagert.
Wihrend die Filter auf der Platte auflagen, wurden sie mit einer tintenbefiillten Kaniile
asymmetrisch durchstochen, um eine eindeutige Zuordnung der Filter zu den Platten zu
gewihrleisten. Von jeder Platte wurde noch ein Duplikatfilter gezogen, der 4 min auflag.
Diese Filter wurden entsprechend der bereits sichtbaren Tintenspuren markiert. Die

Duplikatfilter erlauben den Ausschluf} ,,falschpositiver* Signale. Beide Filtersitze wurden fiir
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1 min bei 105°C im Autoklaven ,,gebacken®, um die Phagen-DNA zu denaturieren und zu

fixieren.

22483 Hybridisierung mit nicht-radioaktiver Sonde

Nach dem Backen wurden die Filter mit einer fluorescein-markierten Sonde hybridisiert und

detektiert.

22484 Rescreen

Signalpositive Plaques wurden mit einer umgedrehten Pasteurpipette ausgestochen. Die
Phagen wurden mit 1 ml SM ii.N. bei 4°C oder 30 min bei RT aus dem Agarpfropf eluiert.
Jeweils 1 ul des Eluats sowie 1 und 10 ul einer 10'2-Verdﬁnnung und 1 ul einer 107*-
Verdiinnung wurden nach Adsorption an 100 ul Q358-Bakterien und 2 ml Top-Agar auf 82
mm-Petrischalen ausplattiert und ii.N. inkubiert. Am nichsten Tag wurden erneut Filter
gezogen und hybridisiert. Das Rescreening wurde solange wiederholt, bis alle Plaques eines
Eluats mit der Sonde hybridisierten, bis der Plaque also ,,plaque-pure* aufgereinigt war. Dann

erfolgte die Prédparation der Phagen-DNA wie beschrieben.

22485 Isolierung von Phagen-DNA

Yorkultur:

Ein ausgestochener Phagenplaque wurde in 1 ml SM-Puffer gelost. Davon wurden 150 ul zu
300 ul einer E.coli-Bakteriensuspension gegeben und in 50 ml NZY-Fliissigmedium gegeben.
Die Losung wurde bei 37°C bis zur Lyse, erkennbar an der Flockenbildung in der Kultur,
inkubiert. AnschlieBend werden 1 ul/ml Chloroform zugegeben und fiir 37°C erneut fiir 15
min inkubiert. Danach wird die Klutur dekantiert (ohne Chloroform) und 15 min bei 4000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ul/ml Chloroform versetzt und kann bei 4°C iiber

mehrere Monate gelagert werden.
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Hauptkultur:

300 ml NZY-Flissigmedium werden mit 5 ml einer E.coli-Bakterienlosung bis zur
Eintriitbung bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wird die Bakterienkultur mit 20 ml des
Phageniiberstands aus der Vorkultur versetzt und fiir mehrere Stunden bis zur Lyse
geschiittelt. Wenn die Lyse einsetzt (erkennbar an der Flockenbildung durch lysierte
Bakterien) werden 325 ul Chloroform und 8 g NaCl zugegeben und fiir weitere 20 min bei
37°C inkubiert. Die Kultur wurde anschlieBend fiir 10 min bei 11.000 g und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 5 ug/ml DNase/RNase versetzt
und fiir 60 min bei 37°C inkubiert, um bakterielle DNA und RNA zu degradieren. Zur
Prazipitation der Phagen wird die Losung mit 110 ml 20%iger PEG-6000/3,5 M NH,OAc
Losung versetzt und fiir 2 h auf Eis gestellt. AnschlieBend wird die Losung fiir 10 min bei
10.000 g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet getrocknet. Danach wurde
das Pellet in 3 ml SM-Puffer resuspendiert.

Zur Aufreinigung und Isolierung der DNA wurde das resuspendierte Pellet mit 300 ul 0,5 m
EDTA, 300 ul 20% SDS und 3 ml Phenol versetzt und fiir 10 min auf dem Taumler inkubiert.
Der Ansatz wurde nach Ablauf der Inkubationszeit abzentrifugiert (5 min bei 4.000g) und die
obere wifirige in ein neues Rohrchen gegeben. Die abgenommene Phase wurde mit einem
Volumen Phenol versetzt und fiir 10 min auf dem Taumler inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wird wieder die obere Phase abgenommen und zweimal mit
Phenol/Chloroform 1:1 versetzt und anschlieend zweimal mit einem Volumen Chloroform
extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte jedes Mal durch Abzentrifugation fiir 1 min bei 4.000
g. Das verbleibende Chloroform wurde dann durch einmalige Extraktion mit 1/2 Vol.
Dieethylether abgetrennt. Die obere Etherphase wurde verworfen und der Ansatz fiir 1 min
abzentrifugiert. Der restliche Ether verdunstete bei 65°C. Die Féllung der Phagen-DNA
erfolgte durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol. Nach Abzentrifugation wurde das Pellet

mit 2 ml 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 300 ul H,0 aufgenommen.
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2.2.4.9 Mini-Priparation von Plasmid-DNA

- 2 ml LB-Medium (plus Antibiotika zur Selektion) werden mit einer Kolonie angeimpft
- ii.N. bei 37°C im Schiittler inkubieren

- ca. 1,5 ml Bakterienkultur in ein Eppendorf-Gefil3 iiberfiihren, den Rest kiihl lagern

- abzentrifugieren fiir 1 min bei 13 000 rpm in einer Tischzentrifuge

- Uberstand verwerfen und Pellet in 250 ul STET-Puffer resuspendieren

- Minis fiir 45 sec kochen und anschlieend fiir 5 min bei 13 000 rpm abzentrifugieren

- den Uberstand in 250 ul Isopropanol und 25 ul Ammoniumacetat fillen

- 15 min abzentrifugieren bei 13 000 rpm

- Uberstand verwerfen und Pellets unter einer Lampe trocknen

- Pellets in 30 ul RNase-Wasser aufnehmen und 10 min bei 65°C 16sen

2.24.10 Midi-Priparation von Plasmid-DNA

Priiparationen von groBeren Mengen DNA erfolgen aus einer 200 ml Ubernachtkultur. Die
Priparation erfolgt mit dem DNA-Priparations-Kit der Firma Qiagen (Qiagen GmbH

Diisseldorf) nach einem Protokoll des Herstellers.

2.24.11 Isolierung genomischer DNA aus Fliegen

- 40 Fliegen werden in ein Eppendorf-Gefill gegeben und bei -20°C eingefroren

- die Fliegen werden in 300 ul Lysispuffer mit einem Homogenisator im Eppendorf-Gefa$3
homogenisiert

- Zugabe von 500 ul Lysispuffer und Inkubation fiir 30-45 min bei 65°C unter mehrmaligem
Invertieren

- danach werden die Eppendorf-Gefife auf Eis gestellt und 1/2 h mit 150 ul 8M KCI
inkubiert

- abzentrifugieren bei 13 000 rpm fiir 30 min

- Uberstand in ein neues GefiB geben und erneut fiir 15 min abzentrifugieren
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- Uberstand in 700 ul Isopropanol und 75 ul 2M NaCl fillen und 30 min abzentrifugieren bei
13.000 rpm

- Pellet kurz trocknen (nicht zu lange!) und in 50 ul RNase-Wasser aufnehmen

22412 Restriktion genomischer oder Phagen-DNA fiir Southern-Blot-Analysen

Es wurden fiir die Southern-Blot-Analysen 1-2 ug DNA mit 40 Einheiten Restriktionsenzym
fiir mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. 1/10 des Ansatz wurden dann gelelektrophoretisch auf

die Vollstidndigkeit der Restriktion hin tiberpriift.

22413 Southern-Blot-Hvbridisierung (modifiziert nach Church, 1984

Die Gelelektrophorese wurde bei niedriger Spannung (50-80V) durchgefiihrt, um eine
moglichst gleichmiBige Auftrennung der Fragmente zu erreichen. AnschlieBend wurde das
Gel mit einem Lineal daneben fotografiert und zur Depurinierung 20 min mit 0,25 M HCl
behandelt. Danach erfolgte eine Neutralisierung mit 0,5 N NaOH, bevor der Blot fiir den ii.N.
Kapillartransfer auf HybondN+-Membran (Amersham Buchler, Braunschweig)) in 0,5 N
NaOH aufgebaut wurde. Am néchsten Tag wurde die HybondN+-Membran 10 min in 2x

SSC/ 0,1 M Tris, pH 7.5 neutralisiert. Die auf die Membran transferierten DNA-Fragmente
wurden mit einem UV-Stratalinker 2400 (Stratagene, Heidelberg) kovalent an die Membran

gebunden mittels 120 mJ/cm® UV-Licht (A = 254 nm).

2.24.13.1 Synthese fluorescein-markierter DNA-Sonden fiir Hybridisierungen

Zur Herstellung fluorescein-markierter DNA-Sonden wurde das Gene Images random primer
labelling module (Amersham Buchler, Braunschweig) gemif Anleitung verwendet. Dazu
wurden ca. 150-200 ng DNA eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 0,5 M

EDTA gestoppt und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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224.13.2 Hyvbridisierung mit der fluorescein-markierten DNA-Sonde

Der Blot wurde zunidchst mindestens 30 min bei 65°C in 100 ml Church-
Hybridisierungslosung prahybridisiert. Die DNA-Sonde wurde 5 min aufgekocht und zu der
Church-Hybridisierungslosung gegeben in einer Konzentration von 10 ng/ml. Die
Hybridisierung erfolgt ii.N.; anschlieBend kann die Hybridisierungslosung mit der Sonde bei
-20°C gelagert und mehrmals wiederverwendet werden. Nach dem Abgielen der
Hybridisierungslosung wird die Membran 2x 10 min bei 65°C mit Church-Waschlosung

gewaschen.

2.24.133 Hybridisierungsnachweis

Nach dem Waschen der Membran wurde das Hybridisierungssignal mit dem Gene Images
CDP-Star detection module (Fa. Amersham Buchler, Braunschweig) gemill Anweisung des
Herstellers nachgewiesen. Dazu wurde die Membran 1 h mit 100 ml 0,5% BSA/Puffer A
geblockt. Danach erfolgte die Antikorperinkubation mit o-Fluorescein-AP-Antikorper in
einer Verdiinnung von 1:5000 in 0,5% BSA/Puffer A fiir 1 h. Der Antikérper wurde durch 3x
10 min Waschen mit 0,3% Tween-20/Puffer A entfernt. Nach dem Waschen wird die
Waschlosung entfernt und der Blot auf eine Plastikfolie gelegt. Dort wird er mit dem CDP-
Star-Detection Reagent fiir 5 min inkubiert (30-40 wl/cm?®). Mit einer Pipette wird die
Detektionsfliissigkeit gleichmiBig auf dem Blot verteilt. Der so inkubierte Blot wird in die
Plastikfolie eingeschlagen und mit einem Hyperfilm MP in einer Rontgenfilmkassette fiir eine
variable Zeit exponiert. Die gebundene Sonde kann mit 90°C heilem 0,1%igem SDS
abgewaschen werden, in dem der Blot 3x 15 min gewaschen wird. Der Blot kann

anschlieBend wiederverwendet werden.
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2.24.14 Inverse-PCR

Fiir die Inverse-PCR Reaktion muf3 die DNA zunéchst mit den Restriktionsenzymen Alul,
Rsal, Mlul, Ddel und Cfol geschnitten und anschlieBend in einem groflen Ligationsansatz

ligiert werden.

2.24.14.1 Single Fly-PCR

Eine Alternative zur konventionellen DNA-Aufreinigung aus Fliegen stellt das Einzelfliegen-
Protokoll dar (Gloor et al., 1993):

- Betdubung der Fliegen in einem PCR-Reaktionsgefil} auf Eis

- Zugabe von 50 ul SquiB und 200 ug/ml Proteinase K

- ZerstoBen der Fliege mit einer Pipettenspitze

- Inkubation bei 37°C fiir 30 min

- anschlieBend Inaktivierung der Proteinase K bei 85°C fiir 2 min

Die DNA kann nun fiir eine PCR-Reaktion eingesetzt werden. Will man eine inverse PCR mit
der so gewonnenen DNA aus einer Einzelfliege durchfiihren, so erfolgt nach der Inkubation
bei 37°C die Zugabe von 1 ul PMSF und anschlieende Inkubation fiir 15 min bei 65°C.
Danach werden 8 wl der DNA fiir 20 min bei 37°C mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen in einem 20 ul-Ansatz restringiert und daraus 6 ul fiir eine Ligation
eingesetzt. Die Ligation erfolgt 1 h bei 22°C in einem 10 wl-Ansatz. Diese 10 ul werden

hinterher fiir die PCR-Reaktion eingesetzt.

2.24.14.2 Reaktionskomponenten fiir die PCR-Amplifikation

Fiir Standard-PCR-Amplifikationen (50 ul) wurde der folgende Reaktionsansatz eingesetzt.

Fiir PCR-Ansitze mit 25 ul wurden die eingesetzten Volumina entsprechend halbiert.
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Komponente Finale Konzentration Volumen
Template gen. DNA: 100 ng x ul
Plasmid-DNA: 1-10 ng
10 x Puffer Ix Sul
Mg(l, 1.5 mM 1,5 ul
dNTPs 200 uM 1 ul
Primer A (2 uM) 400 nM Sul
Primer B (2 uM) 400 nM Sul
Taq-DNA-Polymerase 1U 04 ul
steriles H,O add 50 ul
2.2.3.14.3 Temperaturprofile

Die Ausbeute und Spezifitidt der PCR wird beeinflult von Konzentration, Zeit, Temperatur
und Anzahl der Amplifikationsschritte. In den ersten beiden Schritten der PCR-Reaktion wird
die Template-DNA denaturiert. Wéahrend des Annealings lagern sich die Primer an das
Template an und in der darauffolgenden Extension wird das betreffende Fragment
synthetisiert. Je nach T, -Wert der verwendeten Primer und erwarteter Linge des PCR-
Produkts werden unterschiedliche Annealing- und Extensionszeiten verwendet. In der

folgenden Tabelle sind die einzelnen Schritte dargestellt:

Schritt Temperatur Zeit/ Wiederholungen
Initialisierung 94°C 1:00 min
Denaturierung 94°C 0:40 min
Annealing variiert je nach Primerpaar, 1:00 min

2-5°C unter dem T, -Wert
Extension 72°C 1:00 -2:00 min
Wiederholungen ab der 29-34x
Denaturierung
Finale Extension 75°C 10:00 min
Kiihlen 4°C nach Bedarf
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2.24.15 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das Qiaquick PCR Purification Kit der Firma

Qiagen (Diisseldorf) gemédll Angaben des Herstellers verwendet.

2.24.16 Klonierung von PCR-Produkten

Die konventionelle Klonierung von PCR-Produkten gestaltet sich schwierig, da sie Taq-
Polymerase 3‘-Nucleotidtransferase-Aktivitidt aufweist. Es entstehen daher bei der PCR-
Amplifikation 3‘-Adenin-Uberhiinge. Aus diesem Grund werden spezielle Vektoren fiir die
Klonierung von PCR-Produkten angeboten, die mit 5‘-Thymin-Uberhéngen versehen sind. In
dieser Arbeit wurde hauptsichlich das pGEM-T-Easy-PCR-cloning kit der Firma Promega

(Mannheim) verwendet, das entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet wurde.

2.24.17 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden mit dem Amersham Sequenzierungs-Kit (Thermo Sequenase 11
Dye Terminator Cycle Sequencing Premix Kit) gemill Herstellerangaben durchgefiihrt.
Ausgewertet wurden die Sequenzreaktionen mit dem ABIPRISM 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Analysiert wurden die Sequenzdaten mit den Programmen

des Lasergene DNASTAR Software Package (GATC, Konstanz).
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3. Ergebnisse

3.1 Phéinotypische Untersuchungen

Das Gen schizo, das in dieser Arbeit genetisch und molekular charakterisiert wurde, ist in
einer EMS-Mutagenese von Thomas Hummel erstmals identifiziert worden und spielt eine

wesentliche Rolle bei der Bildung der Kommissuren. Es wurden zwei Allele des schizo-Lokus

Uli2 C1-028

isoliert, schizo und schizo (Hummel, 1998), die in Transheterozygose letal sind. In
beiden schizo-Allelen ist die Ausbildung der Kommissuren reduziert. Die phinotypische

Analyse zeigte, daB schizo”'" das stirkere Allel ist (Hummel et al., 1999).

3.1.1 Marker fiir die Untersuchung des axonalen Muster

Zur Charakterisierung des neuronalen Phidnotyps wurden die monoklonalen Antikorper
(mAb) BP102, 1D4 (anti-Fasll) und 22C10 verwendet, die unterschiedliche neuronale
Strukturen erkennen. Der mAb BP102 erkennt die Haupt-Axonbahnen des ventralen
embryonalen Nervensystems, die in einem strickleiterformigen Muster organisiert sind (siehe
Einleitung). Mit Hilfe dieses Antikorpers konnen Defekte im axonalen Muster sichtbar
gemacht werden (siehe Abb. 4). Der monoklonale Antikorper 1D4 (anti-FasIl) markiert drei
voneinander getrennte longitudinale Axontrakte auf jeder Seite der Mittellinie. Auf diese
Weise konnen Projektionsfehler in diesen Axontrakten sichtbar gemacht werden. Die
Identifizierung neuronaler Verdnderung auf der Ebene einzelner Neurone und ihrer axonalen
Projektion sowie die Erkennung von Defekten des peripheren Nervensystems (PNS) ist mit
dem mAb 22C10 moglich. Dieser Antikorper erkennt das Microtubuli-assoziierte Protein
Futsch (Hummel et al., 2000; Roos et al., 2000) und markiert im frithen embryonalen ZNS
selektiv spezifische Neurone (aCC-, MP1-, MP2-, RP1- und VUM-Neurone). In der spiteren
Entwicklung erkennt der mAb 22C10 alle PNS-Neurone.

Um die Projektion einzelner Axone in schizo-Mutanten genauer zu untersuchen, wurden zwei
Markerlinien verwendet: Sema2b-tmyc und ems-lacZ (Rajagopalan et al., 2000; Hartmann et
al., 2000). Die Expression dieser Marker in den zu analysierenden Axonen kann mit den

Antikorpern mAb 9E10 (anti-Myc) und anti-B-Galaktosidase sichtbar gemacht werden.
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3.1.2 ZNS-Defekte in schizo-Mutanten

Das embryonale ZNS in schizo-Mutanten wurde zunédchst mit dem mAb BP102 analysiert. Im
Wildtyp erkennt man auf jeder Seite des Embryos die longitudinalen Konnektive, die durch je
eine anteriore und posteriore Kommissur in jedem Neuromer miteinander verbunden werden
(Abb. 4A, Pfeile). In Embryonen, die homozygot mutant fiir das schizo”'’>-Allel sind, kreuzen
weniger Axone die Mittellinie (Abb. 4B). Der Phinotyp des schizo“’***-Allels ist schwicher
ausgeprigt, die Neuromere der meisten Segmente zeigen ein noch vollstindig vorhandenes

CI1-028

Kommissurenpaar. In schizo -mutanten Embryonen fehlt vorwiegend die anteriore

Kommissur in den thorakalen und den vorderen abdominalen Segmenten (A1-A3) (Abb. 4C).

Die Beobachtung, da} in schizo-Mutanten hauptsédchlich die anteriore Kommissur betroffen
ist, fiihrte zu einer detailierten Untersuchung der anterioren Kommissur mittels spezifischer
Marker. Mit dem Sema2b-tmyc Marker (Rajagopalan et al., 2000) kann man das
Wachstumsverhalten einzelner Neurone beobachten. Sema2b-tmyc markiert sowohl den
Zellkorper als auch die Axone von zwei bis drei Neuronen in den Hemineuromeren der fiinf
posterior gelegenen abdominalen Segmente, A4-A8. Wie in Abb. 4D zu sehen, projizieren
diese lateral positionierten Neurone ihr Axon durch die anteriore Kommissur auf die
contralaterale Seite. Anschlieend wachsen sie in einem diskreten Faszikel im longitudinalen
Konnektiv weiter. Eine Analyse der homozygot mutanten schizo“ *® Sema2b-tmyc
Embryonen mit dem mAb 9E10 zeigte eine fehlerhafte Projektion der Sema2b-tmyc
exprimierenden Axone (Abb. 4E) und eine Defaszikulierung der longitudinalen Axone (Abb.
4F). Ein Fehlen der Sema2b-tmyc exprimierenden kommissuralen Axone in den abdominalen
Segmenten A4-AS ist allerdings nicht zu beobachten. Dies kann daran liegen, dafl in dem
schizo®""**-Allel hauptsichlich die weiter anterior gelegenen Kommissuren betroffen sind, die
mit dem Sema2b-tmyc Marker nicht sichtbar gemacht werden konnen.

Es wurde daher eine andere Markerlinie verwendet, die die anteriore Kommissur in allen
Segmenten markiert. Die empty spiracles (ems)-lacZ-Reporterlinie enthilt die 8,2 kb

regulatorische Region des ems-Gens in Fusion mit einem /acZ-Reportergen (ems-LacZ 8.2),



Abb. 4 Phiinotypische Analyse der schizo-Mutationen. Frontalansicht auf ZNS-
Préaperationen von Stadium 16 Embryonen. (A) wildtypische ZNS-Firbung mit dem
mAb BP102, (B) zeigt die Mutante schizo"? und (C) die Mutante schizo%? . In (B)
und (C) sind die Kommissuren reduziert und es fehlt schizo<%2 vorwiegend die
anteriore Kommissur (Pfeil). Die anteriore Kommissur des schizoc3-Allel wurde
mit dem Marker Sema2b-tmyc untersucht. (D) stellt den Wildtyp dar. Man erkennt
1-3 Neurone pro Hemineuromer, deren Axone contralateral in die anteriore Kom-
missur projizieren. In (E) und (F) Sema2b-tmyc Expression in schizo¢'-02-
Embryonen Die longitudinalen Axone in (E, Pfeil) erscheinen defaszikuliert und es
kommt zu Fehlprojektionen (F, Pfeile).
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(Hartmann et al., 2000). Die Expression des Reportergens beginnt schon in der frithen
embryonalen Entwicklung ab Stadium 6/7 im Ektoderm. Zu einem spéteren Zeitpunkt in der
Entwicklung wird das ems-Reportergen in jedem Neuromer des ventralen Nervensystems in
den Interneuronen exprimiert, die aus den Neuroblasten (NB) 3-5 und 4-4 (Schmidt et al.,
1997) hervorgehen. Die Proteinexpression des Reportergens kann cytoplasmatisch mit dem
anti-B-Galaktosidase Antikorper nachgewiesen werden. Auf diese Weise erkennt man die
axonale Projektion der ems-exprimierenden Interneurone. Die zu Beginn der Axogenese
markierten Interneurone bilden eine Zellgruppe im lateralen Bauchmark und senden ihre
Axone in die anteriore Kommissur (Abb. 5B). In homozygot mutanten schizo”'’>-Embryonen,
die die ems-lacZ-Markerlinie in Heterozygose tragen, sind einige der ems-exprimierenden NB
zur Mittellinie hin verschoben. In der Regel scheinen weniger kommissurale Axone den ems-
lacZ Marker zu exprimieren. (Abb. 5SE.und F.).

Die Untersuchungen der Rekombinanten mit dem Sema2b-tmyc Marker zeigten ebenfalls
Defekte in der Auspridgung der longitudinalen Axontrakte. Eine genaue Analyse der
Konnektive des embryonalen ZNS in schizo-Mutanten wurde daher mit Hilfe des mAb 1D4
(anti-Fasll) unternommen. Im Wildtyp (Abb. 6A) erkennt man im Stadium 16 drei
voneinander getrennte longitudinale Faszikel rechts und links der Mittellinie. In schizo-
Mutanten erscheint das lateral gelegene Faszikelbiindel reduziert (Abb. 6B, C). Weiterhin

beobachtet man eine Defaszikulierung der longitudinalen Trakte.

Zusammenfassend 148t sich festhalten, dal homozygot mutante schizo-Embryonen Defekte in
der axonalen Wegfindung zeigen, die sich in dem schwicheren schizo-Allel vorwiegend in
dem Verlust der anterioren Kommissur dufert. Zusétzlich weisen schizo-mutante Embryonen
eine Defaszikulation in den longitudinalen Konnektiven auf. Der kommissurale Phéinotyp der
schizo-Mutanten zeigt, daB} schizo eine wichtige Rolle bei der Bildung der Kommissuren

spielt.



Abb. 5 Analyse der anterioren Kommissur mit der Marker-Linie ems-
lacZ. (A)-(C) Frontale Ansicht des Bauchmarks von ems-lacZ Embryonen.
(A) Das Strickleiternervensystem wurde mit dem Ab HRP gefirbt und die
Expression von ems-lacZ wurde mit dem B-Galaktosidase Antikorper sicht-
bar gemacht (B). In (C) sind beide Firbungen iibereinandergelegt. (D)-(F)
zeigt die Expression von ems-lacZ in schizo’’>-Embryonen. (D) Der kommis-
surale schizo-ZNS-Phinotyp. (E) Die ems-lacZ exprimierenden NB in
schizov”? sind fehlerhaft positioniert und es kreuzen weniger Axone die Mit-
tellinie (Pfeil). In den Segmenten, in denen die Kommissuren korrekt gebildet
werden, sind auch die Axone der anterioren Kommissur zu erkennen (F,
Pfeil). In einigen Segmenten wird B-Galaktosidase auch in den Mittellinien-
zellen exprimiert (E) und (F), dies wurde allerdings auch fiir die wildtypische
Expression von ems-lacZ beschrieben (Hartmann et al., 2000).

L]

Abb. 6 Untersuchung der longitudinalen Faszikel. Immuohistologische
Féarbung mit dem mAb 1D4. Priperationen von Stadium 16 Embryonen,
anterior ist oben. (A) zeigt den Wildtyp. Man erkennt drei longitudinale
Faszikel rechts und links der Mittellinie. In (B) und (C) sind die schizov!’-
und schizoc-23-Mutanten zu sehen. Die Faszikel erscheinen in beiden
Mutanten defaszikuliert (Pfeile) und das duflere Faszikel ist defekt
(Pfeilspitze).
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3.1.3 Untersuchungen einer moglichen Interaktion zwischen dem Gen schizo und den
Genen der axonalen Wegfindung netrin und slit

Der in schizo-Mutanten beobachtete ZNS-Phinotyp erinnert an den kommissuralen Phénotyp
von netrin-mutanten Tieren (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996). Aufgrund der
phinotypischen Ahnlichkeit konnte, schizo eine Komponente des an der Mittellinie
wirkenden attraktiven Netrin-Signalwegs kodieren. Die Reduktion der Kommissuren wire
demnach auf einen Verlust der netrin-Funktion zuriickzufiihren. Der schizo-ZNS-Phénotyp
konnte ebenso durch eine erhohte Expression des repulsiven Slit-Signals hervorgerufen
werden: die erhohte Slit-Expression verhindert die Antwort der Axone auf das attraktive
Signal. Es ist aber auch moglich, dal schizo unabhingig von Slit und Netrin wirkt. In dem
folgenden Abschnitten soll der Frage nachgegangen werden, ob die schizo-Funktion in eine
der beiden oben geschilderten Signalkaskaden eingeordnet werden kann, oder ob schizo eine

neue Komponente einer Attraktion vermittelnden Signalkaskade kodiert.

3.1.3.1 Doppelmutantenanalyse

Die zwei in Drosophila bekannten netrin-Gene, netrin-A und netrin-B, sowie der Netrin-
Rezeptor frazzled bilden das attraktive System fiir kommissurale Axone und sind evolutionér
konserviert. Nur der Verlust beider netrin-Gene fiihrt zu einem fast vollstindigen Verlust der
kommissuralen Axone. Da in netrin-Mutanten immer noch Kommissuren gebildet werden, ist
ein neben dem Netrin-Signalweg paralleler, Netrin-unabhédngiger Signalweg denkbar. Der
Verlust der frazzled-Genfunktion prédgt sich in einem noch schwicheren kommissuralen
Phénotyp aus. Um eine mogliche Funktion des Gens schizo in einem attraktiven Signalweg
nachzuweisen, wurde von T. Hummel und K. Schimmelpfeng eine Doppelmutantenanalyse
durchgefiihrt. Sollte schizo eine Komponente des Netrin-Signalwegs sein, so wiirde man
keine wesentliche Verstirkung des kommissuralen frazzled-Phinotyps erwarten. Fiir die
Doppelmutantenanalyse wurde das frazzled”**-Allel und die Df{2)vg, die den frazzled-Lokus

deletiert, verwendet.
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Die doppelt mutanten Embryonen zeigen einen stark synergistischen Effekt bei der Bildung
der Kommissuren. Es kommt zu einem kompletten Verlust der Kommissuren was entweder
auf ein fehlendes attraktives System zuriickzufiihren ist oder auf eine Verstirkung des
repulsiven Signals. Falls schizo im attraktiven System agiert, legt die genetische Analyse
nahe, daB} schizo unabhéngig vom Netrin-Signalweg wirkt.

Da das von Hummel et al. (1999b) verwendete fra“"*’-Allel und die Defizienz Df{2)vg auBer

fra noch weitere Gene betreffen, wurde die Doppelmutantenanalyse mit einem unabhingigen

23H9 d23H9_

amorphen frazzled-Allel (fra="") und der netrin-Defizienz wiederholt. Die schizo/frazzle
und schizo/Df(netrin)-Doppelmutanten zeigen den schon zuvor beobachteten synergistischen
Effekt (Abb. 7C und D). Dieses Experiment legt nahe, da3 der embryonale ZNS-Defekt in

den doppelt mutanten schizo/frazzled-Embryonen tatsidchlich durch die Mutation in fra

hervorgerufen wird und nicht durch weitere von der Defizienz aufgedeckte Loci.

3.1.3.2 Expression von retrin in schizo-Mutanten

Eine mogliche Regulation von netrin durch schizo auf transkriptioneller Ebene lie3e sich
durch einen Verlust der netrin-RNA-Expression in schizo-mutanten Embryonen zeigen.
Dieser Nachweis erfolgte mit Hilfe der netrin-A-RNA-Sonde durch whole mount-in situ-
Hybridisierung an schizo-defizienten Embryonen. Dazu wurde die Defizienz Df(3L)ME178
(siche Abb. 18) benutzt, die den schizo-Phédnotyp zeigt. Um die homozygot mutanten
Embryonen von den heterozygoten Embryonen zu unterscheiden, erfolgte im Anschluf} an die
RNA in situ-Hybridisierung eine immunhistologische Farbung mit dem mAb BP102. In
wildtypischen Embryonen erkennt man die Expression der netrin-A-RNA in den
Mittelliniengliazellen zwischen der anterioren und der posterioren Kommissur (Abb. 8A). Ein
Verlust des netrin-A-Transkripts in schizo-defizienten Embryonen lief sich nicht nachweisen
(Abb. 8B und C). Die netrin-RNA-Expressionsstudien bestitigen somit das Ergebnis der
Doppelmutantenanalyse. Eine mogliche Regulation von Netrin auf Proteinebene lie3 sich

nicht untersuchen, da keine Antikorper gegen das Netrin-Protein zur Verfiigung standen. Die



Abb 7 Doppelmutantenanalyse. whole mount-Antikorperfarbung
an Embryonen des Stadium 15 mit dem mAb BP102 und
anscnlieBender HRP-Immunohistochemie, anterior ist oben. (A)
Wildtyp; (B) schizov'’2; (C) netrin/schizo und (D) fraz-
zled”"[schizo. (B) Mutante schizo'’? Embryonen zeigen einen
reduzierten Kommissuren Phidnotyp (Pfeil). (C) Die netrin/
schizo'? - und (D) die frazzled/schizo"">-Doppelmutanten zeigen
eine drastische Reduktion der Kommissuren (Pfeilspitzen).
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bisher erhaltenen Ergebnisse allerdings weisen darauf hin, dal das Gen schizo nicht am

netrin-Signalweg beteiligt ist.

In schizo-defizienten Embryonen beobachtet man mit der netrin-A-RNA-Sonde Defekte in
den Mittelliniengliazellen. Die Zellen der Mittellinie erscheinen in den schizo-defizienten
Embryonen teilweise falsch positioniert. Eine genauere Analyse der Mittellinienzellen

erfolgte auf Grund dieser Beobachtung unter 3.1.4.

3.1.33 I"Jberexpression von Netrin in der Mittellinie im schizo-mutanten Hintergrund

Die Analyse der frazzled/schizo- und netrin/schizo-Doppelmutanten, in denen die Axone von
der Mittellinie weg in die Peripherie wachsen, 146t vermuten, dall schizo unabhingig von
Netrin wirkt. In dem folgenden Experiment wurde untersucht, ob eine Uberexpression von
Netrin in homozygot mutanten schizo® ***-Embryonen einen Effekt auf die Bildung der
Kommissuren hat. Zu diesem Zweck wurde NetrinB in den Zellen der Mittellinie mit den
Treiberlinien sim- und slit-GALA iiberexprimiert. Abb. 9B und C zeigt die Uberexpression mit
slit-GAL4. In allen homozygot mutanten schizo“ ***-Embryonen wird die anteriore
Kommissur wieder gebildet. In einigen Segmenten sieht es so aus, als ob mehr Axone die
Mittellinie kreuzen (Abb. 9B, Pfeil). Es treten hiufig Projektionsdefekte in den longitudinal
projizierenden Axonen auf (Abb. 9B und C, Pfeilspitze). Die Tatsache, da} eine erhohte
netrin-Expression den kommissuralen Phidnotyp von schizo-Mutanten retten kann, legt eine

Interaktion der beiden Signalwege nahe.

3.1.3.4 Expression von SLIT in schizo-Mutanten

Im folgenden wurde eine mogliche regulatorische Funktion von schizo auf slit untersucht. Es
sollte dazu mit Hilfe des mAb C555.6D (anti-Slit) die Expression von Slit in homozygot
mutanten schizo-Embryonen analysiert werden. Die Embryonen wurden zusitzlich mit einem
gegen ein Referenz-Epitop gerichteten Antikorper inkubiert und konfokal ausgewertet. Als

Referenz-Epitop wurde das HRP-Antigen verwendet, eine Zucker-Modifikation, die auf einer



Abb. 8 Expression von netrin-A in schizo-defizienten Embryonen. whole-mount RNA in
situ-Hybridisierung mit anschlieBender mAb BP102 immunhistologischer Farbung an
Embryonen des Stadium 15, anterior ist oben. (A) Wildtyp. netrin-A ist in den Mittel-
liniengliazellen exprimiert, die zwischen der anterioren und der posterioren Kommissur
liegen (Pfeil). (B) In der Df (3L) ME178, die den schizo-Phinotyp zeigt, ist das netrin-A
Transkript in den Zellen der Mittellinie exprimiert (Pfeil).

Abb. 9 Uberexpression von UAS netrin B in homozygot mutanten-schizo Embryonen.
Detailaufnahme von ZNS-Priperationen des Stadium 16 nach Antikorperfarbung mit dem
mAb BP102 und HRP-Immunhistochemie. (A) Wildtyp. (B) und (C) Uberexpression von
UAS netrin B mit der Treiberlinie s/i-GAL4 im schizo-mutanten Hintergrund. Der schizo-
Phinotyp ist in den UAS netrin B/sli-GAL4-Tieren nicht mehr zu beobachten. Im Vergleich
zum Wildtyp beobachtet man eine Reduktion der Konnektive (B, Pfeil) und eine Fehlpro-
jektion der longitudinalen Axone (B und C, Pfeilspitzen).
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groflen Anzahl von unabhingigen Neuronen prisent ist, und dessen Expression folglich nicht
in schizo-mutanten Embryonen betroffen sein sollte. Die Quantifizierung des Signals erfolgte
durch einen Vergleich der Intensitédt der Slit- und HRP-Signale (Abb. 10). Das Slit-Protein
wird von den Mittelliniengliazellen sezerniert und bleibt an der Membran lokalisiert (Abb.
10E). In homozygot mutanten schizo-Embryonen scheint Slit stiarker exprimiert zu sein als im
Wildtyp. Zusitzlich erscheint die Verteilung des Slit-Proteins im Vergleich zum Wildtyp
verdndert zu sein (Abb. 10F). Wie schon zuvor in den RNA-in situ-Hybridisierungen mit
netrin beobachtet, werden auch mit dem anti-Slit Antikérper Positionsdefekte der

Mittelliniengliazellen deutlich.

3.1.3.5 Nachweis der genetischen Interaktion von slit und schizo

Wenn die in schizo-Mutanten beobachtete Reduktion der Kommissuren auf die Kontrolle des
Expressionslevels von slit zuriickzufiihren ist, dann sollten die beiden schizo-Allele auch
genetisch mit der hypomorphen Mutation in s/it interagieren. In Abb. 11B ist der Phénotyp

>_Embryonen dargestellt. Das hypomorphe Allel s/i* fiihrt zu

von homozygot mutanten s/i
einem relativ milden mutanten Phinotyp (Battye et al., 2001). Das Bauchmark erscheint
schmal und die anteriore und posteriore Kommissur eines Neuromers werden nicht in
distinkte Faserbiindel getrennt und erscheinen fusioniert. Zudem sind die Konnektive in

€028 _mutanten

slit”’-mutanten Embryonen reduziert. Abb. 11C zeigt einen slit”""*; schizo
Embryo. Homozygot mutante schizo-Embryonen zeigen einen Mitteldarmdefekt, iiber den
sich die schizo-Mutanten eindeutig identifizieren lassen. Bereits die geringe Reduktion der
Slit-Dosis fiihrt zu einer partiellen Rettung des mutanten schizo-Phéinotyps. Die anteriore
Kommissur wird wieder gebildet, nur die Konnektive sind weiterhin reduziert. Das

Bauchmark von doppelmutanten slit”/schizo“***-Embryonen hingegen sieht fast wildtypisch

aus (Daten nicht gezeigt).
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3.1.3.6 Nachweis der genetischen Interaktion von robo und schizo

Die erhohte Expression von Slit in schizo-mutanten Tieren schlie3t nicht aus, da3 schizo auch
einen Einfluf} auf die Expression des Slit-Rezeptors Robo hat.

Die oben geschilderten Befunde zeigen, dall schizo mit slit interagiert und diese
Wechselwirkung moglicherweise auf eine erhohte Expression von Slit in der Mittellinie
zuriickzufiihren ist. Falls diese Hypothese stimmen sollte, mii3te der durch Verlust der schizo-
Funktion bedingte kommissurale Phinotyp auch durch eine Reduktion der Dosis des Slit-
Rezeptors Roundabout abgeschwicht werden kdnnen.

In Abb. 12B ist der robo®'*-Phinotyp dargestellt. Die anteriore und posteriore Kommissur

U112 3]s auch

sind fusioniert und die Konnektive erscheinen stark reduziert. Sowohl fiir schizo
fiir schizo“"*** konnte eine Rettung des kommissuralen Phénotyps schizo-mutanter Embryonen
durch die Herausnahme einer Kopie robo gezeigt werden (Abb. 12C und D). Auch hier

konnten die homozygot mutanten schizo-Embryonen eindeutig iiber den defekten Mitteldarm

identifiziert werden.

3.1.3.7 Genetische Interaktion von schizo und Calmodulin

Eine weitere Komponente, die am repulsiven Signalweg beteiligt ist und vermutlich unterhalb
von Robo wirkt (Fritz et al., 2000), ist Calmodulin (CaM). Calcium reguliert das
Wachstumsverhalten des Wachstumskegels (Goldberg & Grabham, 1999; Gomez & Spitzer,
1999) und ist an der Regulation einer Vielzahl Ca®*-abhingiger intrazellulirer Prozesse
beteiligt. Die selektive Unterbindung der CaM-Funktion durch einen CaM-Antagonisten oder
durch cam-Mutationen in Drosophila fiihrt zu axonalen Wegfindungsdefekten (VanBerkum
& Goodman, 1995). Fiir s/it und robo konnte eine Interaktion mit CaM nachgewiesen werden
(Fritz et al., 2000). Es wird vermutet, da3 CaM durch die Bindung von Slit an den Robo-
Rezeptor aktiviert wird.

Im folgenden wurde eine mogliche genetische Interaktion von schizo und cam untersucht. In
Abb. 13B ist das cam-Allel [(2)k04213 dargestellt. In homozygot mutanten cam-Embryonen

erscheint das Bauchmark schmaler und die Kommissuren sind verdickt (Abb. 13B). Doppelt



Abb. 10 Expression von Slit in schizo-mutanten Embryonen. Konfokale Antikorper-
farbung an whole mount-Embryonen des Stadium 16 mit dem anti-HRP und anti-Slit
Antikorper. (A), (B) und (E) zeigen den Wildtyp, wobei (B) und (E) mit dem anti-Slit
gefarbt wurden. (E) Detailaufnahme in lateraler Ansicht. (C) und (D) zeigen die Mutante
schizo, Im Vergleich zum Wildtyp erscheint die Slit-Expression in der schizo-
Mutante verstirkt. Die Quantifizierung des Signals erfolgte durch einen Vergleich der
Intensitit zwischen anti-Slit und anti-HRP. In der Detailaufnahme in (E) erscheint die
Slit-Verteilung membransténdig zu sein. In (F) ist eine regelmiBige Verteilung von Slit
in den Mittelliniengliazellen nicht mehr zu erkennen.



Abb. 11 schizo interagiert genetisch mit sl/it. Frontalansicht des ZNS von Embryonen im Stadium
16. Anterior ist oben. (A) Wildtyp (B) sli*0" (C) schizoc025+; schizo<0%+/sli>***;+. (B) In hypomor-
phen s/i**-Mutanten sind die Kommissuren partiell fusioniert und die Konnektive sind reduziert.
(C) In homozygot mutanten-schizo* und heterozygot mutanten-s/i** Embryonen werden die
Kommissuren teilweise wieder vollstiandig gebildet (C, Pfeil).

Abb. 12 Nachweis der genetischen Interaktion von schizo und robo. ZNS-Priperation von
Embryonen des Stadium 16, Frontalansicht. Anterior ist oben. (A) Wildtyp. (B) robo¢-95- (C)
schizoc028; schizo0% [robo?-19-; + (D) schizoV!?"; schizoV'*"/robo?-1%*"; +. In robo-mutanten
Embryonen kreuzen die Axone mehrfach die Mittellinie, da sie nicht mehr in der Lage sind auf das
repulsive Signal zu antworten (B). In homozygot schizo-mutanten Embryonen, denen eine Kopie
robo fehlt, erscheinen die Kommissuren nicht mehr reduziert, sondern sehen fast wieder wild-
typisch aus.
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mutante Embryonen fiir cam und schizo fiihren zu einer Verstirkung des in den
Einzelmutanten beobachteten Phinotyps. Die Konnektive sind stark reduziert und die
Kommissuren sind fusioniert (Abb. 13D). In einigen Segmenten erkennt man, daf} die
anteriore Kommissur fehlt. Nach den bisherigen Ergebnissen wirkt schizo antagonisierend auf
slit (siehe 3.1.3.4 und 3.1.3.5), wohingegen cam im Slit-Robo-Signalweg wirkt. In
cam/schizo-Doppelmutanten wiirde man daher eine Abschwichung des cam/schizo-Phénotyps

erwarten und keine Verstiarkung.

3.14 Positionsdefekte in den Mittelliniengliazellen

Die Spezifizierung der Mittelliniengliazellen spielt eine wichtige Rolle in der kommissuralen
Musterbildung (siehe Einleitung). Um zu analysieren, ob diese Gliazellen in schizo-mutanten
Embryonen korrekt gebildet werden, wurden die Mittelliniengliazellen durch die Enhancer-
Trap-Insertion P[lacW] AAI142 sichtbar gemacht. Im Wildtyp erkennt man 3-4
Mittelliniengliazellen pro Neuromer, die in dorsaler Position im ZNS zu liegen kommen. In
schizo-mutanten Embryonen erkennt man an den Stellen, an denen die Kommissuren fehlen,
hiufig Positionsdefekte der Mittelliniengliazellen (Abb. 14). Diese Defekte wurden auch mit
anderen Mittellinienglia-Markern beobachtet (siehe 3.1.3.2 und 3.1.3.3). In einigen
Neuromeren, in denen die Kommissuren reduziert sind, sind die Mittelliniengliazellen im
Vergleich zum Wildtyp in groBeren Abstinden positioniert (Abb. 14B). Es entsteht der

Eindruck, daB in dem betroffenen Neuromer weniger Mittelliniengliazellen liegen.

3.1.5 PNS-Defekte in schizo-Mutanten

Im PNS unterscheidet man eine sensorische und eine motorische Komponente. Vom ZNS aus
projizieren Motoaxone im segmentalen Nerv (SN) oder intersegmentalen Nerv (ISN) in die
Peripherie des Embryos, um dort synaptische Verbindungen mit dem Muskeln zu bilden. Die
Motoneurone des PNS und ihre sekundidren Axone lassen sich mit dem Antikorper mAb 1D4
markieren. Im Wildtyp innerviert der SN die ventralen und lateralen Muskeln (Abb. 15A). In

schizo-mutanten Embryonen erkennt man Projektionsdefekte in dem spezifischen



Abb. 14 Positionsdefekte der Mittelliniengliazellen in schizo-mutanten Embryonen.
Frontalansicht des ventralen Nervensystems von Embryonen des Stadiums 16. Konfokale
Farbung mit anti-HRP (griin) und anti-B-gal (rot). (A) Wildtyp, man erkennt pro Segment
3-4 Mittelliniengliazellen, die sich an der anterioren bzw. posterioren Kommissur
befinden. (B) zeigt das schizoV>-Allel. In schizo-mutanten Embryonen sind die Glia-
zellen in den Bereichen falsch positioniert, in denen die Kommissuren fehlen (Pfeil).

Abb. 15 Motoneurondefekte in schizo-mutanten Embryonen. Detailaufnahmen des
PNS von Stadium 16 Embryonen. Die peripheren Motoneuron-Projektionen wurden mit
dem mAb 1D4 (anti-Fasll) sichtbar gemacht. Links ist eine schematische Ubersicht des
Intersegmentalen- (ISN) und Segmentalen-Nervs (SN) dargestellt. (A) Wildtypische
Projektion. Man erkennt das spezifische Verzweigungsmuster der Motoneurone, die die
Muskel innervieren (Pfeil). (B) schizoc’-%2¢ und (C) schizoV!’? . Der SN in schizo¢!-0%-
Mutanten bildet keine Veridstelungen mehr aus wie es in wildtypischen Embryonen zu
sehen ist (Pfeil). In schizo'">-Mutanten scheint sich der SN nicht mehr vollstindig vom
ISN zu trennen so wie im Wildtyp (Pfeilspitze).
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Verzweigungsmuster der Motoneurone. In schizo® %

-mutanten Embryonen sind die
sekundidren Axone des SN, die die Muskeln innervieren, reduziert (Abb. 15B), und in

schizo**-Mutanten faszikuliert der SN mit dem ISN (Abb. 15C).

3.1.6 Migrationsdefekte in den peripheren Gliazellen

Das korrekte Auswachsen der peripheren Axone spielt auch eine wichtige Rolle fiir die
Migration der peripheren Gliazellen im PNS (Sepp et al., 2000; Sepp et al., 2001). Geboren
werden die peripheren Gliazellen am lateralen Rand des ZNS. Bevor die motorischen Axone
in die Peripherie auswachsen, kontaktieren sie die peripheren Gliazellen, die vermutlich ein
intermedidres Ziel fiir diese Axone darstellen. Wenn die peripheren Gliazellen beginnen, in
das PNS zu wandern, so folgen sie den Pionier-Motoaxonen. Zur Charakterisierung der
peripheren Gliazellen wurden homozygot mutante schizo-Embryonen mit dem anti-REPO-
Antikorper gefirbt, der fast alle Gliazellen des Nervensystems erkennt. Im Wildtyp erkennt
man in regelmiBiger Anordnung entlang der peripheren Motoaxone 6-7 Gliazellen pro
Segment (Abb. 16A und B). In schizo-Mutanten sind die Gliazellen nicht mehr regelméfig
angeordnet (Abb. 16D, Pfeilspitze) und sie variiren auch in ihrer Anzahl. In manchen

Segmenten scheinen weniger periphere Gliazellen auszuwandern (Abb. 16C und D, Pfeil).

3.1.7 Defekte im visceralen Mesoderm von schizo-Mutanten

Homozygot mutante schizo-Embryonen zeigen nicht nur neuronale Defekte, sondern haben
auch einen Mitteldarmdefekt. Der Mitteldarm entsteht aus zwei getrennten endodermalen
Anlagen am anterioren und posterioren Ende des Embryos, die wihrend des
Keimstreifenriickzugs in einer komplexen Bewegung aufeinander zuwachsen. Wie durch
genetische Untersuchungen von Tepass und Hartenstein (1994) gezeigt werden konnte, hdngt
die Bildung des Mitteldarms von unterschiedlichen Zell-Zell-Kontakten ab. Die Zellen, die
den Mitteldarm bilden, miissen zunichst in Kontakt mit dem darunter liegenden visceralen
Mesoderm treten. Nur die an das viscerale Mesoderm angrenzenden Zellen bilden ein

polarisiertes Epithelium. Als nichstes ist die Interaktion zwischen den Mitteldarm bildenden



Abb. 16 Migrations Defekte der peripheren Gliazellen in schizo-Mutanten. Der unter
3.1.5 beschriebene PNS-Phiénotyp fiihrt auch zu Defekten in den peripheren Gliazellen.
Markierung der Neurone und Gliazellen mit den Antikérpern HRP (griin) und Repo (rot),
laterale Ansicht. (A) und (B) stellen den Wildtyp dar, wobei (B) eine VergroBBerung aus (A)
ist, in der nur die peripheren Gliazellen zu sehen sind. (C) und (D) zeigen einen homozygot
mutanten schizo’’2 -Embryo. Die periphere Gliazellen sind nicht mehr in regelméBigen
Abstinden angeordnet wie in (B), sondern weisen Migrationsdefekte auf (D, Pfeile).
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Zellen von Bedeutung. Genetische Analysen haben gezeigt, dal das Homeobox-Gen tinman
die Bildung des visceralen Mesoderms kontrolliert (Azpiazu & Frasch, 1993; Bodmer ef al.,
1990). Das Gen tinman wird durch das mesodermale Gen twist aktiviert, und tinman-mRNA
ist in allen mesodermalen Zellen zu finden. Nach der Gastrulation ist das Gen
decapentaplegic (dpp) nur in dorsalen ektodermalen Zellen exprimiert (Johnston & Gelbart,
1987). Es konnte gezeigt werden, daB3 der Kontakt zwischen den dpp-exprimierenden
ektodermalen Zellen und den dariiberliegenden Zellen des visceralen Mesoderms wichtig fiir
die Aufrechterhaltung der tinman-Expression ist (Frasch, 1995).

Als Marker fiir das viscerale Mesoderm diente Fasciclin III (FAS III). Der monoklonale
Antikorper anti-FAS III bindet an die basolaterale Membran polar aufgebauter Epithelien und
markiert unter anderem auch das viscerale Mesoderm (Patel et al., 1987). schizo-mutante
Embryonen zeigen Defekte in der FAS III-Expression des visceralen Mesoderm. Im
Vergleich zum Wildtyp fehlen FAS IlI-positive Zellen des visceralen Mesoderms (Abb. 17C
und D). Man beobacht zusitzlich auch eine Fehlexpression von FAS III in schizo-mutanten
Embryonen, das normalerweise nur basolateral exprimiert wird, besonders dort, wo die Zellen
des visceralen Mesoderms nicht mehr als Band vorliegen. Dort, wo das viscerale Mesoderm

jedoch noch halbwegs intakt ist, ist auch FaslII basolateral exprimiert (Abb. 17D, Pfeil).

3.2 Genetische und zytologische Lokalisation des Gens schizo

3.2.1 Meiotische Kartierung des schizo-Lokus

Mit Hilfe des Multimarkerchromosoms rucuca konnte schizo meiotisch auf den linken Arm
des 3. Chromosoms kartiert werden. Es wurden daraufhin alle verfiigbaren Defizienzen fiir
das 3. linke Chromosom gegen die beiden schizo-Allele gekreuzt (siehe Anhang II), was zu
einer Einschrinkung des Bereichs auf die Region 78 fiihrte. Zwei Defizienzen aus dieser
Region waren in Transheterozygose mit den beiden schizo-Allelen letal: Df(3L)Pc-MK

(78A3; 78D1-2) und D(3L)ME107 (7T7F; 78C8-9). Mittels weiterer kleinerer iiberlappender
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Defizienzen konnte die Letalitit der schizo-Mutation auf die zytologische Region 78A-78B

definiert werden (Abb. 18 und Tabelle 1).

3.2.2 Gene in der schizo-Region

Alle Defizienzen, die in Transheterozygose letal {iber die schizo-Mutationen sind, liegen in
der Region 78A-C (Abb. 18). Die Df(3L)MEI178 ist die kleinste dieser Defizienzen.
Defizienzen in der Region 78B-C komplementieren schizo (Tabelle 1). Die Lokalisation von
schizo muf} daher in dem Bereich 78A-B1 liegen. Abb. 19 zeigt die Gene, die laut ,,Berkeley
Drosophila Genome Project (BDGP) in dieser Region liegen. Eines dieser Gene ist poils aux
pattes (pap), das in der Region 78A2-5 liegt. Es ist auch als TRAP 240 bekannt (Boube et al.,
2000; Treisman 2001) und gehort zum RNA-Polymerase 1I-Transkriptionsmediator-Komplex,
der mit dem Ligand-gebundenen Thyroid-Hormon-Rezeptor und Vitamin D-Rezeptor
assoziiert ist (Fondell et al., 1996; Ito et al., 1999). In diesen Gen-Lokus inserieren die P-
Elemente [(3)rK760, [(3)L7062 sowie die EP-Elemente EP(3)3375 und EP(3)3443, die in der
5‘-Region von pap inserieren. Von dem EP(3)3443 existiert eine Exzisionsmutante A3443,
die das erste Exon von pap deletiert (E. Hafen, personliche Mitteilung). A3443
komplementiert beide schizo-Allele. Es kann sich daher bei dem Gen pap nicht um schizo
handeln. Fiir die Lokalisation von schizo bedeutet dieses Ergebnis, da} der schizo-Lokus
proximal durch das ,,jump out*“-Allel A3443 begrenzt wird. Der Phénotyp von pap ist in Abb.
20B dargestellt.

Das Gen CG10585 kodiert vermutlich fiir eine Trans-Hexaprenyltransferase. Zu diesem Gen
existiert eine Gruppe von ,expressed sequence tags* (EST) (Clot # 6829), deren
Expressionsmuster mittels RNA-in situ-Hybridisierungen analysiert wurde. Das Gen
CG10585 wird ubiquitdr wédhrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Daten nicht
gezeigt). Neben dem CG10585 Gen liegt das vom BDGP vorhergesagte Gen CG10584. Im
Anschluf} daran befindet sich das Gen sex-lethal interactor (sin), dessen Genprodukt von
Dong & Bell (1999) in einem Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment als Interaktionspartner des Sex-

lethal-Proteins identifiziert wurde. Die Expression des sin-Transkripts wurde nur in frithen
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Abb. 20 Phiinotypen der Exzisionsmutante A3443 und der Defizienz Df(3)Pc-cp2.
ZNS-Priparationen von Stadium 16 Embryonen nach Antikorperfirbung mit dem mAb
BP102 und anschlieBender Immunhistochemie, anterior ist oben. (A) Wildtyp. (B) Phéno-
typ der Df(3)Pc-cp2, die das Gen knockout deletiert. Das ZNS erscheint verschmilert und
die Kommissuren sind leicht fusioniert. (C) zeigt den Phinotyp der jump out-Linie A3443,
die das Gen Trap 240 mutiert. In A3443—-Mutanten sind die Kommissuren schwach
fusioniert und nicht wie in schizo-Mutanten reduziert. Beide Mutationen komplementieren
die schizo-EMS Allele und die gefundenen ZNS-Defekte bestitigen, dal3 es sich bei
diesen Mutationen nicht um schizo handelt.
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embryonalen Stadien beschrieben und ist nach Beendigung des Keimstreifenriickzugs nicht
mehr nachweisbar. Es ist daher unwahrscheinlich, dal} schizo von dem Gen sin kodiert wird.

Vermutlich liegen in dieser Region noch vier weitere, kleinere Gene: CG10581, CG12981,
CG12980,CG12979. Zwischen dem vorhergesagtem Gen CG10581 und CG12981 wurde die
P-Insertion /(3)L5541 lokalisiert (Abb. 19). Das vom BDGP vorhergesagte Gen CG10577
wird tiber den cDNA Clot # 10447 definiert und weist eine konservierte Sec7-Domine auf,
die fiir den Austausch von GDP/GTP benotigt wird (siehe Einleitung). Auf Grund dieser
Domiéne wird angenommen, dal das Gen CGI10577 fiir einen Guanine-Nucleotid-
Austauschfaktor kodiert. Die dem Gen CG10577 benachbarte Transkriptionseinheit kodiert
das Gen ko, ein Zielgen des Transkriptionsfaktos Kriippel (Kr). ko wird von der Defizienz
Df(3L)Pc-cp2 deletiert, deren Bruchpunkt sich am 3‘-Ende des 2. Introns befindet (Hartmann
et al., 1997). Die Defizienz Df(3L)Pc-cp2 komplementiert schizo, und homozygot defiziente
ko-Embryonen zeigen keine reduzierten Kommissuren, sondern ein verschmélertes ZNS,
dessen Konnektive reduziert sind (Abb. 20C). Aus diesen Ergebnissen 148t sich ableiten, daf}

schizo in die Region 78 A5-B1 kartiert.

3.2.3 Komplementationsanalyse der P-Insertionsanalyse

Abb. 19 zeigt, daB sich in der Region 78A-78B fiinf P-Insertionen befinden. Eine weitere P-
Insertionslinie, /(3)3, deren Lokalisation nicht genau definiert ist, wurde von A. Carpenter

erhalten. Die P-Insertionen und ihre cytologische Lokalisation sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

1(3)rK760 78A1-2
1(3)L7062 78A2-3
EP(3)3375 78AS5
EP(3)3443 78A5
I(3)L5541 78A5-6
I(3)3 78A

Tabelle 2: P-Element-Insertionen in der Region 78 A-B
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AuBer der Linie /(3)3 komplementieren alle P-Insertionen die beiden schizo-Allele. Es folgte
eine phinotypische Analyse der Linie /(3)3 mit dem mAb BP102 und mAb 1D4 (Abb. 21).
Die mAb BP102-Firbung zeigt den schizo-Phinotyp. Homozygot mutante /(3)3-Embryonen
haben reduzierte Kommissuren (Abb. 21B). Auch die Expression des Fasciclin II-Antigens in
[(3)3-Mutanten zeigt dhnliche Defekte wie sie in schizo-Mutanten beobachtet wurden. Die
longitudinalen Faszikel der Insertionslinie /(3)3 scheinen defaszikuliert und weisen Defekte
im #uBeren Faszikel auf (Abb. 21D). Die Ubereinstimmung der P-Insertions-Phéinotypen mit
denen der schizo-Mutation 146t vermuten, daf3 das P-Element der Linie /(3)3 im schizo-Lokus

inseriert ist.

3.24 Reversionsmutagenese der Linie /(3)3

Um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Phénotypen auf eine Insertion des P-Element /(3)3 im
schizo-Lokus zuriickzufiihren sind, wurde eine Reversionsmutagenese durchgefiihrt. Dazu
wurde das P-Element mit Hilfe der A2-3 Transposase mobilisiert (sieche M&M). Die Selektion
auf Exzision des P-Elements erfolgte mit Hilfe des im /(3)3 P-Element inserierten rosy®-
Augenmarkers. Ausgehend von 70 Fliegen, in denen ein Exzisionsereignis stattgefunden
hatte, konnten vier vitale Exzisions-Chromosomen etabliert werden. Der Verlust des rosy*-
Markers und die gleichzeitige Aufhebung der Letalitét zeigen, dall eine P-Element-induzierte
Mutation im schizo-Lokus vorliegt.

Um DNA-Sequenzen aus der schizo-Region zu erhalten, sollte durch eine inverse
Polymerasekettenreaktion (I-PCR sieche M&M), die die P-Element-Insertion flankierende
genomische DNA kloniert werden, um so den Insertionsort des P-Elements molekular zu
bestimmen. Die Klonierung eines genomischen Fragments durch [-PCR war allerdings nicht

moglich.



Abb. 21 Phianotypische Analyse der Mutante
schizo®3. (A)-(D) ZNS-Priparation von Stadium 16
Embryonen. (A) und (B). Die Markierung der Axone
erfolgte mit dem mAb BP102. In (C) und (D) wurden die
longitudinalen Axone mit dem mAb 1D4 sichtbar
gemacht. (A) und (C) zeigen den Wildtyp. (B) Die Kom-
missuren in der schizo®3-Mutante sind reduziert, wie in
den schizo-EMS Allelen, dabei ist der Phidnotyp der
[(3)3-mutanten Embryon stdrker ausgeprigt als der in
schizo¢5-mutanten Embryonen. (D) In der mAb 1D4
Firbung erscheinen die Faszikel fusioniert und die
duBerem Faszikel fehlen.
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33 Molekulare Charakterisierung des schizo-Lokus

3.3.1 Isolierung genomischer Fragmente aus der Region um schizo und Identifizierung

von Cosmid-Klonen

Die [(3)3-Insertion konnte nicht genau definiert werden. Es wurde deshalb versucht, auf
andere Weise genomische Fragmente aus der schizo-Region zu isolieren. Dazu wurden die
anderen P-Element-Insertionen in der Region 78 A-B mittels I-PCR und ,,plasmid rescue
untersucht (Abb. 22A). Weiterhin stand eine Reihe von Cosmid-Klonen zur Verfiigung, in
denen verschiedene Bereiche der Region 78A1-78B2 kloniert vorlagen (Abb. 22B). Die
Hybridisierung der P-Element-Insertionssequenzen an die Cosmid-Klone fiihrte zur Isolierung
der folgenden Fragmente. Das I-PCR-Produkt der Linie /(3)rK760 hybridisiert an ein 2,8kb
und 3,1kb groBes EcoRI-Fragment des Cosmids DS07913. Das ,,plasmid rescue*-Fragment
der P-Element-Insertion /(3)L7062 hybridisierte an ein 8kb groBes EcoRI-Fragment des
Cosmid-Klones DS02721.

Parallel wurde mit den Fragmenten eine genomische Phagenbank gesichtet. Es wurden
mehrere Phagen erhalten und anschliefend subkloniert. Die DNA-Sequenzierung einzelner
Restriktionsfragmente dieser Phagen ergab, dal} sie aus der vom BDGP sequenzierten Region
ACO013164 stammen. Die erhaltenen Phagen wurden an genomische DNA der den schizo-
Lokus aufdeckenden Defizienzen und der P-Insertionslinie /(3)3 hybridisiert. Allerdings

deckte keiner der Phagen einen Restriktionspolymorphismus (RFLP) in der Linie /(3)3 auf.

3.3.2 Induktion neuer schizo-Allele und deren molekulare Charakterisierung

3.3.2.1 Erzeugung neuer P-Insertionen im schizo-L.okus

Mit Hilfe der sich in der Region 78A befindlichen EP-Elemente und den drei weiteren
bekannten P-Element-Linien (Abb. 22A) wurde versucht, neue P-Element-induzierte schizo-

Allele zu erzeugen. Dabei wurde sich die Neigung von P-Elementen zu Nutze gemacht, nach
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induzierter Exzision in benachbarten Regionen erneut zu inserieren (Zhang & Spradling,
1993). Durch Einkreuzen der A2-3-Transposase wurden die P-Elemente mobilisiert und nach
erneuter Integration auf Letalitit gegen die beiden schizo-Allele getestet.

Bei allen Linien handelt es sich um P[lacW]-Elemente im white -Hintergrund, bei denen eine
neue Insertion anhand einer Veridnderung der Augenfarbe zu erkennen ist. Die Ergebnisse aus
diesem Versuch sind in Tabelle 3 zusammengefalit. Es wurde auch auf Exzisionsmutanten,
die am Verlust der Augenfarbe zu erkennen sind, hin selektioniert. Insgesamt wurde nur eine
schizo-mutante Exzisionsmutante erhalten (Tabelle 3). Alle P-Element-induzierten schizo-
Allele sowie die Exzisionsmutante sind letal iiber beide schizo-Allele und zeigen in der mAb
BP102 Féarbung den mutanten schizo-ZNS-Phinotyp (siehe 3.3.2.2).

Ausgehend von der P-Insertion /(3)L7062 wurden die neuen P-Element-Linien P2/4 und
P224 erhalten. Von der Ausgangslinie EP(3)3375 wurden drei neue schizo-P-Allele erhalten:
P35, P98 und PI19 und eine Exzisionsmutante A73. Fiir die P-Insertionsmutanten P224,
P214, P35 und P98 sowie fiir Exzisionsmutante A73 konnten jeweils noch das 3‘-Ende

(P224, P214) bzw. das 5‘Ende (P35, P98, A73) des Ausgangs-P-Elements isoliert werden.

angesetzte letale angesetzte letale

,jump in* ,jump in* »jump out »jump out*
1(3)L.7062 397 2 139 keine
EP(3) 3375 325 3 240 1
EP(3) 3443 239 keine 135 keine

Tabelle 3: Induktion neuer P-Element-Insertionen im schizo-Lokus und Erzeugung einer
Exzisionsmutante.

3.3.2.2 Reversionsmutagenese der induzierten schizo-P-Element-Insertionen

Eine Reversionsmutagenese (siche M&M) sollte dariiber Aufschlu3 geben, ob die Letalitit
der neu induzierten schizo P-Element-Insertionen tatsdchlich auf die Integration der P-

Elemente im schizo-Lokus zuriickzufiihren ist.
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P-Insertionslinie Anzahl der Kreuzungen Revertanten
P224 100 8
P214 60 3
P98 55 1
P35 51 1
P119 30 0

Tabelle 4: Reversionsmutagenese.

Alle Revertanten waren iiber beide schizo-Allele lebensfdhig. Fiir die Revertanten der P-
Insertionslinien P2/4 und P224 konnte gezeigt werden, da3 diese noch letal iiber die
Ausgangsinsertion /(3)L0762 waren. Aus der Reversionsmutagenese 146t sich ableiten, da3
die Letalitét der schizo P-Element-Allele tatsidchlich P-Element-induziert ist. Es handelt sich

folglich um echte P-Insertionen im schizo-Genlokus.

3.3.2.3 Phiinotypische Untersuchung der erhaltenen ,.jump in“-Linien

Eine phénotypische Analyse der fiinf neuen P-Element-induzierten schizo-Allele erfolgte mit
Hilfe des mAb BP102 (Abb. 23B-F). Im Vergleich zum Wildtyp fiihren alle P-Element-
Insertionen in Homozygose zu einer Reduktion der kommissuralen Axone wie sie in schizo-
Mutanten beobachtet wurde (Abb. 23A). Bei den schizo P-Insertionen handelt es sich um
hypomorphe Allele, deren Phénotypen schwicher ausgeprigt ist als der der schizo-EMS-
induzierten Mutanten. Auch in der Exzisionsmutante A73 beobachtet man einen Verlust der

kommissuralen Axone (Abb. 23E).

Die P-Element-induzierten schizo-Mutationen fiihren auch zu einem fusionierten Mitteldarm.
Eine Analyse mit dem mAb 1D4 zeigte dhnliche Defekte im visceralen Mesoderm wie sie
schon zuvor fiir EMS-induzierten schizo-Mutanten unter 3.1.7 beschrieben wurde (Daten

nicht gezeigt).




Abb. 23 Phianotypische Analyse der P-induzierten schizo-Allele. ZNS-Priperationen von
Stadium 16 Embryonen nach Antikorperfarbung mit dem mAb BP102 und anschlieBender
HRP-Férbung. (A) Wildtyp. (B)-(E) zeigen die Linien P119, P35, P98, A73 und P214. Die
Kommissuren in einigen Neuromeren sind reduziert (Pfeile).
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3.3.2.4 Molekulare Charakterisierung der neuen P-Insertionen

Um die P-Element-induzierten schizo-Allele molekular zu definieren, wurde die
Insertionssequenz der unter 3.3.2.1 beschriebenen P-Allele bestimmt. Bei der Linie P224 lief3
sich das 3‘-Ende amplifizieren, und ein Vergleich der Sequenzen mit der Datenbank des
BDGP ergab, da3 das P-Element ca. 5 kb vor dem Gen CG12980 liegt (siehe Abb. 19). Dieses
Gen wird tiber einen E£ST-Klon definiert, dessen 5‘Ende 6,9 kb vor der P224 Insertionsstelle
liegt. Die Position der anderen P-Elemente konnte weder iiber I-PCR noch iiber ,plasmid

rescue* bestimmt werden.

3.3.2.5 Southern-Blot Analyse der Linie /(3)3

Da sich die Integrationssequenz des P-Elements /(3)3 iiber I-PCR nicht definieren lief}, wurde
versucht, die P-Element-Insertion iiber Southern-Hybridisierung zu lokalisieren. Bei der Linie
[(3)3 handelt es sich um eine P[PZ]-Insertion, die das rosy-Gen tragt. Mit Hilfe einer rosy-
spezifischen Sonde (sieche Anhang V) sollte versucht werden, sowohl das P-Element der Linie
[(3)3 als auch den Bruchpunkt der Translokation 7(3,4)11d, die durch Reversion der Linie
[(3)3 mittels Rontgenstrahlen induziert wurde (A. Carpenter, personliche Mitteilung), zu
lokalisieren (Abb. 24). Fiir die Southern-Blot Analyse wurde genomische DNA aus
wiltypischen Fliegen, [(3)3- und T(3,;4)11d-Fliegen isoliert (siche M&M). Im Anschluf3 daran
erfolgte eine Restriktion der genomischen DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen
(Pstl, EcoRV, EcoRI und Sacl). In Abb. 24A ist das Ergebnis der Hybridisierung mit der
rosy-Sonde zu sehen. Der Sacl-Verdau zeigt einen deutlichen Restriktionspolymorphismus
(RFLP) in /(3)3 und 7(3,4)11d im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 24A, Pfeile). Aus dem 3kb
groflen Sacl-Fragment im Wildtyp wird ein ca. 9kb Sacl-Fragment in der Linie /(3)3. Dies
entspricht der in der Restriktionskarte in Abb. 24C dargestellten Situation. Durch die P-
Element-Insertion geht die Sacl-Schnittstelle zwischen dem 3kb Sacl-Fragment und dem
angrenzenden, ca. 6,5kb groflen Sacl-Fragment verloren. Um den Insertionsort der Linie /(3)3
genauer zu definieren, wurde die gesamte genomische Region in je 2 kb-Fragmente unterteilt

(Anhang VII). Die LP4-Sonde zeigt, wie in Abb. 24B zu sehen, einen RFLP im Pstl-Verdau
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der Linien /(3)3 und 7(3;4)11d. Die erstellten Sonden fiir die Region in Abb. 24C wurden
ebenfalls fiir die neu induzierten P-Linien getestet. Wie in Abb. 24B zu sehen ist, zeigt auch
die Linie P224 einen RFLP mit der LP4-Sonde im Pstl-Verdau. Um die Bruchpunkte der P-
Element-Insertionen zu bestimmen, erfolgte eine Hybridisierung mit der LP3- und LP5-Sonde
(Anhang VII). Mit diesen an die LP4-Sonde angrenzenden Sonden konnte allerdings kein

RFLP in den Stimmen [(3)3, T(3,4)11d oder P224 beobachtet werden.

3.3.2.6 PCR-Nachweis des P-Insertionsorts der Linie /(3)3

Um den P-Insertionsort /(3)3 im schizo-Gen néher zu bestimmen, wurden PCR-Experimente
durchgefiihrt. Die Sonde LP4 kartiert in den Bereich des Intron 4 bzw. Exon 5 des Gens
CG10577. Wenn sich die P-Insertion in diesem Bereich befindet, sollte sich die genomische
Region mit Hilfe der PCR nicht mehr nachweisen lassen. Es wurde zunichst genomische
DNA aus wildtypischen und homozygot mutanten /(3)3-Embryonen isoliert. Mit spezifischen
Primern fiir das Exon 5 konnte im Wildtyp ein ca. 300bp groBes Fragment amplifiziert
werden (Abb. 24D). Dieses Fragment war in der Linie /(3)3 nicht mehr nachweisbar (Abb
24D, Pfeil). Das P-Element der Insertionslinie /(3)3 befindet sich demzufolge im Exon 5 des

CG10577 und stellt wahrscheinlich ein amorphes schizo-Allel dar.

34 Sequenzierung und Expressionstudien der identifizierten cDNAs

In der Region, in der die P-Element-Insertionen /(3)3 und P224 lokalisiert wurden, liegen die
vorhergesagten Gene CG12980, CG12979 sowie der Gunanine-Nucleotid-Austauschfaktor
CG10577. Fiir das CG12980, das fiir ein 945 bp grofles Transkript kodieren soll, und das 1,3

kb grole CG10577 existieren jeweils zwei cDNAs, die diese Gene definieren.

34.1 Sequenzierung der cDNA-Klone GH10594 und 1.P01489

Beide ¢cDNAs wurden vollstindig sequenziert. Die LP01489 cDNA gehort zu der

Transkriptionseinheit des Gens CG12980 und ist ca. 4,5 kb grof3. Die GH10594 cDNA, die
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AGCACACACGTCGCTTGCTCGCTCGTTTTGTTGTTTTTCCGTTCGATTACACCTTTCGCAGTCGTCGTTGGCAGCGCTGCACGCGTCTCGGTCGCCGATCGTTTGTGTTTCAATATATTCAAAATATATTGTTTAATTAACGCAGTTTGG

150
CAAGCGAAAGAAAAAAACAAAAAATTGAATTTTTAATAAATTCAATGAAAATTTGAAATTGAGTGCTAAAACGCTGACTTTGAATTGTGACCGAAATAGAAGTAATAAACAAAAAGAATGTAGCCGCGCGACGCGACTCTTGGAATTCCA
300
AAACTAAACCAAAGATAAAATGGCAAAGAATGATGCGCAGACGCTCGTAAATAAATTAATAAGCCCAATCAACAACACAACGAAACGACAAGAAAACAAATCAATTTGCAAATGAATAACCGAAAGTAACCAACCAACCAAAAAGCGAAC
450
ACAAAGGGGAAATTCCAATAATAACAACAATAATAAAAAACACAATTGCATGACGACGGTGAAGGCGAAAGTAARAGCCATTGCCCCCTTTCACCCCCCGAATCGCATGAAGAATACCACAAACCACAA T G TCCAGGTGTGACAACCACA
M S R C D N H 600
AATCCCGCCGCCAACAGCTGCCCGTTCCGGCGCCCCTGTCCTCCTCCCACTCCAACTCGTCCTCGTCCCGCTCGCAAGGACACCACCACCACCACCACCACCAGCTCCATTCGAGCAACTCGGATCTGGGCGGCAGTGAGTCCTTCCTGC 750
K S R R Q QL PV PAPI LS S S HSNS S S SRS QGHUHUHHEHHEHHOQILUH S SN SDT LGS G S E S F L
AATATTGCAGCGATAGCGAAAAGAGGCCACCACCGATTGTGGTGGTTGTGGGCGATGGCAGGAGCCGGGTACGTCGGGTGGTGCGCACCGCAACGCGGCACGTCACCGTGGTCAGTCTGTCCACCCGGCACAAGGAGACCCAGACGCACA 900
Q Yy csDpsEZ KRTPPZPTIVVVVGDGRTSI RVYVRRVYVVRTATTRIEYVTVVSTILSTTR RIHE TEKTETTOQTH
CCTCGCACCATGTGACGGCCGTCAGCTTTCCCCAGAAGAGCCTGGAGCGAAGTGGTTCCACCC. GAGCTGGCTGGAGCGCAACAGCCAGGATCAGCCAACGCCTCCACCTGCACAGATAGCGGCAGTGTTGGCGGCTATGTTTACC
TS HHV TAUVSTFPO QX KSTLETRTSTGSTUOQJTYETLAGA A< QOQPGSA ANASTT CTTDSGSV GG Y V Y 1050
TGCAGAATCACTACGCCCCCGGCGCCCACAGCTCCTCAGCCGCCATCAACTACCCTGCGCAACAGCATCCCCAGATGGTCTACCAAATACAGCAGTATCCCACGTGCCATCAGCAGCAGCAACAGCAGCACCTCCAGCAGCAGCAGCATT
L O NHY APGAEHSSSAATINSYT?PAOQOQEHTPIOQMYZYOQQTIOQOQYZP?PT CH= QO QO QO QOQOQEHTLOOQOQOQH 1200
TGCATCAGACCGGCGCAGGTCACTACATGCAGGTGACGGCGACGGGTGGTGGCCAGTATCATCACCATCACATGCTCCATGGTCACGGGCATCATGCCCACCATCAC GGTCATCGCC GTGGGAACTGGCC
L HQ TG AGHYMOQUVTA AT GG GGQ Y HHHHEHMTLUHGU HGHUHAHBUHBUHGS GA AUV UV IAGSS GV G TG 1350
TGGGATCTGGAGCCACCAGCGTGATCATGCAGCACCAGCAACAGCAGCAACAGCAACAGAATATGCACAAGAAGAACTCCATCCGGAACGGCGGAGATGTCCTCAAGCGAACGCGAGCTCAGTCGGCCTACGAACTCTCACAAGATCTGC
L GS GATSVIMOQHO O QO QQOQOQQNMHBZE KT KNSTIRNG®GS DV VTILTZ KT RTTRAOQSA ATYETLSQDTL 1500
TTGAGAAACAGATCGAGCTGCTGGAGCGCAAGTACGGCGGAGTGCGAGCCCGTAAC TGATGGTCAAGAAGTTCGCCTCGATCACGGCAATGGCCAAAGCTGAGAAGCGTCTAA
L E K Q I E L L ERZ K Y G G V RARN M M V X K F A S I T A MAI KA ATEI KR RL 1650
GCCGGCGGATGGTGGTTACAGCCAGCAGTCTTGGATTGGCGGAGGAGGGTGCCTCCTCCTCGTCAGCCTACGGAAGTGCCACGGAATCTCAGCTCACCGAGCAGCAACAGCAACAACAGGCGCAGCAGCAACAGCAGCCACGTGTCACCA
s RRMUV YV TASSTLGILA AETEGA ASTSSSAYGSATES SO OQTLTTET QOO QOQOAOQOQQOQQZPRUV T 1800
TCATGGCGGGTCCGGCGGGAGCAGCTTCTCCGGGCTTATCCCGGACGCCACCTACGCGATCGCTTTCCATGCGGGAGCGACGTCAGCTGGACTGCAGTCCCATACCGCGTAGTCAGTCAGGAGCCTCTCCCGCCTCCATATCGAGCTCGA
I M AGPAGAASUPGUL S RTU®PUZPTI RSULSMU®REIZRI R OQLDTCSU®PTIU®PIRSOQSGASUP ASTI S S s 1950
CAGTCAGCACATCGGCTCTGGCCTCACATCCACATGTTAATCTGCTGCACGCGGCAGAGCCACATTATTATAATGCTCAGGCACTGCCCCAGGGAGCTGCTTACTACACTAGTTACCATGGATCACCGCACGACTTGAGCTATGCCAGTT
T Vs TSALASHPHVYVNTLTLUHAAETPHTYTYNAQALTPOGAHA ATYT YTSYHGST?PHTDTILS Y A S 2100
CGGCGGACACCTCGCTAAATGCCTCGTGGGTTAACACGAGCGGCCACTCCCCGCACACGCCCTACTATTCGGCGGCCCAGATCTATATGCGACCCAAGGGCGGCAGCACCACGCCCACGCCCAGTTGCAGTGGCAGCACAGGTAGCGGCA
S A DTSULDNA ASWUVNTSGH S P HTU®PY Y S AAOQTIYMRZPI KSGSGSTTU®PTU®PSTCSG S TG S G 2250
GCGGAGGCAGCGGGAGTGGCAGTAGCAAGAAGGTGCCACCAGAGGTGCCCARACGCACCAGTTCCATTACGGCACAACAGCAGACACAGCTTCTTTTGCTGCAGCGCCAGACACCGCCGCCTCCTTCGCTGCTAAGGACCAATGGCCTGT
S G GSGSGS S KK KV?PPEVT?PZ KT RTSSTITA A QOO OTOLTLTZLTLO QR QTT®PZ®PZP?PZPSTILTLTRTNGTL 2400
GCAAAACCGCCGAGAACGGCAGTCTGACCTCCGTGCAGAGTTCCGGATCGGATTCTAGTGTTACCTCTGCGGAACGCAATCTAAACAGCGATTTGGGCTCGGATCGCAGTAACTCACCACATACATGGAAACGAGGAACAGCCCTAAATA
C K TAENGSTILTSVQSSGSDSSsSUVTSAETRTSNTLNSUDTLGSDT RTSNS®PHTTWZ KT RTGTATLN 2550
GTTCCCAGCAGTTCTCCACGCACTCGGCGGATTCAGCGGGTGCGGTGTCTGGTGGAGGAGT TGGAGTGGCTGGAGGAGCCGGCGTTTATGCCGCTCARATGCAGGCTGCCGTTGCAGCAGCTACAGCGGCAGGAGGAATGCCACCAGCGG
s s QQ F S THSADSA AGA AVSGGGVGVAGSGA AGV VYA AAOQMGOQA- AV AARATA AR MAGTGMZP P A 2700
ATGACCATGCTATCTCCTCGCATACGAGTGCCGCTCAGTATGAGCAGCATGAGCAGCAGCAGCACGAGCAACAGCAATTGCAGGCGGCAGCTGCAGCTGCC! TGGCACAAAACTACAAGATGTCGGA(
D DHATISSHTSAAS® QTYTE G QEHTE O OOOQHTET QO QOTLOA AAAA AR AR AGV VA AOQNTYZEKDMSE 2850
3000
3150
3300
CCGGCAGCGACCATGTCACTCAAGTGATGAAGGTACAGGCCA
P G s DHV T OQVMZEKTV QA 3450
CTATTGTGGGCAAGAAACCAAATCTAGCGCTGCCCCATCGGCGTCTTGTCTGCTATTGCCGACTGTACGAGATTCCTGACGTGAACAAGAAGGAGCGACCTGGTGTGCAT
T I VGK K PNILALTPHT R®RTLVSCYOCRTILYETITPTDTVNTZ KT KTETRTPGV H 3600
3750
AGATGGACGAGATGGAGTCGCTGCGCATTGAGGCCGAACTGGAGCGCCAGAAGTCGGCGCGCAATCGAGCACCTGGCAATGCGG
EMDEMESTLRTIEA AETLTET RT QI KSARTDNIRATPG N A 3900
AGAATCGTGACAGTGGCGTAGCCGATGTGGAGGTCTGCCCATGCCCGTATCAGCAAGGATCACAAGCATCTGGCGAGCAGGCTCCAAACTCTGCCGATAACTCGCAGCAGCTGAAGCGCAGTGCGCTGAGCAACAGCCTTCTCGACATGC
ENRDS GV ADVETVTCPCPTYOOOOGSOQASGEU Q- ATPNS S ADI?NSUO QO QTLZ XKT® RSATLTSTDNSTILTLTDHMNM 4050
ACGAGCAGTTTGGCAATGAGAAACCTCAACGTCGTGGCAGCGTTGGCTCCCTGGACAGCGGCATGAGCATCTCGTTCCAGTCCACTACAACATCCAGCGCTTCGAGGGAARATGCCGCTGCCATTGCGGCCGCAGCARATGCAGCTGCAG
HEOQTFGNEZ KTPO ORI RGS SV GSLDSGMSTISTFOQQSTTTSSAS ST RTENA AAATIABAAAATNABAAA 4200
CAGCCAAGATGCGATTTAACATGCCGCCAACGGCAGCGATTGCCACGCCCAGCAATGTGTATGCAGCTCCGGGAATGCAGGCGTATACCCATGCCAACTTTGTGCAGCAGTCACAGGCCGCCTACATGTTGCAGCAACAGCARATGCTCC
A AKMRTFNMPZPTAATLIATT PSDNUVYAAPGMOQAYTTHANTFVOQOQSOQAATYMLOOOQOQMTL 4350
AGCAGCAGGCACAAATGCAAGCTCAGGCTCAGGCTCAAGCCCAAGCTCAGGCCCAAGCTCAAGCCCAGGCTCAGGCGCAGGCGCAGGCGCAGCCGCTTACTGGCCGAATACCGGGACGCGAGCGAAAGGCTTCGCGGACGGATGAGAACG
Q0 0 0AQMOAOQA AOQA AOQOA A QA AOQA AT O ASO QA AOQA AT QA AO QA A QA QTPTLTGTRTIZPGRET RTEKA AST RTDEN 4500
GACGGTCGACGGAGGTCI A A GTCATCTATTGTACATTTTAGTTATTGAGCAAAGCGATAATTATAATATCTATATAGCATATTGAATGAAATATCTGTATAATCCGAATCGARACGACCCGAACGCCATTTTCTTCAACACCTAACCCAC
G R S TE V . 4650
ACACAGCGTAC 'GAATTCTTAATGTTCCTTCGTTCTCTGCTAATATTAATGTAAATAAATTAAACATTTGTCTGTTTTACACTATCTACACACTAAAATAAGTTTCTAAAACTATTTGTATATACATCAGCATACTATAA 4800
TACACCCACAATCTATGAAAATTATTCTCTAAATATGC) GTATTATT ACTCTAATCCTCTCCAGACACTTGAAACACCAATTTACCCCTGGGCAACCTTCTATGCCCATACCCGTTTTGATCTACCCCTCCCCTTACGAATT 4950
ACAAAAGC T 'GAA. 'TTCATTAGCATATACTAAAAACTATATCCCGATAAGTGCGCGCTATGTATAT TTTGTTTACCCTACATTTTCTCTGTGTAACTAAAAAGTGAAGTTCGT TACCGC! 'GTGTGTA 5100
TATACCCTGAATATTAATTTAAAAGCATTTAGCTATAATTATTCATATTTATAGAGCCAAAACTACCCARAACCTAAAATATTAAATACGAGTATAACAAACACGAAGTATATGARAACAAAACAATATGTATATGAARAAAGCAAAAGAC 5250
TTAAAAATTTCAATAAATGAAAAGAAATAATACCAA 286

Abb. 26 Die schizo tI Nukleotid- und Aminosiuresequenz. Der offene Leseraster des schizo t1-
Transkripts umfafit 3944 bp und kodiert fiir ein 1313 aa groBes Protein. Die Aminosduresequenz des
Schizo P1 weist drei konservierte Dominen auf: 1Q- (tiirkis), Sec7- (griin) und PH (grau)-Domine.
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das Gen CG10577 definiert, ist 3,6 kb grof}. Eine Sequenzanalyse ergab, daf} die LP01489
und die GH10594 cDNA-Klone von einem Genort stammen. Das erste der insgesamt sechs
Exons des vom BDGP vorhergesagten Gens CG10577 14t sich jedoch nicht in den cDNA-
Sequenzen wiederfinden. Die LP01489 ¢cDNA umspannt demnach eine genomische Region
von ungefihr 10 kb, in der die Gene CG12980, CG12979 und CG10577 liegen (siehe dazu
auch Abb. 19).

Ein Vergleich mit der Sequenz der vorhergesagten Exons fiir die Gene CG/2980 und
CG12979 und der sequenzierten LP01489 cDNA zeigte, daf} sich alle Exons der betreffenden
Gene in der LP01489 cDNA-Sequenz wiederfinden. Dieser Befund legt nahe, da} es sich bei
den drei vorhergesagten Genen nur um ein Gen handelt, das dem Gen schizo entspricht. Aus
den Sequenzdaten 146t sich ableiten, dafl das schizo-Transkript aus neun Exons und acht
Introns besteht (Abb. 25). Der lingste offene Leserahmen umfaflit 3944bp. Das Startkodon
entspricht nur méBig dem Translationsstartkonsensus CAAAACATG von Drosophila
(Cavener, 1987). Dieser Leserahmen kodiert fiir ein 1313 Aminoséduren langes Protein (Abb.

25 und 26).

34.2 Identifizierung und Sequenzierung der ¢cDNA-Klone RE44556, RE2256 und
RE5442

Vom BDGP wurden EST-Klone einer neuen cDNA-Bank (RE-Bank) vertffentlicht. Darunter
befand sich eine Gruppe aus drei cDNAs, deren 3‘Ende mit dem 3‘Ende der LP01489 cDNA
ibereinstimmte. Das 5°Ende befand sich allerdings 35 kb stromaufwirts. Die cDNAs wurden
bestellt und ebenfalls vollstindig sequenziert. Die Sequenz der drei cDNAs war identisch. Ein
Vergleich mit der Sequenz der LP01489 cDNA zeigte, dafl die RE44556, RE2256 und RE
cDNAs ab dem zweiten Exon ebenfalls identisch sind (Abb. 25). Es handelt sich demnach bei
den neu identifizerten cDNAs um eine alternative Spleil3variante des schizo-Transkripts. Es
existieren folglich mindestens zwei schizo-Transkripte, die sich in ihrer Anfangssequenz
unterscheiden. Das iiber die RE44556 cDNA definierte Gen wird vom BDGP als CG32434

bezeichnet. Im Verlauf dieser Arbeit wird das schizo-Transkript, das iiber die LP01489 cDNA
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definiert wird, als schizo tI bezeichnet. Vor dem CG32434 kartiert die P-Element-Insertion
[(3)L5541, die ein B-Galaktosidase-Gen trdgt und als Enhancer-Detektor dient. Das B3-
Galaktosidase-Expressionsmuster, das von diesem P-Element ausgeht, ist dhnlich wie das

unter 3.4.3 beschriebene Expressionsmuster von schizo.

3.4.3 Expressionstudien der identifizierten cDNAs

Die Analyse der zeitlichen und rdumlichen Kontrolle der Expression der schizo-Transkripte
sollte einen Hinweis darauf geben, ob die Expression mit den in schizo-mutanten Embryonen
beobachteten mutanten Phinotypen korreliert. Weiterhin sollte untersucht werden, ob sich die
schizo-Transkripte ¢/ und #2 in ihrem Expressionsmuster unterscheiden. Aus diesem Grund
wurden whole mount-RNA-in situ-Hybridisierungen an Wildtyp-Embryonen durchgefiihrt.
Die mit den aus der LP01489, GH10594 und RE44556 cDNA generierten Sonden lassen das
gleiche Expressionsmuster erkennen. Die in Abb. 27 und 28 zu sehenden RNA-in situ-
Hybridisierungen wurden mit Hilfe der LPO1489 RNA-Sonde erstellt.

Die Expressionsdaten in Abb. 27 zeigen, da3 das Gen schizo maternal exprimiert wird. In
Abb. 27A erkennt man eine anfinglich ubiquitdre Expression wihrend des zelluldren
Blastoderms, die kurze Zeit spiter spezifiziert wird (Abb. 27B). Das schizo t1 und t2-
Transkript wird im Mesoderm ab dem Stadium 7 exprimiert. Im Stadium 10 exprimiert eine
Gruppe von ektodermalen Zellen das schizo-Gen. Am Ende der Embryogenese ist schizo in
allen Zellen des ZNS exprimiert, auch in den Mittellinienzellen (Abb. 27C-F). Die Expression
im ZNS deckt sich mit dem in schizo-Mutanten beobachteten ZNS-Phénotyp. Allerdings
korrelieren die unter 3.1.5 und 3.1.6 beschriebenen Phinotypen im peripheren Nervensystem
nicht mit der Expression der LP01489-Sonde. Es konnte keine Expression im PNS festgestellt
werden. Eine Expression im visceralen Mesoderm konnte ebenfalls nicht nachwiesen werden
(siehe 3.1.7). Die Expression wihrend der larvalen Entwicklung wurde nur mit Hilfe der
LP01489 cDNA generierten Sonde untersucht. In Abb. 28A ist die Expression von schizo in
der morphogenetischen Furche der Augen-Antennen-Imaginalscheibe zu sehen. Weiterhin

erkennt man eine Expression im Notum der imaginalen Fliigelscheibe (Abb. 28B).



Abb. 27 Expressionsmuster des schizo t1-Transkripts. Whole mount in situ-
Hybridisierung mit einer DIG-markierten RNA-Sonde der LP01489 ¢cDNA. (A)-(E)
laterale Ansicht (F) ventrale Ansicht. Das schizo t1-Transkript wird im Wildtyp sehr friih
im zelluldren Blastoderm exprimiert und zeigt ein sehr dynamisches Expressionsmuster. In
(A) und (B) sind Embryonen des spiten Stadium 4 dargestellt, das schizo tI-Transkript ist
zunéchst ubiquitir exprimiert und wird dann reprimiert (B). In (C) und (D) sind Embry-
onen des Stadiums 7 und 8 zu sehen. Man erkennt eine Expression der schizo t1-RNA in
der Kopfregion und dem Mesoderm. (E) Ab dem Stadium 10 findet man eine zusétzliche
Expression in einer Gruppe von ektodermalen Zellen (Stern *). (F) Am Ende der Embryo-
genese im Stadium 16 ist eine Expression im ZNS zu sehen, sowohl in den neuronalen
Zellen als auch in den Zellen der Mittellinie.

A B

Abb. 28 in situ-Hybridisierung mit der schizo tI-RNA an Imaginalscheiben. (A) und
(B) zeigen eine Augen-Antennen-Scheibe und eine Fliigel-Imaginalscheibe, die mit der
schizo tI-RNA-Sonde hybridisiert wurden. (A) Das schizo tI-Transkript wird in der mor-
phogenetischen Furche exprimiert (Pfeilspitze). (B) Expression der schizo-RNA im Notum
der Fliigelscheibe (Pfeil).
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3.5 SCHIZO als Guanine-Nucleotid-Austauschfaktor (GEF

3.5.1 SCHIZO besitzt drei konservierte Doméinen

Das aus der Sequenz der LP01489 cDNA abgeleitete Protein (Schizo P1) umfaB3t 1313
Aminosduren. Sequenzhomologiesuchen mit Hilfe des BLAST Algorithmus (Altschul et al.,
1998) ergaben, da3 Schizo P1 drei konservierte Proteindoménen enthilt (Abb. 25): eine 1Q-
(Calmodulin-), eine Sec7- und eine Pleckstrin-homologe (PH)-Domine. Das von der
RE44556 cDNA-Sequenz abgeleitete Schizo P2-Protein besteht aus 1132 aa und enthilt
ebenfalls alle drei oben erwihnten Proteindoménen. Proteine mit einer Sec7-Domine
katalysieren den Austausch von GDP/GTP an einer Familie von kleinen GTP-bindenden
Proteinen, den ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARFs).

Schizo-Homologe lassen sich in verschiedenen Spezies finden. So konnten mittels
Homologiesuche zwei humane Schizo-Homologe identifiziert werden: EFA6 (Perletti et al.,
1997; Franco et al., 1999) und ARF-GEP,,, (Someya et al., 2000), die eine 32%ige und
40%ige Homologie zu den Schizo-Proteinsequenzen zeigen (Abb. 29) und ein Anopheles-
Homolog, dal} eine 80%ige Homologie zu Schizo P1 und P2 zeigt (Abb. 30).

EFAG6, auch als PSD bekannt, und ARF-GEP,,, wurden beide aus einer Gehirn-cDNA-Bank
isoliert. EFA6 besitzt neben der Sec7-Domine noch eine coiled-coil-Region und eine PH-
Domine, wohingegen ARF-GEP,,, genau wie SCHIZO eine 1Q-, Sec7- und PH-Doméne
besitzt. ARF-GEFs unterscheiden sich stark in ihrer Primirsequenz. Innerhalb der Sec7-
Domine gibt es zwei wichtige konservierte Motive, Motiv 1 und 2, die sich zu einer
hydrophoben Schleife falten und die, wie fiir den GEF ARNO (Chardin et al., 1996) gezeigt
werden konnte, mit der ARF1 GTPase interagiert (Béraud-Dufour et al., 1998; Cherfils et al.,
1998; Mossessova et al., 1998). In Tabelle 5 sind die Motive 1 und 2 mit denen der anderen
Sec7 GEFs verglichen. EFA6 und ARF-GEP,,, sind in den Motiven der Sec7-Doméne
weniger stark konserviert. Auch Schizo weicht leicht von den konservierten Motiven ab, zeigt

aber groBere Homologien zu ARF-GEP,, als zu EFA6. Von beiden humanen Homologen ist
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bekannt, daf} sie spezifisch an ARF6-GTPasen wirken (Franco et al., 1999; Someya et al.,

2000). Es ist daher anzunehmen, daf}3 auch Schizo an ARF6 bindet.

Motiv 1 Motiv 2
A\
Schizo FRMPGE VLAFAIIM LNTDLH
EFA6 LALMGE TLTCALMLLNTDLH
GEP,, IRV QGE I LAFAIIL LNTDMY
ARNO; FRL PGE VLSFAVIM LNTSLH
Gnom FRL PGE VLSYSIIM LNTDQH
Geal FRL PGE VLSYSIIM LNTDSH
Sec7 FRL PGE VLSYSLIM LNTDLH

Tabelle 5: Sequenzvergleich der beiden hoch konservierten Motive der Sec7-Doméne von Drosophila
Schizo (diese Arbeit), menschlichem EFAG6 (Perletti et al., 1997), ARF-GEP,,, (Someya et al., 2000),
ARNO; (Chardin et al., 1996), Arabidopsis Gnom (Shevell et al., 1994), Hefe Geal (Peyroche et al.,
1996) und Sec7 (Achstetter ef al., 1988). Diese Motive bilden vermutlich eine hydrophobe Schleife,
die mit der ARF-GTPase interagiert. Das Glutamat im Motiv 1, das am Nucleotid-Austausch beteiligt
ist, ist in allen Sec7-GEFs konserviert und mit einer Pfeilspitze markiert.

3.5.2 Die Expression des Schizo P1-Proteins im Wildtyp

Schizo P1 und P2 unterscheiden sich in ihrem N-terminalen Ende, das kaum konserviert ist.
Gegen das N-terminale Ende von Schizo P1 wurde ein Peptid-Antikorper generiert (siehe
Anhang IX). Die bisher erhaltenen Expressionsdaten mit dem polyklonalen anti-Schizo-
Antikorper sind in Abb. 31 zu sehen. Es wurden verschiedene Konzentrationen (1:50 bis
1:5000) des aufgereinigten Peptid-Antikorpers getestet. In den frithen embryonalen Stadien 4
bis 10 zeigt die Expression von anti-Schizo eine dhnliche Expression wie das schizo-

Transkript. Das Protein wird schon friih wéihrend des Blastoderm-Stadiums exprimiert und



Abb. 31 Expression von Schizo P1 in Wildtyp-Embryonen. Antikorperfiarbung an whole
mount-Embryonen mit dem anti-Schizo P1 Antikorper in einer 1:50 Verdiinnung. (A)-(F)
Laterale Ansicht. (A) und (B) zeigen Embryonen des Stadium 4 und 5. Schizo P1 wird im
zelluldren Blastoderm-Stadium und in den Polzellen exprimiert. Im Stadium 8 (C), (D) und
im Stadium 10 (E) wird Schizo P1 in der Kopfregion, im Mesoderm und in der Anlage des
anterioren und posterioren Mitteldarms exprimiert. Ab dem Stadium 13 ist Schizo P1 epider-
mal exprimiert (F). In spiteren Stadien erkennt man keine spezifische Expression von Schizo
P1 im ZNS und in den Zellen der Mittellinie.
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Abb. 32 Identifizierung eines ARF6-Homologes in Drosophila. Mit Hilfe der ARF6-
Sequenz der Ratte wurde durch Datenbankanalyse ein Homolg in Drosophila identifiziert, das
auf dem 2. Chromosom liegt und als ARF51F (CG8156) bezeichnet wird. Es zeigt 96%
Homologie zu ARFG6 der Ratte (untere Proteinsequenz). Konservierte Aminoséduren sind durch
schwaze Schattierungen hervorgehoben.
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findet sich in den Polzellen. Im Stadium 7 wird Schizo im Mesoderm und in der Anlage des
anterioren und posterioren Mitteldarms exprimiert. In den spiteren Stadien der Embryogenese

konnte jedoch keine Expression des Schizo-Proteins im Nervensystem beobachtet werden.

3.5.3 Identifizierung der ARF6-GTPase in Drosophila

ARFs gehoren zu den Ras-verwandten GTP-bindenden Proteinen, die fiir den intrazellulidren
Transport bendtigt werden. Aufgrund von Sequenzidhnlichkeiten wurde ARF6 der dritten
Klasse von ARF-Proteinen zugeordnet (siehe Einleitung). ARF6 reguliert iiber die
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts die Morphologie des Zellkortex (D’Souza-Schorey et
al., 1997; Radhakrishna and Donaldson, 1997; Song et al. 1998) und spielt zudem eine
wichtige Rolle in der Regulation der Exocytose und der Fc-Rezeptor-vermittelten
Phagozytose (Bajno et al., 2000; Galas et al., 1997; Zhang et al., 1998). Die Identifizierung
eines Drosophila-Homologs von ARF6 konnte Aufschluf} iiber die Funktionsweise des Gens
schizo geben. Es wurde daher versucht, mittels Homologiesuche mit der Sequenz von ARF6
aus Ratte (NM024152) ein Homolog in Drosophila zu identifizieren. Insgesamt gibt es fiinf
ARF-GTPasen in Drosophila, von denen ARF51F auf dem zweiten Chromosom in der
Region 51F liegt und eine 96%ige Homologie zu ARF6 der Ratte zeigt (Abb. 32). Mutationen
im Gen ARFS51F sind nicht bekannt, aber es existiert ein £ST7 cDNA-Klon und eine vitale P-
Insertion im ARF51F-Lokus (H. Bellen), die keinen Phinotyp zeigt. Das ARF51F-Transkript

ist ubiquitédr exprimiert (Daten nicht gezeigt).

3.6 Untersuchung einer moglichen Interaktion zwischen dem Gen schizo und den

GTPasen Dracl und Dcdc42

Wu et al. (2000) konnten zeigen, da} die aktivierte Form der GTPase Cdc42 an die y-
Untereinheit des Coatomer-Komplexes bindet. Der Coatomer-Komplex ist am intrazelluldren
Vesikeltransport beteiligt und sammelt sich an der Golgi-Membran mit Hilfe des GTP-

bindenden Proteins ARF an.



Abb. 33 Genetische Interaktion von schizo und Dcdc42. (A) und (B) Augen.
(C) und (D) ZNS-Priperation von Stadium 16 Embryonen, anterior ist oben. (A)
Die Uberexpression von aktivierten Dcdc42 mit Hilfe der GMR-GAL4 Aktivator-
linie fiihrt zu einem verkleinerten, rauhen Auge. (B) Dieser Phinotyp kann durch
den Verlust einer Kopie schizo verstirkt werden. (C) Wildtyp. (D) In
Dcdc424/schizov'>-Doppelmutanten kreuzen nur noch wenige Axone die Mittel-
linie (Pfeil). Zudem sind die longitudinalen Konnektive in den Neuromeren, an
denen sich die Kommissuren bilden verdickt (Pfeilspitze).
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Die Tatsache, dal ARF-GTPasen zusammen mit Cdc42 an die gleiche Untereinheit im Golgi-
Apparat binden, 146t vermuten, daB8 dies auch bei anderen biologischen Funktionen der Fall
ist. Im folgenden war zu analysieren, ob die aktivierte Form von Cdc42 mit dem Gen schizo
interagieren kann. In einer Reihe von Experimenten wurde zuerst untersucht, ob eine
verdnderte Aktivitdt von Cdc42 bei einem Funktionsverlust von schizo einen Effekt auf die
Bildung des adulten Komplexauges hat. Dazu wurde konstitutiv-aktives Cdc42 mit Hilfe von
GMR-Gal4 im Auge exprimiert, was zu einer Reduktion des Auges fiihrt (Abb. 33A). Die

Entfernung einer Kopie schizo fiihrt zu einer Verstirkung des Augen-Phénotyps (Abb. 33B).

Auf Grund dieser Beobachtung wurde analysiert, ob sich im embryonalen ZNS ebenfalls eine
Interaktion von Cdc42 und schizo nachweisen 1d8t. Dazu wurde die aktivierte Form von
Dcdc42V12.2 in schizo®***-Mutanten in den Mittelliniengliazellen (sim-GAL4 und slit-GAL4)
iiberexprimiert. In Hinblick auf die kommissurale Musterbildung fiihrt die Uberexpression
von aktiviertem Cdc42 im schizo-mutanten Hintergrund zu keiner erkennbaren Verinderung.
Eine Doppelmutantenanalyse dagegen zeigte einen drastischen Defekt in der axonalen
Musterbildung. Fiir die Doppelmutantenanalyse wurde das Dcdc42*-Allel verwendet (Fehon
et al., 1997). In doppelmutanten Dcdc’/schizo’""*-Embryonen kreuzen kaum noch Axone die
Mittellinie und die Konnektive erscheinen verdickt (Abb. 33D). Vergleichbare, aber weniger
starke Defekte beobachtet man in doppelmutanten Dcdc42?/schizo“""**-Embryonen (Abb.

nicht gezeigt).

3.7 Uberexpression von schizo t1

Einen weiteren Beweis dafiir, da3 die LP01489 cDNA vom Gen schizo abgeleitet ist, sollten
Rettungsexperimente liefern. Die Expression der LP01489 ¢cDNA in einem schizo-mutanten
Hintergrund miiflte zu einer Abschwichung bzw. Rettung des schizo-Phénotyps fiihren (Abb.
34). Mit Hilfe dieses Experiments kann gleichzeitig geklédrt werden, in welchen Zellen Schizo

benotigt wird: in den Mittellinienzellen oder den lateralen Neuronen.
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Die Expression in verschieden Geweben und zu verschiedenen Zeiten der embryonalen
Entwicklung kann mit dem UAS/GAL4-System erzielt werden (Brand & Perrimon, 1993).
Dazu wird das zu untersuchende Gen hinter die UAS-Effektor-Sequenz aus der Hefe kloniert
und in die Fliege transformiert. Ein weiterer Fliegenstamm enthidlt den GAL4-
Transkriptionsfaktor, der mit Hilfe geeigneter Promotoren zell- und gewebespezifisch
reguliert exprimiert werden kann. Nur wenn man die den Aktivator tragenden Fliegen mit
Tieren kreuzt, die den Effektor tragen, kommt es in den Nachkommen zu einer zeitlich und

rdumlich definierten Expression des betreffenden Gens.

3.7.1 Uberexpression der LP01489 ¢cDNA in schizo-mutanten Embryonen

Das 4,5 kb groe EcoRI-Fragment der LP1489 cDNA, das den gesammten ORF enthilt,
wurde in den pUAST-Expressionsvektor kloniert und anschliefend zusammen mit der A2-3
Transposase in white’-Embryonen injiziert (siche M&M). Von 320 injizierten Embryonen
wurde eine Linie erhalten, die homozygot ein UAS-schizo-Transgen auf dem 3. und ein UAS-

schizo-Transgen heterozygot auf dem 2. Chromosom tréagt.

Injizierte Embryonen Geschliipfte Larven Geschliipfte Fliegen Transgene (F1)

320 (100%) 60 (19%) 35 (11%) 1 (0,3%)

Tabelle 6: Etablierung von P[ UAS-schizo]-Insertionen

Um schizo im schizo-mutanten Hintergrund iiberzuexprimieren, wurde eine Rekombinante
mit dem schizo”'"*-Allel und der UAS-schizo-Insertion hergestellt, die dann mit
unterschiedlichen Effektorlinien in verschiedenen neuronalen Zellen zur Expression gebracht
wurde.

U2 in den Zellen der Mittellinie wurden

Fiir die Expression von UAS-schizo; schizo
Rekombinanten mit dem schizo*-Allel und den Effektorlinien sim-GAL4 (3. Chromosom)
und slit-GAL4 (3.Chromosom) hergestellt (siehe M&M). sim-GAL4 wird ab dem Stadium 11

in allen Zellen der Mittellinie exprimiert und s/it--GAL4 in den Mittelliniengliazellen und
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einigen Neuronen der lateralen Mittellinie. Mit beiden GAL4-Treiberlinien ist eine Rettung
des embryonalen ZNS-Phénotyps moglich (Abb. 34B und C).

Eine Uberexpression von UAS-schizo in den neuronalen Zellen des ZNS wurde mit den
Effektorlinien rho-GAL4 (2. Chromosom) und sca-GAL4 (2. Chromosom) erzielt. Mit beiden

GALA4-Linien konnte keine Rettung des schizo-Phinotyps beobachtet werden.

Die Tatsache, daB sich der ZNS-Phiinotyp von schizo-Mutanten durch die Uberexpression der
LP01489 cDNA ,retten* 1dBt, zeigt, dal die LPO1489 cDNA vom Gen schizo abgeleitet ist.
Da sich homozygot mutante schizo-Embryonen durch eine Uberexpression von schizo in den
Zellen der Mittellinie retten lassen, wird vermutet, da Schizo in diesen Zellen benétigt wird.
Ein Rettungsversuch mit der RE44556 ¢cDNA war aus zeitlichen Griinden nicht mehr

moglich.

3.7.2 Ektopische Expression des schizo-Gens

3.7.2.1 Uberexpression von UAS-schizo im ZNS

In den folgenden Experimenten wurde die Uberexpression von UAS-schizo in verschiedenen
neuronalen Geweben im wildtypischen Hintergrund untersucht. Die Treiberlinien sim-, rho-,
slit,- sim-, da-, und arm-GAL4 fiihrten nach Kreuzung gegen UAS-schizo weder zu einem
ZNS-Phinotyp noch zur embryonalen Letalitdt. Nach Expression des UAS-schizo-Transgens
im scabrous-Muster beobachtet man eine reduzierte Anzahl von Macrochaeten (Abb. 35C

und D) und einen schwachen rauhen Augen-Phinotyp (Abb. nicht gezeigt).

3722 ﬁberexpression von UAS-schizo in den dorsozentralen mechanosensorischen
Organen

Auf dem Thorax adulter Drosophila-Fliegen gibt es zwei Typen von sensorischen Organen,

die Macrochaeten und die Microchaeten. Wie zuvor unter 3.5.3.1 erwihnt, fiihrt die
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ektopische Expression der schizo-cDNA mit Hilfe des sca-GAL4-Treibers zu einer
reduzierten Zahl der Macrochaeten auf dem Notum. Die noch vorhandenen Macrochaeten
erscheinen verdickt und verkiirzt (Abb. 35B). Auch die Borsten auf dem Abdomen scheinen
verdickt zu sein (Abb. 35E). Es sieht weiterhin so aus, als wire der dorsale Schlufl des
Abdomens nicht vollstindig, und die Borsten auf dem Abdomen weisen in eine andere
Richtung als im Wildtyp (Abb. 35E, Pfeil). Eine weitere GAL4-Linie, die auch in
Macrochaeten exprimiert ist, ist dpp-GAL4. Bei der Uberexpression von UAS-schizo mit
dieser Linie kommt es ebenfalls zum Fehlen von Macrochaeten auf dem Notum (Abb. 35C
und D). Eine Verdickung der Borsten, wie sie nach einer Uberexpression von sca-Gal4

auftritt, kann jedoch nicht beobachtet werden.

Die Bildung der Macrochaeten wird von den Epithelschichten des Notums der Fliigelscheibe
wihrend des 3. Larvalstadiums etabliert und reicht bis ins friithe Puppenstadium (Hartenstein
& Posakony, 1989; Huang et al., 1991). In dieser Region ist die schizo LP01489-cDNA

exprimiert (siche 3.4.2).

3.7.23 I"Jberexpression von UAS-schizo im Auge

Fiir die Uberexpression von schizo im Auge wurden vier verschiedene Treiberlinien benutzt.
GMR-GAL4 erlaubt die Expression in allen Zellen hinter der morphogenetischen Furche,
elav-GAL4 wird in allen Photorezeptoren und ey-GAL4 in allen Zellen der Augenanlage
exprimiert. Die -Linie K25 zeigt eine GAL4-Expression im sevenless-Muster, d.h in den
Photorezeptorzellen R7, R1, R3, R4 und R6 , sowie den Kegelzellen.

Wie schon unter 3.5.3.1 erwihnt, fiihrt eine Uberexpression der schizo-cDNA mit sca-GAL4
bei 25°C zu einem schwachen rauhen Augen-Phinotyp. Auch die ektopische Expression von
schizo mit elav-GAL4 bei 25°C resultiert in einem schwachen rauhen Augen-Phénotyp (Abb.
nicht gezeigt). Stirkere Aktivatorlinien wie GMR-GAL4 und ey-GAL4 verursachen bei 25°C
einen starken rauhen Augen-Phénotyp (Abb. 36A, B und C). Von ey-Gal4 existieren mehrere
verschieden stark exprimierte Aktivatorlinien (Abb. 36A und B). Die stérkste ey-GAL4-Linie

fiihrt zu einer starken Reduktion des Auges (Abb. 36B). Die Uberexpression von schizo mit



Abb. 35 Die Uberexpression von schizo fiihrt zu Defekten auf dem
Notum und dem Abdomen. Expression von UAS-schizo mit den
Aktivatorlinien sca-GAL4- und dpp-GAL4. (A)-(D) Notum, (E)-(D)
Abdomen. (A) Wildtyp. (B) In heterozygoten UAS schizo; sca-GAL4-
Tieren fehlen Machrochaeten auf dem Notum (Pfeilspitze) und die noch
vorhandenen erscheinen verdickt bzw. verkiirzt (Pfeil). (C) und (D) Die
Uberexpression von UAS-schizo mit dpp-GALA4 fiihrt zu einer Reduktion
der Macrochaeten. (E) Abdomen, Wildtyp. (F) Die ektopische Expression
von UAS-schizo mit sca-GAL4 induziert auch abdominale Defekte. Der
dorsale Schluf3 scheint nicht richtig vollzogen zu sein und die Borsten
weisen im Vergleich zum Wildtyp weg von der Mitte (Pfeil).



Abb. 36 Uberexpression von UAS-schizo im Auge. Anterior ist oben. (A)
Die ektopische Expression von UAS-schizo im Auge mit K25-GAL4 bei
25°C sieht wildtypisch aus. (B) Die Uberexpression von schizo mit GMR-
GALA fiihrt zu einem rauhen Augen-Phénotyp. (C) und (D) zeigen die ekto-
pische Expression von UAS-schizo mit zwei unterschiedlich starken ey-
GAL4 Aktivatorlinien. In (C) ist vorwiegend der anteriore Teil des Auges
ungeordnet. Das Auge in (D) ist dagegen stark reduziert.



Abb. 37 Querschnitt durch das Komplexauge von homozygoten GMR-
GAL4; UAS-schizo Augen. (A) Im Wildtyp-Auge erkennt man eine
bienenwabenédhnliche Anordnung der Ommatidien, in dem sieben Rhab-
domere zu erkennen sind (Pfeil). Umgeben sind die Ommatidien von
Pigmentzellen, in denen sich die Pigmentgranula befinden (Pfeilspitze). (B)
In homozygoten GMR-GAL4; UAS-schizo Augen sind die Ommatidien
nicht mehr regelméfig angeordnet und scheinen in ihrer Anzahl reduziert zu
sein. In den vorhandenen Ommatidien befinden sich meist auch weniger als
sieben Rhabdomere (Pfeil). Die Pigmentgranula sind unregelmifig iiber das
Auge verteilt (Pfeilspitze).
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der K25-GAL4 bei 25°C sieht wildtypisch aus (Abb. 36D). Die Aufzucht der Fliegen bei 29°C
hat jedoch einen rauhen Augen-Phinotyp zur Folge.

Von den Augen homozygoter GMR-GAL4; UAS-schizo Tieren wurden Semidiinnschnitte
angefertigt (Abb. 37). Ein adultes Komplexauge besteht aus 750-800 Ommatidien und enthilt
acht photosensitive Neurone, die regelméBig in hexagonalen Einheiten angeordnet sind.
Optisch werden die Ommatidien von den Pigmentzellen isoliert (Abb. 37A, Pfeil). In den
adulten Augen homozygoter GMR-GAL4; UAS-schizo Tiere ist die Anzahl der Ommatidien
und der Photorezeptorzellen reduziert. Die einzelnen Ommatidien werden auch nicht mehr
von den Pigmentzellen abgegrenzt, sondern die Pigmentgranula scheinen iiber das Auge

verstreut zu sein.

Das adulte Auge wird wihrend des larvalen Stadiums angelegt. Um zu analysieren, ob die
beobachteten Augendefekte auf friihe Storungen in der Entwicklung des Auges
zuriickzufiihren sind, wurden Augenimaginalscheiben aus L3-Larven prépariert und mit den
monoklonalen Anitkérpern mAb Elav und 22C10 angefirbt. Die sich entwickelnden
Ommatidien erscheinen im Vergleich zum Wildtyp weitgehend normal. Allerdings befinden
sich Elav-positive Zellen im optischen Stiel, der normalerweise frei von Photorezeptorzellen
ist (Abb. 38A und B). Dieser Effekt wird auch bei einer Uberexpression der schizo-cDNA bei
25°C und 29°C mit ey-GAL4 beobachtet (Abb. 38C und D). Bei der Uberexpression von
UAS-schizo mit der Aktivatorlinie K25-GAL4 bei 25°C kommt es nicht zur Migration von
Photorezeptorzellen; bei 29°C beobachtet man aber auch hier Photorezeptorzellen im
optischen Stiel (Abb. nicht gezeigt).

Die Expression des 22C10-Epitops in der sich entwickelnden Augenimaginalscheibe beginnt
direkt posterior zur morphogenetischen Furche (MF). Nach der axonalen Projektion ist das
22C10-Epitop sowohl im neuronalen Zellkorper als auch iiber die gesamte Linge des Axons
verteilt. Zudem erkennt man das Axonbiindel des Bolwig-Organs in der Augen-Antennen-
Imaginalscheibe (Abb. 39A, Pfeil). Die Uberexpression von UAS-schizo mit der

Aktivatorlinie ey-GAL4 hat keinen Effekt auf den Bolwig-Nerv (Abb. 39B, Pfeil). Auch in der
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Abb. 38 Die Uberexpression von schizo in der Augenimaginalscheibe.
Préaparation von Augen-Antennen-Imaginalscheiben des 3. Larvalstadiums. Post-
erior ist oben. Die Scheiben sind noch mit dem optischen Loben durch den op-
tischen Stiel verbunden. Postmitotische Neurone wurden durch eine anti-Elav
Firbung sichtbar gemacht. (A) und (B) sind konfokale Antikoérperfarbungen, (C)
und (D) sind Antikorperfarbungen mit anschlieBender HRP-Immunhistologie.
Der mAb anti-Elav markiert differenzierte Photorezeptorzellen. (A), (C) Im
Wildtyp erkennt man die regelmidflige Anordnung der Ommatidien in der
Augen-imaginalscheibe. (B) zeigt die homozygote GMR-GAL4; UAS-schizo
Imaginal-scheiben. Die Anordnung der Ommatidien erscheint wildtypisch, aber
es befinden sich anti-Elav positive Zellen im optischen Stiel. (D) zeigt die
ektopische Expression von UAS-schizo mit der Aktivatorlinie ey-GAL4. Die
Imaginalscheibe weist morphologische Defekte auf und die Anordnung der
Ommatidien ist gestort. Auch bei der Uberexpression mit ey-GAL4 befinden sich
Elav-positive Zellen im optischen Stiel (Pfeil).



Abb. 39 Die Uberexpression von schizo in der Augenimaginalscheibe. Priparation von
Augen-Antennen-Imaginascheiben des 3. Larvalstadiums nach Antikorperfirbung mit mAb
22C10 und folgender HRP-Immunhistochemie. Posterior ist oben. Der mAb 22C10 markiert
differenzierte Neurone und axonale Fortsidtze der Photorezeptoren. Zusitzlich markiert er
den Bolwig-Nerv. (A) zeigt den Wildtyp. Man erkennt eine regelmifBige Anordnung der
Ommatidien sowie die Projektion der Axone durch den optischen Stiel in den optischen
Loben. Der Bolwig-Nerv zieht sich entlang der anterior-posterioren Achse iiber die Augen-
Antennen-Imaginalscheibe (Pfeil). (B) Die Ommatidien sind unregelmifBig angeordnet. Eine
Gruppe von Photorezeptorzellen liegt vor der morphogenetischen Furche (MF) (siehe *).
Dieser Phinotyp ist allerdings sehr variabl in seiner Auspriagung.
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axonalen Projektion treten keine Defekte auf. Allerdings ist die Grenze der MF nicht mehr
exakt definiert. Dieser Effekt wurde auch schon in anti-Elav gefirbten UAS-schizo/ey-GAL4-
Scheiben beobachtet (sieche Abb. 39D). In Drosophila beginnt die Zelldifferenzierung im
Auge mit der Induktion der MF. Alle Zellen vor der MF befinden sich in einem
undifferenzierten Zustand, hinter der MF jedoch findet man Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien. Die Expression von schizo fiihrt in 10% der Immaginalscheiben zu
einer ektopischen Differenzierung von Photorezeptorzellen, die sich vor der MF befinden

(Abb. 39B).

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dal die durch die ektopische schizo-Expression
induzierten adulten Augen-Phdnotypen nicht wiéhrend der Entwicklung der
Augenimaginalscheibe entstehen, sondern vermutlich zu einem spéteren Zeitpunkt in der
Entwicklung. Die Uberexpression von schizo kann eine ektopische Zellmigration induzieren.
Ein homozygoter GMR-GAL4; UAS-schizo Stamm wurde etabliert, um nach Modifikatoren
des Augen-Phinotyps zu suchen. Das Einkreuzen einer Mutation, die im schizo-Signalweg
wirkt, sollte entweder zu einer Abschwichung oder zu einer Verstirkung des durch

ektopische Expression von schizo induzierten Phénotyps fiihren.

3.7.2.4 Versuch der Abschwichung des Augen-Phénotyps durch Herausnahme einer

Kopie schizo

Ein weiter Beweis dafiir, dal es sich bei der LPO1489 ¢cDNA um das Gen schizo handelt, das
den Uberexpressionsphiinotyp im Auge verursacht, ist die Abschwiichung des rauhen Augen-
Phénotyps durch das Einkreuzen eines schizo-defizienten Chromosoms. Die beiden EMS-
Allele wurden ausgekreuzt gegen den homozygoten GMR-GAL4; UAS-schizo Stamm und mit
Kontrolltieren verglichen, die gegen Wildtyp ausgekreuzt wurden. Es konnte weder eine
Abschwiichung des rauhen Augen-Phiinotyps mit dem schizo"”’*-Allel noch mit dem schizo“"

%28 Allel beobachtet werden. Auch die schizo EMS-Allele komplementierenden Defizienzen
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Df(3L)ME14 und Df(3L)MEI78 vermochten es nicht, den Uberexpressionsphinotyp

abzuschwichen.

3.7.2.5 Uberexpression der schizo cDNA im Mitteldarm

Homozygot mutante schizo-Embryonen zeigen wie unter 3.1.7 beschrieben einen Phénotyp
im visceralen Mesoderm. Mit Hilfe einer GAL4-Aktivatorlinie (P0199, Flyview), die
spezifisch im Mitteldarm und in den visceralen Muskeln exprimiert wird, wurde schizo hier
ektopisch exprimiert. Die Nachkommen aus diesem Experiment waren lebensfihig, und eine
FasIII-Fiarbung an den aus dieser Kreuzung hervorgegangenen Embryonen zeigte keine

Defekte. Eine Rettung des Darm-Phénotyps mutanter schizo-Embryonen war nicht méglich.

3.8 Sequenzierung der schizo EMS-Mutanten

Die Rettungsexperimente haben gezeigt, dal das Gen schizo ein ARF6 GEF kodiert. Man
sollte daher erwarten, daf} in den EMS-induzierten schizo-Mutationen Punktmutationen in der
kodierenden Sequenz vorliegen. Mittels spezifischer Primer (sieche Anhang V) wurden die
kodierenden DNA-Bereiche aus homozygot mutanten schizo-Embryonen amplifiziert und
anschlieBend sequenziert. Es konnten jedoch keine Punktmutationen in diesen Bereich
nachgewiesen werden. Auch fiir das schizo t2-Transkript konnte kein Nucleotid-Austausch
nachgewiesen werden. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dal3 die Mutationen in den

EMS-Allelen den Promotorbereich betreffen.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die molekulare Charakterisierung des Gens schizo, einem neu
identifizierten Gen, dem eine wesentliche Bedeutung in der kommissuralen Musterbildung
zukommt. Weiterhin sollte eine funktionelle Analyse dieses Gens erfolgen. Einige Faktoren,
die bei der Bildung der Kommissuren beteiligt sind, sind bereits in der Literatur beschrieben
(siehe Einleitung). Zu diesen gehdren Netrin und Slit, die eine attraktive bzw. repulsive
Wirkung auf die kommissuralen Wachstumskegel ausiiben. Die Frage, die sich nach der
Identifizierung des Gens schizo stellte, war, ob es sich bei dem Schizo-Genprodukt um eine
Komponente der schon bekannten Signalwege Netrin und Slit handelt oder ob schizo in einem
neuen, noch unbekannten Signalweg wirkt. In den folgenden Abschnitten wird die

phénotypische, genetische und molekulare Analyse von schizo diskutiert.

4.1 Die phinotypische Analyse des Gens schizo

4.1.1 Der neuronale Phiinotyp schizo-mutanter Embryonen

Die phinotypische Analyse des ZNS von homozygot mutanten schizo-Embryonen deckte
Defekte in den segmentalen Kommissuren auf, insbesondere bei der Bildung der anterioren
Kommissur (Abb. 4). Die Reduktion der Kommissuren in dem schizo“ **-Allel ist
vorwiegend auf die thorakalen Segmente beschriinkt, wohingegen im schizo”''*-Allel auch
abdominale Segmente betroffen sein konnen. An der kommissuralen Musterbildung sind zwei
unterschiedliche Signalwege beteiligt, die von den Signalproteinen Netrin und Slit initiiert
werden. schizo-mutante Embryonen zeigen eine auffallende Ahnlichkeit zu netrin-Mutanten,
in denen man ebenfalls einen ,reduzierten Kommissuren“-Phinotyp beobachtet. schizo
konnte daher im Netrin-Signalweg involviert sein oder ein Mitglied eines neuen, attraktiven
Signalwegs sein, der parallel zu Netrin wirkt.

Hinweise fiir die Existenz neuer Faktoren bei der attraktiven Wachstumsregulation von

Axonen stammen aus einer Studie, in der die Rolle von Netrin und seinem Rezeptor Frazzled
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bei der Projektion retinaler Neurone untersucht wurde. In dieser Arbeit wurde ein weiterer,
bislang unidentifizierter Netrin-Rezeptor vorgeschlagen, der zusammen mit Frazzled attraktiv

auf die retinalen Axone wirkt (Gong et al., 1999).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Doppelmutantenanalyse hat nahegelegt, da} schizo keine
Komponente des Netrin-Signalwegs kodiert (siehe 3.1.3.1, Abb. 7). Desweiteren weisen die
Expressionsdaten der netrin-A-RNA in schizo-defizienten Embryonen daraufhin, dal schizo
nicht an der Aktivierung von netrin beteiligt ist. Die Rettung des kommissuralen Phinotyps
durch die Uberexpression von netrin B in den Zellen der Mittellinie legt jedoch eine

Interaktion des Netrin-Signalwegs mit schizo nahe.

Neben der Funktion von schizo als Komponente des Netrin-Signalweges, ist es moglich, daf3
schizo in einem neuen Netrin-unabhinigen Signalweg involviert ist. Hinweise fiir die Existenz
von bislang unidentifizierten Signalwegen kommen aus verschiedenen Modellorganismen.
Die unvollstindige Reduktion der Kommissuren in den Mutationen von netrin und frazzled in
Drosophila (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Kolodziej et al., 1996) oder von netrin-
1 und DCC im Nervensystem der Maus (Serfani et al., 1996, Fazeli et al., 1997) lassen
vermuten, daf} es neben dem Netrin-Signalweg noch einen weiteren unabhiingigen Signalweg
gibt, der die Attraktion kommissuraler Wachstumskegel vermittelt. In C.elegans wurde in
einem Suppressor-Screen nach Genen gesucht, die wie das netrin-Homolog UNC-6 an der
axonalen Wegfindung beteiligt sind (Colavita & Culotti, 1998). Ein Kandidat, der in diesem
Screen identifizierte wurde, ist UNC-129, das fiir einen neuen Liganden der Transforming
Growth Factor-f§ (TGF-f)-Rezeptorfamilie kodiert (Colavita ef al., 1998; Krishna et al.,

1999).

Neben einer Funktion im Netrin-Signaltransduktionsweg wire schizo auch als Komponete des
repulsiven Slit-Signalwegs denkbar. Dal} die Expression von Slit in der Tat reguliert werden
kann, wurde von Crowner et al. (2002) gezeigt, die in Mutanten des Gens longitudinals

lacking (lola) eine Reduktion der Slit-Expression beobachtet haben. Es wurde daher
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untersucht, ob auch schizo an der Regulation von slit beteiligt ist. In schizo-mutanten
Embryonen ist die Expression von Slit allerdings verstérkt. In dieser Arbeit konnte zudem
gezeigt werden, da3 der mutante schizo-Phédnotyp durch eine geringe Reduktion der Slit-
Gendosis partiell gerettet werden kann. Dazu wurde hier ein hypomorphes slit-Allel
verwendet, das einen robo-dhnlichen Phénotyp zeigt (Battye et al., 2001). In schizo-mutanten
Embryonen sieht es ferner so aus, als ob sich Slit nicht mehr ausschlieflich an der

Zellmembran befindet, sondern auch cytoplasmatisch exprimiert wird (Abb. 10F).

Die Expression des Slit-Proteins und die genetische Analyse haben gezeigt, da}3 Schizo an der
Regulation von slit beteiligt ist, sei es auf transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene.
Dies konnte auch erkldren, warum sich der schizo-mutante Phédnotyp durch die
Uberexpression von netrin in den Zellen der Mittellinie retten 148t. Eine Erhohung des
attraktiven Signals in schizo-mutanten Embryonen kann die hohere Dosis des Slit-Signals

kompensieren, wodurch die anteriore Kommissur wieder gebildet werden kann.

Schizo ist aber nicht nur an der Regulation von s/it beteiligt, sondern interagiert auch mit dem
Slit-Rezeptor robo (siehe 3.1.3.5). Eine Reduktion der robo-Dosis fiihrt ebenfalls zu einer
Abschwichung des schizo-mutanten Phinotyps (Abb. 12). Doch Schizo muf3 nicht unbedingt
direkt an der Regulation von Robo beteiligt sein. Die beobachteten Defekte in robo-Mutanten
konnen durch eine 50%ige Reduktion von Slit noch verstirkt werden (Kidd et al., 1999;
Battye et al., 1999). In schizo-mutanten Embryonen ist die Expression von slit erhoht, was

sich auch auf die Aktivitdt des Rezeptors Robo auswirken konnte.

Es existieren drei Robo-Rezeptoren in Drosophila, die in unterschiedlicher Kombination
zusammen exprimiert werden und die medial-laterale Position der longitudinalen Axontrakte
determinieren (Rajagopalan et al., 2000; Simpson et al., 2000a; Simpson et al., 2000b).
robo2- und robo3-mutante Embryonen sehen in der mAb BP102 Féarbung wildtypisch aus.
Nur fiir robo2 konnte auch eine Funktion in der kommissuralen Musterbildung nachgewiesen

werden (Simpson et al., 2000b; Schimmelpfeng et al., 2001). robo/robo2 Doppelmutanten
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fithren zu einem slit-dhnlichen Phinotyp. Es gibt allerdings qualitative und quantitative
Unterschiede zwischen den beiden Rezeptoren. Homozygot mutante robo2-Embryonen
zeigen in den Fasll-positiven longitudinalen Faszikeln unter anderem Defekte im lateralen
Faszikel. Auch in schizo-Mutanten ist das duBere longitudinale Faszikel reduziert. Es wire
daher interessant zu analysieren, ob sich eine Interaktion von robo2 und schizo nachweisen

laBt.

Eine Analyse der Mittelliniengliazellen, die die Signalmolekiile Netrin und Slit exprimieren,
deckte in schizo-mutanten Embryonen gliale Defekte in der Mittellinie auf. In schizo-
mutanten Embryonen migrieren die Mittelliniengliazellen weiter nach anterior als in
wildtypsichen Embryonen. Es ist jedoch zu vermuten, da3 der beobachtete Phénotyp ein
sekundérer Effekt ist, da sich die migrierenden Mittelliniengliazellen an den Kommissuren
orientieren. Die Mittelliniengliazellen sind nicht nur wichtig fiir die Trennung der
Kommissuren, sondern der Kontakt zwischen Gliazellen und Axonen ist auch wichtig fiir das
Uberleben beider Zelltypen (Booth et al., 2000; Hidalgo & Booth, 2000). Fiir das Uberleben
der Mittelliniengliazellen ist das zur Ig Superfamilie gehorende Protein Wrapper
verantwortlich, da es die Apoptosis in den Gliazellen der Mittellinie unterdriickt
(Noordermeer et al., 1998; Jacobs, 2000). In wrapper-Mutanten sterben die Gliazellen, und
die Kommissuren werden nicht mehr richtig getrennt (Noordermeer et al., 1998). In schizo-
mutanten Embryonen jedoch ist die Anzahl der Mittelliniengliazellen nicht reduziert. Welche
Faktoren an den Migrationsprozessen bei der Trennung der Kommissuren beteiligt sind, ist
noch unbekannt. Die Tatsache, dall die Mittelliniengliazellen in schizo-Mutanten zu weit
migrieren, 146t vermuten, dal von den kommissuralen Axonen ein Signal ausgeht, das den

Migrationsvorgang beendet.
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4.1.2 Beteiligung von schizo am Auswachsen der peripheren Neurone und der

Migration der peripheren Gliazellen

AuBer dem beobachteten ZNS-Phinotyp zeigen schizo-mutante Embryonen auch Defekte im
peripheren Nervensystem (PNS). Die Muskeln in den abdominalen Segmenten werden von
den Motoneuronen des PNS innerviert. Dabei unterschiedet man zwei Nervenbiindel in jedem
abdominalen Hemisegment, den segmentalen (SN) und den intersegmentalen Nerven (ISN)
(Thomas et al., 1984; Jacobs & Goodman, 1989b). Von diesen Nerven gehen sekundire
Verzweigungen aus, die dann die Muskeln innervieren. In schizo-mutanen Embryonen kommt
es zu Defekten im Auswachsen der motorischen Neurone (Abb. 12).

Neurone und Gliazellen liegen im Nervensystem in unmittelbarer Nachbarschaft, und Defekte
des axonalen Wachstums konnen durch Fehlfunktionen von Neuronen oder Gliazellen
hervorgerufen werden. So ist zum Beispiel der Kontakt zwischen den beiden Zelltypen
essentiell fiir das Uberleben von Axonen und Gliazellen. In Vertebraten schiitten Gliazellen
neurotrophe Faktoren aus, die das Uberleben der Neurone im ausgewachsenen PNS
gewihrleisten. Die Eliminierung der Gliazellen fiihrt zu einer Degeneration der Motoneurone
(Masu et al., 1993; Riethmacher et al., 1997). Werden die lateralen Gliazellen im ZNS von
Drosophila genetisch entfernt, dann leiten die Neurone Apoptose ein (Booth et al., 2000). Die
Gliazellen des zentralen Nervensystems sind zudem an der axonalen Wegfindung beteiligt
(Hidalgo & Booth, 2000).

Aus diesem Grunde wurden die schizo-mutanten Embryonen auf Anomalititen verschiedener
glialer Zelltypen untersucht. Fiir die lateralen Gliazellen konnten keine Verdnderungen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Untersuchung der peripheren Gliazellen in

schizo-mutanten Embryonen zeigte Abweichungen zum wildtypschen Embryo.

Im Wildtyp werden die peripheren Gliazellen am lateralen Rand des ZNS geboren und
wandern von dort aus in die Peripherie des Embryos. Die Entwicklung der peripheren
Gliazellen wird durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren kontrolliert: Kriippel, glia cell

missing und pointed (Romani et al., 1996; Hosoya et al., 1995; Klaes et al., 1994). Sie dienen
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als intermediire Ziele fiir auswachsende Neuriten, die das ZNS verlassen und in das periphere
Nervensystem eintreten. Die peripheren Gliazellen werden dabei sowohl von Motoneuronen
als auch von sensorischen Neuronen kontaktiert (Sepp et al., 2000). Zunichst wachsen die
Pionierneurone aus und passieren die Grenze zwischen dem ZNS und dem PNS. Die
peripheren Gliazellen migrieren entlang dieser axonalen Wege in das PNS und biindeln die
Axone (Sepp et al., 2000). Wenn die peripheren Gliazellen anfangen zu migrieren, dienen sie
als Substrat fiir die sensorischen Axone (Sepp et al., 2000; Sepp et al., 2001). Nach
Beendigung der peripheren Gliamigration haben sich die Gliazellen in regelmifligen

Abstinden entlang der segmentalen und intersegmentalen Nerven verteilt.

In schizo-mutanten Embryonen ist der Abstand zwischen den peripheren Gliazellen
verringert. Grund fiir das fehlerhafte Auswachsen der Gliazellen ist moglicherweise das
defekte PNS in schizo-Mutanten. Das Auswachsen der Motoraxone des PNS wird neben den
Gliazellen durch die Expression von Wachstumsfaktoren in Muskeln gesteuert. So wird
beispielsweise der repulsive Netrin-Rezeptor UNC-5 in Drosophila im Segmentalen Nerv
(SN), der ,,exit glia“ und den peripheren Gliazellen exprimiert. Die ,,exit glia“ liegt am Rand
des ZNS und umschlieBt die axonalen Trakte, die das ZNS verlassen. SN-Motoraxone, die
UNC-5 exprimieren, vermeiden die Mittellinienzellen und periphere Muskeln, die Netrin
exprimieren (Keleman & Dickson, 2001). Welche Funktion das Gen schizo bei der axonalen

Wegfindung der peripheren Axone spielt, muf} allerdings noch geklért werden.

4.1.3 Die Rolle von schizo bei der Bildung des Mitteldarms

Der Mitteldarm von Drosophila entsteht aus zwei Keimblittern, dem visceralem Mesoderm
und dem Endoderm. Es existieren zwei endodermale Anlagen am anterioren und posterioren
Ende des Embryos, die wihrend des Keimstreifenriickzugs aufeinander zuwachsen. Das
viscerale Mesoderm bildet die Unterlage fiir die migrierenden endodermalen Zellen.
Mutationen in Genen, die an der Spezifizierung des visceralen Mesoderms beteiligt sind,

zeigen Defekte in der Bildung des Mitteldarms (Reuter et al., 1993; Tepass & Hartenstein,
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1994). schizo-mutante Embryonen des Stadium 16 zeigen einen defekten Mitteldarm, und
eine Analyse des visceralen Mesoderms mit Hilfe des mAb FaslIl deckte Liicken im

visceralen Mesoderm auf.

Es ist bekannt, dal positions-spezifische Integrine (PS-Integrine) an der Migration der
Mitteldarmzellen beteiligt sind (Roote & Zusman, 1995). PS2-Integrine (inflated) werden fiir
die Bildung des visceralen Mesoderms benotigt, wohingegen PS1- und PS3-Integrine fiir die
Migration der endodermalen Zellen verantwortlich sind (Brown, 1993; Stark et al., 1997). In
diesem Zusammenhang konnte auch eine Funktion der kleinen GTPasen Dracl und Dcdc42
nachgewiesen werden. Dracl und Dcdc42 sind an der Migration der endodermalen Zellen
beteiligt (Martin-Bermudo et al., 1999). Das -PS-Integrin Myospheroid in Drosophila wird
kodiert von myospheriod (mys) und bildet mit den PS2-Integrinen Heterodimere. Eine
Analyse von mys-Mutanten mit dem mAb FasllIl zeigte @hnliche Defekte im visceralen
Mesoderm, wie sie in schizo-Mutanten beobachtet wurden (siehe Abb. 40B). Doch nicht nur
Integrine und ihre Rezeptoren zeigen einen visceralen Mesoderm-Phinotyp, sondern auch
netrin- und slit--Mutanten (Abb. 40D und E). Vertebraten-Slit bindet sowohl an Laminin,
Netrin und Glypican (Brose et al., 1999; Liang et al., 1999).

In einer genetischen Analyse im Zentralen Nervensystem von Drosophila wurde von Stevens
& Jacobs (2002) eine dosisabhingige Interaktion zwischen Integrinen, ihren Rezeptoren und
Slit nachgewiesen. Die netrin A-RNA wird unter anderem auch im Mesoderm exprimiert, eine
Funktion von netrin im Mesoderm wurde bisher noch nicht beschrieben. Die phénotypischen
Ahnlichkeiten zwischen schizo, Integrinen, slit und netrin lassen vermuten, dal} sie eine
wichtige Rolle bei der Bildung des Mitteldarms spielen. Ein mégliches Zusammenspiel dieser

Gene bei diesem Prozefl mufl noch nachgewiesen werden.

4.2 Die molekulare Analyse des Gens schizo

Die phinotypische Analyse mutanter schizo-Embryonen deckte sowohl axonale

Wegfindungsdefekte als auch Defekte im visceralem Mesoderm auf. Nur wenige Faktoren
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sind bislang identifiziert worden, die eine Rolle in der axonalen Wegfindung spielen. Um die
Funktion von schizo besser zu verstehen, wurde schizo molekular untersucht. Durch
meiotische Rekombination konnte schizo auf den linken Arm des dritten Chromosoms in die
Region 78A-B lokalisiert werden. Die Identifizierung der P-Element-Insertionslinie /(3)3 und
die Induktion neuer P-Element-Insertionen im schizo-Lokus erlaubten die molekulare
Kartierung und die Klonierung der genomischen Region des putativen schizo-Lokus. Es
wurden zwei cDNAs (LP01489 und RE44556) identifiziert, die sich von zwei verschiedenen
schizo-Transkripten abgeleiten lassen. Die Expression der beiden schizo-RNAs ist mit dem im
ZNS beobachteten Phinotyp zum groBiten Teil zu vereinbaren (Abb. 27). Die beiden schizo-
Isoformen konnten in den ZNS-Neuronen und den Mittelliniengliazellen unterschiedliche
Funktionen iibernehmen. Um zu klédren, ob die Isoformen differentiell exprimiert werden
wurde der Teil der cDNA RE44556, der in der cDNA LP01489 nicht vorhanden ist, zur
Generierung einer Sonde zum RNA-Expressionsnachweis verwendet. Mit Hilfe dieser 5°-
Sonde der RE44556 ¢cDNA wurde untersucht, ob sich die beiden Transkripte in ihrem
Expressionsmuster unterscheiden. Da es mit dieser Sonde nicht méglich war ein Signal zu
erhalten ist unklar, ob die schizo-Isoformen differentiell exprimiert werden. Eine weitere
Moglichkeit zu untersuchen in welchen Zellen die zweite schizo-Isoform benétigt wird, ist die
Durchfiihrung von Rettungsexperimenten.

Die Rettung des schizo-Phinotyps durch Uberexpression der LP01489 cDNA, die das schizo
t1-Transkript definiert, in den Zellen der Mittellinie hat gezeigt, da} schizo in diesen Zellen

benotigt wird.

Die ektopische Expression von schizo in den dorsozentralen mechanosensorischen Organen
fiihrt zu einem Verlust der Machrochaeten auf dem Notum. Die proneuralen Cluster im
Notum der Fliigelimaginalscheibe, aus denen Macrochaeten hervorgehen, werden durch die
Expression des Drosophila TGF-f Homologs decapentaplegic (dpp) induziert. Die
Uberexpression von dpp induziert ein zusitzliches dorsozentrales proneurales Cluster, und der

Funktionsverlust von dpp resultiert in einer Inhibierung des dorsozentralen proneuralen
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Clusters (Tomoyasu et al., 1998). In der dpp-Expressionsdoméne ist auch das schizo tI-

Transkript exprimiert.

Die Uberexpression von UAS-schizo im Auge fiihrt zu einem rauhen Augen-Phénotyp. Eine
Funktion von schizo in der Augenentwicklung konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.
Die Abschwichung des Phinotyps von homozygoten GMR-GAL4; UAS-schizo Tieren war
durch eine Reduktion der schizo-Dosis nicht moglich, und der Verlust der schizo-Funktion im
Auge konnte nicht untersucht werden. Dazu hitte man mittels des FRT/FLP-Systems aus der
Hefe schizo-mutante Klone im Auge induzieren miissen (Xu & Rubin, 1993). Da das Gen
schizo in der Nihe der FRT-Insertion lokalisiert, war es nicht moglich, eine Rekombinante

herzustellen.

Das Komplexauge entwickelt sich aus dem Primordium der Augenimaginalscheibe wihrend
des Larvalstadiums. In homozygoten GMR-GAL4; UAS-schizo Augenimaginalscheiben
kommt es zur Migration der Photorezeptorzellen in den optischen Stiel. Die Funktion von dpp
wird auch wihrend der Entwicklung des Auges bendtigt. Ein Funktionsverlust von dpp fiihrt
zu einem teilweisen oder volligen Verlust des Auges (Spencer et al., 1982; Wharton et al.,
1996; Chanut & Herberlein, 1997a). Die Differenzierung der Photorezeptorzellen beginnt am
posterioren Ende der Augenimaginalscheibe durch die Induktion der morphogenetischen
Furche (MF). Bedingt durch Zytoskelettumlagerung und Kernwanderung zum apikalen Pol
verkiirzen sich die Zellen, so dal} in der epithelialen Oberfldche eine Einbuchtung entsteht, die
sich nach anterior fortpflanzt. Vor der MF sind die Zellen noch undifferenziert, doch Zellen,
die posterior der Furche liegen, befinden sich in unterschiedlichen Differenzierungsstadien, je
nachdem wie weit sie von der MF entfernt sind. Das Gen dpp wird entlang der posterioren
Grenze der Augenscheibe vor der MF exprimiert (Masucci et al., 1990). AuBlerdem fiihrt die
Uberexpression von dpp am anterioren Rand der Augenscheibe zu einer ektopischen MF
(Chanut & Herberlein, 1997b; Pignoni & Zipursky, 1997). schizo ist ebenfalls in der MF
exprimiert (Abb. 28). Sowohl in der imaginalen Fliigelscheibe als auch in der Augenscheibe

werden schizo und dpp in den gleichen Dominen exprimiert. Falls schizo eine Rolle in der



Diskussion 90

Aktivierung bzw. Reprimierung des dpp-Signalwegs im Notum und in der MF spielt, sollte
man eine Verinderung der dpp-Verteilung bei der Uberexpression von schizo in diesen

Bereichen beobachten.

4.3 schizo als Drosophila Sec7 Gunanine-Nucleotid-Austauschfaktor

Die Schizo Proteine P1 und P2 zeigen drei konservierte Doménen und gehdren zur Familie
der Sec7 Guanine-Nucleotid-Austauschfaktoren (GEF). Beide Schizo-Proteine weisen in den
Motiven 1 und 2 der Sec7-Domine starke Homologien zu anderen Mitgliedern der Sec7-
Familie auf (Tabelle 4), die in den restlichen Sequenzen stark divergieren. Die Schizo-
Proteindomine ist in verschiedenen Spezies konserviert. Es existieren Homologe in
Anopheles und Sidugern, nur in C. elegans konnten keine Homologe identifiziert werden. Das
humane schizo-Homolog ARF-GEP,, besitzt neben der Sec7-Doméine noch eine 1Q- und PH-
Domine genau wie die beiden Schizo-Proteine. Das zweite humane Homolog EFA6 dagegen
enthilt anstatt der IQ-Doméne eine coiled coiled (cc)-Doméne und wurde nicht weiter
untersucht. ARF-GEP,, kodiert fiir ein 841 aa grofles Protein und ist in den Leukozyten, dem
Gehirn und der Milz exprimiert (Someya et al., 2001). Aufgrund der Sequenz-Homologie
wurde das 2,2 kb EcoRI/Not-Fragment der ARF-GEP,,, cDNA (KIAA0763), das den ORF
enthilt, in den Drosophila Expressionsvektor pUAST kloniert, um zu untersuchen, ob ARF-
GEP,,, eine dhnliche Funktionen wie Schizo in Drosophila ausiiben kann. Drei der vier
erhaltenen Insertionen sind homozygot und befinden sich auf dem 3. Chromosom, die vierte
Insertion lokalisert auf dem X-Chromosom.

Die Uberexpression von ARF-GEP,,, im Auge und im Nervensystem mit Hilfe von GMR-,
ey- und sca-GAL4 fiihrten nicht zu den nach Uberexpression von schizo beobachteten
Defekten. Die Funktion von ARF-GEP,,, und Schizo ist wahrscheinlich nicht konserviert

genug, um mit ARF-GEP,,, in Drosophila dhnliche Defekte zu erzielen wie mit Schizo.

Von Derrien et al. (2002) wurde ein weiteres EFA6-Homolog identifiziert, EFA6B.

Vermutlich umfaBt die Familie der EFA6 GEFs noch zwei weitere Mitglieder. Durch
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Uberexpressionsstudien mit der C-terminalen Region, die die PH-Doméne beinhaltet, konnte
gezeigt werden, daf} diese Region in Abwesenheit der Sec7-Doméne an der Ausstiilpung von
Mikrovilli beteiligt ist.

Um die Funktion der Sec7- und der PH-Domine in Schizo zu untersuchen, wurden
Deletionskonstrukte erstellt. Die Uberexpression der Deletionskonstrukte im Nervensystem

Drosophila zeigten allerdings keine Phénotypen.

4.3.1 Die Funktion der ARF-GTPase ARF6

Fiir die humanen schizo-Homologe EFA6 und ARF-GEP,,, wurde eine erhohte
Bindungsaffinitit fiir den ADP-Ribosylierungsfaktor 6 (ARF6) nachgewiesen, einem Ras-
verwandten GTP-bindendem Protein (Franco et al., 1999; Someya et al., 2001). Es ist daher
zu vermuten, dal Schizo den Austausch von GDP/GTP an ARF6 katalysiert. ARF6 in
Drosophila wurde mittels Homologiesuche identifiziert. Um zu untersuchen, ob das
Drosophila-ARF6 im gleichen Muster exprimiert wird wie das Gen schizo, wurden whole
mount-RNA-in situ-Hybridisierungen an Wildtyp-Embryonen mit dem ARF6-Transkript
durchgefiihrt. ARF6 ist wihrend der gesamten Embryogenese jedoch ubiquitédr exprimiert. Da
es bisher noch keine Mutationen fiir ARF6 in Drosophila gibt, wurde das 1,2 kb grof3e
EcoRI/Bglll-Fragment der ARF6-cDNA in den pUAST-Expressionsvektor kloniert, um
anschlieBend Uberexpressionsstudien durchzufiihren. Insgesamt wurden vier transgene Linien
erhalten, die alle homozygot vital sind und auf dem 3. Chromosom inseriert sind. Das UAS-
ARF6 Konstrukt wurde mit der Treiberlinie GMR- und da-GAL4 iiberexprimiert. Die
ektopische Expression im Auge zeigte keinen Phinotyp. Die meisten GTPasen zeigen bei der
Uberexpression nur einen Phinotyp im aktivierten Zustand. So verursacht z. B. die
Uberexpression von aktiviertem Cdc42 im Auge einen rauhen Augen-Phinotyp. In diesem
Zusammenhang wire die Expression eines attraktiven ARF6 oder eines dominant-negativen
ARF6 interessant gewesen. Die Uberexpression von UAS-ARF6 mit der Treiberlinie da-

GALA fiihrt zur pupalen Letalitét.
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Aus der Literatur ist bekannt, da3 ARF6 an der Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts und an
der Zellmigration von Epithelzellen beteiligt ist (Palacios et al., 2001; Santy & Casanova,
2001). Um auf Wachstumssignale reagieren zu kénnen, muf3 der axonale Wachstumskegel in
der Lage sein, Aktin-Zytoskelett-Verinderungen vorzunehmen, um sich entweder auf ein
attraktives Signal hinzubewegen oder sich auf Grund eines repulsiven Signals
zuriickzuziehen. Auller den axonalen Defekten in schizo-Mutanten wurden zudem noch

Migrationsdefekte in den Mittelliniengliazellen und den peripheren Gliazellen beobachtet.

ARF6 wirkt an der apikalen Zelloberfldche und stimuliert dort die Endozytose (Altschuler et
al., 1999). Bindet ein Ligand an einen Rezeptor, so wird durch die Phosphatidylinisitol-3-
Kinase ein spezifischer GEF aktiviert und an die Membran gebracht, der wiederum die ARF6-
GTPase aktiviert. Bekannte GEFs fiir ARF6 sind ARNO und EFA6. Welcher der beiden GEF
an der epithelialen Zelloberfliche wirkt, ist noch nicht genau bekannt. Fiir ARF6 gibt es
mehrere Effektoren (Jackson & Casanova, 2000), die die Dosis von negativ geladenen
Phosopholipiden erhohen, die wiederum mit Komponenten der Endozytose-Maschinerie

interagieren (Abb. 41).
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Abb. 41 Regulation der apikalen Endozytose durch ARF6 (nach Mostov et al., 2000).
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4.3.2 Ist schizo an der Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts beteiligt?

4.3.2.1 Remodulierung des Aktin-Zvtoskeletts durch die Aktivierung des ADP-

Ribosylierungsfaktors 6

Membranbewegungen zur Zelloberfldche hin und die Reorganisation des Zytoskeletts stellen
wichtige Prozesse fiir das Auswachsen des Axons dar, damit es auf die Signale seiner Umwelt
reagieren kann. Fiir ARF6 konnte zusammen mit der Rho GTPase Racl eine regulatorische
Funktion bei der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nachgewiesen werden (D’Souza-
Schorey et al., 1997; Radhakrishna et al., 1999; Zhang et al., 1999; Boshans et al., 2000; Al-
Awar et al., 2000). Racl ist an der Membran aktiv und zirkuliert zwischen der
Plasmamembran (PM) und den endosomalen Vesikeln (Radhakrishna & Donaldson, 1997).
Die Aktivitit von ARF6 wird benétigt, um Rac wieder an die PM zu bringen, wodurch eine
Anderung des Aktin-Zytoskeletts bewirkt wird (Radhakrishna et al., 1999). In einer Analyse
von Boshans ef al. (2000) konnte gezeigt werden, da3 das bioaktive Peptid Bombesin die
Aktivierung von ARF6 durch das G-Protein Goq induziert, das einen fiir ARF6 spezifischen
GEF aktiviert. Auerdem wurde eine antagonisierende Wirkung von ARF6 auf RhoA
festgestellt. Eine dhnliche Funktion von ARF6 konnte auch wihrend der Phagozytose in

Makrophagen beobachtet werden (Zhang et al., 1999).

Eine Interaktion von Drosophila ARF6 und Racl bzw. RhoA konnte nicht untersucht werden,
da bisher noch keine aktivierten bzw. dominant-negativen Form von ARF6 existiert. Eine
Interaktion von schizo mit aktiviertem Racl konnte nicht gezeigt werden. Der durch
Uberexpression von aktiviertem Racl mit GMR-GAL4 hervorgerufene rauhe Augen-

Phinotyp, lieB sich nicht durch Entfernung einer Kopie schizo verstirken oder abschwichen.

4.3.2.2 Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts durch die kleine GTPase Dcdc42

Die Verstirkung des aktivierten Cdc42-Phinotyps im Auge von Drosophila durch eine
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Verringerung der schizo-Dosis deutet darauf hin, daB schizo moglicherweise seine Funktion
tiber das GTP-bindende Protein Cdc42 ausiibt. Fiir das zur Subfamilie der Rho GTPasen
gehorende Cdc42 wurden mehrere putative Zielproteine identifiziert, wie die p21-
aktivierenden Kinasen (PAKSs), das Wiscott-Aldrich Syndrom Protein (WASP) und IQGAP
(Manser et al., 1995; Bagrodia et al., 1995; Symons et al., 1996; Hart et al., 1996), die an der
Regulation des Aktin-Zytoskeletts und der Zellmorphologie beteiligt sind. In einer erneuten
Suche nach Komponenten, durch die Cdc42 das Zellwachstum oder die maligne
Transformation reguliert, wurde die y-Untereinheit des Coatamer-Komplexes (YCOP) als
Bindungspartner fiir aktiviertes Cdc42 isoliert (Wu et al., 2000). Dieser Komplex ist fiir den
intrazelluldren Vesikeltransport von Bedeutung, da er sich mit Hilfe des GTP-bindenden
Proteins ARF an die Membran des Golgis anlagern kann (Serafini et al., 1991; Waters et al.,
1991; Rothman, 1994). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dal Aktin und der Aktin-Signalweg
wichtig fiir die Funktion des Golgiapparates sind. Die Lokalisation von Cdc42 ist abhiingig
von aktiviertem ARF, in ARF-Mutanten ist die Lokalisation von Cdc42 an den Golgi
reduziert (Erickson et al., 1996). Das Modell in Abb. 42 zeigt die Komponenten, die im Golgi

und an der Plasmamembran am Vesikeltransport beteiligt sind.

) Vasicla translocation and targeting b) Vesicle translocation and targeting
Actin/Spedtrin Actin polymarzation Dynamin =ignaling —» Actin palymerization
mAbp1 &

Plasma membrana

Currant pinion In Call Biciogy

Abb. 42 Mechanismus der Aktin-Verteilung bei der Vesikelbildung im Golgi und an der
Plasmamembran (nach Stamnes, 2002). (a) Am Golgi stimuliert aktiviertes ARF die Produktion von
Phosphatidylinisitol-Diphosphat (PIP2) durch die Phosphatidylinisitol-4-Kinase (Godi et al., 1998, Godi et
al., 1999) Durch die Bindung von Cdc42 an den Coatomer-Komplex wird die GTPase an den Golgi

lokalisiert. Dadurch lagert sich das Aktin-bindende Protein mAbpl an den Golgi- Apparat. Spektrin,
Cdc42, WASP und mAbp1 sind am Proteintransport im frithen sekretorischen Weg beteiligt. (b) Bei der

Endozytose von der Plasmamembran bindet mAbpl und andere SH3-Dominen-Proteine an Dynamin

(Schafer, 2002; Qualmann et al., 2000).
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Der Regulation des Aktin-Zytoskeletts liegt eine komplexe Maschinerie zu Grunde, an der die
GTPasen Cdc42 und ARF mitwirken. Schizo, ein putatives GEF fiir ARF-GTPasen,
interagiert mit der aktivierten Form von Cdc42. Die Reduktion der schizo-Dosis fiihrt zu einer
Verstirkung des Augen-Phédnotyps von aktiviertem Cdc42. Der Verlust von Dcdc42 und
schizo dufert sich in einem dramatischen ZNS-Phénotyp, bei dem keine Kommissuren mehr
gebildet werden (Abb. 33). Es ist moglich, da} Schizo durch die Aktivierung beider GTPasen
an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist.

Miisch et al. (2001) konnten zeigen, dal Cdc42 am apikalen und basolateralen Transport von
Proteinen sowie an der Regulation der Orientierung des Golgi-Apparates und an der
Etablierung der Zellpolaritit beteiligt ist (Palazzo et al., 2001).

Auch ARF6 ist am apikalen Vesikeltransport beteiligt, und fiir das in Arabidopsis
identifizierte Sec7-Homolog gnom (Mayer et al., 1991) konnte eine regulatorische Funktion
in der Zellpolaritit gezeigt werden. In gnom-Mutanten ist die Zellpolaritit entlang der apikal-
basalen Achse defekt (Steinmann et al., 1999). Bedingt durch den Gnom-abhéngigen

Vesikeltransport wird der ,,efflux carrier PIN polar lokalisiert.

Die ektopische Expression von Schizo im Auge hat eine Migration der Photorezeptorzellen
zur Folge und der in schizo-Mutanten beobachtete Darmdefekt konnte durch Polarititsdefekte
im visceralen Mesoderm hervorgerufen werden. Das Schizo Protein P1 ist unter anderem auch
in den Polzellen exprimiert, die vom posterioren Pol des Embryos wihrend der Morphogenese
der Gonaden durch das Innere des Embryo in das somatische Gonadengewebe einwandern.
Komponenten, die an der Migration der Polzellen beteiligt sind, wurden bereits identifiziert
(Zhang et al., 1997; van Doren et al., 1998). Ob Schizo tatsédchlich eine Rolle bei der
Migration der Keimzellen spielt, mufl noch untersucht werden. Es gibt jedoch Hinweise, daf3
Schizo sowohl an der Etablierung der Zellpolaritit als auch an Migrationsprozessen beteiligt

sein konnte.
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44 Eine mogliche Funktion von schizo in der Endozytose bei der Kontrolle der

Roundabout-Expression

Die Sec7-Domine zeigte urspriinglich Homologien zu dem aus Hefe identifizierten Sec7-
Protein. In der Hefe ist das Sec7-Protein am Vesikeltransport zwischen Endoplasmatischem
Reticulum (ER) und Golgi beteiligt (Achstetter et al., 1988; Franzusoff et al., 1992).
Signalwege konnen mit Hilfe der Endozytose auf unterschiedliche Art und Weise reguliert
werden (Seto et al., 2002). Die Rezeptor-Regulation durch Endozytose erfolgt jedoch durch
unterschiedliche Mechanismen. So kann die Endozytose wie im Falle der Rezeptor Tyrosin-
Kinasen (RTK) das Signal am Endosom verstirken oder durch Sortierung in Lysosomen
herunterreguliern (Wiley & Burke, 2001). Das Wingless-Protein und der TGF-f bilden durch
den Vorgang der Transzytose einen morphogenen Gradienten, dessen Grenzen durch das
Recyceln und Degradieren von Signalmolekiilen festgelegt werden (Teleman et al., 2001).
Durch die Endozytose konnen aber auch Rezeptoren aktiviert werden, wie z.B. der Rezeptor

Notch (Parks et al., 2000).

Auch bei der axonalen Wegfindung spielt die Endozytose eine wichtige Rolle. Das
Transmembranprotein Commissurless (Comm) ist nach neusten Erkenntnissen an der
Regulation des intrazelluldren Verkehrs von Robo beteiligt (Keleman et al., 2002; Myat et al.,
2002). Demnach wirkt Comm entgegen friitheren Vorstellungen zell-autonom (Georgiou &
Tear, 2002; Keleman et al., 2002) und wird in den Neuronen exprimiert, die die Mittellinie
kreuzen. Comm ist in der Lage, an Robo zu binden und ist in den Neuronen fiir die Sortierung
von Robo in Endosomen und Lysosomen zustidndig, was zu einer Degradierung des Rezeptors
fiihrt. An diesem ProzeB ist die Drosophila Ubiquitin Ligase Nedd4 beteiligt. Die Bindung
von Drosophila Nedd4 an Comm und die daraus folgende Ubiquitinierung von Comm leiten
wahrscheinlich die Degradierung des Comm/Robo-Komplexes ein (Myat et al., 2002).

Aktiviertes ARF6 ist an der Rekrutierung von Racl an die PM beteiligt (Radhakrishna &
Donaldson, 1997). Auch der Slit-Rezeptor Robo muf} an die Membran des auswachsenden

Axons transportiert werden. Eine mogliche Funktion von Schizo kénnte daher der Transport
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von Robo an die PM sein. Die Reduktion der Robo-Dosis in homozygot mutanten schizo-
Embryonen fiihrt aber zur Wiederausbildung der anterioren Kommissur. Es ist daher denkbar,
daB Schizo am Prozel} des intrazelluldren Transport von Robo beteiligt ist.

Die Rettungsexperimente haben allerdings gezeigt, dal Schizo P1 in den
Mittelliniengliazellen benotig wird und nicht in den neuronalen Zellen des ZNS, in denen
robo exprimiert wird. Zudem wurde eine regulatorische Funktion von Schizo auf Slit
nachgewiesen. Die Aktivitdt des Robo-Rezeptors wird daher vermutlich nicht direkt von
Schizo reguliert, sondern indirekt iiber die sliz-Dosis. Welche Rolle Schizo in diesem
Zusammenhang tatsédchlich spielt, lieBe sich anhand von Zellkulturexperimenten mit Slit,
Robo und Schizo nachweisen. Auch liee sich mit einem solchen Experiment klédren, ob die
beiden Schizo Proteine eine unterschiedliche Funktion bei der Regulation des Slit-Robo-

Signalsweges ausiiben.
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Abb. 43 Ansitze eines Modells fiir die Wirkungsweise von Schizo. Schizo reguliert die Slit-
Expression, z. B. durch Rekrutierung von Slit an die Plasmamembran. Die Expression des

Robo-Rezeptors ist wahrscheinlich abghingig von der Expression des Liganden.
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4.5 Die Interaktion von calmodulin und schizo

Calcium und der intrazellulidre Calcium-Rezeptor Calmodulin (CaM) sind an der Regulation
des Wachstumsverhaltens des Axons beteiligt (Archer et al., 1999; Goldberg & Grabham,
1999; Gomez & Spitzer, 2000). Die Schizo-Aminoséduresequenz weist eine Calmodulin-
Domiine auf und es wurde daher analysiert, ob schizo genetisch mit cam interagieren kann. In
cam-Mutanten kommt es zu einer vermehrten Kreuzung von Axonen an der Mittellinie. In der
mAb BP102-Féarbung zeigen cam-mutante Embryonen ein verschmélertes ZNS, in dem die
Kommissuren reduziert sind. schizo/cam Embryonen zeigen einen synergistischen Effekt. Die
Expression des CaM-Inhibitor, auch bekannt als Kinesin-Anatagonist (KA), fiihrt zu einer
Reduktion der endogenen CaM Aktivitit. Doppelmutantenanalysen mit KA und den
Komponenten des repulsiven Systems robo und slit zeigten einen synergistischen Effekt (Fritz
& VanBerkum, 2000). Vermutlich wird CaM durch die Bindung von Slit an den Rezeptor
Robo aktiviert. Schizo wirkt antagonisierend auf Slit, was bedeutet, dal die Expression von
Slit in schizo/cam Doppelmutanten verstérkt ist. Da cam im Slit-Robo-Signalweg involviert
ist, sollte ein synergistischer Effekt, wie er in s/it/cam Doppelmutanten beobachtet wurde,
nicht in schizo/cam Mutanten zu sehen sein. Das Ergebnis der schizo/cam
Doppelmutantenanalyse steht somit im Widerspruch zu den unter 4.1 diskutierten
Ergebnissen. Der genaue Mechanismus, durch den CaM an der Regulation der axonalen
Wegfindung beteiligt ist, ist jedoch noch unklar und folglich auch die Rolle, die das Gen

schizo in diesem Zusammenhang spielt.
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5. Zusammenfassung

Die Ausbildung des kommissuralen Axonmusters im embryonalen Nervensystem wird von
den Genen zweier bekannter Signalmechanismen kontrolliert, Netrin und Slit. In einer
detaillierten genetischen Analyse wurde das Gen schizo identifiziert, dessen Verlust zu einer
Reduktion der Kommissuren fiihrt. Die vorliegende Arbeit beschreibt die genetische und
molekulare Charakterisierung des Gens schizo wihrend der embryonalen Entwicklung von

Drosophila.

Der erste Teil der Arbeit bestand in einer phédnotypischen und genetischen Analyse von
schizo. In diesem Zusammenhang konnte eine Interaktion von schizo und sl/it nachgewiesen
werden. Die erhohte Expression des repulsiven Faktors Slit in schizo-mutanten Embryonen

1aBt eine regulatorische Funktion von schizo auf slit vermuten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde schizo molekular untersucht. Die Identifizierung der schizo-
Transkriptionseinheit hat gezeigt, daB3 schizo zwei Transkripte kodiert, die sich in der 5°-
Region unterscheiden, aber ein gemeinsames 3‘-Ende aufweisen. Das schizo tI- und 2-
Transkript wird in den neuronalen Zellen des ZNS und den Mittelliniengliazellen exprimiert
und die daraus abgeleiteten schizo-Proteine weisen drei konservierte Doménen auf: 1Q-, Sec7-
und PH-Domine. Die Sec7-Domine ist charakteristisch fiir die Familie der Sec7-Guanine-
Nucleotid-Austauschfaktoren (GEF), die an der Aktivierung der Adenosin-Ribosylierungs-
faktoren (ARF) beteiligt sind. Die Rettung des schizo-mutanten ZNS-Phénotyps durch die
Uberexpression des schizo t1 UAS-Konstrukts in den Zellen der Mittellinie hat gezeigt, daB

die Funktion von schizo in den Mittelliniengliazellen benotigt wird.

Die Schizo Homologe sind an der Aktivierung der ARF6 GTPase beteiligt, die eine Rolle im
apikal gerichteten Vesikeltransport und an der Remodulierung des Aktin-Zytoskeletts spielen.

Es ist anzunehmen, daf} Schizo eine @hnliche Funktion wie seine Homologe ausiibt.
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7. Anhang

AbKkiirzungen

aa

AK
AMP
ARNO

ARF

BCIP
BFA
DAB
DEPEC
DIG
DMSO
DMF
DNA
dNTP
EDTA
EMS
ER
EST
EtOH

GEF

HRP

ISN

Aminoséduren

Antikorper

Ampicilin
ARF nucleotide-binding site opener
ADP-Ribosylierungsfaktor
Basenpaare
5-Brom-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Brefeldin A

Diaminobenzidin
Diethylpyrocarbonat

Digoxiginin

Dimethylsulfoxid
Dimethylformamid
Desoxy-Ribonukleinsidure
Desoxy-Nucleotid
Ethyldiaminetetraacetat
Ethylmethylsulfonat
Endoplasmatisches Retikulum
Eprimiertes Sequenzmotiv

Ethanol
Guanine-Nucleotid- Austauschfaktor
Stunden

Meerrettich-Peroxidase

Intersegmentaler Nerv
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kb Kilobasen

mAb monoklonaler Antikorper

MetOH Methanol

MG Mittellinienglia

ML Mittellinie

MP1 Midline Precursor 1, Mittellinien-Neuron

MP2 Midline Precursor 2

NBT Nitroblau Tetrazoliumchlorid

n.d. nicht bestimmt

ORF offenes Leseraster

pBST Bluescript-Vektor (Stratagene)

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PBT Phosphat-gepufferte Salzlosung mit 0,3% Triton
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PM Plasmamembran

PNS peripheres Nervensystem

Pz P{rosy lacZ}-Element (Hiromi & Mlodzik, 1992)
RNA Ribonukleinsédure

RNAse Ribonuklease A

rpm Umdrehungen/Minute

RT Raumtemperatur

SN Segmentaler Nerv

UAS Upstream Activating Sequence

i.N. tiber Nacht

VUM Ventral Unpaired Median (Neurone der Mittellinie)
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galactopyranosid

ZNS zentrales Nervensystem
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1. Komplementationsanalysen

Durchgefiihrte Komplementationskreuzungen mit den Defizienzen des 3. Chromosoms und

den beiden schizo EMS-Allelen. ¥ = komplementiert nicht; v = komplementiert

Df(3L) vin v v
Df(3L) fzME21 v v
Df(3L) fzGF3b v v
Df(3L) ME107 T T
Df(3L) Pc-MK T T
Df(3L) D-5rv6 \% v
Df(3L) Pc2q \% v
Df(3L) 31A \% v
Df(3R) ME15 v v
Df(3R) 6-7 \% v
Df(3R) Tp110 v v
Df(3R) Ser v v
Df(3R) D6 \% v
Df(3R) p712 v v
Df(3R) pXT130 v v
Df(3R) by10 \% v
Df(3R) by62 \% v
Df(3R) M-Kx-1 v v
Df(3R) P115 v v

Df(3R) C4 \% v
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I1. Komplementationsanalysen mit Defizienzen aus der Region

Durchgefiihrte Komplementationskreuzungen mit kleineren Defizienzen aus der Region 77-

78 zur Ermittlung des schizo-Lokus. T = komplementiert nicht; v = komplementiert

Df(3L) Pc-12h \4 \
Df(3L) Pc-9a T T
Df(3L) Pc-MK T T
Df(3L) Pc-cp2 v v
Df(3L) ME107 I T
Df(3L) Pc-2q \% v
Df(3L) ME24 t I
Df(3L) ME14 + T
Df(3L) D-5rv6 \4 v
Df(3L) ME178 T T
1(3) 78Aa' % v
1(3) 78Ab \ v
1(3) 78Ac! % v
A464 \4 \
B1338 \ v
Df(3L) ME915 \ \
Df(3L) Pc101 \ \
Df(3L) ME726 \ \
54691 \ v
B3068 \ \4
7389 \ v
T(3:4) 11d T T
T(2;3) ME21 + T
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II1. Komplementationsanalysen mit den P-Insertionen

Die Daten aus der Komplementationsanalyse II. deuten darauf hin, daf} sich schizo in der

Region 78 A befindet. + = komplementiert nicht; v = komplementiert

[(3) 1722 \ v
[(3) 1500 \ v
[(3) 200 \ v
[(3) 204 \ v
EP(3) 3403 \ \
EP(3) 3468 \ \
1(3) 1490 \ \
1(3) 6913 \4 v
1(3) L4009 \ \
1(3) rK760 \4 v
1(3) L7062 \% v
1(3) L5541 v v
13) 3 T i
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IV. Komplementationsanalyse

Df(3L)

ME107

Df(3L)

Pc-MK

Df(3L)

Pc-9a

Df(3L)

ME14

nd.

nd.

Ab(3L)

ME178

nd.

nd.

T(3;4)

11d

T(2;3)

ME21

Df(3L)

ME24

nd.

nd.

nd.

nd.

nd.

nd.

Df(3L)

Pc-cp2

nd.

Df(3L)

Pc-12h

nd.

nd.

nd.

A3443

nd.

nd.

nd.

nd.
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V. Verwendete Oligonukleotide

P-Element-Primer

Plac4 |5” ACT GTG CGT TAG GTC CTG TTC ATT GTT 3’ 5‘Ende 78
Placl 5’ CACCCAAGGCTCTGCTCCCACAA Y 5‘Ende 74
Pryl 5’ CCT TAG CAT GTC CGT GGG GTT TGA AT 3 3‘Ende 78
Pry2 5’ CTT GCC GAC GGG ACCACCTTATGTTATT3’ 3‘Ende 84
Pwhtl |5 GTA ACG CTA ATC ACT CCGAACAGGTCACA3 | 5Ende 86

Standard-Sequenzierungsprimer

MI3f 5> TGACCGGCAGCAAAATG 3’
M13r 5" GGAAACAGCTATGACCATG 3°
T3 5> AATAACCCTCACTAAAGGG 3’
T7 5" GTAATACGACTATAGGGC 3’
KS 5> TCGAGGTCGACGGTATC 3°

SK 5 CGCTCTAGAACTAGTGGATC 3’
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Primer zur Sequenzierung der cDNA

exlrev AAAACGTTCAAGATTTATG
LP1f AGCACACACGTCGCTTGCT
LP2f GTTTTAGAGCGAGAGCGGA
LP3f TTATGCCCGATGTCTGCGT
GH2f CGAGAGCAATCATTTCGGA
GHI1f GGCTATCACCATTCGAAT
LPrev CAGAAGAGCCTGGAGCGAA
ex2w2 AAAAATTCAATTCCTTGT
LPT7 TGGGCAAAGAATGATGCGC
LPpred ATGTCCAGGTGTGACAACCA
LP-ex2rev GGAGGCGTTGGCTGATCCT
LPpred2 CAGCCAACGCCTCCACCTG
LPrev2 GGCCGCGTGATCATAAATC
LPrev3 TTATGCCCGATGTCTGCGT
LPrev4 CTTCCTCGCAACCCTCTGA
Lpex2w TTTGTGGTTGTCACACCTG
GHT7 CTATTTCATCGCGCCTTCC
GHrev GCATGATCACGCTGGTGGC
ex3ftest GCCTTCCGTCACTACATGAT
ex3revtest AGTCGTGCGGTGATCCATGGT
LPrevS GCCGCTCAAATGCAGGCTG
LP-5¢ AACAATAGTGCCGCCACCA
exSrev2 CGCTAGATTTGGTTTCTTG
LPrev6 GCTCAGTTGCTTTGCCATG
3endf TGCATCAGCGCGAGGTGTT
exSrev TCTCCGCATTGCCAGGTGCT
GHPMO001-2 TGTACAATAGATGACTTAG
GHPMO001 TCAAAACGGGTATGGCAT
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Primer zur Amplifizierung genomischer Sonden

LP1f 5" AGCACACACGTCGCTTGCT 3 60
LPIrev 3" TCCGCTCTCGCTCTAAAACS’ 58
LP2f 5" GTTTTAGAGCGAGAGCGGA 3 58
LP2rev 3" ACGCAGACATCGGGCATAA 5’ 58
LP3f 5" TTATGCCCGATGTCTGCGT 3’ 58
LP3rev 3" ATTCGAATGGTGATAGCCC 5’ 56
LP4f 5" GGGCTATCACCATTCGAAT 3’ 56
LP4rev 3" CTTCCTCGCAACCCTCTGA 5° 60
LP5f 5" TCAGAGGGTTGCGAGGAAG 3’ 60
LPSrev 3" GACATTACGCTATTATTTCG 5’ 54
LPof 5’ CGAAATAATAGCGTAATGTC 3° 54
LP6rev 3" TTGCATAGAAGTCGCTATCTTT 5° 60
LP7f 5" AAAGATAGCGACTTCTATGCAA 3 60
LP7rev 3" GAGTGGCCGCTCGTGTTAA S’ 60
LP8f 5" TTAACACGAGCGGCCACTC 3 60
LP8rev 3> AACACCTCGCGCTGATGCA 5’ 60
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Primer zur Sequenzierung der EMS-Allele

exlrevl TGGTTGTCACACCTGGACAT 60
LPpred ATGTCCAGGTGTGACAACCA

exlrev CATTTGGATGGGTTGGATG 56
LPpred2 |CAGCCAACGCCTCCACCTG 64
ex2rev ACATCACCCGGGAGAAAGT 58
ex2f CCAATGCAAGTAGTGTTCTAA 58
GHrev ATTCGAATGGTGATAGCCC 56
ex3f CCTCCAAATACTTATCGGA 54
ex3rev GTAGCAGACGTCCCTTATC 58
ex4fl TAAACTGACTTTATCCAATCT 54
exdrevl TGTCTGCTGTTGTGCCGTAA 60
ex4f2 TTACGGCACAACAGCAGACA 60
ex4rev2 TGTTGCTCGTGCTGCTGCT 60
ex4f3 AGCAGCAGCACGAGCAACA 60
ex4rev3 TCTCAATCGCCCGACAATG 58
exSf CATTGTCGGGCGATTGAGA 58
exSrev2 CGCTAGATTTGGTTTCTTG

ex5f2 CAAGAAACCAAATCTAGCG 54
exSrev TCTCCGCATTGCCAGGTGCT 64
ex5f3 AGCACCTGGCAATGCGGAGA 64
ex6f CGTTCCAGTCCACTACAAC 58
ex6f2 CTAAGTCATCTATTGTACA 58
GHPMOO1 | TCAAAACGGGTATGGCAT

GHPMO012 | TGTACAATAGATGACTTAG 58

Primer zur Erstellung der rosy-Sonde

rosyf

5 CGGAACTCATATTTCAATTC 3¢

54

rosyrev

5 TCTGGTTAGTGTGGGAATTT 3¢

56
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VIII. Etablierung von transgenen Fliegen

Etablierung von P[UAS-ARF-GEP,,,]-Insertionen

Injizierte Embryonen Geschliipfte Larven  Geschliipfte Fliegen Transgene (F1)

430 (100%) 90 (21%) 56 (13%) 4 (0,9%)

Etablierung von P[UAS-ARF6]-Insertionen

Injizierte Embryonen Geschliipfte Larven  Geschliipfte Fliegen Transgene (F1)

405 (100%) 69 (17%) 50 (12,3%) 4 (0,9%)
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IX. Karten von schizo

1. schizo t]
2. schizo 12
3. genomische Region von schizo

Aminosduresequenz Peptidantikérper: YAPGAHSSSAAINYPA
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schizo t1 (1>5286) Site and Sequence

Enzymes : 41 of 480 enzymes (Filtered)

Settings: Linear, Certain & Uncertain Sites, Standard Genetic Code

Page 1

Pvu [u]

AGCACACACGTCGCTTGCTCGCTCGTTTTGTTGTTTTTCCGTTCGATTACACCTTTCGCAGTCGTCGTTGGCAGCGCTGCACGCGTCTCGGTCGCCGATCGTTTGTGTTTCAATATATTCAAAATATATT

KHTRRLLARFVVFPFDYTFRSRRWQRCTRLGRRSFVFQYIQNI
'

Je I

GTTTAATTAACGCAGTTTGGCAAGCGAAAGAAAAAAACAAAAAATTGAATTTTTAATAAATTCAATGAAAATTTGAAATTGAGTGCTAAAACGCTGACTTTGAATTGTGACCGAAATAGAAGTAATAAAC

FN.RSLASERKKQKIEFLINSMKI.N.VLKR.L.IVTEIEVIN

ECOR [}

AAAAAGAATGTAGCCGCGCGACGCGACTCTTGGAATTCCAAAACTAAACCAAAGATAAAATGGCAAAGAATGATGCGCAGACGCTCGTAAATAAAT'T‘AA'T‘A AGCCCAATCAACAACACAACGAAACGACA

KI(NVAARRDSWNSKTKPKIKWQRMMRRRS.IN..AQSTTQRND

AGAAAACAAATCAATTTGCAAATGAATAACCGAAAGTAACCAACCAACCAAAAAGCGAACACAAAGGGGAAATTCCAATAATAACAACAATAATAAAAAACACAATTGCATGACGACGGTGAAGGCGAAA

K K T NQFANZE . PKVTNOQ?PI KSEHI KSGETIU®PTITITTTITII KNTTIA A.ZRUIR.RRTIK

Kas IO
+ Nar 1O

GTAAAAGCCATTGCCCCCTTTCACCCCCCGAATCGCATGAAGAATACCACAAACCACAATGTCCAGGTGTGACAACCACAAATCCCGCCGCCAACAGCTGCCCGTTCCGGCGCCCCTGTCCTCCTCCCAC
I ORF'
. K p L PPFT?PIRTI A.RTIWU®POQOTTMS S RTU CUDNUNHI K S RIRUOOQOTLU®PVPAUPILS S S H

Ssp IO Hae 1O

TCCAACTCGTCCTCGTCCCGCTCGCAAGGACACCACCACCACCACCACCACCAGCTCCATTCGAGCAACTCGGATCTGGGCGGCAGTGAGTCCTTCCTGCAATATTGCAGCGATAGCGAAAAGAGGCCAC
| s f y f s s ' s s y s s
t t t t t t t t t t t t t

ORF
S NS S S S RS QGHHHHHHHOQLUHSSDNSUDILSGSGS SES ST FILAOQYIZCSUDSETZ KT RP
; '

CACCGATTGTGGTGGTTGTGGGCGATGGCAGGAGCCGGGTACGTCGGGTGGTGCGCACCGCAACGCGGCACGTCACCGTGGTCAGTCTGTCCACCCGGCACAAGGAGACCCAGACGCACACCTCGCACCA
' | ' ' ' f ' | ' | ' | ' f ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' f

P P I VVVVGDGR SRV RRYVY VRTATI RHVYVTVVSLSTIRUHIZ KETIOQTHTS HH
'
y

TGTGACGGCCGTCAGCTTTCCCCAGAAGAGCCTGGAGCGAAGTGGTTCCACCCAGTATGAGCTGGCTGGAGCGCAACAGCCAGGATCAGCCAACGCCTCCACCTGCACAGATAGCGGCAGTGTTGGCGGC
y s s f f f f y s s | s s
t t t t t t t t t t t t t

RF
v TAVSFPQZ K SLEUR S GS ST OQYE ETLAGAQOQPS GSANASTTZ CTUDSG S VG G

Kas 10
Pst1O i Nar 1O

TATGTTTACCTGCAGAATCACTACGCCCCCGGCGCCCACAGCTCCTCAGCCGCCATCAACTACCCTGCGCAACAGCATCCCCAGATGGTCTACCAAATACAGCAGTATCCCACGTGCCATCAGCAGCAGC
' ' ' f ' | ' f ' ' ' ' ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF
N N
— —,
Peptidantikérper

Y v Y LONHYAPGAHSSSAAINYU?PAQOQH?POQOMVYVYOQTIOQOOQYU®PTTU CHAOQOQOQ
; ; ; ; ; ' ; ' '

Bal IO
Hae IO Nco 10
Mscll:l Sty [}

AACAGCAGCACCTCCAGCAGCAGCAGCATTTGCATCAGACCGGCGCAGGTCACTACATGCAGGTGACGGCGACGGGTGGTGGCCAGTATCATCACCATCACATGCTCCATGGTCACGGGCATCATGCCCA

Q0 Q0 HLQOQOQO QHTLHOQTG GAGEHYMOQVTA ATG GGG QTYHHEHEHEMTILIHE GTHGTHHATH
) . . . . ) .
} }

!
u u u u
Hae 1O

CCATCACGGTGGGGCGGTGGTCATCGCCGGGAGTGGTGTGGGAACTGGCCTGGGATCTGGAGCCACCAGCGTGATCATGCAGCACCAGCAACAGCAGCAACAGCAACAGAATATGCACAAGAAGAACTCC
s | | | | | | | | | | | |
t t t t t t t t t t t t t

ORF
HHGGAVYVIAGSG GV GGTS GLSGSGATSVIMOQHEOQOQOOOOOOQONMMHEZ KIK KN S
; ; f ; ;

Ssti0 Bglio

ATCCGGAACGGCGGAGATGTCCTCAAGCGAACGCGAGCTCAGTCGGCCTACGAACTCTCACAAGATCTGCTTGAGAAACAGATCGAGCTGCTGGAGCGCAAGTACGGCGGAGTGCGAGCCCGTAACGCAG
; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; ; | ; | ; |

ORF
I RNGGDVLI KR RTIRAQSAYELSQDILTULEIZ K QTIZETILTZLZEIRIEKY GGV RARN A

130

390

520

650

780

910

1040

1170

1300

1430

1560
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Bal IO
Hae IO
MsclO Nae 10

CGGTCACTATTCAGCGCGCCTTCCGTCACTACATGATGGTCAAGAAGTTCGCCTCGATCACGGCAATGGCCAAAGCTGAGAAGCGTCTAAGCCGGCGGATGGTGGTTACAGCCAGCAGTCTTGGATTGGC
' | ' | ' | ' | ' | ' f ' | ' | ' | ' | ' | ' | '

AV TIOQURAFURUHYMMUVI KI KT FASI
4 4 4 4 4 4

T AMAKAEI K RILSI RIRMVYVVTASSTLGTL A
4 4 4 4 4 4 4
y

GGAGGAGGGTGCCTCCTCCTCGTCAGCCTACGGAAGTGCCACGGAATCTCAGCTCACCGAGCAGCAACAGCAACAACAGGCGCAGCAGCAACAGCAGCCACGTGTCACCATCATGGCGGGTCCGGCGGGA
| | f y | f s | f | | |
t t t t t t t t t t t t

=13
Rl

EEGAS S S SAYGSATES S OQLTEH QOQOQOQOQOQAOQOQOOQOQOQP RV TTIMATGT?®PASG

Pwu O PstiO Sstid

GCAGCTTCTCCGGGCTTATCCCGGACGCCACCTACGCGATCGCTTTCCATGCGGGAGCGACGTCAGCTGGACTGCAGTCCCATACCGCGTAGTCAGTCAGGAGCCTCTCCCGCCTCCATATCGAGCTCGA
' | ' | ' f ' | ' | ' f ' | ' | ' | ' | ' | ' | '

ORF
A A S PGLSURTU®PU®PT RSILSM®REIRIR RO OQLUDT CSU®PTIUPIRSOQSGASUPASTIS S S
| | | | | | | s | |

Nco 10
Hae 1O Spe 10 Sty 10

CAGTCAGCACATCGGCTCTGGCCTCACATCCACATGTTAATCTGCTGCACGCGGCAGAGCCACATTATTATAATGCTCAGGCACTGCCCCAGGGAGCTGCTTACTACACTAGTTACCATGGATCACCGCA
| | | f | | f | | | |

ORF
T vs T SALASUHUPUHVNILTLUHHAAEUPUHYYDNAOQALU®PA QG GA AAYY YT S Y HG S P H
' L ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' ! ' ! ' ! ' !
Hinc 11O
Hpa IO Bgl IO Sty IO

CGACTTGAGCTATGCCAGTTCGGCGGACACCTCGCTAAATGCCTCGTGGGTTAACACGAGCGGCCACTCCCCGCACACGCCCTACTATTCGGCGGCCCAGATCTATATGCGACCCAAGGGCGGCAGCACC
' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF
DL SYASSADTSILNASWV VDNTSGHS?PHTU®PYYSAAOQT IV YMR RZPI KGSGS ST
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

ACGCCCACGCCCAGTTGCAGTGGCAGCACAGGTAGCGGCAGCGGAGGCAGCGGGAGTGGCAGTAGCAAGAAGGTGCCACCAGAGGTGCCCAAACGCACCAGTTCCATTACGGCACAACAGCAGACACAGC
| s f f | | f | | | |

ORF
T P TP S CS G S TGS G S GGS GS GS S K KV?PPEV?PI KT RTS S S ITAZOQUOQOQT Q
| ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ;

PstiO Hae IO

TTCTTTTGCTGCAGCGCCAGACACCGCCGCCTCCTTCGCTGCTAAGGACCAATGGCCTGTGCARAAACCGCCGAGAACGGCAGTCTGACCTCCGTGCAGAGTTCCGGATCGGATTCTAGTGTTACCTCTGC
+ | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; |

ORF
L LLLQROQT®PU?PUPUPSLLIRTNSGILTZ CI KT AENGSTILTSVQSs s G S DS s VT s A
s | | | | s | | | | |
t

GGAACGCAATCTAAACAGCGATTTGGGCTCGGATCGCAGTAACTCACCACATACATGGAAACGAGGAACAGCCCTAAATAGTTCCCAGCAGTTCTCCACGCACTCGGCGGATTCAGCGGGTGCGGTGTCT
| | | | | f f f | | | | |
t t t t t t t t t t t t t

RF
ERNUILNSDILG S DRSNS P HTW I XK R GTATLNSSOQOQF S THSA ADSA AGA AUV S
; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; f ; | ; | ; | ; |

Nae 10

GGTGGAGGAGTTGGAGTGGCTGGAGGAGCCGGCGTTTATGCCGCTCAAATGCAGGCTGCCGTTGCAGCAGCTACAGCGGCAGGAGGAATGCCACCAGCGGATGACCATGCTATCTCCTCGCATACGAGTG
' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF
G GG6GVGVAGGAGVYAAQMOQOQAAVAAATA AAGSGM?PUPADUDUHA ATIS S HT S
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Pst IO

CCGCTCAGTATGAGCAGCATGAGCAGCAGCAGCACGAGCAACAGCAATTGCAGGCGGCAGCTGCAGCTGCCGGAGTGGCACAAAACTACAAGATGTCGGAGACGATACGCAAGCGACAGTATCGCGTTGG
f | | f | | | f | | | |

ORF
L

r Sec7
A A QY EQHEOQOQOOQOHEOQOOOLIOQAAAAAABAGVYV AQNYI KM SE ETTII RI KU RUOQYRVG
' L ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' ! ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' !

ACTCAATCTGTTCAACAAGAAGCCGGAGAAGGGCATCACCTATCTGATCAGGCGGGGATTCCTTGAGAATACACCACAGGGCGTTGCTCGTTTCCTCATCACCCGTAAGGGTTTGTCCCGGCARATGATT
' | ' f ' f ' | ' f ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF

Sec7
L NL F N KK ?PEKGTITYULTI R RGYPFTILUENTU?®POQG GV AR FTZLTITURIEKSGTILS SI ROQOMTI
! ! ! ! ! ! ! ! L ! ! ! !

1690

1820

1950

2080

2210

2340

2470

2600

2730

2860

2990
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Nco 10 Hae IO

Sty 10 Nae IO StulO SphiO

GGCGAGTATCTGGGARATTTGCAGAACCAGTTCAACATGGCCGTGCTCAGTTGCTTTGCCATGGAGCTGGACCTGTCCGGCCGGCAAGTGGATGTGGCTTTGCGAAAGTTCCAGGCCTATTTCCGCATGC
' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | '

ORF

Sec7?
GEYLGNUILU QNI QTFNMAVILSCFAMETLTUDTILSG G®RIQVDVALT RIEKTEFEFIOQATYTFTRM
: L : : : : R : L } :

Bgl Il

CTGGAGAGGCACAAAAGATTGAGCGCCTCATGGAGATCTTTTCACAGCGCTATTGTGAATGCAATGCGGACATTGTCGGGCGATTGAGATCATCCGATACGATCTTCGTCCTGGCTTTCGCCATCATCAT
| | f | | | f | | | | |
t t t t t t t t t t t t

ORF

Sec7
K I ERL M ETIF S QR Y CETZ CNA AT DTI
' ! ' ! ' ! ' ! ' ! !

P G E A Q
|

VGGRUILRS SDTTIVF VL ATFATI
| | | |

I M
+

sphiO

GCTGAACACGGATCTGCACACACCCAATCTAAAGCCAGAACGTCGCATGCGCGTCGAGGACTTTATCAAGAATCTGCGCGGCATCGACGACTGTCACGACATTGATAAGGACATGCTGATGGGCATCTAT
; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | + | ; | ; | ; | ;

ORF

Sec7?
L NTDJLUHTU®PNTILI K®PE®RIRMRVYVEDTFTIZ KNTILIRGTIDUDT CHDTIDI KU DMTLMMGTIY
: : L : : L : : L : : L :

Hae 1O

GACCGTGTCAAGTCCGACGAATTTAAGCCCGGCAGCGACCATGTCACTCAAGTGATGAAGGTACAGGCCACTATTGTGGGCAAGAAACCAAATCTAGCGCTGCCCCATCGGCGTCTTGTCTGCTATTGCC
f f | | f s f | f | |

ORF
B
L
Sec7 I
DRV K SDEVFI K?PGSDHVTOQVMI KVQATT IV GIZ K KU?PNI LA ATLU®PUHIRI RTILUVCYC
' ! ' L ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' L ' ! ' ! ' ! ' ! ' !

Ssp 10

GACTGTACGAGATTCCTGACGTGAACAAGAAGGAGCGACCTGGTGTGCATCAGCGCGAGGTGTTTCTGTTCAACGATCTGCTGGTCATTACCAAAATATTTAGCAAAAAGAAGACCTCCGTGACGTACAC
; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ;

ORF

L PH
RLYETLIPDVNTZ KEKETRTPGVHOQRETVTFTLTFNDTIELTLVTITZ KTITFSZE KTZ KT KTSVTZYT

Bgl IO

ATTCCGCAACAGTTTCCCGCTATGCGGCACCGTTGTCACCCTTCTGGACATGCCCAACTATCCGTTTTGCATTCAGCTCTCCCAGAAAGTGGATGGCAAGATCTTGATCACCTTCAACGCCCGCAACGAA
| | | s f f | | | | N | |
t t t t t t t t t t t t t

ORF

PH

F RNSV F?PILT CGTVVTILILIDMEPNY®PFU CTIOQLSIOQI KV VDS GI KT IUZ LTITT FNDNA ATRNDNE
| ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; |

PvuiO

CACGATCGCTGCAAGTTTGCCGAGGATCTTAAAGAGTCCATTAGCGAGATGGACGAGATGGAGTCGCTGCGCATTGAGGCCGAACTGGAGCGCCAGAAGTCGGCGCGCAATCGAGCACCTGGCAATGCGG
' | ' | ' | ' f ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF

|
|
PH
H DRI CI KU FAEDT LI KES SIS EMDI EMMES ST LI RTIEA AETLEIRI OQOI K SA ARNIRAPGNA

AGAATCGTGACAGTGGCGTAGCCGATGTGGAGGTCTGCCCATGCCCGTATCAGCAAGGATCACAAGCATCTGGCGAGCAGGCTCCAAACTCTGCCGATAACTCGCAGCAGCTGAAGCGCAGTGCGCTGAG
f f | | | | | | | | | | |
t t t t t t t t t t t t t

ORF
ENRDSGVADVEVCPCPYOQOOGSOQASGEW QA APNSADNINSOQOQTLI KU RSA ATL S
; | ; | ; | ; | ; | ; | | | ; | ; | ; | ; | ; |

CAACAGCCTTCTCGACATGCACGAGCAGTTTGGCAATGAGAAACCTCAACGTCGTGGCAGCGTTGGCTCCCTGGACAGCGGCATGAGCATCTCGTTCCAGTCCACTACAACATCCAGCGCTTCGAGGGAA
' | ' | ' } ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |

ORF
N s LLDMHE QTFGNEIZ KZPIOQRI RSGSVGSLDSGMSTIST FOQSsSTTTS S A S R E
4 4 4 4 4 4 4 4 4

:
Not IO Psti0

AATGCCGCTGCCATTGCGGCCGCAGCAAATGCAGCTGCAGCAGCCAAGATGCGATTTAACATGCCGCCAACGGCAGCGATTGCCACGCCCAGCAATGTGTATGCAGCTCCGGGAATGCAGGCGTATACCC
| | | | | | f | | | | | |
t t t t t t t t t t t t t

ORF

N AAATIA AAAANAAAAAIKMRPRT FNM?P?PTAATIATU?®PSNVYAAPG GMOQA AYT
| ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; | ; |

3120

3250

3380

3510

3640

3770

3900

4030

4160

4290
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ATGCCAACTTTGTGCAGCAGTCACAGGCCGCCTACATGTTGCAGCAACAGCAAATGCTCCAGCAGCAGGCACAAATGCAAGCTCAGGCTCAGGCTCAAGCCCAAGCTCAGGCCCAAGCTCAAGCCCAGGC
' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' f ' | ' | ' | ' | ' |

=13
RF

Ol
H ANV FVQQSQAAYMILOQOQOOMTLOOOA AOQOMOA A OQOA AO QA AOQA AOQA AOQA AOQAOQA AOQNA

Sal o
i Hinc IO

TCAGGCGCAGGCGCAGGCGCAGCCGCTTACTGGCCGAATACCGGGACGCGAGCGAAAGGCTTCGCGGACGGATGAGAACGGACGGTCGACGGAGGTCTAAGTCATCTATTGTACATTTTAGTTATTGAGC
s | | f | | s | | | |

'
U U U U U U U U U U U U
N

0

14
ORF |
E R KA S RTDENG G RS TE V .
4 4 4 4
y

Q A QA QAQPTILTGRTIZPGR

EcoR IO

AAAGCGATAATTATAATATCTATATAGCATATTGAATGAAATATCTGTATAATCCGAATCGAAACGACCCGAACGCCATTTTCTTCAACACCTAACCCACACACAGCGTACGAGTATATAGTGAATTCTT
f | | f | | | | f | | |

K AITITITI SI . HIE.NTIJCTITIURTIZETTA RTU®PTZ FSST?PNZPHTA AYETYTIVNS
; | | | | | | |

Ssp 0

AATGTTCCTTCGTTCTCTGCTAATATTAATGTAAATAAATTAAACATTTGTCTGTTTTACACTATCTACACACTAAAATAAGTTTCTAAAACTATTTGTATATACATCAGCATACTATAATACACCCACA

. CsFvVvVLC.Y . CXK . I KXKHULSVLHYULHTI KTIST F .NJYT ILYTIUHOQHTTITIHU?PAQ

Nde IO
Nsi 0

ATCTATGAAAATTATTCTCTAAATATGCATATGTATTATTGTATAACTCTAATCCTCTCCAGACACTTGAAACACCAATTTACCCCTGGGCAACCTTCTATGCCCATACCCGTTTTGATCTACCCCTCCC

Ssp O Dra O Ssp O

TGAAGTTCGTGTATACCGCGTGTGTGTGTATATACCCTGAATATTAATTTAAAAGCATTTAGCTATAATTATTCATATTTATAGAGCCAAAACTACCCAAAACCTAAAATATTAAATACGAGTATAACAA

VKPFVYTACVCTIYU®PEY.VFKKSTI.L .LVFTIUVFTIZEZ?®PI KT LZ?PI KT.NTIZ KYZETZYNHK

ACACGAAGTATATGAAAACAAAACAATATGTATATGAAAAAGCAAAAGACTTAAAAATTTCAATAAATGAAAAGAAATAATACCAA 5286

HEVYENZ KTTIU CTI. K S KU RILIKNU FNIZ K. KZETITITFP

4420

4550

4680

4810

4940

5070

5200
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Sac 10
Sac g Not 10 g EcoR 10

ATIGGACTCCCGCGG‘IGGCGGCWMATMTMHMAWAMMWWGWMWMWM

Y W T

Y I IRSYGSGOQTIGRARTIRRERTVSI KRRTTSA

A V A A

. L RI

1w 4
1w 1
w1

Nru IO

GICGTGTTTTTCGTCGCGCGTGAATTGAAAATCCGTAATTCCGAGAATATTCGTAATCCCCCTCCGATCCGCACCAACTGTTGCTCGCGATTCGAAGTGCTGGCTCTGAAGTATAATATACGAAGGTCAT

S CFSSRVN.KSVIPRTIVFVIPLIRSAPTVARDS SI KT CWIL.STITIVYETGH

TCAATTACAATACGAGTGAAGTTTCAACTCGCAGCAAGCTGCATTTTCAGTTCTTATTGTGAGATTCAAAGTGGTTCTGCCTGTTTCGCTGTTTTATCACCCTCTCCACCACCTTCCCTCATTCGCGCGA

S I TIRVEKPFOQLAAST CIVFSSYCETIOQSSGSACFAVLSU?PSPUPUPS SILTIRA

Bal I? Claid

G'IGCG’IG’IGCG‘IGGCGGGGCTATAA’IGTITIGGCCMCAMAGCMANGAHAGGAGTGCAGCCGAKCCCGCTAAGGHATAAACAMACANKCGAGGCCGAN’IGAAGAA’ICTA’ICCCAGAACTCG

SACAWRGYNVLA?KAHRLGVQPIPAKVINKTCPRPI.RIYPRTR

Bal i Sty o

GA’IGGCGACCAGGAATIGC’IGC‘IGCA‘ICAGACCACGCAG‘ICCCWMMK%TMNMWWWWC@MMC@CCMACCW

M AT RNCCCTIURPRSPC.WPAP.CLWETI XK GRARAVPLS GV S PHTLTDTP

;Sph [a]

mCCNCCCﬂGCCCCTCECAmAACAMGCCCCATCACCATGmCAmCGAmCCCTACAAmTGGACGAGCTGCICCGGGAGAACAA’IGCCCIGCACGCCAAGATCAAGGAG‘I‘IGAG‘I‘CIGGAACG

FPAPAPLHQQCPITMCMRCPTMWTSCSGRTMPCTPRSRS.VWN

PwuiO Sac 0

CGATCGCCTGCTCTGTGAAGTGTCCAATCTGCGACTGGAGCTGGACATGTCGGAGCTCAAGCGACTGCCCGTCGATCTCGATGATAATTCCCCAGAAGAGCCTGGAGCGAAGTGGTTCCACCCAGTATGA

L ORF
A I ACSVKCPICDWSWTC CRSSSDOCPSTISMITIPOQIZ K STILEIRSG GS STAOQYE

Pst IO ;Nar o

mmmmmmmmmmmmcmcmmmmmmccmmm&mmmm

ORF
LAGAQOQPGSANASTO CTDSGSVGGYVYLOQNHYAPGAHSSS SA ARATIN

TACCCTGCGCAACAGCATCCCCAGATGGTCTACCAAATACAGCAGTATCCCACGTGCCATCAGCAGCAGCAACAGCAGCACCTCCAGCAGCAGCAGCATTTGCATCAGACCGGCGCAGGTCACTACATGC

ORF

Y PAQQHPOQMVYQIOQOQYPTCHOQOQOOQOOQOQOQOHTLOQOOQOOQOOQOHTLUHOQTGAGHYM

Nco IO
BallO Sty 10 BstX 1O Xho 11O

AGGTGACGGCGACGGGTGGTGGCCAGTATCATCACCATCACATGCTCCATGGTCACGGGCATCATGCCCACCATCACGGTGGGGCGGTGGTCATCGCCGGGAGTGGTGTGGGAACTGGCCTGGGATCTGG

ORF

Q VTATGGGOQYHHHHMLUHGHGHHAHUHHGGAYVVIAGSS GVYVGTG GTLGSG

Sac IO

AGCCACCAGCGTGATCATGCAGCACCAGCAACAGCAGCAACAGCAACAGAATATGCACAAGAAGAACTCCATCCGGAACGGCGGAGATGTCCTCAAGCGAACGCGAGCTCAGTCGGCGTACGAACTCTCA

ORF

A TSVIMOQHOQOQOOQOQOOOQOQOOQONMHEKI KNS STIRNGGDV VI LI KRTIRAQSAYTETLS

130

260

390

520

650

780

910

1040

1170

1300

1430
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Bgl llO
Xho IlO0

CAAGATCTGCTTGAGAAACAGATCGAGCTGCTGGAGCGCAAGTACGGCGGAGTGCGAGCCCGTAACGCAGCGGTCACTATTCAGCGCGCCTTCCGTCACTACATGATGGTCAAGAAGTTCGCCTCGATCA

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1560
ORF
Q DLLEZXOQTIE ELTILERIZ KYGGVRARNAAYVTIOQOQRAFRHYMMVYVI KI KT FASTI
Bal IO
CGGCAATGGCCAAAGCTGAGAAGCGTCTAAGCCGGCGGATGGTGGTTACAGCCAGCAGTCTTGGATTGGCGGAGGAGGGTGCCTCCTCCTCGTCAGCCTACGGAAGTGCCACGGAATCTCAGCTCACCGA 1690
ORF
T AMAKAEI KRL SRRMVVTAS SLGLAETEGASSS S SAYGS S ATES S QTLTE
Pvu IO
GCAGCAACAGCAACAACAGGCGCAGCAGCAACAGCAGCCACGTGTCACCATCATGGCGGGTCCGGCGGGAGCAGCTTCTCCGGGCTTATCCCGGACGCCACCTACGCGATCGCTTTCCATGCGGGAGCGA 1820
ORF
00000 O0OAQOOQOOOPRVTIMAGPAGAASTPGLS SRT®PPTR RS SILSMRER
PvuliO Pst 10 Sac IO
CGTCAGCTGGACTGCAGTCCCATACCGCGTAGTCAGTCAGGTGCCTCTCCCGCCTCCATATCGAGCTCGACAGTCAGCACATCGGCTCTGGCCTCACATCCACATGTTAATCTGCTGCACGCGGCAGAGC 1950
ORF
R OLDCSZPTIPRSOSGASPASTISSSTVSTS S ALASHPUHVNIZLULUHAAE
Nco 10 Hinc 110
:Spe 10 :Sty 10 Hpa IO
CACATTATTATAATGCTCAGGCACTGCCCCAGGGAGCTGCTTACTACACTAGTTACCATGGATCACCGCACGACTTGAGCTATGCCAGTTCGGCGGACACCTCGCTARATGCCTCGTGGGTTAACACGAG 2080
ORF
P HYYNAQALUPOGAAYYTSYHGSU®PHDILS SV YA ASSADTS SI LNASWVNTS
Bgl 110
Xho 11O Sty IO
CGGCCACTCCCCGCACACGCCCTACTATTCGGCGGCCCAGATCTATATGCGACCCAAGGGCGGCAGCACCACGCCCACGCCCAGTTGCAGTGGCAGCACAGGTAGCGGCAGCGGAGGCAGCGGGAGTGGC 2210
ORF
GHSPHTUPYYSAAQIYMRPI KGGSTTZ®PTZ®PS ST CSGSTGSGS S GGSG S G
Pst 10
AGTAGCAAGAAGGTGCCACCAGAGG TTCCATTACGGCACAACAGCAGACACAGCTTCTTTTGCTGCAGC CTTCGCTGCTAAGGACCAATGGCCTGT 2340
ORF
S S KKV?PPEVPIKRTSSITAQOQOOTOTLTLTLTLOROTZ®PUPU®PZPSTILILIZRTNSGTL
BstX IO
GCAARACCGCCGAGAACGGCAGTCTGACCTCCGTGCAGAGTTCCGGATCGGATTCTAGTGTTACCTCTGCGGAACGCAATCTAAACAGCGATTTGGGCTCGGATCGCAGTAACTCACCACATACATGGAA 2470
ORF
C K TAENGSTLTSVQSSGSDSSVTSAEIRNTILNSUDILGSUDRSNSUPHTWK
ACGAGGAACAGCCCTAAATAGTTCCCAGCAGTTCTCCACGCACTCGGCGGATTCAGCGGGTGCGGTGTCTGGTGGAGGAGTTGGAGTGGCTGGAGGAGCCGGCGTTTATGCCGCTCARATGCAGGCTGCC 2600
ORF
RGTALDNSSOOQFSTHSAD S AGAYVSGGGVGVAGGAGYVYAAQMOA AN-A
Pvu 1O
GTTGCAGCAGCTACAGCGGCAGGAGGAATGCCACCAGCGGATGACCATGCTATCTCCTCGCATACGAGTGCCGCTCAGTATGAGCAGCATGAGCAGCAGCAGCACGAGCAACAGCAATTGCAGGCGGCAG 2730
ORF
VA AATAAGGM?PUPADDIHATI S SHT S AAOQYZEOHEU QOQOOOHEU OOOTLOQAN-A
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i Pvullo
TACAAGATGTCGGAGACGATACGCAAGCGACAGTATCGCGTTGGACTCAATCTGTTCAACAAGAAGCCGGAGAAGGGCATCACCTATCTGATCAGGCGGGGATT 2860
ORF
L
L Sec7
A AAAGVAOQNYI KMSETTIRI KROQYRVGLNTLU FNIZ KI KZ?PEI KSGTITV YZLTIUZRIRGTF
Nco 100
Sty 10
CCTTGAGAATACACCACAGGGCGTTGCTCGTTTCCTCATCACCCGTAAGGGTTTGTCCCGGCAAATGATTGGCGAGTATCTGGGAAATTTGCAGAACCAGTTCAACATGGCCGTGCTCAGTTGCTTTGCC 2990
ORF
Sec7
L ENTPOQOGVARYPFLTITIRI KGLSROQOMTIGET YL GNILAONOPFNMAVILSTCTFA
Bgl 1I0
BstX 1O Stu 10 Sph 10 Xho 11O
ATGGAGCTGGACCTGTCCGGCCGGCAAGTGGATGTGGCTTTGCGAAAGTTCCAGGCCTATTTCCGCATGCCTGGAGAGGCACAAAAGA TGGAGATCTTTTCACAGCGCTATTGTGAAT 3120
ORF
Sec7
M ELDILSGROQOQVDVALIRI KF FOQAY FRMPGEA AQI KTIERTILMMETITTFS S OQIRYTCE
Xho IO Sph 10
GCAATGCGGACATTGTCGGGCGATTGAGATCATCCGATACGGTCTTCGTCCTGGCTTTCGCCATCATCATGCTGAACACGGATCTGCACACACCCAATCTAAAGCCAGAACGTCGCATGCGCGTCGAGGA 1250
ORF
Sec7
C NADIVGRLRSSDT TV FVLAFAITIMLNTTUDIULUHTU®?P?PDNILI KZ®PEIRIRMMRVYVED
CTTTATCAAGAATCTGCGCGGCATCGACGACTGTCACGACATTGATAAGGACATGCTGATGGGCATCTATGACCGTGTCAAGTCCGACGAATTTAAGCCCGGCAGCGACCATGTCACTCAAGTGATGAAG 3380
ORF
U]
L]
Sec7 |
F I KNILRGIDDCHDTIDI KDMTLMGTIVYDRVIKSIDETFI KPS GSDHVYVTOQVMEK
BstX IO
GTACAGGCCACTATTGTGGGCAAGAAACCAAATCTAGCGCTGCCCCATCGGCGTCTTGTCTGCTATTGCCGACTGTACGAGATTCCTGACGTGAACAAGAAGGAGCGACCTGGTGTGCATCAGCGCGAGG 3510
ORF
tPH—
VOATTIVG K KPNTLALPHRRLVYVCYCRILYETIU®PDVNIE KIE KEIZRPSGVHU OQOTRE
TGTTTCTGTTCAACGATCTGCTGGTCATTACCAAAATATTTAGCAAAAAGAAGACCTCCGTGACGTACACATTCCGCAACAGTTTCCCGCTATGCGGCACCGTTGTCACCCTTCTGGACATGCCCAACTA 3640
ORF
PH
vVFLFNDILILVITZ XTIVFSI KI KT KTSVTYTPFIRNSUPF&PILT CGTVVTILZLUDMPNY
Bgl IO
Xho 110 Pvu O Xho 11O
TCCGTTTTGCATTCAGCTCTCCCAGAAAGTGGATGGCAAGATCTTGATCACCTTCAACGCCCGCAACGAACACGATCGCTGCAAGTTTGCCGAGGATCTTAAAGAGTCCATTAGCGAGATGGACGAGATG 1770
ORF
]
L}
PH '

PFCIOQLSQKVDGEKTILTITPFNARNEEHBDRCEKTFAEDTLEKESTISEUMDTEHM
ottt ' : ' :
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GAGTCGCTGCGCATTGAGGCCGAACTGGAGCGCCAGAAGTCGGCGCGCAATCGAGCACCTGGCAATGCGGAGAATCGTGACAGTGGCGTAGCCGATGTGGAGGTCTGCCCATGCCCGTATCAGCAAGGAT 3900
ORF

ESLRTIEAETLEROKS SARNRAPGNAENRDS S GVADVEVCZPTCZPYOOG

PvuliO

CACAAGCATCTGGCGAGCAGGCTCCAAACTCTGCCGATAACTCGCAGCAGCTGAAGCGCAGTGCGCTGAGCAACAGCCTTCTCGACATGCACGAGCAGTGTGGCAATGAGAAACCTCAACGTCGTGGCAG 4030
ORF

S OASGEOQAPNSADNSOQOQLI KRS SAL SNSTLILDMHE QU CGNEIZ KZPUOQRIURGS

Not IO Pvu lIPst 1O

CGTTGGCTCCCTGGACAGCGGCATGAGCATCTCGTTCCAGTCCACTACAACATCCAGCGCTTCGAGGGAAAATGCCGCTGCCATTGCGGCCGCAGCAAATGCAGCTGCAGCAGCCAAGATGCGATTTAAC 4160
ORF

vVGsSLDSGMSTI S FOQSTTTSSASIRENAAAIAaAAANAAAAMAAMAIKMR REN

ATGCCGCCAACGGCAGCGATTGCCACGCCCAGCAATGTGTATGCAGCTCCGGGAATGCAGGCGTATACCCATGCCAACTTTGTGCAGCAGTCACAGGCCGCCTACATGTTGCAGCAACAGCAAATGCTCC 4290
ORF

M PPTAATIAT?P SNVYAAPGMOAYTHANTPFVOOSOQOQAAYMLOOOOMMTL

AGCAGCAGGCACAAATGCAAGCTCAGGCTCAGGCTCAAGCCCAAGCTCAGGCCCAAGCTCAAGCCCAGGCTCAGGCGCAGGCGCAGGCGCAGCCGCTTACTGGCCGAATACCGGGACGCGAGCGARAGGC 4420
ORF

0 QO0OAQMOQAQAOQAOQAQAQAOQAOQAQAQAQAQAQPLTGRTIPGRETRTI KA

Sal lO0
i Hinc O
TTCGCGGACGGATGAGAACGGACGGTCGACGGAGGTCTAAGT
ittt £402
N
/
ORF
S RTDENGRSTEV .V
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AAAATCTACCAATTTACACAGTCTTCGGAAATACTCTCCTTGTTCAGGATATAGGTTTTGTTATATACAGCTTTATCAGTCTAATTAGGGACAAAAATGGCATCTTATGGTATTCTTTAAAATTCCATTATAAGATTGCACTTTTCATTTTAATTATTCC

TTTTAGATGGTTAAATGTGTCAGAAGCCTTTATGAGAGGAACAAGTCCTATATCCAAAACAATATATGTCGAAATAGTCAGATTAATCCCTGTTTTTACCGTAGAATACCATAAGAAATTTTAAGGTAATATTCTAACGTGAAAAGTAAAATTAATAAGG

Bgl 0

CACCTATAGATTTTGTAGATCTTTGTAGATCAAAAAATTACCAGACGACCGCTATAGAAACGAATGTTTTGAATGTTCTCTTCTTATAGGAAATTGGTTGAGATTGGAAACTTTAAAACAATCTGAATGAAGATCAGTTTATAGGGTACGAAATCTTCGA

GTGGATATCTAAAACATCTAGAAACATCTAGTTTTTTAATGGTCTGCTGGCGATATCTTTGCTTACAAAACTTACAAGAGAAGAATATCCTTTAACCAACTCTAACCTTTGAAATTTTGTTAGACTTACTTCTAGTCAAATATCCCATGCTTTAGAAGCT

Pst ICPvu 110

CCTTCCAACCCGAAGACCATCTTTCATGTTTTGTTTTTGCCACTGCACACGCTTTTTATGTAGGCTCTCCCTCCCCTCTACCACTCGTTCTCCCGCTCATTTTCTGCAAGCTGCAGCAGCTGTTTTTTTTCGTTCTCCGAGAGCCGAGCTTTGCGCTCTG

GGAAGGTTGGGCTTCTGGTAGAAAGTACAAAACAAAAACGGTGACGTGTGCGAAAAATACATCCGAGAGGGAGGGGAGATGGTGAGCAAGAGGGCGAGTAAAAGACGTTCGACGTCGTCGACARAAAAAAGCAAGAGGCTCTCGGCTCGAAACGCGAGAC

‘BamHI/BgIIIEI

WMMTTHIMMMWWNMMMWMWMWMMT

GCATAGAAAAAAGTTAAAACTCAAACCCGAACGTACACACACACACTCTAAGCCAGCAAACGTATATTTAAATGTGGAGAAATGCTGACAAACAGCTAAATACACACACGCATAAAAGCCTAGACAAAACGT TAATGGGTTAAACTGTTACCTAAGTTCA

GGGAAAGCACAGCTTGTTTCAGCTCCGGCGTTGGAAACTTTTCCAAAACGCTTTTCGATCCGATTCAAACTCATTTTCGTTCGCTTAAAATGCAAATATCGTGGATAATTGAGCCGCTTACTTTCTGGTGGCTGCTGCACTTTGACGGCGGGTTATATCG

CCCTTTCGTGTCGAACAAAGTCGAGGCCGCAACCTTTGAAAAGGTTTTGCGAAAAGCTAGGCTAAGTTTGAGTAARAGCAAGCGAATTTTACGTTTATAGCACCTATTAACTCGGCGAATGAAAGACCACCGACGACGTGAAACTGCCGCCCAATATAGC

PstiO

TGGGTTATATAATGACAATTAGACCCACAGTGACAGCACACGTCAACGCTTATGAAAATGTGAGAGCTAGCTGCAGGTTAGTGAGCAGATGGGAGCGGGGCTGAAACTCATATAAAAATAAATAGTAAATATATATACATTGGTTCTCTACTGCTGTACA

ACCCAATATATTACTGTTAATCTGGGTGTCACTGTCGTGTGCAGTTGCGAATACTTTTACACTCTCGATCGACGTCCAATCACTCGTCTACCCTCGCCCCGACTTTGAGTATATTTTTATTTATCATTTATATATATGTAACCAAGAGATGACGACATGT

TTTTTCCATAAGTGAGTTGCTTTCAATACTGGGAAATATACATACATATATGTAATCGCTTTGTAATACAAGAACCCCTTTAATGCTATGAGGTACTGTATCGGTAAAATTTTTGCTAAGGAAATAAAATTACTTGAAATAATTTGARATGTTTTCGCTA

AAAAAGGTATTCACTCAACGAAAGTTATGACCCTTTATATGTATGTATATACATTAGCGAAACATTATGTTCTTGGGGAAATTACGATACTCCATGACATAGCCATTTTAAAAACGATTCCTTTATTTTAATGAACTTTATTAAACTTTACAAAAGCGAT

TTTTTAAAACTTTAGTTTTGGTTTGAGGTATGTTCTTAAAATTATGTTCCAAATCTAAATAAAGT TAGTTTAAAAATGGTTTGTCAGT TATTTCAAGGATTTAGT TTTAACACAAAATAAGTAGTTTTCCTCGTAATAACAGTAGAAGGCAGATACTTAA

AAAAATITIGAAAICAAAACCAAACI‘CCATACAAGAA’I‘I'ITAATACAAGGMMMAMMMWMTMWMAMWHMMM

Nsi IO

ATTAGTGGTTAAGGGATAGAGTTTTCTGTATGCATGTTATTTCAAAATTTTGATCTTTGAAATCAGATCAAGTGGAAAATAACAGCTTAGTGCCCCGAGTATTCAAAGTAACAACAATATTAGCCAGTGTTTTAAGTGGCCCACARACTTGGCCAGTAGG

TAATCACCAATTCCCTATCTCAAAAGACATACGTACAATAAAGTTTTAAAACTAGAAACT TTAGTCTAGTTCACCTTTTATTGTCGAATCACGGGGCTCATAAGTTTCATTGTTGTTATAATCGGTCACAAAATTCACCGGGTGTTTGAACCGGTCATCC

29120

29280

29440

29600

29760

29920

30080

30240

30400

Hind 1110

CAATAACAAATACGAATACAAACTCAGCAGCAGTAGCAGCAACAAGCTCTCTTTCCACGCATACACCTGCATTTCCCGCCCCACTCTCTTCCTCTTTCTTCCCTCTCCAAATTTGAGGCTCTCGCAGCAGTTTTGT TTGTGGCTCAGTTTCATTCAAAGC

GITATTGTTTATGCTTATGTTTGAGTCGTCGTCATCGTCGTTGTTCGAGAGAAAGGTGCGTATGTGGACGTAAAGGGCGGGGTGAGAGAAGGAGAAAGAAGGGAGAGGTTTAAACTCCGAGAGCGTCGTCAAAACAAACACCGAGTCAAAGTAAGTTTCG

B
L P224

PvuiO

TTCGTGGGGGCAGCACACACGTCGCTTGCTCGCTCGTTTTGTTGTTTTTCCGTTCGATTACACCTTTCGCAGTCGTCGTTGGCAGCGCTGCACGCGTCTCGGTCGCCGATCGTTTGTGTTTCAATATATTCAAAATATATTGTTTAATTAACGCAGTTTG

AAGCACCCCCGTCGTGTGTGCAGCGAACGAGCGAGCAAAACAACAAAAAGGCAAGCTAATGTGGAAAGCGTCAGCAGCAACCGTCGCGACGTGCGCAGAGCCAGCGGCTAGCAAACACAAAGTTATATAAGTTTTATATAACAAATTAATTGCGTCARAC

P224

e o

schizo t1 ex1

—
L ptf—

GCAAGCGAPAAGAARAAAACAAAAAATTGAATTTTTAATAAATTCAATGAARATTTGAAATTGAGTGTGAGTGCCARACGAAAAGAAATCGAAACAAAAGTTTAAACAAAAACCCAAAATTTCCCAACACGCATCACCACTATTTGTTGCTATTTGTTTAT

CGITCGCTTTCTTTTTTTGTTTTTTAACTTAAAAATTATTTAAGTTACTTTTAAACTTTAACTCACACTCACGGTTTGCTTTTCTTTAGCT TTGT TTTCAAATTTGT TTTTGGGTTTTAAAGGGTTGTGCGTAGTGGTGATAAACAACGATAAACAAATA

P224

schizo t1 ex1

WWAWWTMWTWAWMWMMMMMWWW

WK&NWNMMWWMTATATAMMWWTM

p224 1

‘BamH [{n]

MWWMTWMWWTMWWWWWW

ﬂmmmMAmmmmmmmmmmmwi TTGTGTGITTTTGTTTTTGACTTTT u-lGGC

BamH 10 EcoR IO

AAAAAMAGACCTCATAAATCGCGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATGTGTGGATCCAACTGGAAATTTCTATTATTTTGTAATTGAATTCGTAGCACTTTGCTTTCGGCACGTTGTTTTACAAAGT CGAAAAAAGCAGACATTCCTGGAAAAATCC

TTTTTTTCTGGAGTATTTAGCGCACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTACACACCTAGGTTGACCTTTAAAGATAATAAAACATTAACTTAAGCATCGTGAAACGAAAGCCGTGCAACAAAATGTTTCAGCTTTTTTCGTCTGTAAGGACCTTTTTAGG

GCCCACGCTGACCGCCAAAATCGCTGATTCACTTATTCAGCATAAGGTCTGGTGTAAAGGGGGTTTACCTTTTGAATCATCCTTTGTTGGCACTTAAAATGCAATTCTCGTAAGCACTTCAAGTGAATTAAATGGTTCATAAAGCTATTTTAAAAGCACT

CGGGTGCGACTGGCGGTTTTAGCGACTAAGTGAATAAGTCGTATTCCAGACCACATTTCCCCCAAATGGAAAACTTAGTAGGAAACAACCGTGAATTTTACGTTAAGAGCATTCGTGAAGT TCACTTAATTTACCAAGTATTTCGATAAAATTTTCGTGA

30560

30720

30880

31040

31200

31360

31520
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CAGAACTTATGGTGTCTCACATCCCATTTGTTAAGGAACAGTGAAAATGGCGTTTGGAGATGCAAGAAAGTCTTCAATGAAGTATGAACCATTTATTATAGGAATTTCTCATTTAGTGTAATTGACAAAAGGTTTTAAAAGGATTTAGCCCGTTTTGARG

GTCTTGAATACCACAGAGTGTAGGGTAAACAATTCCTTGTCACTTTTACCGCAAACCTCTACGTTCTTTCAGAAGTTACTTCATACTTGGTAAATAATATCCTTAAAGAGTAAATCACATTAACTGT TTTCCAAAATTTTCCTAAATCGGGCARAACTTC

Pvu IO Hind 110 Sac 10

ACATTGGCACTTTATTTTCAAGATCAGCTGATTCAGTGGCGTAAACAAAGCTTTGAAAGCCAAAAGCCGTTGATCCGATTCAATAAATGTTGAATAAGTCTTTGAGCTCTCTCTTTTCTTTGTTCACTCTCTTATCCCGTTAACAAAAAAAAAAGTGTGA

TGTAACCGTGAAATAAAAGTTCTAGTCGACTAAGTCACCGCATTTGTTTCGAAACTTTCGGTTTTCGGCAACTAGGCTAAGT TATTTACAACTTATTCAGAAACTCGAGAGAGAAAAGAAACAAGTGAGAGAATAGGGCAATTGTTTTTTTTTTCACACT

Nsi IO Pst10

TGCATTTTCCAGTGCGTTTTCGCTGCTTTTAGATTTTTGAATCACTTTGCTTTTGGT TTTGAGT TTTCTGTGTGACGT TTGCTCTTTCGGCTGCAGTTGTTGGCTCTTTGTGTTGCCTTTCGGCCAGGCTTGTATAATCGCTTGCCACCCAATTACGCTG

ACGTAAAAGGTCACGCAAAAGCGACGAAAATCTAAAAACTTAGTGAAACGAAAACCAAAACTCAAAAGACACACTGCAAACGAGAAAGCCGACGTCAACAACCGAGAAACACAACGGAAAGCCGGTCCGAACATATTAGCGAACGGTGGGTTAATGCGAC

CGAATGTGAATAAAAAGCATTGAGCACGGACTGTCCCTCTTCCTCCACTTCCGCAAACCCCACCCCAACCCGGATACTTCCACAAACCTATCCCTAAAACACCGAGAAAAACTGAAATAATTTTGACATGGTAGTATCATCTAATTTCATTTTAAAGTTT

mmmmmwmmmm TGTT ll:(:ATAGGGAL TTTGTGGCTCTTTT ll:ACTITATIAAAACIGTACCATCATAGTAGATIAAAﬁTAAAATI'ICAAA

BamHI/BglllO

GAATAAATTTTAATACTTTTTATACCATTCATGATGAGGCTATATAGTCGAAGGGGAAACTTTTTAAAACATTTTATGTAAGGATCTTAAATTCCGAAAATGTTAAAAAATGCACTCAATGTATTTATTTTCATGTACTTAATCATGGTCAAAGTCATTT

CTTATTTAAAATTATGAAAAATATGGTAAGTACTACTCCGATATATCAGCTTCCCCTTTGAAAAATTTTGTAAAATACATTCCTAGAATTTAAGGCTTTTACAATTTTTTACGTGAGTTACATAAATAAAAGTACATGAATTAGTACCAGTTTCAGTARA

Nsi IO

TTACTTTATAAAGATATTATTTGAGGAATTAGGGAATATATTTTTTCCAATGCATCGAAACTCCTCAGTTGATTCTTAGTATTTGTTTTAGAGCGAGAGCGGAGCGCACTTCGAATAATTATAAATTAAATAATTATACAACACAAGCAAGARRACAGCT

AATGAAATATTTCTATAATAAACTCCTTAATCCCTTATATAAAAAAGGTTACGTAGCTTTGAGGAGTCAACTAAGAATCATAAACAAAATCTCGCTCTCGCCTCGCGTGAAGCTTATTAATATTTAATTTATTAATATGT TGTGTTCGTTCTTTTGTCGA

:LPrem —

——
L P2t

ATGTCGTGCTCCACAGCGGATGCAGCTTTAGATGTAGATGAAGCCAACAGAGCCCCAAAGCTCTGTCCATATACTACACAGTGATTGCTCCCAAAATTCAACTTCGGAATACAATTAAAATTTATAGCGACAGTAAGCCAAAAATAAGAGAGAACTCTAT

TACAGCACGAGGTGTCGCCTACGTCGAAATCTACATCTACTTCGGTTGTCTCGGGGT TTCGAGACAGGTATATGATCTGTCACTAACGAGGGT TTTAAGT TGAAGCCTTATGT TAATTTTAAATATCGCTGTCATTCGGTTTTTATTCTCTCTTGAGATA
Claio

TATCGATACCCTCGACTACTAGATACCCCTTACTTCGCTAGTCTGAGCAAGGGAAACATTTTAAAACTATGATTTGCATGTTTAAGTGTAACCTTTAAGCTATTGTAGT TCCCTGGATCACAGAGTTCAATACGGCTCGGATACTAATACT TTTCAACCA

ATAGCTATGGGAGCTGATGATCTATGGGGAATGAAGCGATCAGACTCGTTCCCTTTGTAAAATTTTGATACTAAACGTACAAATTCACATTGGAAATTCGATAACATCAAGGGACCTAGTGTCTCAAGTTATGCCGAGCCTATGATTATGARAAGTTGGT

al 0

TTAACATG@AGAAAACGCTICGTIUI‘ATCGGTTACATACITHCTACAAMUI‘AGTWMWTWAMMWMWTWATMNT

Mmmﬁmme@mmMmmel@mmmmemﬂTmAmm

CTAAAAATAAGTAATAATACAAAATATTTACGTTTTGTGCTCAAGAAAAATTCAATTGCAATGCCTTAAGCTAAAGAAATTTTACAGTATTGAGATACATAATTAGAATCACAACCATGGATAATTAAGTCATAATTCTGATTTAGTTTTTGACCTTTAA

GATTITTATICATIAITATGTTTTATAAATGCAAAACACGAG[‘ICTTTTTAAGITAACMA@AMMAWNWMHMMMNWTMAMMWW

EcoR vO

AATAGTTAAAGACAGAATACAGATATCCAGCCGTTACTACCAAGTTCTTTGAACTTAAATTACTCCCAATCTGCCAATTAAGCAACAACCGCTGTAATTTAAAAGCGAACCAGAAAGCCAACACAATTTTCGTAAAAACTTTAAAACAACGAAAAACTTG

TTATCAATTTCTGTCTTATGTCTATAGGTCGGCAATGATGGTTCAAGAAACTTGAATTTAATGAGGGTTAGACGGTTAATTCGTTGTTGGCGACATTAAATTTTCGCTTGGTCTTTCGGTTGTGTTAAAAGCATTTTTGAAATTTTGT TGCTTTTTGAAC

AAGTTGTTTTAACGTTAATGTTTGTTTCAAAGATTCTTCGCTCGCTTTGTATGTGT TTTTTCTTTTTATTTTCCCTTTTGTTCAACTTTGACAAGAT TTGTGTCGTGTTGTGTAGTCGTCTTTGTTGATCTTTTCGGTGTTGGTGATTATCAACGATTTA

BamHI/BgIIID

AACACAAATATTCAGCTTTTAGCATTAGGTTGTTCTTTTCGAGAGCTTGGGATCTGTATGTTGTTGTAT TTTCTGTATTTTGTGAGTGGGCCCCGGCAGGCAGCAGCATTCTAAGCGATTGTGATTGAGAACTCCCCTGAAGCGTTTATACCCGTGCACA

ATAACCGTCATCCGCTGAACAAAACCGGTTATTAAGGTACTGAACAAGGTTCCGACCCGGGCTCAGCACTCTAATTCGCTTTAAGCAAACAAACTTGTCGAAAAATGAGCTAAGTAAGCCAAGCAAGCCAAGAATACCACCATATACCATGCATACATAT

Sac IO

CAAGTATGTACACTCCATATGACGAAACACAAAAACCAGAGACAGTGGCAAGTGTTGTCACAATTGTAACAGAGATGTCTCGGGATCGTTTTCGAGCTCTTGAGACTCTCGAAAAAGGTTCTTGAACTTTACGACGAAATATAATATTAAAAACAAAAAT

31680

31840

32000

32160

32320

32480

32640

32800

32960

33120

33280

33440

33600

33760

33920

34080

34240
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BglliD FcoR 0

MCWHWWEMTAMATWTATWMWWTMNTM T u,u, T L TCTAT LLAL 1\,1 TT lLAl LW,AATIC'ICACG(‘AC'I‘ICGC

&WWMWAMMMMMWWWMWMWMTWTWMW

ACATAAAGCTCATATGATTTATGATCACGCGGCCTTTGCCTTTGTGTGCAAAGTGGATCAGGTCAGTAGATTGCTAATCAGCTAATCAGATCGTGGGTGATCCGAGAGAGTCTAACTAAACTTGGGCCCACTGCCAGGTGCGCTTTCCCAAGGCACGTTT

TGTATTTCGAGTATACTAAATACTAGTGCGCCGGAAACGGAAACACACGTTTCACCTAGTCCAGTCATCTAACGATTAGTCGATTAGTCTAGCACCCACTAGGCTCTCTCAGATTGAT TTGAACCCGGGTGACGGTCCACGCGAAAGGGTTCCGTGCARA

Cla o

TCGAGGCCTTCAGTGTGTCTGGATCAATGTGGAATATGCGGAATATGTCGGAATATATCGGAGTATGTGCAACTGTCTGCGCTTGGTGCCAAATCGATGTTGTTATGCCCGATGTCTGCGTGTCTGACATATTCAATTTGAATATTGTTTATTCACCAGT

AGCTCCGGAAGTCACACAGACCTAGTTACACCTTATACGCCTTATACAGCCTTATATAGCCTCATACACGTTGACAGACGCGAACCACGGTTTAGCTACAACAATACGGGCTACAGACGCACAGACTGTATAAGTTAAACTTATAACAAATAAGTGGTCA

: Lpaf——!
LP2rev—|

Pst L] Pvu o

mmmmmmmmmmm@mmmm
t t t t t t t t t t t

m@mwmmm@mmmﬂmmmu lﬂACI'GCAALAuLbi TTTTCGICT

ACAGCCGCAAAGTTGATTGAATGCGATTGCAGACTGTAAACTGCGACTCTCTCATTGGGACTTTAATAAACAAATATAGTTCTGTTTTTCAAAGTATCATTCGTCGCCACCCTGGGGGTTCATCTGAAAATGTGGGCTATGATGCCTTTTAGCAGGTTCA

EMWWWWMMWTMWWMTWWT

NsilD

AATACTACTTCTAAAAGTGGGGCATAAGATGGATGTTTAAGACGAAAATTAATGCATCAAACATAGCGTGGTTATTTAATGATTGCGATCAACGAAATTCTTAAAT TAAGTAACTGCTGACTCAGT TGGAATTTGAAATTGGTTCCAATTAAAATGTTTT

mmmmmmmmmmmmmTmmmmmmmmmmmmmmmmm

GACATCTAACTGAAATCTACGACAGTCCATATATGTCAACTTAATTAATTCCATAACTATCCTTATTTGACGTGTGATTCATTCATGTACAAAAGGTGAATCAATGCAGTTGAATGAAGCTAATCGGAAAGACACAAACTACGAAAATGGTATAGAGTTT

CTGTAGATTGACTTTAGATGCTGTCAGGTATATACAGTTGAATTAATTAAGGTATTGATAGGAATAAACTGCACACTAAGTAAGTACATGT TTTCCACTTAGT TACGTCAACTTACTTCGATTAGCCTTTCTGTGT TTGATGCTTTTACCATATCTCAAA

EcoR 10

ATACAACGATTCTTAGGTATAAAACAGTCGGTAAGTTTCCCGAGAAACTTATTGTTCTAAGTGATCTGTGAATTCTCTGGCGCTCTCTCTTGCTCATACTGTCAAACATATATTGTCATACTGGCTTTCTAACCCCGACAATTGCCAGTCATAAAGCGTG

TATGTTGCTAAGAATCCATATTTTGTCAGCCATTCAAAGGGCTCTTTGAATAACAAGATTCACTAGACACTTAAGAGACCGCGAGAGAGAACGAGTATGACAGT TTGTATATAACAGTATGACCGAAAGATTGGGGCTGTTAACGGTCAGTATTTCGCAC

TTCTATGAATTGTTTTTATGACAAGCGCGCTTTTTGAAGGGCATTCTCAATCGTTGACGTTTCGAAACGTTCGCTCTTTACGGGGCGTATACGCAATACGTGAACAACAAATGTGGTTTTTGGCTAACGGAAGTGTCACGGTGAACAAATTTCAATTATT

AAGATACTTAACAAAAATACTGTTCGCGCGAAAAACTTCCCGTAAGAGTTAGCAACTGCAAAGCTTTGCAAGCGAGAAATGCCCCGCATATGCGTTATGCACTTGTTGTTTACACCAAAAACCGATTGCCTTCACAGTGCCACTTGTTTAAAGTTAATAA

EcoR IO

ATTGAACAAAATGCTTTATCTTAGGCTAAAACGCTGACTTTGAATTGTGACCGAAATAGAAGTAATAAACAAAAAGAATGTAGCCGCGCGACGCGACTCTTGGAATTCCAAAACTAAACCAAAGATAAAATGGCAAAGAATGATGCGCAGACGCTCGTAA

TAACTTGTTTTACGAAATAGAATCCGATTTTGCGACTGAAACTTAACACTGGCTTTATCTTCATTATTTGTTTTTCTTACATCGGCGCGCTGCGCTGAGAACCTTAAGGTTTTGATTTGGTTTCTATTTTACCGTTTCTTACTACGCGTCTGCGAGCATT

;

schizo t1 ex

ATAAATTAATAAGCCCAATCAACAACACAACGAAACGACAAGAAAACARATCAATTTGCARATGAATAACCGARAGTAACCAACCAACCARAAAGCGAACACAAAGGGGAAATTCCAATAATAACAACAATAATAAAAAACACAATTGCATGACGACGGT

TATTTAATTATTCGGGTTAGTTGTTGIGTTGCTTTGCTGTTCTTTTGTTTAGT TAAACGT TTACTTATTGGCTTTCATTGGT TGGTTGGTTTTTCGCTTGTGTTTCCCCTTTAAGGTTATTATTGTTGT TATTATTTTTTGTGTTAACGTACTGCTGCCA

schizo t1 ex:

Pvu llO

GARAGGCGARAAGTAAAAGCCATTGCCCCCTTTCACCCCCCGAATCGCATGAAGAATACCACAAACCACAATGTCCAGGTGTGACAACCACAAATCCCGCCGCCAACAGCTGCCCGTTCCGGCGCCCCTGTCCTCCTCCCACTCCAACTCGTCCTCGTCCCG

CTTCCGCTTTCATTTTCGGTAACGGGGGAAAGTGGGGGGCTTAGCGTACTTCTTATGGTGTTTGGTGTTACAGGTCCACACTGTTGGTGTTTAGGGCGGCGGTTGTCGACGGGCAAGGCCGCGGGGACAGGAGGAGGGTGAGGTTGAGCAGGAGCAGGGC

schizo t1 ex

-

CG12980

BamHI/BglliO

CTCGCAAGGACACCACCACCACCACCACCACCAGCTCCATTCGAGCAACTCGGATCTGGGCGGCAGTGAGTCCTTCCTGCAATATTGCAGCGATAGCGAAAAGAGGCCACCACCGATTGTGGTGGTTGTGGGCGATGGCAGGAGCCGGGTACGTCGGGTG

GAGCGTTCCTGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTCGAGGTAAGCTCGTTGAGCCTAGACCCGCCGTCACTCAGGAAGGACGTTATAACGTCGCTATCGCTTTTCTCCGGTGGTGGCTAACACCACCAACACCCGCTACCGTCCTCGGCCCATGCAGCCCAC

schizo t1 ex

CG12980

Pvu g

mmmmmmmmmmmmmm

MTWWWWTMWMMMMTWMMMWW@MM

schizo t1 ex2

CG12980

34400

34560

34720

34880

35040

35200

35360

35520

35680

35840

36000

36160

36320

36480
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TAAAAAAAAATCGACAAAAAGTATATTIGATI‘KHGAGATAATAGATACAGGCCALAi T 1 TGTT lb(_AAL,LL lu-ublbl TCAT LAAAAMGIGI‘AAPGCAAMTATMANHMNCCACCMMANTTAAAGATAMAAAAGGGCTAMCAT

ATTTTTTIT uw,(,j,bl1L1LlAlAiAAACTAAAGACICIAITAMAImCCGGTFTAAAAFAAmmeMAWAAWAFAFA "TTCGTTTAATATTTACAATTAGGGTGGTGTGTACAGATTTCTATACATTTTCCCGATAG 'TGG.EA

L Lpat—

CG12980

t LP3rev:

TCGAATA'ITITAA‘IGI‘AATCAAGT@GACTKTAAAAATATAL; lAlbiAi TTCGTTTG! 1\, TCTTACT LbL mAmmTrcrmmmmmAmmmmmmmmmm%mmmmm

AG(,'I'I‘ATAAAA'I'I‘ACATEAGTICAC‘IC‘IGAACGTITITATATCATACATAAAGCAAACAGAGAA’IGAACAATTAGTTACAACATICCCAAAAATGIYH‘ECCMMITAAACICPHACAAAAMAAAATMAATMAAACAAAMTMTATAAATAT

-Lpatd

CG12980
-LPard

Hind 1O

TCAAATTTTGAAATTTAGACAGATGGAGTGCGCATTTTGATGCGTATTATATAATAACAATCTAAATTATCGTACGATGAAT TTTCACAATTTTGCTTAAGGGTTTTCAAAACTAAGCTTCTTGTTAATCGAATTATACGTAATCCGTTTCCTGACAAAT

AGTTTAAAACTTTAAATCTGTCTACCTCACGCGTAAAACTACGCATAATATATTATTGTTAGATTTAATAGCATGCTACTTAAAAGTGTTAAAACGAATTCCCAAAAGTTTTGATTCGAAGAACAATTAGCTTAATATGCATTAGGCAAAGGACTGTTTA

CG12980 |

ECOR o Hind no

ACATPTPTK‘GAATICAAAMTTIGTTCCAAGIGGTAG}TAAGCPFAWNWWW WAWWAWAMAMWMAWWWTAMW

ETWWATWWWTWTMWMAMWWWTWW

ATAAACCCGCTCAATTATTTATTAATATACACCGTTTCGAAGGGTACGGTAAATATTTATTACTGGATTTTCAAGACT TTGATTTTATTGGATTCCTCGAAGGAAATGTAATTCGATTAGATATTATGGCGGGGCTTGTAATTATACAAACAAAAGTGTT

TATTTGGGCGAGTTAATAAATAATTATATGTGGCAAAGCTTCCCATGCCATTTATAAATAATGACCTAAAAGTTCTGAAACTAAAATAACCTAAGGAGCTTCCTTTACATTAAGCTAATCTATAATACCGCCCCGAACATTAATATGTTTGTTTTCACAA

FeoRt 1D Seh

CTGAGAACTCAAGTTTTTAAATAATAAACGTATTTGGTTTGARACT lblbwmmmmmmmmmmﬂmT

GACICI‘IGAGTICAAAAATITATIATTIGCATAAACCAAACTI'IGAACAGATEATCTACCWWWWWTATMTWMMWMMMTM

‘Hind no

CCACA’I‘GI‘AAAATI‘ACTICAAAGTACAAACA’I‘I‘AAAA’IGTATICATATAAAA‘I'I‘A’I‘GGMAWMWWMMWMAMMTATM

GG'IGTAL_A; TT LA-!A’IGAAL:l TTCATGTT miﬁmmmmmmmmmcmmMAmrrmm@mmmmmmm@mem

ATTTTTGGCCGTCACCTGGCATCATTGACTGAAAAATTAAAAAAAAAAAGGATGACCATGGAACTGCTTGCGCGGCACAATCTTCAGAAGGTTGAACAGCTCACGACCTTCGATCTGAAATATTTCTTTATCATCTACGCCATCGTCGTCCTGATGATCC

WMWWWMWMWWMWMTMWMW

;

CG12979=schizo t1 ex:

ClallPvulO  BamH IO Hind 110

TGGGTGTTCCACTGGCCTTCCTACTTCAAAGCAAGGGTTCGGCGAACGAAAGGGATCGTTTTCAATTGGAAGCCAATCGATCGCGCGTGGATCCAGTGAGGGGAGAAACCCGGCGACGAATCCGGGATTCGAGTGCCTAATAAGCTTTTGATATTGATGT

ACCCACAAGGTGACCGGAAGGATGAAGTTTCGTTCCCAAGCCGCTTGCTTTCCCTAGCAAAAGTTAACCTTCGGTTAGCTAGCGCGCACCTAGGTCACTCCCCTCTTTGGGCCGCTGCTTAGGCCCTAAGCTCACGGATTATTCGAAAACTATAACTACA

M
1
CG12979=schizo t1 ex |

MWAMWWWWWNWWATWWTWM
t t t t

mTMTmAMmeWMW@mWTm

Pwuiio

AATGTAAAATCAATAATAATTACGCCGAGTAGGCCATCGGCGGTTGGGTCACGTCAGCCGATTTGGACACTTGTTGCATACGCARACAGGAGGAAGTCCGGTGCAGT TTTGGCTCGCGAGCGTCAGCTGAGATACAAGATACGAGCTACGATGTGCGAGA

TTACATTTTAGTTATTATTAATGCGGCTCATCCGGTAGCCGCCAACCCAGTGCAGTCGGCTAAACCTGTGAACAACGTATGCGTTTGTCCTCCTTCAGGCCACGTCAAAACCGAGCGCTCGCAGTCGACTCTATGTTCTATGCTCGATGCTACACGCTCT

TACTCAGATATACAGGGCGATACACAGATACTTTCTGGGATGGTCAAACAGACGGGCAGTCTTGAAAATTTAGCTCCAACATGTGCAACGTGCAACGGCARACAATTAGGGCGACGTGTGGCAGATGTTTTTCCTTCTCGARAGCAGGACTCTTAAAARA

MMWMNNMAWMMWMMWMWWWMW

Pvulio

TCAGAGGGTTGCGAGGAAGGAGAAGTGGTACAATAACAAGCCAGTTCGGCAGGCAAAAACTACCTGCCGTTGTTGTCCTTTCAGGAATTGAAAAAAATTTTTATGTATATATATCCCAAAGAAACCCATGCAAAGCCACGCCAGGTGCAGCTGGARAACT

AGTCTCCCAACGCTCCTTCCTCTTCACCATGTTATTGTTCGGTCAAGCCGTCCGTTTTTGATGGACGGCAACAACAGGAAAGTCCTTAACTTTTTTTAAAAATACATATATATAGGGTTTCTTTGGGTACGTTTCGGTGCGGTCCACGTCGACCTTTTGA

—
B L —

:LP4rev—|

PwliO Clalo

WTWMMAMMMWWATWTMCWM

MWMWWWHWWWAMWWWMWATMM

36640

36800

36960

37120

37280

37440

37600

37760

37920

38080

38240

38400

38560

38720
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GGGATTGTCCCGCTGCGAGAAGATTTCTGGTAGTCATTTGTATTGCATACGTAGATAATGAATTTGCTGGGATTTTCGAGCAAATCGAATTACGATTTCCAAGCCAAGGGARAATCGAATAGTGTTAAGGTGAATACATTAAAGGAAGATGAGTGTTTTG

CCCTAACAGGGCGACGCTCTTCTAAAGACCATCAGTAAACATAACGTATGCATCTATTACTTARACGACCCTAAAAGCTCGTTTAGCTTAATGCTAAAGGTTCGGTTCCCTTTTAGCTTATCACAATTCCACTTATGTAATTTCCTTCTACTCACAAAAC

'IWATCA’IGWMMWWMWMWMNWMMMMWWWATANM

MTMMMAMWWMMWWAWWMWMTATWWTMWM

ATACCTGGGATTTATTAACCAGTTCTTTCTATTGATTTTCTGCACTGCAAATCATTGCCAAACGTCTCCTTTACTATTTATTTCACCAATTGTTGCTTCAATCCAATAGCATTGAGAATCCTTGTGCCGATCAATAAGTTTGTCATCGTGGGCTAATCAT

TATGGACCCTAAATAATTCGTCAAGAAAGATAACTAAAAGACGTGACGTTTAGTAACGGTTTGCAGAGGAAATGATARATAAAGTCGT TAACAACGAAGT TAGCTTATCGTAACTC TTAGGAACACGGCTAGTTATTCAAACAGTAGCACCCGATTAGTA
BamH IO EcoR VO

TTCCTTCACTTTCCTTAAAGCATATGTCGGTGCTGTCTCTCTTCCTCTTGCTCTACCTGTTTCGCTGTCTCTTTTCGATAATGGATCCTTTTACGCTTAGGATATCTATTCTTTGAGT TAGGGGTAGTACAATTGTTCTTTTTGGGTAACCCGACGAGGG

AAGGAAGTGAAAGGAATTTCGTATACAGCCACGACAGAGAGAAGGAGAACGAGATGGACAAAGCGACAGAGAAAAGCTATTACCTAGGAARATGCGAATCCTATAGATAAGAAACTCAATCCCCATCATGTTAACAAGAAAAACCCATTGGGCTGCTCCC

Nsi D

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmwmmm

mmmmmmmmmm@mmmwm TCGGTACGCTT LbluAAAAALL TCCT lLACTCTACCCAmmTCTATATGTTICTICATAGCGACGGC

ACGCGCTTGCGCAGTTAACTTCTTCCTCTACCTTGGTGGATCGTCGATCACCTTGTCGAGCGGTCGTCGAATGCTCGGTTTAGTTCAAACGCGAGCATCGCCGGGATCGGACGTTACCCTGGCCCACTCACTACATACAATCTATACATATATCCGCCGG

mceccAAccccmmmmmmmmmmm@mﬁmmmmmMTmmc

GATTTAGTTTTTTCAGTGTTTCCTCTGACCGAACGTTCGAAATTCAATTTGAATATCATTGTTAAGAGATATTGTGATTCTCCCAGCCCATAACTGTGTCACAATGTGTCTGTTGGAAGACCACACCACCGCCTAGTGCATAAATCTTGAACGTTTTGTG

CTAAATCAAAAAAGTCACAAAGGAGACTGGCTTGCAAGCTTTAAGTTAAACTTATAGTAACAATTCTCTATAACACTAAGAGGGTCGGGTATTGACACAGTGTTACACAGACAACCTTCTGGTGTGGTGGCGGATCACGTATTTAGAACTTGCAAAACAC

ATATTTTCTTCACCATGATCATTTGCATATCGGGTTTTATAATTGGCGAAAGGTAGGAACCCATGGCCTGACCCAGAAAACGAAAGTTCTCTTATCGTCTACTTAGATAAACAAAAACTAAGGCTTGGTTTGTTTATCGAAACTGGAAATTTCTTAGAGA

TATAAAAGAAGTGGTACTAGTAAACGTATAGCCCAAAATATTAACCGCTTTCCATCCTTGGGTACCGGACTGGGTCTTTTGCTTTCAAGAGAATAGCAGATGAATCTATTTGTTTTTGATTCCGAACCAAACAAATAGCTTTGACCTTTAAAGAATCTCT

Hind 110

ATCCCACACTTATATTAAATTGGAGTAGTGTACCTATTTTAAATTTCCCTGGACTTCAGAAATTTCTTCTTTATTTTCATTTTATTTAGATGTCAAAAGCTTAGTGTGTTATTGACTCATATTAATATATATTTGACATAGTATACAGTTCGAACCATTA

TAGGGTGTGAATATAATTTAACCTCATCACATGGATAAAATTTAAAGGGACCTGAAGTCTTTAAAGAAGAAATAAAAGTAAAATAAATCTACAGTTTTCGAATCACACAATAACTGAGTATAATTATATATAAACTGTATCATATGTCAAGCTTGGTAAT

mmmmmemmmmmﬁmCITA’ICAATITIGATAGCATAATCTIGATAAAGTAATTATTTATATATAAGG

CAAAATIC(:H‘AAAGTACACACATATGGATI‘IGCTITATIAIUGCATIACAGATTTAATI‘IYHCGWWTTIWHWWMAHWMMMMMC

:LPef—l
:LPSrev—l

BamHI/BglllO

TCTTTCTTTTGTTGGTAGAAACGGTCTGCGAAAACGTATATTAGTATCATTCCAAATTCCAATGCAAGTAGTGTTCTAAACAGATCCCTCGTTTTTTCCACTTGCAGCTTTCCCCAGAAGAGCCTGGAGCGAAGTGGTTCCACCCAGTATGAGCTGGCTG

AGAAAGAAAACAACCATCTTTGCCAGACGCTTTTGCATATAATCATAGTAAGGTTTAAGGTTACGTTCATCACAAGATTTGTCTAGGGAGCAAAAAAGGTGAACGTCGARAGGGGTCTTCTCGGACCTCGCTTCACCAAGGTGGGTCATACTCGACCGAC

;

schizo t1 ex4

PstiO

GAGCGCAACAGCCAGGATCAGCCAACGCCTCCACCTGCACAGATAGCGGCAGTGTTGGCGGCTATGTTTACCTGCAGAATCACTACGCCCCCGGCGCCCACAGCTCCTCAGCCGCCATCAACTACCCTGCGCAACAGCATCCCCAGATGGTCTACCAAAT

CTCGCGTTGTCGGTCCTAGTCGGTTGCGGAGGTGGACGTGTCTATCGCCGTCACAACCGCCGATACAAATGGACGTCTTAGTGATGCGGGEGCCGCGGGETGTCGAGGAGTCGGCGGTAGTTGATGGGACGCGTTGTCGTAGGGGTCTACCAGATGGTTTA

schizo t1 ex4

ACAGCAGTATCCCACGTGCCATCAGCAGCAGCAACAGCAGCACCTCCAGCAGCAGCAGCATTTGCATCAGACCGGCGCAGGTCACTACATGCAGGTGACGGCGACGGGTGGTGGCCAGTATCATCACCATCACATGCTCCATGGTCACGGGCATCATGCC

TGICGTCATAGGGTGCACGGTAGTCGTCGTCGTTGTCGTCGTGGAGGTCGTCGTCGTCGTAAACGTAGTCTGGCCGCGTCCAGTGATGTACGTCCACTGCCGCTGCCCACCACCGGTCATAGTAGTGGTAGTGTACGAGGTACCAGTGCCCGTAGTACGG

schizo t1 ex4

BamHI/BglliO

CACCATCACGGTGGGGCGGTGGTCATCGCCGGGAGTGGTGTGGGAACTGGCCTGGGATCTGGAGCCACCAGCGTGATCATGCAGCACCAGCAACAGCAGCAACAGCAACAGAATATGCACAAGAAGAACTCCATCCGGAACGGCGGAGATGTCCTCAAGC

GTGGTAGTGCCACCCCGCCACCAGTAGCGGCCCTCACCACACCCTTGACCGGACCCTAGACCTCGGTGGTCGCACTAGTACGTCGTGGTCGTTGTCGTCGTTGTCGTTGTCTTATACGTGTTCTTCTTGAGGTAGGCCTTGCCGCCTCTACAGGAGTTCG

schizo t1 ex4

Sac 10 PvuliD

GAACGCGAGCTCAGTCGGCGTAAGTACTTTCTCCCGGGTGATGTTGATAGT TTGGGGTGTGGATTCAGCTGGGAATTATGTGCCGACAGAAAGTAAATATTTCCAGGGCCCAAAGGAGATTTCCGGGAACAGTTTCTTATCGAAATGTAAAATTTGGGTG

CTTGCGCTCGAGTCAGCCGCATTCATGAAAGAGGGCCCACTACAACTATCAAACCCCACACCTAAGTCGACCCTTAATACACGGCTGTCTTTCATTTATAAAGGTCCCGGGTTTCCTCTAAAGGCCCTTGTCAAAGAATAGCTTTACATTTTAAACCCAC

GATTGTTCAGGAGGTTTTTCAAATACAATTTTATCAAATGATAAACAGGTGGCTTTCTAAATCGGTAACGGACTATTATAGCATACCTTTAGGACTATCATTAGATAAGTGAAATCAAGAAGACTTTATTTTTAGACCTGAATATGCGTAATAGTAACTT

CTAACAAGTCCTCCAAAAAGTTTATGTTAAAATAGTTTACTATTTGTCCACCGAAAGATTTAGCCATTGCCTGATAATATCGTATGGAAATCCTGATAGTAATCTATTCACTTTAGT TCTTCTGAAATAAAAATCTGGACTTATACGCATTATCATTGAA

38880

39040

39200

39360

39520

39680

39840

40000

40160

40320

40480

40640

40800

40960

41120

41280
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XbaID

ATCT lbl TC 1AGAAAAGIGAL Lu,bl T MmmmmmmmmmmmTAmWBmmmm

TAGAACAAGA’ICTITICAC‘IGACGCAAA‘ITATIGACITIAGWMMTMNMAWMWWMMTAMMMWTWTM

CTATAAAATATTTGCCATGATTAAAAATTCATTATCTTGAGAATGTGTACTGTATACAAACAAAAAACGAACGGCAATGCTTAATTTGGTTTTTAAGCATTTAAATATTTCTAATTTGTACTCCCTTTTAAAGTGACAGGTTATTTTTTGTTTGGGCATT

GATATTTTATAAACGGTACTAATTTTTAAGTAATAGAACTCTTACACATGACATATGTTTGTTTTTTGCTTGCCGTTACGAATTAAACCAAAAATTCGTAAATTTATAAAGATTAAACATGAGGGAAAATTTCACTGTCCAATAAAAAACAAACCCGTAA

PvullO

AATTGCAGAATTAAACCATTTCACCATTTTTGTGTAAACAATCCATCAATCCTGAGGGTTGGCAACAGAAGCTCGTCTGTTTATCTAATTAGT TATCTGTAAAAAGTAAAAGTGTGCCTTCGGGGGATTGACCATTCGTCAGCTGAATGAGTTTGAACTT

TTAACGTCTTAATTTGGTAAAGTGGTAAAAACACATTTGTTAGGTAGTTAGGACTCCCAACCGTTGTCTTCGAGCAGACAAATAGATTAATCAATAGACATTTTTCATTTTCACACGGAAGCCCCCTAACTGGTAAGCAGTCGACTTACTCAAACTTGAA

Pst o Pvu ng

NWWTM@TATMMMWWMAWTAWMMWW

ACAGGCGTGCGACTCTTGAACTTTTCAGTATTAACCTATATGTCCACCATAGAATCTAATCTGCGGCAGTTTTCTATCGCTGAAGATACGT TTATAAACACGATGACGTCACGTARAAGACTACAACCGGTACCTGTCCAGCGATACGTCGACTAAGTCT

—
Py

LPerev————

Pw O Xho 10

AAGTTATAGTGCTCGATAGGTTACAATTCAGGGAATGTCCCAGAATATGTTTTCAAAGGTATCTTTATTGCGGCATGATGAGTAATTTACCGATCGAAAGTAACGATTGCTTGGGGCACGAGGCACATAGCAATAAGCAATATTATTGCCGTCTCTCGAG

TTCAATATCACGAGCTATCCAATGTTAAGTCCCTTACAGGGTCTTATACAAAAGTTTCCATAGAAATAACGCCGTACTACTCATTAAATGGCTAGCTTTCATTGCTAACGAACCCCGTGCTCCGTGTATCGTTATTCGTTATAATAACGGCAGAGAGCTC

AGGCGAATGTTAATCAGGTCGATAGCCCAGAGGGGCGACAGTGACGACGCCAGAGTGAATTGTATTTCAAAGATACTCGTGCGCTATCTTATCGGGCGGGGCAACAAAACATTCGGTCTCCGGCGTAGACT TTTGTCAGT TATTTGCAAATTTCCAGCCA

NMMWWWWMWAWTWMTWWMMMWT

Bgl IO

TGGTTCGTGTGGTGTGTAGCGTGGAAGGTAAGGGTGTGTGGCCTACGGAGGTTTATGAATAGCCTATTTAGAARAGACTAGAGGAGGGTTATCGATGCTTGAGAGTGTTCTAGACGAACTCTTTGTCTAGCTCGACGACCTCGCGTTCATGCCGCCTCAC

;

schizo t1 ex5

mmemmmmmmmemmmmﬂmmmm

mmmmmmmmmmm@mmmmﬁmmwmmm

schizo t1 ex5

GGAGGAGCAGTCGGATGCCTTCACGGTGCCTTAGAGTCGAGTGGCTCGTCGTTGTCGTTGTTGTCCGCGTCGTCGTTGTCGTCGETGCACAGTGGTAGTACCGCCCAGGCCGCCCTCGTCGAAGAGGCCCGAATAGGGCCTGCGGTGGATGCGCTAGCGA

schizo t1 ex5

Pvu i Pst10

TTCCATGCGGGAGCGACGTCAGCTGGACTGCAGTCCCATACCGCGTAGTCAGTCAGGTGAGTARAGATAAGGGACGTCTGCTACCTGGATAGCAAATAGTGTGACAAAAATTGCATCAGCTTAAATTTTTTTTTAAGTTAAATACTTAAATTCCAACTTG

AAGGTACGCCCTCGCTGCAGTCGACCTGACGTCAGGGTATGGCGCATCAGTCAGTCCACTCATTTCTATTCCCTGCAGACGATGGACCTATCGTTTATCACACTGT TTTTAACGTAGTCGAATTTAAAAAAAAATTCAATTTATGAATTTAAGGTTGAAC

schizo t1 ex5

ATTAGCTCACAGATTATGTGGGTGTTAAGACTTCGGGATTCATCCGTTTTGTGTTAAATTTTTCTTTTTAATCCTCAAGATTTTAAATAGATATATTACT TAAATTCGAGAGCAATCATTTCGGATGAAATGTTAAATTGCTTTTCATTTCTTCTTARAG
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

TAATCGAGTGTCTAATACACCCACAATTCTGAAGCCCTAAGTAGGCAAAACACAATTTAAAAAGAAAAATTAGGAGTTCTAAAATTTATCTATATAATGAATTTAAGCTCTCGTTAGTAAAGCCTACTTTACAATTTAACGAAAAGTAAAGAAGAATTTC

GGCGCCTAGAATACTTACCAATTTCCCCGAAATTTCTTTGTGTTATTGGTTTTCATTATCTGTTTCGGATGACCCTTGTGGTAACATCAAAATAAATATAAGT TTATTGATCTCAACAAATCTCACAAGGTTAACTTGCAAATAACATACTGACATATAC

CCGCGGATCTTATGAATGGTTAAAGGGGCTTTAAAGAAACACAATAACCARAAGTAATAGACAAAGCCTACTGGGAACACCATTGTAGT TTTATTTATATTCAAATAACTAGAGT TGTTTAGAGTGT TCCAATTGAACGTTTATTGTATGACTGTATATG

AACI‘IGMWTWMMWWATAWMMMTATAWMNTITAAACAATAATI@CGTCTTAACTITITITTATCAAAGTGAACTAGATATG

WMMMTWWMNTWMMMTMNWMMWAWTAGMMATAC

EcoR IO

TTAAGTTATTGTGTCTGTAATCAAAAGAATGTTGTTTGATCTTATCAAAGCAATCGTGATTAACTTATTTTAGAATTCAGATCACAAATAAAGGGTTTTAAAAAAGCAGTTTAGAAATGCTATCTTGCTTTGTAACACT TTTATCCAGAGGGCTCAAAAT

AATTCAATAACACAGACATTAGTTTTCTTACAACAAACTAGAATAGTTTCGTTAGCACTAATTGAATAAAATCTTAAGTCTAGTGTTTATTTCCCAAAATTTTTTCGTCAAATCTTTACGATAGAACGAAACATTGTGAAAATAGGTCTCCCGAGTTTTA

SacID

TTTAATACTTTTGTCAACATTAAACTGACTTTATCCAATCTACAGGAGCCTCTCCCGCCTCCATATCGAGCTCGACAGTCAGCACATCGGCTCTGGCCTCACATCCACATGTTAATCTGCTGCACGCGGCAGAGCCACATTATTATAATGCTCAGGCACT

AAATTATGAAAACAGITGTAATTIGACIGAAATAGGTTAGATGICCICGGAGA&SGCGGAGGTATAGCICGAGCIGMGICGmTAGCCGAGMCGGAGmTAGGmTMAATTMMGMGIGCGCCGmG}mTMTAATAMACGAGTCCGmA

I

schizo t1

41440

41600

41760

41920

42080

42240

42400

42560

42720

42880

43040

43200

43360

43520

43680
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Spel BglliD

WWMHMMWMWMWMWWMWTMAWMW

CGGGGICCC'ICGACGAA'IGAT(HGA‘ICAA‘IGGTACMWTWMMWMW&WWWWWMTATW

43840

schizo t1
——
L pgt———

LP7rey—

Psti0

AAGGGCGGCAGCACCACGCCCACGCCCAGTTGCAGTGGCAGCACAGGTAGCGGCAGCGGAGGCAGCGGGAGTGGCAGTAGCAAGAAGGTGCCACCAGAGGTGCCCAAACGCACCAGTTCCATTACGGCACAACAGCAGACACAGCTTCTTTTGCTGCAGC

TTCCCGCCGTCGTGGTGCGGGTGCGGGTCAACGTCACCGTCGTGTCCATCGCCGTCGCCTCCGTCGCCCTCACCGTCATCGTTCTTCCACGGTGGTCTCCACGGGTTTGCGTGGTCAAGGTAATGCCGTGTTGTCGTCTGTGTCGAAGAAAACGACGTCG

44000

schizo t1

GCCAGACACCGCCGCCTCCTTCGCTGCTAAGGACCAATGGCCTGTGCAAAACCGCCGAGAACGGCAGTCTGACCTCCGTGCAGAGTTCCGGATCGGATTCTAGTGTTACCTCTGCGGAACGCAATCTAAACAGCGATTTGGGCTCGGATCGCAGTAACTC
t t t t t t t t t t t t t t t

CGGTCTGTGGCGGCGGAGGAAGCGACGATTCCTGGTTACCGGACACGTTTTGGCGGCTCTTGCCGTCAGACTGGAGGCACGTCTCAAGGCCTAGCCTAAGAT CACAATGGAGACGCCTTGCGTTAGATTTGTCGCTAAACCCGAGCCTAGCGTCATTGAG

44160

schizo t1

ACCACATACATGGAAACGAGGAACAGCCCTAAATAGTTCCCAGCAGTTCTCCACGCACTCGGCGGATTCAGCGGGTGCGGTGTCTGGTGGAGGAGTTGGAGTGGCTGGAGGAGCCGECGTTTATGCCGCTCAAATGCAGGCTGCCGTTGCAGCAGCTACA

44320

TGGTGTATGTACCTTTGCTCCTTGTCGGGATTTATCAAGGGTCGTCAAGAGGTGCGTGAGCCGCCTAAGTCGCCCACGCCACAGACCACCTCCTCAACCTCACCGACCTCCTCGGCCGCAAATACGGCGAGTTTACGTCCGACGGCAACGTCGTCGATGT

schizo t1

Pst 10
Pvu I Pvu 110

44480

GCGGCAGGAGGAATGCCACCAGCGGATGACCATGCTATCTCCTCGCATACGAGTGCCGCTCAGTATGAGCAGCATGAGCAGCAGCAGCACGAGCAACAGCAATTGCAGGCGGCAGCTGCAGCTGCCGGAGTGGCACAAAACTACAAGATGTCGGAGACGA

CGCCGTCCTCCTTACGGTGGTCGCCTACTGGTACGATAGAGGAGCGTATGCTCACGGCGAGTCATACTCGTCGTACTCGTCGTCGTCGTGCTCGTTGTCGTTAACGTCCGCCGTCGACGTCGACGGCCTCACCGTGTTTTGATGTTCTACAGCCTCTGCT

schizo t1

TACGCAAGCGACAGTATCGCGTTGGACTCAATCTGTTCAACAAGAAGCCGGAGAAGGGCATCACCTATCTGATCAGGCGGGGATTCCTTGAGAATACACCACAGGGCGTTGCTCGTTTCCTCATCACCCGTAAGGGTTTGTCCCGGCAAATGATTGGCGA

44640

ATGCGTTCGCTGTCATAGCGCAACCTGAGTTAGACAAGTTGTTCTTCGGCCTCTTCCCGTAGTGGATAGACTAGTCCGCCCCTAAGGAACTCTTATGTGGTGTCCCGCAACGAGCAAAGGAGTAGTGGGCATTCCCAAACAGGGCCGTTTACTAACCGCT

schizo t1
Sph la] ‘Bgl g

QWWTWMWMNWWAMMWWW 44800

QMWWTWWMMWWWWWCMWMW

schizo t1

Bl IO

ATCTTTTCACAGCGCTATTGTGAATGCAATGCGGACATTGTCGGGCGATTGAGATCATCCGATACGGTAAGTCTGTCAGCTAATCAAATTTAGTACGATTTCTAATTTATATTTTCTTATCTTAAAGATCTTCGTCCTGGCTTTCGCCATCATCATGCTG

44960

TAGAAAAGTGTCGCGATAACACTTACGTTACGCCTGTAACAGCCCGCTAACTCTAGTAGGCTATGCCATTCAGACAGTCGATTAGT TTAAATCATGCTAAAGATTAAATATAAAAGAATAGAATTTCTAGAAGCAGGACCGAAAGCGGTAGTAGTACGAC

schizo t1 | schizo t1 ex7 ——

BamHI/BglllO Sph 0

45120

AACACGGATCTGCACACACCCAATCTAAAGCCAGAACGTCGCATGCGCGTCGAGGACTTTATCAAGAATCTGCGCGGCATCGACGACTGTCACGACATTGATAAGGACATGCTGATGGGCATCTATGACCGTGTCAAGTCCGACGAATTTAAGCCCGGCA

TTGTGCCTAGACGTGTGTGGGTTAGATTTCGGTCTTGCAGCGTACGCGCAGCTCCTGAAATAGT TCTTAGACGCGCCGTAGCTGCTGACAGTGCTGTAACTATTCCTGTACGACTACCCGTAGATACTGGCACAGTTCAGGCTGCTTAAATTCGGGCCGT

schizo t1 ex7

45280

GCGACCATGTCACTCAAGTGATGAAGGTACAGGCCACTATTGTGGGCAAGAAACCARATCTAGCGCTGCCCCATCGGCGTCTTGTCTGCTATTGCCGACTGTACGAGATTCCTGACGTGAACAAGAAGGAGCGACCTGGTGTGCATCAGCGCGAGGTGTT
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

CGCTGGTACAGTGAGTTCACTACTTCCATGTCCGGTGATAACACCCGTTCTTTGGTTTAGATCGCGACGGGGTAGCCGCAGAACAGACGATAACGGCTGACATGCTCTAAGGACTGCACTTGTTCTTCCTCGCTGGACCACACGTAGTCGCGCTCCACAA

schizo t1 ex7

: LP8rey——I

TCTGTTCAACGATCTGCTGGTCATTACCAAAATATTTAGCAAAAAGAAGACCTCCGTGACGTACACATTCCGCAACAGTTTCCCGCTATGCGGCACCGTTGTCACCCTTCTGGACATGCCCAACTATCCGTTTTGCATTCAGCTCTCCCAGAAAGTGGAT 45440

AGACAAGTTGCTAGACGACCAGTAATGGTTTTATAAATCGTTTTTCTTCTGGAGGCACTGCATGTGTAAGGCGTTGTCAAAGGGCGATACGCCGTGGCAACAGTGGGAAGACCTGTACGGGTTGATAGGCAAAACGTAAGTCGAGAGGGTCTTTCACCTA

schizo t1 ex7

Bgl IO Pwi IO BamHI/BglIiO

GGCAAGATCTTGATCACCTTCAACGCCCGCAACGAACACGATCGCTGCAAGTTTGCCGAGGATCTTAAAGAGTCCATTAGCGAGATGGACGAGATGGAGTCGCTGCGCATTGAGGCCGAACTGGAGCGCCAGAAGTCGGCGCGCAATCGAGCACCTGGCA

CCGTTCTAGAACTAGTGGAAGTTGCGGGCGTTGCTTGTGCTAGCGACGTTCARACGGCTCCTAGAATTTCTCAGGTAATCGCTCTACCTGCTCTACCTCAGCGACGCGTAACTCCGGCTTGACCTCGCGGTCTTCAGCCGCGCGTTAGCTCGTGGACCGT

45600

schizo t1 ex7
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Pvu ng

mmmmmmmmcmmmmmmm

mmmmmemmmmmmmﬁm@mm

schizo t1 ex7

GCAGTGTGAGTTTACCTCATTATATGTAGCAAAAACGCTTAGAGCTTAAGTTCAAATGTGATTTTTAATTAGTTAAAGAGCATGTATTGTTTAGTAGTTGCTAAAGTAGTTGCTTAGTAGATTAAAGAATATGTAGACTTTACTGACTGGTTTTTGTATC

CGTCACACTCAAATGGAGTAATATACATCGTTTTTGCGAATCTCGAATTCAAGT TTACACTAAAAATTAATCAATTTCTCGTACATAACAAATCATCAACGATTTCATCAACGAATCATCTAATTTCTTATACATCTGAAATGACTGACCAAARACATAG

Not 10 Pvu lIPst 10

ACCTTCCAGTTGGCAATGAGAAACCTCAACGTCGTGGCAGCGTTGGCTCCCTGGACAGCGGCATGAGCATCTCGTTCCAGTCCACTACAACATCCAGCGCTTCGAGGGARAATGCCGCTGCCATTGCGGCCGCAGCAAATGCAGCTGCAGCAGCCAAGAT

TGGAAGGTCAACCGTTACTCTTTGGAGTTGCAGCACCGTCGCAACCGAGGGACCTGTCGCCGTACTCGTAGAGCAAGGTCAGGTGATGTTGTAGGTCGCGAAGCTCCCTTTTACGGCGACGGTAACGCCGGCGTCGTTTACGTCGACGTCGTCGGTTCTA

;

schizo t1 ex 8

GCGATTTAACATGCCGCCAACGGCAGCGATTGCCACGCCCAGCAATGTGTATGCAGCTCCGGGAATGCAGGCGTATACCCATGCCAACTTTGTGCAGCAGTCACAGGCCGCCTACATGTTGCAGCAACAGCAAATGCTCCAGCAGCAGGCACAAATGCAA

CGCTAAATTGTACGGCGGTTGCCGTCGCTAACGGTGCGGGTCGTTACACATACGTCGAGGCCCTTACGTCCGCATATGGGTACGGTTGAAACACGTCGTCAGTGTCCGGCGGATGTACAACGTCGTTGTCGTTTACGAGGTCGTCGTCCGTGTTTACGTT

schizotl ex 8

Sallo

ATGAGAACGGACGGTCGACGGAGGTCTAAGTCATCTATT

CGAGTCCGAGTCCGAGTTCGGGTTCGAGTCCGGGTTCGAGTTCGGETCCGAGTCCGCGTCCGCGTCCGCGTCGGCGAATGACCGGCTTATGGCCCTGCGCTCGCTTTCCGAAGCGCCTGCCTACTCTTGCCTGCCAGCTGCCTCCAGATTCAGTAGATAA

schizotl ex 8

‘EcoR 0

QWMAWMATWMWWWWGTACGAGTATATAGIGAATTCTI‘AA‘IGI’ICC‘IT

CA'IGTMAWMMWMATMTATAMMMMATWTAWWMTIGIGGATIG&;TGIGIGI‘CGCATGCTCATATATCACTTAAGAATTACAAGGAA

Nsi IO

CGITCTCTGCTAATATTAATGTAAATAAATTAAACATTTGTCTGTTTTACACTATCTACACACTAAAATAAGTTTCTAAAACTATTTGTATATACATCAGCATACTATAATACACCCACAATCTATGAAAATTATTCTCTARAATATGCATATGTATTATT

GCAAGAGACGATTATAATTACATTTATTTAATTTGTAAACAGACAAAATGTGATAGATGTGTGATTTTATTCAAAGATTTTGATAAACATATATGTAGTCGTATGATATTATGTGGGTGTTAGATACTTTTAATAAGAGATTTATACGTATACATAATAA

GTATAACTCTAATCCTCTCCAGACACTTGAAACACCAATTTACCCCTGGGCAACCTTCTATGCCCATACCCGTTTTGATCTACCCCTCCCCTTACGAATTACAAAAGCGATTGGCGARAGTAGTTTCATTAGCATATACTARAAAACTATATCCCGATAAG

CATA’I‘IGAGA’I‘I‘AGGAGAGGI‘CIGIGAACI‘I‘IGTGGTTMATGGGGACCCGHG;AAGMACG}GTATGGGCAAAACTAGATGGGGAG}GGAATGCITMNTTPICGCTAACCGCPI'ICATCAAAGTAATCGTATATGATITI‘IGATATM}GGCTATIC

TGCGCGCTATGTATATTATATATTTTGTTTACCCTACATTTTCTCTGTGTAACTAAAAAGTGAAGT TCGTGTATACCGCGTGTGTGTGTATATACCCTGAATATTAATTTAAAAGCATTTAGCTATAATTATTCATATTTATAGAGCCAAAACTACCCAA

ACGCGCGATACATATAATATATAAAACAAA‘IR}GA’IGTWMWTAWTATAWATMMMMMATANMTMTATAAATA‘ICICG}I'ITIGA‘IGGGIT

AACCTAAAATATTAAATACGAGTATAACAAACACGAAGTATATGAAAACAAAACAATATGTATATGAAAAAGCAAAAGACTTAAAAATTTCAATAAATGAAAAGAAATAATACCAATGATCAGTTGATCGTTTTTAATTATTTGCTGGGAATTTAAATGA

TTGGATTTTATAATTTATGCTCATATTGTTTGTGCTTCATATACTTTTGTTTTGTTATACATATACTTTTTCGTTTTCTGAATTTTTAAAGTT! "TACTTTTCTTTATTATGGTTACTAGTCAACTAGCAAAAATTAATAAACGACCCTTARATTTACT

AGGGGACACGAATTATTTGCAGTAATTCAATTTCAATAGTACTTTGATACGAATTTATGAAACTCCCAATAAAATATTACGAATTTATAGGTTTATTTTTATATCGTTTTTATTAGTGATTCAACTTATTTTGTATTATTGCTGACTTTACTAATTAAGG

TCCCCTGTGCTTAATAAACGTCATTAAGTTAAAGTTATCATGAAACTATGCTTAAATACT TTGAGGGTTATTTTATAATGCTTAAATATCCAAATAAAAATATAGCAAAAATAATCACTAAGTTGAATAAAACATAATAACGACTGAAATGATTAATTCC

L
L ko 3'Ende

CCTTGTACAAAATTATTGTATTTCTGTTTTAGTGCTAAGTTCTATGTTCGTAGTACATCTCTGTTCTCTTGCGGTTCGCGTCTGTATAGATAGGTTTGCATTTGGGGCGTTGTGAGTATAAACAATTATTTTGAATAATGTACACAAAAGTAAGGATAAC

GGAACATGTTTTAATAACATAAAGACAAAATCACGATTCAAGATACAAGCATCATGTAGAGACAAGAGARCGCCAAGCGCAGACATATCTATCCAAACGTAAACCCCGCAACACTCATATTTGTTAATAAAACTTATTACATGTGTTTTCATTCCTATTG

I
1
ko 3'Ende 1

ATAGTGGTTGTGTGGATTTTTACATAAATCGGATTGCTTARACAGAAGCCGCTTEGCGGTETCTCTCTGGTAGAAAGCGARATACGAACTGGCATATGAAATANTAAGTATTAAAATTAATCTARACGTAT TTTGGCACTGTARATTARAGTTTGCTTCC
TATCACCAACACACCTAAAAATGTATTTAGCCTAACGAATTTGTCTTCGGCGAACCGCCACAGAGAGACCATCTTICGCTTTATGCTTGACCGTATACT T TATTATTCATAATTTTAAT TAGATTTGCATARAACCGTGACATTTAATTTCARACGAAGG
Xbalo Byl

@WWTMWAMWMTMWWNAAAWMM \TAT] A(‘TW"T‘NTY"T‘DFNW"'I"W A’I’\’"T‘IGICG’I‘I'IGATI‘AAGCTAAGAGGCCAATA

ammmmmmmmmmmmmmmeﬂmmm

Xba 0

AGCTCCGGAAAACCCACAGCGATGACCTCTGTTGGGGCGGAGGTGATGCCTTTTATCTGGTCTAGACCATTCCAAAATCGGTGCACACGGATGCAGTTGGTCCTGCCGTCGCTGGCTGGTTGTTCTGCTGCTTCTCCTGCGCGTTATTTGCCACCGCTGC

TCGAGGCCTTTTGGGTGTCGCTACTGGAGACAACCCCGCCTCCACTACGGAAAATAGACCAGATCTGGTAAGGTTTTAGCCACGTGTGCCTACGTCAACCAGGACGGCAGCGACCGACCAACAAGACGACGAAGAGGACGCGCAATARACGGTGGCGACG

BamHI/BglllO

CGCCGCCGCCGCTGCTGCCATGTTGAGTTCCACCAGGGTGTCGATGCTGTTGAGGCTCACACCCTGAAGGATCTTTCTCGCCGCCAAGGACGTARAGT TARAGGACAAGTCGGTCAGACTGGGAAAGTTATATAGCTCTTCGCCGCCGTTGGCTAGCACG

GCGGCGGCGGCGACGACGGTACAACTCAAGGTGGTCCCACAGCTACGACAACTCCGAGTGTGGGACTTCCTAGAAAGAGCGGCGGTTCCTGCATTTCAATTTCCTGTTCAGCCAGTCTGACCCTTTCAATATATCGAGAAGCGGCGGCAACCGATCGTGC

45760

45920

46080

46240

46400

46560

46720

46880

47040

47200

47360

47520

47680

47840

48000

48160
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