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Zusammenfassung

Ausgehend von Daten aus der Fruchtfliege wurde im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit nach Orthologen das Drosophila-buttonhead-Gen gesucht. Hierzu wurden
verschiedene Kriterien erarbeitet, die der Klonierung von moglichen Kandidaten und
der Identifizierung des wahrscheinlichsten Orthologs dienten. Insgesamt wurden drei
Gene der Sp1-Genfamilie kloniert und charakterisiert, von denen zwei, Sp5 und Sp6, als
Paraloge zu buttonhead (btd) eingestuft wurden. Das dritte Gen, Knopfkopf (Knk)
wurde auf Grund von Sequenz-Ahnlichkeiten und des Expressionsprofils als
wahrscheinliches Ortholog zu btd eingestuft.

Die Arbeiten haben dazu gefiihrt, dass ein umfangreicher Stammbaum der Spl-
Genfamilie erstellt werden konnte, der zahlreiche Unterfamilien enthilt. Die neu
identifizierten Gene Sp5 und Sp6 bilden hierbei eine eigene Gruppe. Zumindest Sp5
weist ein komplexes und sehr spezifisches Expressionmuster auf, das zusammen mit
den vorlaufigen Daten von Sp6 darauf hindeutet, dass diese Gene eine wichtige Rolle
bei der Embryogenese spielen. Es wurden keine funktio-nellen Daten zur Funktion der
beiden Gene erhoben.

Eine weitere Untergruppe der Sp1-Genfamilie umfasst die beiden Drosophila-Gene D-
Sp! und btd sowie das Maus-Gen Knk. Knk weist dhnlich wie Sp5 ein komplexes und
sehr spezifisches Expressionprofil auf. Das Gen ist wihrend der Gastrulation und der
Organogense aktiv. Wihrend der Gastrulation konnte mit Hilfe von in situ-
Hybridisierungen gezeigt werden, dass es im Neuroektoderm exprimiert wird sowie in
der Schwanzknospe (sekundire Gastrulation). Wahrend der Organogense ist es im ZNS
(Telencephalon,  Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze  und  Riickenmark) und den
Extremititenanlagen aktiv.

Als funktionelle Untersuchung wurde fiir das Knk-Gen eine vollstindige Inaktivierung
mittels homologer Rekombination (“Knock Out”) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass die Anlagen der betreffenden Strukturen gebildet werden. Eine
molekulargenetische Analyse zeigte weiterhin, dass die frithen Musterbildungsprozesse
und Regionalisierungen durchlaufen wurden, obwohl die morphologisch-strukturellen
Eigenschaften, insbesondere beim Vorderhirn, stark veréndert waren.

Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass die fehlende Knk-Aktivitit ein
weiteres Wachstum und die Umsetzung der frithen Musterbildung verhindert. Worauf
dieser Effekt beruht, ist nicht bekannt; ein mdglicher Ansatzpunkt wéren jedoch
Vergleiche mit anderen Mitgliedern der Spl-Familien, die z.B. die Methylierung der
DNA oder die Acetylierung von Histonen beeinflussen.

Abschliefend wurden mdgliche Zusammenhinge mit Erkrankungen des Menschen
erarbeitet. Die gewonnenen Daten deuten auf eine Rolle von Knk bei der
Krebsentstehung und dem Roberts Syndrom hin. Zusétzlich wurden in der Diskussion
zahlreiche weiterfiihrende Experimente dargestellt, die die bisherigen Ergebnisse
ergianzen und fortfithren kdnnten..



Summary

The goal of this doctoral thesis was to identify and characterize orthologous genes of
the Drosophila melanogaster buttonhead gene (btd) in the mouse.

Based on the Drosophila btd-data several criteria were defined in order to facilitate the
cloning of possible candidate mouse genes and the identification of the most likely btd
orthologoue. Altogether three mouse genes, which show all relevant features of the Sp/
gene family, were cloned and characterized. Two of these genes, Sp5 and Sp6, were
classified as paralogous genes of btd. The third gene, Knopfkopf (Knk), was based on its
sequence similarity and expression profile classified as a most likely orthologous gene
of btd in the mouse or vertebrates in general.

Within this doctoral thesis a detailed evolutionary tree of the Sp/ gene family was
reconstructed, containing several subfamilies.

The newly identified genes Sp5 and Sp6 are forming one distinct subfamily within this
tree. At least SpJ is expressed in a complex and specific manner during embryogenesis
of the mouse. Together with preliminary data on Sp6 it can be concluded that these
genes play an important role during embryogenesis. For Sp5 and Sp6 no functional data
were ascertained.

A further subfamily within this tree contains the genes D-Sp/ and btd from Drosophila
and Knk from the mouse. Similar to Sp5, Knk shows a very specific expression profile
during the embryogenesis of the mouse. The first phase of activity starts during
gastrulation where it is expressed in the neuroectoderm and later on in the tail bud
(secondary gastrulation). The second phase of activity starts during organogenesis with
a specific expression in the central nervous system (telencephalon, midbrain-hindbrain-
boundary and spinal cord) and in the anlagen of the limbs.

In order to study the function of Knk a complete inactivation of the gene via
homologous recombination (knock out) was performed. In homozygous Knk-knock out
embryos the anlagen of all structures that do express Knk under normal conditions are
formed normally. A detailed analysis of molecular markers showed that the early
processes of patterning and regionalization are normal, even though the morphological
features of the anlagen were severely affected, especially in the telencephalon.

Based on these results it was concluded that Knk does not influence the early molecular
patterning events but the interpretation of these patterning signals by the cells in the
affected tissue, thereby preventing further outgrowth and differentiation.

The molecular cause of the findings and the function of the KNK-protein itself is not
known. A possible starting point for further experiments would be the effect of other
proteins of the Spl family on the methylation of the DNA or the acetylation of histones,
thereby influencing the state of the chromatin.

Finally a possible link between the Knk-gene and human diseases and syndromes was
established. The available data point to a possible role of Knk during the development of
cancer and the so called Roberts syndrome.
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