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1. Einleitung 

 

1.1 Drosophila melanogaster - ein Modellorganismus der Genetik und Neuro- 

      biologie 

Seit fast einem Jahrhundert ist die Fruchtfliege Drosophila als Modellsystem in der 

Biologie etabliert. Mit ihr können seither die unterschiedlichsten Fragestellungen be-

leuchtet und auch beantwortet werden. 

Wurden in den ersten Arbeiten mit Drosophila vor allem genetische Aspekte unter-

sucht, hat sich das Spektrum der Fragen mit Drosophila seither dramatisch erweitert. 

Hierzu gehören unter anderem Untersuchungen von: 

- Entwicklung und Differenzierung: - vollständiger Organismen (z. B. Nüsslein- 

      Volhard, 1991)  

  - einzelner Organe, wie z. B. Nervensystem und  

  Gehirn (Sentry et al., 1994; Hummel et al., 

  1997; Reichert und Boyan, 1997) 

 - molekularer Systeme, wie z. B. die Synapse  

      (Featherstone und Broadie, 2000) 

- Gedächtnis und Lernen (Wolf et al., 1998; Dill et al., 1995; Zars et al., 2000; Putz 

          und Heisenberg, 2002) 

- synaptischer Funktion und Plastizität (Jan und Jan, 1976; Schuster et al., 1996 a,  

b; Koh et al., 2000; Yoshihara et al., 2002) 

- Krankheiten, wie z. B. cystischer Fibrose (Zhang et al., 2002; Mochowski, 2002)

            und neurodegenerativer Erkrankungen, wie z. B. der 

         Huntingtonschen Krankheit (Sipione und Cattaneo, 2001;  

         Review von Muchowski, 2002). 

 

Um die Komplexität dieser sehr verschiedenen und doch zusammenhängenden 

Themengebiete aufklären zu können, ist es unerlässlich, auf molekularer Ebene ein-

zelne Faktoren zu beleuchten. Die Funktionsanalyse einzelner Gene erfolgt dazu be-

vorzugt durch selektives Ausschalten und anschließende Analyse von Veränderun-

gen in Morphologie, Verhalten und Funktion. Hierbei kann Drosophila als Modellor-

ganismus eine Vielzahl an Vorteilen in sich vereinen: 
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• eine kostengünstige, sowie Zeit- und Platz sparende Zucht mit kurzen Genera-

tionszyklen und großen Nachkommenzahlen. 

• ein relativ überschaubares, einfach strukturiertes Nervensystem mit einem 

Gehirn aus ca. 200.000 Nervenzellen (Doe und Technau, 1993). Die Struktu-

ren sind weitestgehend aufgeklärt, charakterisiert und teilweise für einzelne 

Neurone und deren Verbindungen beschrieben (Lnenicka et al. 2000; Hoang 

und Chiba, 2001). Dabei wurden beginnend mit der neuronalen Struktur des 

Embryos über die verschiedenen Larvalstadien bis hin zum adulten Tier alle 

Entwicklungsstufen einbezogen. 

• Mit Blick auf ihr komplexes Verhaltensrepertoire stellt Drosophila gegenwärtig 

den Organismus mit den besten Möglichkeiten der Manipulierbarkeit dar. 

Neue Techniken zum gezielten Ausschalten von Genen (P-Element-

Mutagenese, RNAi, gene-targeted homologe Rekombination), das vollständig 

sequenzierte und öffentlich zugängliche Drosophila-Genom, umfangreiche Da-

tenbanken (Flybrain, Flybase, usw.), sowie interdisziplinäre molekularbiologi-

sche, elektrophysiologische, immunhistochemische und mikroskopische 

Techniken erleichtern und verkürzen hierbei den Forschungsaufwand, um 

neue Erkenntnisse zu gewinnen. 

• Trotz der relativen Einfachheit des Organismus Drosophila lassen sich ge-

wonnene Forschungsergebnisse häufig auf Vertebraten übertragen und besit-

zen somit auch für die Humanmedizin eine erhebliche Relevanz. Essentielle 

Proteine, die eine grundlegende Funktion innerhalb eines Organismus aus-

üben, sind im Lauf der Evolution teilweise konserviert worden. Somit gibt es 

bei höheren Spezies, insbesondere beim Menschen, eine Vielzahl von Protei-

nen, deren Struktur und/oder Funktion homolog zu denen in Drosophila ist. 

Beispiele hierfür sind neuronal exprimierte Proteine, die als Homologe sowohl 

in Drosophila als auch im Menschen vorkommen (z. B. Südhof et al., 1989; 

Pflugfelder et al., 1992; Reifegerste et al., 1993; Coppola und Gundersen, 

1996; Klagges et al., 1996; Kao et al.; 1999). Die Übertragbarkeit der For-

schungsergebnisse von Drosophila auf den Menschen steht bei aller Vorsicht 

außer Frage. Da aber die Forschung an höheren Vertebraten, und speziell am 

Menschen ethisch und auch praktisch höchst fragwürdig ist, ist der Modellor-

ganismus Drosophila für eine effiziente Forschung unerlässlich. 

 



1. Einleitung  Seite - 3 - 

1.2 Die neuromuskuläre Synapse von Drosophila 

In der Neurobiologie gibt es auch im 21. Jahrhundert noch viele offene Fragen: Wie 

differenzieren sich Zellen in verschiedenen Gewebskontexten? Wie finden Neurone 

ihr Ziel? Wie wird die Ausbildung von Synapsen gesteuert und wer dirigiert das Or-

chester der zahlreichen synaptischen Proteine? Unterliegen Synapsen einem Wan-

del und wenn ja, wodurch wird Plastizität reguliert und kontrolliert? 

Um solche Fragen zu beantworten, bedarf es eines Systems, das alle bekannten E-

lemente einer Modell-Synapse enthält, gut kontrollier- und manipulierbar ist. 

Die neuromuskuläre Synapse dritter Larven von Drosophila erfüllt diese Bedingungen 

nahezu in idealer Weise, da in diesem System eine Arbeit auf Einzel-Zell-Niveau 

möglich ist. Viele der synaptischen Proteine, die an der Transmitterfreisetzung betei-

ligt sind, kommen in den synaptischen Endigungen von Motoneuronen dritter Larven, 

in Gehirnen adulter Fliegen und als Homologe auch in Vertebraten-Synapsen vor 

(Broadie, 1994; Keshishian et al., 1996; Broadie, 1998; Koh et al., 2000). Beispiele 

hierfür sind Discs-large (DLG), die Drosophila Membran-Assoziierte Guanylat Kinase 

(MAGUK), welche homolog zur Familie der PSD-95/SAP90-Proteine ist (Lahey et al., 

1994; Budnik et al., 1996; Guan et al., 1996; Tejedor et al., 1997; Thomas et al., 

1997) und Fasciclin II (FasII), das strukturelle Homologie zu neuronalen Zell-

Adhäsions-Molekülen (NCAMs) besitzt (Schuster et al., 1996b; Thomas et al., 1997; 

Zito et al., 1997). Des Weiteren können die Drosophila Ca2+/Calmodulin abhängige 

Kinase II (CaMKII) (Griffith et al., 1993; Koh et al., 1999) sowie die Drosophila cAMP 

abhängige Protein Kinase (PKA) (Review Davis et al., 1998) genannt werden (Koh et 

al., 2000) 

 

 

Die Anatomie wandernder, später dritter Larven von Drosophila ist relativ übersicht-

lich. Die Larve lässt sich in 6 Kopf-, zehn Abdominal- und drei Thorakalsegmente 

gliedern (Ashburner, 1989; Cohen und Jürgens, 1991). Die Körperwandmuskulatur 

wird aus ca. 400 Muskeln gebildet (Jan und Jan, 1976). In jedem abdominalen Hemi-

segment von A2-A7 können die 30 Muskeln anhand ihrer Position, Größe und Orien-

tierung leicht erkannt werden (s. Abb. 1.1). Lediglich in A1 und den hinteren Abdomi-

nalsegmenten unterscheiden sich die Muster (Sink und Whitington, 1991; Keshishian 

et al., 1994; Gramates and Budnik, 1999; Featherstone und Broadie, 2000). 
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Zur Verdeutlichung sind in Abb. 1.2 die einzelnen Schichten der Körperwandmusku-

latur getrennt voneinander abgebildet. Die einer Schicht zugehörigen Muskeln sind 

dabei schwarz ausgefüllt dargestellt, Muskeln des als „1“ bezeichneten Hemisegmen-

tes befinden sich dabei im Körperinnern, Muskeln des Halbsegments „3“ direkt unter 

der Cuticula. 

 

Die 30 Muskeln werden durch ein ebenso stereotypes, sich in jedem Halbsegment 

wiederholendes Set von ca. 34 Motoneuronen innerviert. Die das Ventralganglion 

verlassenden Axone sind in einem großen Nerv zusammengefasst, der in die sechs 

Nervenstränge SNa (segmental nerve branch a), SNb (auch bekannt als ISNb), SNc, 

SNd, ISN (intersegmental nerve branch) und TN (transverse nerve) gegliedert wer-

den kann (Van Vactor et al.,1993; Hoang und Chiba,, 2001) (s. Abb. 1.1). Durch 

Backfill-Experimente konnten in der Vergangenheit annähernd alle Motoneurone, de-

ren Position im CNS, sowie deren Innervierungs- und Verzweigungsmuster beschrie-

ben werden. (Sink und Whitington, 1991; Bate, 1993; Keshishian et al. 1994, 1996; 

Featherstone und Broadie, 2000; Hoang und Chiba, 2001). Die axonalen Endigun-

gen der Motoneurone verzweigen sich auf dem bzw. den Zielmuskeln, die im Gegen-

A 1 

A 2 

 

A 4 

A 5 

A 6 

A 7 

CNS 

Abbildung 1.1: Segmentale larvale 
Organisation. Pfeilspitzen markie-
ren die Längsmuskeln 7, 6, 13, 12. 
Modifiziert nach Budnik et al., 1990 

anterior 

dorsal ventral 

posterior 

„1“ 

Abb. 1.2:  Muskelanordnung in drei verschiedenen Segmen-
ten und Schichten; modifiziert nach Abmayr et al., 1995 

 

 

„2“ 
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satz zur Vertebratenmuskulatur jeweils aus einer einzigen polyenergiden Muskelzelle 

bestehen. Dabei formen die Neuriten auf den Muskeloberflächen sog. Varikositäten 

oder Boutons. Hierbei handelt es sich um rundliche Verdickungen, die eingebettet in 

die Muskeloberfläche mit einem mehr oder weniger ausgeprägten subsynaptischen 

Retikulum (SSR) den Ort der synaptischen Übertragung darstellen. Das SSR wird 

dabei von der umgebenden Muskelmembran ausgebildet (Atwood et al., 1993; Jia et 

al., 1993) und trägt die Rezeptorcluster. Die Varikositäten werden anhand ihrer Grö-

ße, Form und Ausprägung des SSR, sowie ihres Inhaltes in drei Hauptgruppen ge-

gliedert: 

 

- Typ I boutons: Typ Ib: Große (3-6µm Durchmesser) runde Boutons mit einem 

 ausgeprägten SSR. Axonale Endigungen, die diesen Bou-

 ton-Typ formen, sind eher kurz und wenig verzweigt. Sie 

 kommen auf allen Muskeln vor. 

 

 

 Typ Is: Kleinere (2-4µm) runde Boutons mit einem kleineren SSR.

 Axonale Endigungen, die diesen Bouton-Typ formen, sind 

 meist etwas länger und verzweigen auch stärker als bei

  Typ Ib. Auch sie sind auf allen Muskeln lokalisiert. Beide 

 Bouton-Typen verwenden als Neurotransmitter Glutamat. 

 (Johansen et al., 1989a; Nishikawa und Kidokoro, 1995;

 Guan  et al., 1996; DiAntonio et al., 1999). 

 

- Typ II boutons: Sie sind von allen Typen die kleinsten (1-2µm). Ihre axonalen En-

digungen sind am längsten und weisen den stärksten Verzwei-

gungsgrad auf. Sie kommen auf den meisten Muskeln vor (Johan-

sen et al., 1989a; Monastirioti et al., 1995; Petersen et al., 1997). 

 

 

- Typ III boutons: Sie besitzen eine mittlere Größe von ca. 2-3µm und eine ovale 

Form. Die axonalen Endigungen weisen eine mittlere Länge, so-

wie einen mittleren Verzweigungsgrad auf. Boutons vom Typ III 

sind nur auf dem ventralen Longitudinalmuskel 12 lokalisiert und 

aus: Jia et al., 1993 

aus: Jia et al., 1993 

aus: Jia et al., 1993 
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verwenden zusätzlich zu Glutamat Insulin als Cotransmitter (Gorc-

zyca et al., 1993). Die aktive Zone weicht in ihrer Ultrastruktur von 

TypI-Boutons ab, da hier statt der in TypI-Boutons vorkommenden 

T-Bars lediglich unspezialisierte Verdickungen zu erkennen sind 

(Jia et al., 1993). 

 

Alle 30 Muskeln werden durch einzelne glutamaterge Motoneurone innerviert, bei ei-

nigen wenigen ist jedoch auch Polyinnervierung zu beobachten. Untergruppen von 

Muskeln werden von Motoneuronen innerviert, die zusätzlich Octopamin (Halpern et 

al., 1988; Monastirioti et al., 1995), Proctolin (Anderson et al., 1988), PACAP (Feany 

und Quinn, 1995; Zhong und Pena, 1995; Zhong, 1995), Leucokinin I (Cantera und 

Nässel, 1992), Insulin (Gorczyca et al., 1993) als Cotransmitter oder Neuromodulato-

ren enthalten (Atwood et al., 1993; Keshishian et al., 1996; Budnik, 1996). Wie be-

reits erwähnt, besteht bei Drosophila im Gegensatz zur Vertebratenmuskulatur der 

Muskel aus einer einzelnen polyenergiden Muskelzelle. Während die axonale Reizlei-

tung nach der Alles-oder-Nichts-Regel erfolgt, hat diese Regel im Gegensatz zur Ver-

tebratenmuskulatur im Muskel keine Gültigkeit. Aktionspotentiale werden hier gradu-

iert weitergeleitet. Während die Kontraktionsintensität bei Vertebraten vorwiegend 

über die Aktionspotential-Frequenz gesteuert wird, geschieht dies bei Drosophila ü-

ber die ausgeschüttete Transmittermenge. 

 

In den letzten Jahren konzentrierten sich die Arbeiten an der neuromuskulären Sy-

napse von Drosophila vor allem auf die ventralen Longitudinalmuskeln 13/12 und 7/6, 

im besonderen aber auf die Muskeln 7 und 6, da sie leicht zugänglich sind. Beide 

Muskeln verlaufen ventral durch alle Halbsegmente der Länge nach durch die Larve, 

wobei sie durch die Segmentgrenzen voneinander elektrisch abgekoppelt werden 

(Jan und Jan, 1976). Sie werden ausschließlich durch glutamaterge Typ I - Boutons 

innerviert. Abb. 1.3 zeigt die Kamera-Lucida-Zeichnung der Innervierungsmusters der 

Muskeln 6, 7, 12 und 13. Das Innervierungsmuster variiert dabei innerhalb der Seg-

mente hinsichtlich der Anzahl der Verzweigungen, sowie der Zahl der Boutons, die 

bei den posterioren Segmenten abnehmen (s. Abb. 1.4). 
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Muskel 6 wird durch zwei Motoneurone innerviert (Jan und Jan, 1976a; Atwood et al., 

1993). Diese besitzen unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften, insbe-

sondere unterschiedliche Schwellenwerte und kinetische Eigenschaften (Jan und 

Jan, 1976a; Kurdyak et al., 1994; Lnenicka und Keshishian, 2000). Aufgrund physio-

logischer Eigenschaften werden sie von Lnenicka et al. (2000) als Axon 1 und 2 be-

zeichnet, während sie aufgrund unterschiedlicher morphologischer Strukturen von 

Hoang et al. (2001) als Motoneurone MN6/7-Ib und MNSNb/d-Is bezeichnet werden. 

 

Die Untersuchungen der neuromuskulären Synapsen reichen weit in die Vergangen-

heit. Bereits im 18. Jahrhundert war bekannt, dass neuromuskuläre Systeme von In-

sekten als Modellsystem dienen können. Mitte der 70er-Jahre stellten Jan und Jan 

(1976) zum ersten Mal die larvale neuromuskuläre Synapse von Drosophila melano-

gaster als Modellsystem vor. Bereits in dieser Zeit wurde die Bedeutung der Einfach-

heit der larvalen neuromuskulären Synapse in einem multizellulären Organismus er-

kannt. Aber erst Ende der 80er Jahre konnte die eigentliche Bedeutung der larvalen 

neuromuskulären Synapse vollends erschlossen werden. Neue technische Geräte in 

7 
6 

13 
12 

7 
6 

12 
13 

Abbildung 1.4: Innervierungsmuster der Mus-
keln 7, 6, 13, 12 (von links nach rechts) in 
den Hemisegmenten A2 und A6 (aus: Budnik 
et al., 1990) 

A2 A6 

7 6 

12 

Abb.1.3: abgeändert; aus: Bud-
nik et al., 1990 

13 12 

7 6 13 



1. Einleitung  Seite - 8 - 

Kombination mit neuen elektrophysiologischen, immunhistochemischen mikroskopi-

schen Methoden erweiterten das Spektrum erheblich. In den frühen 90er Jahren 

wurde dann die larvale neuromuskuläre Synapse endgültig zum Modellsystem, als 

durch neue Möglichkeiten der gentechnischen Manipulation viele Fragen der Ent-

wicklung, Steuerung neuronaler Netzwerke und synaptischer Prozesse untersucht, 

sowie die dafür verantwortlichen Gene identifiziert werden konnten. 

Als Beispiele hierfür seien nur einige exemplarisch genannt: 

 

- Das prä- und postynaptisch lokalisierte Zelladhäsionsmolekül Fasciclin II (Fas II) 

spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung, dem Wachstum und der Stabilität, sowie 

der strukturellen Plastizität von glutamatergen neuromuskulären Synapsen in Dro-

sophila (Schuster et al., 1996 a, b). 

 

- Das im Nucleus lokalisierte Protein Latheo, das für ein ORC (origin of replication 

complex)-Protein kodiert, ist an den synaptischen Endigungen von Motoneuronen 

dritter Larven konzentriert und hat eine wichtige Funktion in der Entwicklung von neu-

romuskulären Synapsen sowie deren Plastizität (Rohrbough et al., 1999; Feathersto-

ne und Broadie, 2000). 

 

- Das transmembrane, in einem kleinen Subset von Motoneuronen und Muskeln drit-

ter Larven exprimierte Drosophila Protein Capricious (CAPS) spielt eine Rolle in neu-

ronalem Pathfinding (Taniguchi et a.., 2000). 

 

- Die Gene dunce (dnc) und rutabaga (rut), die in Experimenten zur Isolierung von 

Lern- und Gedächtnismutanten gefunden wurden, beeinflussen über die Regulation 

der Konzentration von cAMP die Ultrastruktur der Synapse (Shayan und Atwood, 

2000). 

 

- Glutamat, welches nicht vesikulär ausgeschüttet wird, reguliert in der Entwicklung 

der neuromuskulären Synapse das postynaptische Rezeptor-Feld-Clustering 

(Featherstone et. al., 2002). 

 

- Das zum Vertebraten-Protooncogen Wingless (Wnt) homologe Drosophila-

Morphogen Wingless (Wg) stellt ein wichtiges Signal für die prä- und postsynaptische 
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Differenzierung der larvalen neuromuskulären Synapse von Drosophila dar (Packard 

et al., 2002). 

 

- Durch Analyse verschiedener Mutanten, die für spezifische Domänen defizient wa-

ren, konnte gezeigt werden, dass Synaptotagmin I in Drosophila als Calcium-Sensor 

die Transmitterausschüttung synchronisiert (Yoshihara und Littleton, 2002). 

 

 

1.3 Das Cystein-String-Protein (CSP) in Drosophila melanogaster 

Das Cystein-String-Protein wurde mithilfe des monoklonalen Antikörpers MAK 

DCSP-1 als synaptisches Protein identifiziert. Die Klonierung des Gens erfolgte nach 

der Methode „Vom Antikörper zum Gen“ in Würzburg (Young und Davis, 1983 a/b; 

Zipursky et al., 1984; Zinsmaier et al., 1990). Die Analyse von cDNAs zeigte, dass 

durch alternatives Spleißen mindestens 3 mRNA-Varianten erzeugt werden. Auf 

Western-Blots werden vom MAK DCSP-1 vier Isoformen der Größe 32, 33, 34 und 

36 kD detektiert (s. Abb. 1.5). 

 

Cysteine string

34 kD

Cystein string

36 kD

32 kD
1 Kb

33 kD

 
 

 

Immunhistochemische Färbungen an adulten Drosophila-Kopfgefrierschnitten mit 

dem monoklonalen Antikörper DCSP-1 (MAK ab49/92) zeigen eine Färbung des ge-

samten Neuropils (s. Abb. 1.6), sowie der synaptischen Endigungen der Motoneuro-

ne. Zusätzlich wird CSP in allen sekretorischen Organellen, sowie in geringen Kon-

zentrationen in der Muskulatur exprimiert (Buchner und Gundersen, 1997; Chamber-

lain und Burgoyne, 2000; Zinsmaier und Bronk, 2001). Während im Nervensystem al-

Abbildung 1.5: Genomische Organisation von csp mit Western Blot aller vier Isoformen 
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le vier Isoformen exprimiert werden, lässt sich in allen anderen untersuchten Gewe-

ben nur die größte Isoform (36 kD) nachweisen (Eberle et al., 1998). 

 

 

 

 

 

CSP weist mehrere charakteristische Strukturen auf, die in folgender, nicht maß-

stabsgerechter Skizze gezeigt und erläutert werden: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- N-terminale Phosphorylierungsstelle: Es konnte gezeigt werden, dass Vertebraten-

CSP an Ser10 durch die cAMP-abhängige Protein-Kinase A (PKA) phosphoryliert 

wird. Hierdurch werden Interaktionen mit den synaptischen Proteinen Syntaxin und 

Synaptotagmin I reduziert. Möglicherweise werden durch die Phosphorylierung exo-

cytotische Prozesse moduliert (Evans et al., 2001, 2002). 

Abbildung 1.6: Immunhistochemische DAB-Färbung mit 
MAK ab49 (1:50) eines Kopf-Kryostatschnittes von w1118. 
Gut erkennbar ist die Färbung des Neuropils von Zentralge-
hirn und optischen Loben. 

DnaJ-Domäne N 

...VVICCAVITGCCCCCCCCCCCNFCCGKF... 

PKA-Phosphory- 
lierungsstelle 

C 

Cystein String 

Linker-Domäne 
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- N-terminale J-Domäne: Sie zeigt 50% Homologie zum bakteriellen Chaperone-

Protein DnaJ. Innerhalb der Domäne scheint das hoch konservierte HPD-Motiv für 

eine Interaktion mit Chaperonen der Familie Hsp70 verantwortlich zu sein (Zhang et 

al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass in Vertebraten CSPs an HSC70 binden 

und dessen ATPase-Aktivität positiv stimulieren können (Baun et al., 1996; Chamber-

lain und Burgoyne, 1997; Stahl et al., 1999). In Drosophila interagieren csp und 

hsc70-4 auf genetischer Ebene (Bronk et al., 2001). Als dritte Komponente in diesem 

Chaperone-Komplex wurde in einem Yeast-Two-Hybrid-Screen das „Small glutami-

ne-rich tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein“ SGT gefunden. TPR-

enthaltende Proteine wie SGT wurden ursprünglich wegen ihrer Interaktionen mit 

Hüllproteinen von Viren, wie z. B. HIV-I gefunden (Callahan et al., 1998). Die Zielpro-

teine dieses trimeren Protein-Komplexes sind bisher unbekannt. Nach Tobaben et 

al., 2001, könnte CSP über die J-Domäne Hsc70 rekrutieren und mit der C-

terminalen Domäne an SGT binden. Wechselwirkungen zwischen Hsc70 und SGT 

könnten anschließend diesen Komplex stabilisieren. Die Interaktionen von CSP und 

SGT innerhalb des Komplexes wirken superadditiv auf die ATPase-Aktivität. Sowohl 

in Vertebraten als auch in Invertebraten konnten Interaktionen gezeigt werden, die 

mögliche Zielproteine dieses Komplexes identifizieren könnten. In Vertebraten inter-

agiert CSP sowohl mit der a1A-Untereinheit von spannungsabhängigen Ca2+-

Kanälen, als auch mit verschiedenen Untereinheiten von G-Proteinen, wie z. B. der 

Gα- oder der Gβγ- Untereinheit, die diese Kanäle ihrerseits modulieren (Leveque et 

al., 1998; Seagar et al., 1999; Magga et al., 2000, Miller et al., 2003). Leveque et al. 

(1998) zeigten ebenfalls eine Interaktion mit dem SNARE-Protein Synaptobre-

vin/VAMP auf. Für Drosophila konnte gezeigt werden, dass CSP mit Syntaxin, einem 

weiteren Protein des SNARE-Komplexes interagiert (Nie et al., 1999; Evans et al., 

2001).. Außerdem wurde eine Interaktion mit Synaptogamin beschrieben (Evans et 

al., 2002). 

Die Bedeutung von Chaperone-Komplexen wurde in der Literatur der letzten Jahre 

hervorgehoben und auch für CSP beschrieben (z. B. Chamberlain und Burgoyne, 

2000; Zinsmaier und Bronk, 2001). Im Zusammenhang mit den in der letzten Zeit 

stark ins Blickfeld gerückten neurodegenerativen Erkrankungen wird ebenfalls eine 

Rolle der molekularen Chaperone-Komplexen diskutiert (Review von Muchowski, 

2002). 
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- Linker-Domäne: Die Funktion der hoch konservierten Linker-Domäne, welche die J-

Domäne und die namensgebende Cystein-String-Domäne verbindet, ist nahezu un-

bekannt. Untersuchungen an Insulin-ausschüttenden ß-Zellen aus Vertebraten-

Pankreas zeigten, dass eine Punktmutation in der Linker-Domäne der Vertebraten-

Isoform CSP2 einen Einfluss auf die Exocytose, nicht aber auf die Interaktion mit 

Hsc70 ausübt. (Zhang et al., 1999). Neuere Arbeiten zeigen, dass die Linker-

Domäne in Drosophila einen milden Einfluss auf die Exocytose hat, für die Lebensfä-

higkeit und Fitness der Tiere jedoch von entscheidender Bedeutung ist (pers. Mittei-

lung Bronk, P.). 

 

- Cystein-String: Die Funktion des Cystein-Strings wurde in der Vergangenheit kon-

trovers diskutiert. Bei dem Motiv handelt es sich um eine Kette von elf Cysteinen, die 

beidseitig durch ein Paar von Cysteinen flankiert wird. 

 

...VVICCAVITGCCCCCCCCCCCNFCCGKF... 
 

Die teilweise, posttranslationale Palmitoylierung der Cysteine deutete auf eine Funk-

tion als Membran-Anker hin, da CSPs vesikelassoziiert sind (Gundersen et al., 1994). 

Depalmitoylierungsexperimente zeigten jedoch, dass hierdurch CSP nicht von der 

Vesikelmembran entfernt wird (van der Goor und Kelly, 1996; Chamberlain und Bur-

goyne, 1998). Dies bedeutet, dass die hydrophoben Aminosäuren, die mit dem 

Cystein-String assoziiert sind, ausreichend sind, um das Protein an die Vesikel-

membran zu heften. Zusätzlich wurde gezeigt, wie ursprünglich bei Gundersen et al. 

(1994) für das Torpedo-Homolog beschrieben, dass es sich bei CSP um ein integra-

les Protein handelt (Mastrogiacomo et al., 1998). In Experimenten mit PC12- oder 

HeLa-Zellen wurde gezeigt, dass der Cystein-String für den zielgerichteten Transport 

an die Vesikelmembran notwendig ist (Chamberlain und Burgoyne, 1998). 

 

Die Funktion des mehr variablen C-Terminus ist bisher unbekannt. Experimente mit 

der Vertebraten-Isoform CSP2 in Insulin-produzierenden Zellen deuten jedoch darauf 

hin, dass der C-terminale Bereich für die Interaktion mit Hsc70 (Zhang et al, 1999) 

von Bedeutung sein könnte. Außerdem könnte über die C-terminale Domäne eine In-

teraktion mit SGT zum trimeren Chaperone-Komplex führen (Tobaben et al., 2001). 

Neuere Ergebnisse deuten außerdem auf eine Interaktion der C-terminalen Domäne 
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mit den Untereinheiten Gβγ hin, die entweder frei oder im Komplex mit Gα vorliegen 

können und dadurch N-Typ-Ca-Kanäle regulieren (Miller et al., 2003). 

Ob und wie stark dabei die Selbst-Oligomerisationseigenschaft von CSP eine Rolle 

spielt, ist bisher völlig ungeklärt (Swayne et al., 2003). 

 

Bereits in früheren Untersuchungen wurde der Phänotyp von csp-Nullmutanten be-

schrieben: Nullmutanten für csp zeigen eine verzögerte Entwicklung, eine extrem 

verkürzte Lebensdauer und sind bei 25°C semiletal (4% Escaper) (Zinsmaier et al., 

1994; Eberle 1995) (s. Abb. 1.7).  

 

 

 

Bei 29°C sterben csp-Nullmutanten bereits im Embryonalstadium. Adulte Fliegen pa-

ralysieren reversibel bei 29°C innerhalb kürzester Zeit und sterben, wenn sie bei Ein-

tritt der Paralyse nicht zurück auf 18°C gebracht werden (Zinsmaier et al., 1994; Um-

bach et al., 1994;). Die temperatursensitive Paralyse von adulten csp-Nullmutanten 

ist auf eine präsynaptische Blockade der Transmitterausschüttung zurückzuführen 

und wurde in früheren Versuchen durch Elektroretinogramme an adulten Fliegen 

(Zinsmaier et al., 1994), sowie am larvalen Nerv-Muskel-Präparat von Drosophila ge-

Abbildung 1.7: Die Nullmutante CspU1w lebt bei 18°C ca. 14 Tage (Mittelwert), der Wildtyp w1118 ca. 
80 Tage (Mittelwert), abgeändert, aus: Schriftliche Hausarbeit, Leibold, 1997. 
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zeigt (Umbach et al., 1994; Umbach and Gundersen, 1997; Ranjan et al., 1998). Bei 

permissiver Temperatur von 22°C zeigen csp-Nullmutanten reduzierte excitatory 

junction potential (EJP)-Amplituden, die bei Erhöhung der Temperatur auf 30°C nach 

etwa 15 Minuten ausbleiben. Dieser Effekt ist bei Absenkung der Temperatur auf 

22°C reversibel (s. Abb. 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der Literatur wurden die Funktionen von CSP an der Synapse teils kontrovers dis-

kutiert. Unstrittig scheint die Theorie zu sein, dass CSP Teil eines Chaperone-

Komplexes ist. Solche Komplexe können an der Faltung naszierender Proteine, dem 

Schutz und der Renaturierung denaturierter Proteine, dem Membrantransport von 

Proteinen sowie beim Auf- und Abbau von Proteinkomplexen beteiligt sein. Es wurde 

gezeigt, dass CSP für die Calcium-gekoppelte Transmitteraussschüttung, nicht aber 

für das Vesikel-Recycling benötigt wird (Ranjan et al., 1998). Allerdings wurde eben-

so gezeigt, daß CSP mit Hsc70 interagiert (Baun et al., 1996; Chamberlain und Bu-

royne, 1997; Stahl et al., 1999). Auch Auxilin, ein an der Synapse angereichertes 

DnaJ-Protein, interagiert mit Hsc70. Dabei wird beim Vesikel-Recycling ATP-

abhängig die Clathrin-Hülle der endocytierten Vesikel entfernt (Ungewickell et al., 

1995). Somit erschien ursprünglich eine Funktion von CSP beim Vesikel-Recycling 

nicht als völlig unmöglich. 

 

22°
C 

32°
C 

WT Csp 

10mV 

20msec 

 22°
C 

Abbildung 1.8: EJPs der Linien WT und csp-Mutante CspΧ1. Die kurzen 
Spitzen vor den Aktionspotentialen stellen Stiumulus-Artefakte dar. In 
der Linie CspΧ1 bleiben bei 32°C die Antworten im Muskel aus. (Um-
bach, J. A. et al. 1997, abgeändert). 
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Besonders schwierig zu klären ist die mögliche Ursache des erwähnten larvalen elek-

trophysiologischen Phänotyps. Umbach et al. (1994) beschreiben an der larvalen 

neuromuskulären Synapse einen von der Ca2+-Konzentration unabhängigen elektro-

physiologischen Phänotyp. Umbach und Gundersen (1997) konnten zeigen, dass 

CSP an einem frühen Schritt der Ca2+-abhängigen Transmitterausschüttung beteiligt 

ist. Weiterhin zeigten sie, dass bei csp-Mutanten der Einstrom von Ca2+ in die synap-

tischen Endigungen blockiert ist (Umbach et al., 1998). Auch Chen et al. (2002) 

konnten an Hühnchen-Neuronen zeigen, dass eine Applikation von CSP in Nerven-

endigungen den präsynaptischen Ca2+-Einstrom deutlich erhöht. Diese Befunde wer-

den durch Interaktionsstudien von CSP mit Calcium-Kanälen gestützt (Leveque et al., 

1998; Seagar et al., 1999; Magga et al., 2000). 

 

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Umbach und Gundersen konnten Morales et al. 

(1999) zeigen, dass präsynaptische Ca2+-Ströme in peptidergen Nervenendigungen 

von csp-Nullmutanten wildtypisch sind. 

 

Dawson-Scully et al. (2000) hingegen wiesen nach, dass in csp-Nullmutanten von 

Drosophila präsynaptische Ca2+-Einströme erhöht sind, führten den Block der synap-

tischen Transmission im Gegensatz zu Umbach et al. jedoch auf eine verringerte in-

trazelluläre Calcium-Sensitivität zurück. Diese Ergebnisse werden durch Experimente 

von Bronk et al. (2001) gestützt, die zeigen konnten, dass durch eine Erhöhung der 

extrazellulären Ca2+-Konzentration die Blockade der synaptischen Transmission an 

der larvalen neuromuskulären Synapse aufgehoben werden kann. Die Blockade dis-

kutierten sie im Zusammenhang mit einer reduzierten Ca2+-Sensitivität, die zeitlich 

erst nach Ca2+-Einstrom entsteht. 

 

Graham und Burgoyne (2000) wiederum konnten in Versuchen mit adrenalen Chro-

maffin-Zellen zeigen, dass CSP eine Schlüsselrolle bei Proteininteraktionen kurz vor 

oder während des Vesikelfusionsprozesses spielt. 

 

Um die Bedeutung der einzelnen Domänen für die Funktion von CSP weiter aufklä-

ren zu können, wurde von Christine Arnold ein csp-Rescue-Konstukt kloniert, bei 

dem im Verlauf mehrerer Dissertationen und Diplomarbeiten verschiedene Bereiche 

der cDNA1 entweder deletiert oder modifiziert wurden. Diese Konstrukte wurden un-
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ter die Kontrolle des csp-Promotors gebracht und in die Keimbahn von w1118 trans-

formiert. Im csp-Nullmutanten-Hintergrund waren mit diesen sog. „Rescue“-

Konstrukten umfangreiche Untersuchungen hinsichtlich der Funktionalität der mutier-

ten CSPs möglich. 

 

Innerhalb der cDNA wurden folgende Bereiche mutiert: 

 

- Cystein string in: 

• SSP (Serin string Protein): 

 Umwandlung der Cysteine innerhalb des Cystein-string Motivs in biochemisch 

ähnliche Serine, die jedoch nicht palmitoyliert werden können.  

 

…VVICCAVITGSSSSSSSSSSSNFCCGKF… 

 

• CSLP (Cysteine string less Protein): 

Entfernung der elf aufeinander folgenden Cysteine des Cystein-string Motivs. 

 

…VVICCAVITG . . . . . . . . . . . NFCCGKF… 

 

• CLP (Cysteine less Protein): 

Entfernung der elf aufeinanderfolgenden sowie der zwei flankierenden 

Cystein-Paare (durch Umwandlung in Serin). 

 

…VVISSAVITG . . . . . . . . . . . NFSSGKF… 

 

- Linker-Domäne in: 

• L∆8 (Linker domain deletion 8 AA): 

Deletion (∆) von acht Aminosäuren in der Linker Domäne 

 

- C-terminale Domäne in: 

• C∆27 (C-terminal deletion 27 AA): 

Deletion (∆) von 27 Aminosäuren in der C-terminalen Domäne durch ein drei-

faches Stopp-Codon und einen Frame Shift 
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Abbildung 4.13: Die nicht maßstabsgerechte Abbildung zeigt die verschiedenen 
Domänen, sowie eingeführte Deletionen, in CSP. 

Eine Übersicht der eingeführten Mutationen bzw. Deletionen zeigt die folgende, nicht 

maßstabsgerechte Abbildung: 

 

 

 

 

Frühere elektrophysiologische Untersuchungen des larvalen Nerv-Muskel-Präparats 

von csp-Nullmutanten ergaben Hinweise auf eine molekulare Beteiligung von CSP an 

der synaptischen Transmission. Als postsynaptische Potentiale können sog. EJPs 

(excitatory junctional potential) und MEJPs (miniature EJP) gemessen werden. 

Während EJPs die postsynaptische Antwort im Muskel auf ein Aktionspotential des 

Motoneurons darstellen, repräsentieren MEJPs die Muskelantwort auf einzelne spon-

tane Vesikelfreisetzungen. 

Bei Raumtemperatur sind die EJPs von csp-Mutanten nur halb so groß wie die des 

Wildtyps, MEJPs sind bei Wildtyp und Mutante nicht zu unterscheiden. Bei 29°C al-

lerdings lassen sich bei den csp-Mutanten nach präsynaptischer Reizung im Muskel 

keine Potentiale mehr ableiten, während die MEJPs unverändert sind. Dieser Effekt 

ist reversibel, bei Rückgang der Temperatur auf 18°C treten wieder EJPs auf. Durch 

entsprechende Kontroll-Experimente konnte der Defekt der Präsynapse zugeordnet 

werden. 

Die molekulare Ursache der Paralyse könnte somit in einer defekten Kopplung zwi-

schen Depolarisation der präsynaptischen Membran und Transmitterfreisetzung lie-

gen. 

DNAJ-Domäne L 8∆N

...VVI AVITG NF GKF...CC CCCCCCCCCCC CC

C

Linker-Domäne

C 27∆

PKA-Phosphory-
lierungsstelle
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Ziel dieser Arbeit sollte es sein, in vivo elektrophysiologische Analysen an den ver-

schiedenen transgenen csp-Mutanten hinsichtlich ihrer Domänen durchzuführen, um 

so die Bedeutung der einzelnen Domänen für die Funktion von csp aufzuklären. 

 

Hierzu galt es zunächst, den bereits vorhandenen Messstand für Arbeiten mit tempe-

ratursensitiv paralytischen Mutanten (s. Dissertation D. Reisch, 2000, Universität 

Würzburg) weiter zu optimieren, Hard- und Software anzupassen, sowie Standard-

messverfahren zu etablieren, mit denen bei Temperaturerhöhung der Zusammen-

bruch der synaptischen Übertragung in den neuen Mutanten am larvalen Nerv-

Muskel-Präparat vermessen und charakterisiert werden kann. 
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2. Material 

 

2.1 Organismen 

2.1.1 Drosophila-Stämme 

w1118   weißäugiger Wildtyp Canton S (Mutation im white-Gen) 

CspU1   rotäugige csp-Nullmutante im w1118-Hintergrund. Das Csp-Gen ist ersetzt 

durch ein w+-markiertes P-Element (Eberle et al., 1998) 

CspU1w   weißäugige csp-Nullmutante im w1118-Hintergrund, erzeugt aus cspU1 r 

durch Remobilisierung und damit verbundenem Verlust des P-Elements 

(Eberle et al., 1998) 

CspU1 roc   rotäugige, gegen w1118 mehrfach rückgekreuzte csp-Nullmutante CspU1  

(redeye outcrossed) 

 

Transformanten im w1118-Wildtyp- oder cspU1roc-Nullmutantenhintergrund 

+;+;CLP1 cspU1 roc  Cysteine-less CSP 

+;+;CLP2 cspU1 roc  Cysteine-less CSP 

+;+;C?27  C-terminale Deletion der letzten 27 Aminosäuren von CSP 

C?27;+;+  C-terminale Deletion der letzten 27 Aminosäuren von CSP 

+;+;L?8  Deletion von 8 Aminosäuren in der Linker-Domäne von CSP 

L?8;+;+  Deletion von 8 Aminosäuren in der Linker-Domäne von CSP 

SSP5;+;cspU1 roc Serine-string CSP 

SSP8;+;cspU1 roc Serine-string CSP 

scDNA;+;+  Rescue-Konstukt aus kurzer (short) Promotorregion und cDNA-1 

Def. 4504 (Bloomington): AL1-m-Ten Df(3L)  

Def. 4506 (Bloomington): AL29-m-Ten Df(3L)  

 

w;CyO/Sp;?2-3 Sb/TM6 Tb 

w;CyO/Sp;TM2 ?2-3/TM6 Tb Sb 

w;+;TM3 ry Sb Ser/TM6 Tb 

w;+;TM3 Sb/TM6 Tb 

 

Zum Genotyp der in der Jump Out-Mutagenese verwendenten P-Element-

Insertionslinie sind folgende Informationen aus Bloomington erhältlich: 
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Stock Number: 11617, Old P Stock#: P1617 

Genotype: P{ry+t7.2=PZ}Csp03988 ry506/TM3, ryRK Sb1 Ser1 

Chromosome(s): 3, Breakpts/Insertion: 079E01-079E02, Date added: 6/01/93, 

Donor: Berkeley Drosophila Genome Proj., Donor’s source: Allan Spradling, 

Comments: semilethal, B.D.G.P., In-situ-Hybridisierung, Sequenz des Insertionsortes 

bestätigt durch inverse PCR. (s. Anhang, S. XXX) 

 

 

2.1.2 Bakterien 

E. coli DH5a (beschrieben in Sambrook et al., 1989) 

 

 

2.2 Medien und Platten 

Drosophila-Nahrungsbrei: - 212g Maismehl 

    - 40ml Zuckerrübensirup 

    - 40ml Malz 

    - 18,5g Bier-Trockenhefe 

    - 10g Sojamehl 

    - 7g Agar 

    - 1 Teelöffel Methyl-4-Hydroxybenzoat (Nipagin) 

     Angaben bezogen auf 1l Medium 

 

LB/Amp-Medium: - 10g Bactotryptone 

   - 5g Hefeextrakt 

   - 10g NaCl 

   - mit ddH2O auf 1l auffüllen, auf pH 7,5 einstellen, auto- 

     klavieren 

   - Ampicillin (50µg/ml) zusetzen 

 

 

2.3 Enzyme und Chemikalien 

α-32P-dCTP        Amersham 

Acrylamid        AppliChem 
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Agarose        ICN Biomedicals, Inc. 

Ammoniumpersulfat      Sigma 

Ampicillin        Sigma 

ß-Mercaptoethanol       Roth 

Bacto-Tryptone       Gibco 

Bacto-Hefe-Extrakt       Gibco 

CaCl2         Merck 

Chloroform        Roth 

Glycergel        Roth 

Elastosil RT 601 A & B      Wacker 

Ethidiumbromid       Sigma 

HCl         Roth 

H2O, bidestilliert       AppliChem 

Isoamylalkohol       Roth 

KCl         Merck 

KH2PO4        AppliChem 

MgCL2        Merck 

NaCl         Merck 

NaHCO3        AppliChem 

Na2HPO4        AppliChem 

NaH2PO4        AppliChem 

Saccharose        Merck 

SDS         Roth 

TEMED        AppliChem 

Trehalose        Sigma 

 

Restriktionsendonucleasen: - AatII 

- EcoRI 

- HindIII 

- SacI 

- SalI 

- XbaI 

RNase A 

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 
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Enzyme und mitgelieferte Reaktionspuffer der Firmen Gibco, MBI Fermentas wurden 

gemäß Gebrausanweisung verwendet. 

 

2.4. Antikörper 

MAK ab49 (A. Hofbauer) 

MAK 6D6 (A. Hofbauer) 

MAK 1G12 (K. Zinsmaier) 

MAK nc46 (A. Hofbauer) 

MAK 3c11 (T. Godenschwege) 

MAK Anti-ßGal       Bio-Rad 

Cy3-gekoppeltes anti-Maus Ig Serrum    Alexa 

 

 

2.5 Reaktions-Kits 

DAB Peroxidase Substrate Kit SK-4100    Vector Laboratories, Inc. 

ECL Western blotting analysis system    Amsersham 

QIAquick Gel Extraction  Kit     QIAGEN 

HexaLabel™ DNA Labelling Kit K0612    MBI Fermentas 

Immunhistochemie-Kit Vectastain ABC Peroxidase   Vector Laboratories, Inc. 

 Mouse IgG PK-4002  

Immunhistochemie-Kit Vectastain ABC Elite   Vector Laboratories, Inc. 

 Mouse IgG PK-6102 

 

Die Kits der Firmen MBI Fermentas, QIAGEN, Vector Laboratories wurden gemäß 

mitgelieferter Anleitung verwendet. 
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2.6 Puffer und Lösungen 

2.6.1 Immunhistochemie 

Drosophila-Ringer: - 130mM NaCl 

- 4,7mM KCl 

   - 2mM CaCl2 

   - pH 7,4 

 

Drosophila-Ringer / Saccharose-Lösung: - 25g Saccharose 

   - 100ml Drosophila-Ringer 

 

Formaldehydlösung 4%ig: - 2g Paraformaldehyd in 18ml H2O auf 58°C erhitzen 

 - mit 1N NaOH klären 

 - auf pH7,4 einstellen mit 25ml 0,15M KH2PO4 und 

   6ml 0,15M Na2HPO4 

 

Gelatine-Chromalaun-Lösung: - 0,5g Gelatine n 70ml dH2O auf 60°C erhitzen 

 - 0,05g Chromalaun in 30ml dH2O lösen 

 - beide Lösungen vereinigen 

 

Methylcellulose (16%): - 1,6g in 10ml dH2O lösen und evakuieren 

 

PBS: - 130mM NaCl 

 - 7mM Na2HPO4 

 - 3mM NaH2PO4 

 - pH 7,6 einstellen 

 

PBST: - PBS 

 - 0,05% Tween 

 

TBST: - 100mM Tris pH 8 

 - 1,5; NaCl 

 

 



2. Material  Seite - 24 - 

2.6.2 Protein-Analytik 

APS (10%): - 10% in ddH2O; Aufbewahrung bei -20°C 

 

Blocklösung: - 5% Milchpulver in 100ml TBS 

 

Blot-Transferpuffer: - 25mM Tris/HCl 

   - 150mM Glycin 

   - 10% Methanol 

 

Lämmli-Laufpuffer: - 15g Glycin 

   - 6g Tris 

   - 1,5g SDS 

   - auf 1l mit dH2O auffüllen, pH 8,3 einstellen 

 

2x Lämmli-Probenpuffer: - 125mM Tris/HCl pH 6,8 

  - 6% Glycerin 

  - 5% ß-Mercaptoethanol 

  - 2% SDS 

  - 0,025% Bromphenolblau 

 

SDS 20x: - 100 g SDS 

 - 400 ml dh20 zufügen 

 - zum Lösen auf 68°C erhitzen 

 

 

2.6.3 DNA-Analytik 

Agarose (0,9%): - 2,25g Agarose 

 - 250ml TE 

 

Denaturierungslösung: - 0,5M NaOH 

 - 1,5M NaCl 

 

Denhard 100x: - 2g Ficoll 

 - 2g Polyvinylpyrrolidon 
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 - 2g BSA 

 - mit ddH2O auf 100ml auffüllen 

 

Depurinisierungslösung: - 0,25N HCl 

 

GTE-Puffer: - 50mM Glucose 

  - 25mM Tris pH8 

  - 10mM EDTA 

  - Glucose steril filtrieren und nach dem Autoklavieren zugeben 

 

Homogenisierungspuffer: - 100mM NaCl 

    - 100mM Tris pH8 

    - 50mM EDTA 

    - 0,5% SDS 

 

Hybridisierungspuffer hoch-stringent: - 50mM Tris pH 7,5 

 - 10mM Na4P2O7 x 10 H2O 

 - 1M NaCL 

 - 1% SDS 

 - 10x Denhard 

 - 5% Formamid 

 - 10% Dextransulfat 

 - 100µg/ml SS Salmon Sperm 

 

Neutralisierungslösung: - 0,5M Tris/HCl 

 - 1,5M NaCl, auf pH 8 einstellen 

 

RNase A: - 10mg/ml 

 

Strip-Lösung: - 0,05% SSC 

 - 0,1% SDS 

 

Stopppuffer: - 15% Ficoll 

  - 5% SDS 



2. Material  Seite - 26 - 

  - 0,1% Bromphenolblau 

  - 0,1% Xylencyanol 

 

TE: - 10mM Tris/HCl pH 8 

 - 0,2mM EDTA pH 8 

 

Transferpuffer 20x SSC: - 3M NaCl 

    - 300mM Na-Citrat 

 

Waschlösung: -kalt: - 10ml 20%iges SDS 

    - 10ml 20x SSC 

    - mit dH2O auf 2l auffüllen 

   - heiß: - 10ml 20%iges SDS 

    - 1ml 20x SSC 

    - mit dH2O auf 2l auffüllen 

 

 

2.6.4 Elektrophysiologie 

Elastosil® Silikon-Kautschuk-Polymer: - 9:1-Gewichtsverhältnis RT 601 A : B 

 - Aushärtung über Nacht 

 

KCl-Elektrolyt: - 3M KCl in ddH2O 

 

Haemolympheähnlicher Ringer für L3-Larven:  - CaCl2 x 2 H2O      1mM 

  (HL-3, Stewart et al., 1994)  - HEPES      5mM 

        - KCl       5mM 

        - MgCl2 x 6 H2O    20mM 

        - NaCl     70mM 

        - NaHCO3     10mM 

        - Saccharose  115mM 

        - Trehalose      5mM 

        - auf pH 7,2 einstellen 

        osmotischer Druck:     343 mOsm 
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2.7 Geräte 

Agarose-Gel-Apparatur      Werkstatt 

Gefriertruhe Kryosafe -80°C     Hans-S. Schröder GmbH 

Heizplatte        Medax Nagel GmbH 

Hybrisierungsofen    Bachofer  

Laboratoriumsgeräte 

Kaltlichtquelle KL1500 electronic     Schott 

Kryostat        Reichert-Jung 

Klimakammern 4°C, 18°C, 37°C     Werkstatt 

Kühlschränke, -20°C-Gefriertruhen    Privileg, Quelle 

Kühlwasserbad       Colora Messtechnik,  

GmbH 

Magnetrührer       Jahnke & Kunkel 

Messkammer       Werkstatt, Elektronik- 

         Werkstatt 

Messplatz mit Faraday-Käfig, luftgepolstert   Werkstatt 

Messverstärker Neuroprobe Amplifier 1600   A-M Systems, Inc. 

Micro-Schere Vannas Style 15000-00    Fine Science Tools 

Microelctrode Laser Puller P2000    Sutter 

Mikroskop Dialux 20, fixierter Objekttisch   Leitz (Umbau Werkstatt) 

Mikromanipulatoren       Leitz  

Netzteil Messkammer      Elektronik-Werkstatt 

Peltier-Element TECR-40-40-72     Eureca Messtechnik  

GmbH 

pH-Meter        HANNA Instruments 

Radioaktivitätsmessgerät MicroCont Rados   Herfurth 

Schüttler IKA-Vibrax-VX 2 E     Janke & Kunkel GmbH & 

Co, KG 

SDS-Gelapparatur       Biometra 

Silberdraht 0,01mm, teflonbeschichtet    A-M Systems, Inc.  

Schüttler KS-10       Edmund Bühler 

Stereomikroskop Stemi 2000-C     Zeiss 

UV-Linker Stratalinker      Stratagene 

Thermoblock        Hartenstein 
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Thermocycler 60       bio-med 

Thermoelement-Verstärker     Elektronik-Werkstatt 

Thermosensor CASS-116G-12-PFA, PFA-beschichtet Newport Electronics  

GmbH 

UV-Illuminator       Vetter GmbH 

Vacu-Blot-Apperatur      Pharmacia 

Vortexer Reamix       Assistent 

Waage BL 1500 s       Satorius 

Wasserbad 1083       GFL 

 

 

2.8 sonstige Materialien 

Aufbewahrungsbehälter für Mikroelektroden   WPI 

Dichtungen für Mikroelektrodenhalter, 0,1mm   Science Products GmbH 

Gewebekulturschalen 60x15mm     Nunclon 

Glaskapillare Quarz mit Filament QF100-70-7.5  Sutter 

Glaskapillare Borosilikat feuerpoliert, GB 100-8P  Science Products 

Frischhaltefolie       Melitta 

Minutien 0,1mm Nr. 26002-10     Fine Science Tools 

Pinzetten Nr. 5       Dumont 

Kunststoffpipettenspitzen      Roth, Eppendorf 

Kunststoffreaktionsgefäße      Eppendorf 

Röntgenfilm x-ray Retina XBA     Photochemische Werke 

         Berlin 

Transfermembran, amphoteres Nylon    Hartenstein 

 

 

2.9 Hard- und Software 

Betriebssystem WIN98SE, 2000, XP Pro   Microsoft 

Computer Intel PIII, 733MHz, WIN98SE, 128MB RAM Reichelt Elektronik 

Interface Messverstärker - Messkarte    Elektronikwerkstatt 

Messerfassungskarte DAP3200e/315    Microstar Laboratories,  

Inc. 

Corel Graphics Suite 11      Corel Corporation 
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DASYLab V. 5.03.30 Messsoftware    Datalog 

DASYLab V. 7.00.00 Messsoftware Demo   Datalog 

GraphPad InStat™ 2.04a      GraphPad Software 

Photoshop 7        Adobe 

Scanner Mustek BearPaw1200     Mustek 

Statistica 6.0        StatSoft 
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3. Methoden 

 

3.1. Larvenaufzucht 

Die Aufzucht erfolgte in Drosophila-Standardmedium bei 18°C. 

Sämtliche Stämme, ausschließlich des Wildtyps, wurden permanent über dem 

Balancer-Stamm TM6 Tb Sb gehalten, um einen Selektionsdruck zu verhindern. Für 

elektrophysiologische Messungen wurden nur für die Mutation bzw. das P-Element 

homozygote Larven verwendet, die nicht balanciert, also verkürzt (tubby, Tb) waren. 

In jeder neuen Generation wurde ausschließlich gegen homozygote Nachkommen 

selektioniert, d.h. nur balancierte Tiere wurden verpaart. 

 

3.2 Immunhistochemische Methoden 

3.2.1 Immunhistochemie an Kryostatschnitten von Drosophila melanogaster 

Kryostatschnitte adulter Köpfe bzw. ganzer Fliegen wurden wie bei Buchner et al. 

(1986) beschrieben, angefertigt. Die Konzentrationen der verwendeten Antikörper 

betrugen bei ab49 (DCSP-1) 1:100, sowie 1:25 bei 6D6 (DCSP-3). Die Antikörper- 

und DAB-Färbungen mit den Vectastain-Kits „Normal“ und „Elite“, sowie dem DAB-

Kit, wurden nach den Protokollen des Herstellers durchgeführt. 

 

3.2.2 X-Gal-Färbung adulter Drosophila-Fliegen 

Horizontale Kryostatschnitte durch adulte Drosophila-Köpfe und Thorax wurden wie 

bei Buchner et al. (1986) beschrieben, angefertigt. Statt mit Paraformaldehyd (4%) 

wurde mit 1% Glutaraldehyd in PBS fixiert. Fertige Präparate auf Objektträgern 

wurden bei 37°C in einer Feuchtekammer mit X-Gal-Färbelösung überschichtet. 

 

3.2.3 Immunhistochemie an L3-Larven von Drosophila melanogaster 

Zur Präparation von Larven wurden Gewebekulturschalen mit einem Zwei-

Komponentensystem Elastosil® ausgegossen, welches über Nacht aushärten muss. 

Durch die sehr gute optische Transparenz sowie nicht vorhandene Toxizität eignet 

sich Elastosil® hervorragend als Untergrund zur Präparation und Untersuchung dritter 

Larven von Drosophila melanogaster. Hierzu wurden „wandernde“ dritte Larven 

verwendet, die das Futtermedium bereits verlassen haben. Nach einer 20minütigen 

Betäubung auf Eis wurden die 3. Larven mit der Bauchseite nach unten an beiden 
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Enden mit je einer Minutie fixiert. Die folgende Präparation wurde unter modifiziertem 

HL3-Ringer mit 1mM CaCl2 (Jan und Jan, 1976a; Stewart et al., 1994) durchgeführt. 

Nachdem die Larve dorsal in der Mitte zwischen den beiden Haupttracheen mit einer 

Injektionskanüle geöffnet wurde, erfolgten in Richtung der Körperenden 

Längsschnitte, die flach unter der Cuticula geführt wurden, um die ventrale 

Muskulatur nicht zu verletzen.  

Nach vollständiger dorsaler Öffnung wurde die 

Larve mit je zwei weiteren Minutien links und 

rechts an den Schnittkanten aufgeklappt und 

festgesteckt. Eine übermäßige Spannung und 

Streckung der Larve wurde dabei vermieden (s. 

Abb. 3.1). Nach sorgfältiger und vorsichtiger 

Entfernung aller inneren Organe bis auf Gehirn, 

Traccheen, Imaginalscheiben und Muskeln 

wurde der Ringer gegen 4%ige Formaldehyd-

PBST-Lösung ausgetauscht. Nach einer 

30minütigen Fixierung wurde mit PBST für 3 x 

5 und 1 x 30min. gewaschen. Anschließend 

wurde eine halbe Stunde mit Pferdeserum in 

PBST geblockt. Nach dem Blocken wurden die 

Antikörper ab49 (1:50) oder 6D6 (1:10) zur Inkubation über Nacht bei 4°C 

zugegeben. Nach dreimaligem Waschen für 10min. bei RT mit PBST wurde erneut 

für 30min. mit Pferdeserum in PBST geblockt. Anschließend wurde der zweite 

Antikörper (1:200) zur Blocklösung zugegeben und für eine Stunde bei RT im 

Dunklen inkubiert. Während der ABC-Komplex vorbereitet wurde, erfolgte 

dreimaliges Waschen mit PBST für 10min. im Dunkeln. Nach einer einstündigen 

Inkubation des ABC-Komplexes bei RT wurde je 3-mal für fünf Minuten mit PBST 

und PBS gewaschen. Die anschließende DAB-Färbung erfolgte unter dem Mikroskop 

und wurde je nach Intensität abgestoppt. Abschließend wurden die Minutien entfernt, 

die Larven auf einen Objektträger überführt und mit Glycergel eingedeckelt 

(modifiziertes Protokoll, Bellen Hugo J., Budnik, Vivian, aus „Drosophila Protocols, 

2000). 

 

 

Abb.3.1: larvales Fillet; modifiziert nach 
Budnik et al., 1990 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

Allgemeine molekularbiologische Methoden (DNA-Verdau, Phenolextraktion, 

Southern und Western Blot) sind aus Sambrook et al., 1989, übernommen. Kits und 

Enzymen wurden nach Angaben der Hersteller verwendet. Falls nicht anders 

erwähnt, wurde bei Western-Blot-Analysen pro Spur ein adulter Fliegenkopf 

homogenisiert. 

 

 

3.3.1 DNA-präparative Methoden 

Genomische DNA von Drosophila melanogaster wurde nach der Kaliumacetat-

Methode von S. Celniker (beschrieben von H. Steller im „Rubin Lab Manual“) isoliert. 

 

Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Methode von Birnboim und Doly, 1979, 

durchgeführt (Minipräparation). 

 

 

3.3.2 Radioaktive Markierung von DNA 

DNA-Fragmente wurden mit dem HexaLabel™ DNA Labelling Kit K0612 von MBI 

Fermentas durchgeführt. Die Markierung erfolgt durch den Einbau von radioaktivem 

α-32P-dCTP mit Hilfe der Klenow-Polymerase. Abweichend vom Herstellerprotokoll 

wurde die Markierung statt 10min. für die Dauer von 1 Stunde durchgeführt. Eine 

Zugabe von nicht-radioaktivem dCTP gegen Ende der Reaktion entfiel. 

 

 

3.4 Elektrophysiologie 

3.4.1 Messstand 

Zur Abschirmung des schwachen intrazellulären Signals gegen äußere 

elektromagnetische Strahlung befand sich der Messaufbau innerhalb eines Faraday-

Käfigs auf einem schwingungsgedämpftem Tisch. Die elektrischen Geräte wurden 

durch einen Filter gegen Störungen aus dem Stromnetz abgesichert. Um 

„Brummschleifen“ zu verhindern, wurde das gesamte elektrische System sternförmig 

geerdet. 
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Mittig angeordnet befand sich das Mikroskop mit fixiertem Objekttisch. Auf dem 

Objekttisch wurde während der Messung die Trägerplatte mit Messkammer 

(beschrieben unter 3.3.2) verschraubt, um Verschiebungen der Messkammer 

während der Messung zu verhindern. 

Rechts und links der Messkammer waren insgesamt drei Mikromanipulatoren so 

angeordnet, dass mit ihnen von allen Seiten eine optimale Zugänglichkeit zur 

Messkammmer gewährleistet war. Mit ihnen wurden die Referenz-, Saug- und 

Ableitelektroden bewegt. In die Halterung der intrazellulären Ableitelektrode war ein 

Messvorverstärker eingebaut, der das schwache Messsignal bereits direkt am 

Präparat störungsfrei verstärkte. Über den Messverstärker wurde das Signal zur 

Multifunktionsschnittstelle übertragen. Hier wurde das Signal an die im Computer 

befindliche Messkarte übermittelt, von analog nach digital gewandelt und von der 

Messsoftware zur späteren Auswertung auf Festplatte aufgezeichnet (s. Abb. 3.2). 

 

 

 

 

Messverstärker

Power Supply
Messkammer

Kühlwasserbad

Thermoelement-
    Verstärker

Computer-
Schnittstelle

Stromkabel

Temperatur-
     Fühler

Temperatur
        Ist

Temperatur
      Soll

Stimulus
Messsignal

Faraday-
  Käfig

Schwingungs-
   Absorber

      Mikro-
Manipulator

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des gesamten Versuchsapparates zur intrazellulären Ableitung 
am larvalen Nerv-Muskel-Präparat 
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3.4.2 Messkammer 

Die Messkammer bestand aus einer dünnen Aluminiumwanne mit einem 

Badvolumen von ca. 10ml. Um die thermische Trägheit zu reduzieren, wurde auf 

eine dünnwandige Ausführung geachtet. Zur vollständigen elektrischen Isolation der 

Messkammmer wurde das Aluminium vollständig eloxiert. In der Mitte der 

Aluminiumkammer befand sich eine Vertiefung mit einem Loch, das mit einem 

zugeschnittenen Deckglas passgenau abgedeckt wurde. Um die Lichtdurchlässigkeit 

zu gewährleisten, wurde die Vertiefung, in der die Larve später präpariert werden 

sollte, mit Elastosil® ausgegossen. Unter der Aluminiumkammer befand sich ein 

leistungsstarkes Peltier-Element mit kreisrunder Öffnung in der Mitte. Mit Hilfe des 

Elements konnte die Temperatur der Kammer erhöht bzw. abgesenkt werden kann. 

Zum Abführen der dabei entstehenden Wärme wurde das Peltier-Element durch 

einen angeschlossenen Kühlwasserkreislauf gekühlt. Zur Temperatursteuerung 

wurde ein Thermosensor in unmittelbarer Nähe der zu messenden Larve positioniert. 

Das Signal des Thermosensors wurde mit einem Thermoelementverstärker 

angepasst und über die Multifunktionsschnittstelle in die Temperatursteuerung der 

Messsoftware eingespeist und protokolliert. Zusätzlich wurde das Signal (Ist) mit der 

Vorgabe (Soll) in den Regelkreis eines Netzgerätes weitergeleitet, welches das 

Peltier-Element regelte (s. Abb. 3.2 und 3.3). 

 Durch das Messen der Temperatur in der Nähe der Larve im Ringer war eine 

optimale Temperaturkontrolle möglich, die von der Außentemperatur vollständig 

unabhängig und unbeeinflusst war (s. Abb. 3.3). 
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Leistung und Ansprechverhalten: 

Bei einer Kühlwassertemperatur von ca. 12°C wurde das Ringervolumen, das ca. 

10ml betrug, innerhalb von 60sec. von 18°C auf 32°C erhöht, zur Abkühlung wurden 

ebenfalls ca. 60sec. benötigt. 

 

 

3.4.3 Elektroden 

Für die Elektroden wurde Teflon-ummantelter Silberdraht verwendet. Die Teflon- 

Isolierung wurde an beiden Enden auf einer Länge von 0,5cm entfernt und der Draht 

im Elektrodenhalter befestigt. Als Elektrolyt in der intrazellulären Messelektrode 

wurde 3M KCl verwendet. Da im Ringer ebenfalls Cl--Ionen vorhanden sind, wurde 

das freie Ende des Silberdrahts vor der Messung chloriert und mit einer 

Silberchloridschicht überzogen. Hierdurch wurde verhindert, dass sich während der 

Messung am Silberdraht Grenzflächenpotentiale aufbauten, die zu einer 

Abbildung 3.3: Schematische Aufsicht und Querschnitt der Messkammer 
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Verfälschung des Messsignals, sowie einer Veränderung des Offsets während der 

Messung hätten führen können. In einer elektrolytischen Reaktion wurde dabei am 

Silberdraht Silberchlorid abgeschieden, welches ein Ausbilden von 

Grenzflächenpotentialen verhindert und stabile Messwerte gewährleistet. 

 

AgCl Ag+ + Cl- 

 

         -e-         +e- 

 

 

Hierzu wurde eines der blanken Enden des Drahtes mit einer handelsüblichen 1,5V-

Monobatterie durch Eintauchen in 0,1M HCl für ca. 20min. chloriert. Die 

Silberchloridschicht darf beim Aufsetzen der Glaselektrode nicht beschädigt werden, 

da sonst eine stabile, zuverlässige Messung unmöglich wird. Außerdem können 

durch eine defekte AgCl-Schicht Ag+-Ionen freiwerden, die für Proteine toxisch 

wirken könnten (The Axon Guide, 1993). 

Als intrazelluläre Ableitelektrode wurde eine Quarzglaselektrode mit Filament 

verwendet, die nach Programm 0 der Tabelle 1 gezogen wurde. Die Befüllung 

erfolgte im Backfill-Verfahren über das nicht ausgezogene Ende mit 3M KCl. Durch 

Kapillarwirkung füllt sich die Glaselektrode innerhalb einer ½ Stunde blasenfrei bis in 

die Spitze. Dabei befand sich die Elektrode in einem verschlossenen 

Feuchtebehälter, der ein Auskristallisieren des Elektrolyten und somit ein Verstopfen 

der Elektrode verhinderte. 

 

Als Saugelektrode wurde eine feuerpolierte Borosilikat-Glaselektrode ohne Filament 

verwendet, die mit Programm 71 der Tabelle 1 gezogen wurde. Nachdem die Spitze 

der Elektrode um ca. 1mm gekürzt wurde, erfolgt eine Backfill-Füllung der Elektrode 

mit HL-3-Ringer. Anschließend wurde die Elektrode am rechten Elektrodenhalter mit 

Unterdruckanschluss aufgesetzt. Am Unterdruckanschluss wurde über einen dünnen 

Kunststoffschlauch eine Spritze befestigt, mit deren Hilfe ein Unterdruck an der 

Elektrodenspitze erzeugt werden konnte (s. Abb. 3.4). 

 

Ag 
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Da die Konzentrationen der Cl--Ionen in Elektroden-Elektrolyt und Ringer deutlich 

voneinander abwichen, wurde ein Potentialabgleich mit einer Referenzelektrode 

durchgeführt. Der chlorierte Draht wurde dazu in den Ringer getaucht. 

 

Programm Heat Fil Vel Del Pul Zyklusdauer Widerstand 
in HL-3 

0 715 5 60 145 225 ~ 7,8sec 25MΩ 
71 350 4 50 225 140 ~3,7sec ~12MΩ 

Tabelle 1: Verwendete Programmeinstellungen des Elektrodenpullers 

  

Die Elektroden wurden ausschließlich im klimatisierten Raum gezogen, um 

reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. 

Vor Beginn jedes Experiments wurde die Qualität der intrazellulären Messelektrode 

bestimmt. Hierzu wurde die Glaselektrode am Halter befestigt und in den in der 

Messkammer befindlichen Ringer getaucht. Nach Justierung des Offsets auf Null 

wurde mit Hilfe eines durch den Messverstärker generierten Rechtecksignals eine 

Widerstandsmessung vorgenommen. Über die Digitalanzeige des Messverstärkers 

konnte der Widerstand der Elektrode in M?  bestimmt werden und betrug 

idealerweise zwischen 20-30M? . Der Widerstand in M?  ist ein Maß für die Feinheit 

der Elektrodenspitze. War der Wert zu hoch, war ein verrauschtes Messsignal zu 

erwarten. Bei einem zu niedrigen Wert war das Signal zwar deutlich weniger 

verrauscht, die Spitze jedoch zu stumpf, so dass das Präparat nicht lange intakt 

blieb. Bei einem stark schwankenden Messwert (??  > 2-3M? ) wurde die Elektrode 

verworfen. 

Silberkontakt Saugelektrode 

Unterdruckanschluss 

Silberdraht 
Silikondichtung 

Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau des Elektrodenhalters mit aufgesetzter Saugelektrode 
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      Falsch      Richtig      Falsch 

Über eine Visualisierung des Rechtecksignals mit der Messsoftware DASYLab® 

wurde die effektive Kapazität der Elektrode im Messverstärker an die Messsituation 

angepasst. Aufgrund unterschiedlicher Ladungsverteilungen (Ionen) baut sich eine 

für die Konzentrationen und Elektroden spezifische Kapazität auf, welche das 

Messsignal verfälscht. Um die Elektrodenkapazität zu kompensieren, wurde die 

Kapazitätskompensation am Messverstärker so justiert, dass das Rechtecksignal 

eine steile, steigende und fallende Flanke besaß, wobei die Übergänge als „runde 

Ecken“ ohne Spikes erscheinen sollten (s. Abb. 3.5).  

 

 

 

 

 

 

 

3.4.4 Intrazelluläre Ableitung 

Die Präparation der 3. Larven erfolgte nach der unter 3.1.2 beschriebenen Methode 

direkt in der Messkammer. Während der Präparation wurde die Larve über den 

angeschlossenen Kühlwasserkreislauf gekühlt und betäubt, um evtl. spontane 

Kontraktionen zu verhindern und so die Präparation zu erleichtern. Bei der 

Präparation wurde darauf geachtet, dass die Haupttraccheen, die dorsal längs 

verlaufen, nicht verletzt wurden, um eine möglichst lange Messzeit zu gewährleisten. 

Nach erfolgter Präparation erfolgte die Abtrennung der Nerven direkt am ZNS der 

Larve durch einen flach geführten Schnitt mit der Mikroschere. Das Gehirn wurde 

anschließend vorsichtig entfernt. Nach Befestigung der Trägerplatte auf dem 

Objekttisch des Mikroskops wurde der zum gewünschten Segment zugehörige Nerv 

mit der Saugelektrode aufgenommen. Ob der gewünschte, richtige Nerv 

aufgenommen wurde und die neuromuskuläre Synapse intakt war, wurde mit einem 

Segmenttest (verwendetes Schaltbild siehe Abb. 3.6) vor der Messung bestätigt. 

Hierzu wurde ein Stimulus von 0,2V für 10ms gegeben. War der richtige Nerv 

Abbildung 3.5: Kapazitätskompensation durch das Rechtecksignal des Messverstärkers 
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aufgenommen und das Präparat intakt, kontrahierte das entsprechende 

Halbsegment der Larve sichtbar. 

 

 

 

 

 

Die intrazelluläre Messelektrode wurde nun vorsichtig auf den Muskel abgesenkt. Bei 

Berührung des Muskels mit der Elektrode sank die Digitalanzeige des 

Messverstärkers auf -1 - -5mV, und eine leichte Senke der Muskeloberfläche um die 

Elektrodenspitze wurde sichtbar. Durch eine Vibration der Elektrodenspitze über die 

Kapazitäts-Reset-Taste am Messverstärker wurde die Muskelmembran penetriert 

und die Digitalanzeige am Messverstärker fiel auf ca. -60 bis -70mV. Die Skizze 

(Abb. 3.7) veranschaulicht das larvale Filet und die Anordnung der Elektroden (1), 

das Innervierungsmuster (2), sowie die Position der intrazellulären Messelektrode 

(3). 

 

 

 

Abbildung 3.6: Schaltbild des Segment-Tests. Der obere, markierte Teil stellt die Elemente der Temperatur- und 
Stimulus-Steuerung, der untere Teil die Elemente der Eingangs-Signalverarbeitung dar. 
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Für die folgende intrazelluläre Ableitung wurde der Schwellenwert der beiden den 

Muskel 6 innervierenden Motoneurone ermittelt. Hierzu wurde die Reizstärke 

langsam erhöht, bis ein erstes EJP beobachtet werden konnte (Schwelle Motoneuron 

1). Wurde die Reizstärke langsam weiter erhöht, konnte kurze Zeit später eine 

sprunghafte Erhöhung der EJP-Amplitude beobachtet werden (Schwelle Motoneuron 

2) (Jan und Jan, 1976). Um beide Motoneurone sicher überschwellig zu stimulieren, 

wurde mit der zweieinhalbfachen Reizstärke, mit der man die Schwelle beider 

Motoneurone überschritten hatte, stimuliert. Das Aktionspotential veränderte seine 

Größe nach Überschreiten des zweiten Schwellenwertes nicht mehr. 

Anschließend wurde mit der Messung begonnen. Alle Messungen wurden an Muskel 

6 des dritten oder vierten rechten Abdominalsegments durchgeführt. Die Frequenz 

des Reizmusters betrug, wenn nicht anders erwähnt, 0,2Hz, die Stimulusdauer 

0,1ms. Die Reizstärke wurde für jedes Präparat individuell angepasst (s.o.). Das 

Messsignal wurde mit einem 50kHz low-pass-Filter gefiltert und mit 10kHz 

digitalisiert. 

1 2 

3 

Abbildung 3.7: Schematische Übersicht über larvales Filet (1 & 2) und Position der Elektroden 
(1 & 3). Aus: Cattaert und Birman, 2001, abgeändert. 
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Die Messungen erfolgten mit dem Schaltbild (s. Abb. 3.8) automatisiert. Nach 90sec. 

Messung bei 18°C wurde die Temperatur auf 32°C erhöht und spätestens nach 

15min. wieder auf 18°C abgesenkt. 

 
 

 

 

3.4.5 Auswertung 

Die aufgezeichneten Messdaten wurden über ein Schaltbild (s. Abb. 3.9) zurück 

gelesen. Hierbei wurde das intrazelluläre Signal ungefiltert ausgewertet. Lediglich 

das Temperatursignal wurde mit einem Bessel-Tiefpassfilter 2. Ordnung, 30Hz 

bearbeitet. In fast jeder Messung konnte parallel zum Stimulus ein sehr kleines 

Signal beobachtet werden, dass in seiner Größe von der Reizstärke abhängig war 

und direkt vor dem eigentlichen EJP zu beobachten war. Dieses Stimulusartefakt 

wurde bei der Auswertung nicht berücksichtigt.  
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Abbildung 3.8: Schematische Übersicht des Messschaltbildes. Im oberen, markierten Bereich sind 
Stimulus-Kontrolle und Temperatursteuerung, im unteren Bereich die Messprotokollierung 
dargestellt. 
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Die ausgelösten Muskelpotentiale wurden einzeln mittels Cursor vermessen. Hierbei 

wurde die Amplitudenhöhe aus der Differenz zwischen dem Maximum am 

Scheitelpunkt des EJPs und der Basislinie, welche vor dem Stimulusartefakt 

abgelesen wurde, errechnet (s. Abb. 3.10). Aus zehn Amplitudenwerten einer 

Messung bei 18°C wurde ein Mittelwert gebildet. Bei 32°C wurde aus sechs Werten 

ein Mittelwert gebildet, da der synaptische Block als das Ausbleiben von sechs 

aufeinande folgenden EJPs definiert wurde. Die Mittelwerte für die verschiedenen 

Fliegenlinien wurden gegeneinander aufgetragen und statistisch ausgewertet. Hierzu 

wurden Statistica 6 und Instat GraphPad 2.04 verwendet. Die statistische 

Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschließenden Post-hoc-Tests „Dunnet 

comparison“, sowie „Student-Newman-Keuls multiple comparison procedures“. 
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Abbildung 3.9: Schematische Übersicht des Schaltbildes zur Amplitudenauswertung 

Scheitelpunkt, Maximum

Stimulus-Artefakt

Minimum

125ms

50mV

Abbildung 3.10: Exemplarisches EJP. Die vertikalen Pfeile 
markieren die ausgewerteten Messpunkte (Minimum, Maximum). 
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3.5 Verhalten 

3.5.1 Lebensdauer 

Jeweils zehn frisch geschlüpfte Fliegen wurden in einem mittleren Breiglas auf 

Standardmedium bei 18°C gehalten. Für jede Linie wurden zehn Gläser verwendet. 

Bei nachlassender Breiqualität, wie z. B. Austrocknung oder Verflüssigung, wurden 

die Fliegen ohne Betäubung in frische Breigläser überführt. Eine Zählung der Fliegen 

erfolgte täglich, ohne die Fliegen aus dem Glas herauszunehmen. Tote Fliegen 

wurden mit einem Stift an der Glasaußenwand markiert, um eine Doppelzählung zu 

vermeiden.  Anschließend wurden die täglichen prozentualen Überlebensraten für 

jedes Glas einzeln ermittelt, anschließend pro Tag gemittelt und mit Statistica in eine 

Grafik übertragen. 

 

3.5.2 Aktivitätsmessung 

Frisch geschlüpfte Fliegen wurden tageweise gesammelt. Nach einer 

Erholungsphase von vier bis sechs Stunden in Breigläsern bei 18°C wurden jeweils 

ca. 15 Fliegen pro Linie in ein vortemperiertes Kunststoffglas überführt. Das 

Kunststoffglas wurde für fünf Minuten in ein beheizbares Wasserbad getaucht. 

Anschließend wurden die Fliegen, die trotz Schütteln des Glases keine Bewegung 

mehr zeigten, als inaktiv gezählt. Der Temperaturtest wurde in einem 

Temperaturbereich von 26 bis 40°C mit einer schrittweisen Erhöhung von jeweils 

zwei Grad Celsius durchgeführt. Die Fliegen aller Linien wurden jeweils nur einmal 

getestet. Nach einer Umwandlung des Verhältnisses „aktive gegen inaktive Fliegen“ 

in Prozent wurden die verschiedenen Linien in Statistica gegeneinander aufgetragen. 



4. Ergebnisse  Seite - 44 - 

4. Ergebnisse 

 

4.1 Elektrophysiologie am larvalen Nerv-Muskel-Präparat 

4.1.1 Wiederherstellung des elektrophysiologischen Phänotyps der csp-Nullmutante  

         CspU1. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Messanlage um die Funktion einer 

temperaturkontrollierten Messung erweitert und eine Funktionsanalyse für die csp-

Nullmutante CspU1, sowie deren „Rescue“ - Transformanten mit Mutationen in 

verschiedenen Proteindomänen durchgeführt werden. 

 

Nach umfangreichen Veränderungen des vorhandenen Messaufbaus musste 

zunächst die Reproduzierbarkeit des bekannten Phänotyps an der larvalen 

neuromuskulären Synapse bestätigt werden. Die intrazellulären Ableitungen wurden 

wie in 3.4 beschrieben durchgeführt. Alle Messungen wurden am Muskel 6 des 

dritten und vierten rechten Abdominalsegments durchgeführt. Der Ort der 

Penetration ist für die Messung unerheblich, da die Kopplung elektrischer Signale 

zwischen benachbarten Segmenten sowie die Verzögerung und Abschwächung 

einzelner Signale aufgrund elektrischer Eigenschaften von Muskel und Membran 

vernachlässigbar sind (Jan und Jan, 1976). Da mit der Messkammer kein 

Perfusionssystem verwendet wurde, welches den schnellen und vollständigen 

Austausch verschiedener Ringer-Lösungen ermöglicht, erfolgte die Präparation 

direkt in modifiziertem HL-3-Ringer. Hierdurch konnten mögliche Probleme durch 

einen unvollständigen Ringeraustausch und dadurch resultierende falsche Salz-

Konzentrationen vermieden werden. Die dabei möglichen larvalen 

Muskelkontraktionen waren experimentell jedoch nicht von Bedeutung (Broadie, 

2000), wurden jedoch zur einfacheren Präparation durch Kühlung vermieden. 

Durch die hier verwendete überschwellige Stimulation wurden beide Motoneurone 

gleichzeitig stimuliert, was zu einem maximalen EJP führt. 

 

Durch die Messungen am larvalen Nerv-Muskel-Präparat von CspU1w konnte der in 

Abb. 1.8 gezeigte elektrophysiologische Phänotyp an der neuromuskulären Synapse 

extrem selten reproduziert werden. Der beobachtete Phänotyp war stark variabel. 

Die Amplitude der EJPs bei 18°C schwankte von wildtypischen Werten (~45mV 

Amplitude) bis ~20mV, wie bei Umbach et al. (1994) beschrieben (s. Abb. 4.1). Ein 
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Ausbleiben der EJPs bei nicht-permissiver Temperatur wurde selten beobachtet und 

die Reduktion der Amplitude bei erhöhter Temperatur war auf einen irreversiblen 

Defekt am larvalen Nerv-Muskel-Präparat zurückzuführen, da nach anschließender 

Absenkung der Temperatur auf 18°C keine EJPs mehr zu beobachten waren. Weder 

eine Vorselektion der Larven, wie bei Umbach et al. (1994, 1997) beschrieben, noch 

eine Erhöhung der nicht-permissiven Temperatur auf 32-43°C führte zum 

gewünschten Ergebnis. Durch Komplexierung von Ca2+ mit EDTA, sowie 

Messungen in reinen Ringerlösungen konnte ausgeschlossen werden, dass es sich 

bei den gemessenen Signalen um Artefakte handelte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trotz des variablen elektrophysiologischen Phänotyps an der neuromuskulären 

Synapse von L3-Larven paralysierten alle adulten Fliegen bei 37°C innerhalb von 

drei bis vier Minuten und zeigten im Western Blot kein Signal (s. Abb. 4.2). 

 

w1118 CspU1w

SAP47

CSP

 
 

 

Abbildung 4.1: EJPs verschiedener L3-Larven von CspU1w bei unterschiedlichen Temperaturen. Die 
Amplitudenhöhe variierte um die hier gezeigten Beispiele. 

Abbildung 4.2: Je Spur wurde je 1 Kopf aufgetragen. 
Verdünnung: MAK  ab49 1:100 und MAK nc46 1:200 
(Beladungskontrolle). 

18°C 29°C
2min.

29°C
10min.

29°C
20min.

29°C
30min.

29°C
40min.

32°C
2min.

250ms

80mV



4. Ergebnisse  Seite - 46 - 

Die folgenden Abbildungen zeigen einen weiteren Aspekt der Veränderung des 

CspU1w-Stammes. In der Graphik wurden Überlebenskurven von Nullmutanten 

kombiniert, die in einem Zeitabstand von drei Jahren angefertigt wurden. Dabei war 

innerhalb von drei Jahren eine leichte Verschiebung von ca. zwei Tagen zu einer 

längeren Lebensfähigkeit hin zu beobachten (s. Abb. 4.3 und 4.4). 

 

 

 

 

 
Abbildung 4.4: Zusammenfassung der Daten von CspU1w aus Abb. 4.3. Gezeigt ist das mittlere Alter 
der Nullmutante CspU1w aus den Jahren 1996 und 1999. Nach 3 Jahren homozygoter Haltung unter 
Inzuchtbedingungen war ein um 2 Tage verlängertes mittleres Alter zu beobachten.  

Abbildung 4.3: Überlebenskurven von CspU1w  und w1118 aus 1996 und 1999. Während beim WT 
keine Veränderungen zu beobachten waren, zeigte sich bei der Nullmutante nach 3 Jahren eine 
verbesserte Lebensfähigkeit. 
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Die plausibelste Interpretation dieser Beobachtungen ist die Annahme, dass 

bestimmte Allelkombinationen verschiedener Polymorphismen im genetischen 

Hintergrund von CspU1 den Phänotyp der csp-Defizienz abschwächen und sich 

aufgrund des damit verbundenen Selektionsvorteils im Stamm anreichern. 

 

Wegen der unzuverlässigen Reproduzierbarkeit des temperaturabhängigen Blocks 

der synaptischen Transmission und der damit verbundenen fragwürdigen 

Aussagekraft im Hinblick auf Rescue-Experimente mit modifiziertem CSP wurde zur 

Wiederherstellung des elektrophysiologischen Phänotyps eine Rückkreuzung von 

CspU1 mit dem weißäugigen CantonS-Wildtyp w1118 durchgeführt, um den 

genetischen Hintergrund auszutauschen. Hierzu wurde statt der weißäugigen 

Mutante CspU1w die ursprüngliche, rotäugige Nullmutante CspU1 verwendet. Die 

Deletion des csp-Gens war durch eine hitzeschock-induzierte asymmetrische 

meiotische Rekombination zwischen zwei P-Elementen im 5’- und 3’-Bereich von 

csp erzeugt worden, wobei ein intaktes, white+-markiertes P-Element zurückblieb. 

Der CspU1w-Stamm unterscheidet sich von CspU1 lediglich durch den Verlust des P-

Elements nach Remobilisierung (vgl. Eberle et al., 1998). Durch Verwendung dieses 

CspU1-Stammes war es möglich, das csp-defiziente dritte Chromosom während der 

Rückkreuzung im w1118-Hintergrund zu verfolgen. 

 

Die Rückkreuzung erfolgte über 12 Generationen bei 18°C nach folgendem Schema: 

 

P:  ?  w-;+;
+
+

   X  ?  w-;+;
U1

U1

Csp
Csp

 

 

F1:  ?  w-;+; 
+

U1Csp
  X  ?  w-;+;

+
+

 

 

F2 - F6: siehe F1, Identifikation der heterozygoten Tiere anhand der roten 

  Augenfarbe 

 

F7:  ?  w-;+;
+

U1Csp
  X  ?  w-;+;

+

U1Csp
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F8:  Paralysetest bei 37°C mit homozygoten Fliegen des Genotyps  

 

     w-;+;
U1

U1

Csp
Csp

 

 

F8:  ?  w-;+;
+
+

   X  ?  w-;+;
U1

U1

Csp
Csp

 

 

F9 - F13: siehe F1, Identifikation der heterozygoten Tiere anhand der roten  

  Augenfarbe 

 

F14:  ?  w-;+;
+

U1Csp    X  ?  w-;+;
+

U1Csp
 

 

F15:   Paralysetest mit homozygoten Fliegen des Genotyps 

     w-;+;
U1

U1

Csp
Csp

  

sowie Einzelkreuzungen 

 

  ?  w-;+;
Sb Tb TM6

TM2
  X  ?  w-;+;

U1

U1

Csp
Csp

 

 

F16: Etablierung der neuen rückgekreuzten Linie w-;+;
Sb Tb TM6

Csp roc  U1

 

 

 

Auf dem Kontroll-Western Blot zeigte diese homozygote Nullmutante 

erwartungsgemäß kein Signal (Abb. 4.5). 
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Abbildung 4.6: Adulte Tiere der Linie CspU1w paralysieren innerhalb von 5min. bei 34°C, CspU1 rocc

bereits 2°C früher - bei 32°C. Da die Temperatur in 2°C-Schritten erhöht wurde, schneiden sich 
die beiden Linien. Trotzdem paralysiert die rückgekreuzte Nullmutante deutlich früher. 

Synapsin
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CSP

w1118 CspU1 roc

 
 

 

 

 

Die Nullmutante CspU1 roc zeigte im Vergleich zur nicht rückgekreuzten Nullmutante 

CspU1w eine höhere Temperatursensitivität. Bei 37°C paralysierten diese Tiere 

bereits nach zwei bis zweieinhalb Minuten. Die Nullmutante CspU1w benötigte 

hingegen drei bis vier Minuten zur Paralyse. Auch die Schwellentemperatur für die 

temperaturabhängige Paralyse der adulten Nullmutanten lag bei der rückgekreuzten 

Nullmutante deutlich niedriger: Der Beginn der Paralyse setzte 2°C früher als bei den 

ursprünglichen Nullmutanten CspU1w ein (s. Abb. 4.6).  

 

 
 

Abbildung 4.5: Je Spur wurde 1 Kopf aufgetragen. MAK 
ab49 1:150. MAK nc46 (1:250) und MAK 3c11 (1:80) 
dienten als Beladungskontrolle. 
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Abbildung 4.7a: Mittelwerte einzelner Messungen von L3-Larven bei 18°C. Die Larve 
CspU1 roc-4 zeigte bei 18°C wildtypische Signale, paralysierte im Verlauf der Messung 
jedoch reversibel bei 32°C. 

Bei der Überprüfung des elektrophysiologischen Phänotyps am larvalen Nerv-

Muskel-Präparat konnte der ursprünglich beschriebene Phänotyp beobachtet 

werden. Statt wildtypischer Signale bei 18°C zeigte sich mit einiger Varianz eine 

Reduktion der Amplitude um bis zu 50%, wie sie bei Umbach et al., (1994) 

beschrieben wurde. Vereinzelt zeigten Larven (wie z. B. Larve CspU1 roc-4 in Abb. 

4.7a) jedoch bei 18°C wildtypische, nicht reduzierte EJPs. In Abb. 4.7a stellen die 

Balken 1-4 vier verschiedene Experimente mit jeweils einer Larve dar. Jeder Balken 

zeigt den Amplitudenmittelwert aus zehn aufeinander folgenden EJPs. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.7b: Mittelwerte aus den Einzelmessungen, die in Abb. 4.7a gezeigt 
sind. Die Standardabweichung des Mittelwertes (Stdf.) ist bei der Nullmutante 
CspU1 roc durch den Ausreißer CspU1 roc-4 erheblich größer. 
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Innerhalb von fünf bis zehn Minuten nach Erhöhung der Temperatur auf 32°C 

zeigten alle homozygoten L3-Larven von CspU1 roc - Nullmutanten einen reversiblen 

temperaturabhängigen Block der synaptischen Transmission. Dabei wurde das 

Ausbleiben von sechs aufeinander folgenden EJPs als Block definiert. Es wurden 

nur Messungen ausgewertet, bei denen die Absenkung der Temperatur von 32°C 

auf 18°C zu einer Wiederherstellung der EJPs führte (s. Abb. 4.8). 
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4.1.2 Überprüfung des Rescuekonstruktes scDNA1 und der verschieden mutierten 

 CSP-Proteine 

Das Cystein-String-Protein mit seinen vier Isoformen in Drosophila melanogaster  

besitzt verschiedene, von Invertebraten bis Vertebraten hoch konservierte Domänen, 

die in der Einleitung beschrieben wurden, über deren Funktionen aber bisher 

teilweise relativ wenig bekannt ist. 

Um die Bedeutung der einzelnen Domänen weiter aufklären zu können, wurde von 

Christine Arnold ein csp-Rescue-Konstukt kloniert, bei dem verschiedene Bereiche 

von CSP entweder deletiert oder modifiziert wurden. Im csp-Nullmutanten-

Hintergrund waren mit diesen Rescue-Konstrukten umfangreiche Untersuchungen 

Abbildung 4.8: Einzelne EJPs der L3-Larven von w1118 und CspU1 roc bei permissiver und 
nicht-permissiver Temperatur. Der Block der synaptischen Transmission war reversibel. 
Stimulus-Frequenz 0,2Hz. 
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hinsichtlich der Funktionalität des mutierten CSPs möglich (Arnold, C., Dissertation 

1999; Arnold, Reisch, Leibold et al., submitted). 

Grundlage für alle Rescue-Experimente war die cDNA1, welche in adulten Fliegen 

für die größte, ubiquitär exprimierte Isoform kodiert. Mit einem Teil dieser cDNA und 

einem genomischen Fragment aus dem 5’-Bereich von csp wurde ein 

Fusionskonstrukt kloniert. Da über den regulatorischen Bereich von csp bisher wenig 

bekannt ist, wurden für Rescue-Experimente zwei genomische Fragmente mit 

unterschiedlich großen Promotor-Bereichen verwendet. Bei dem als scDNA1 (short 

cDNA1) bezeichnetet Konstrukt wurde ein genomisches Fragment verwendet, 

dessen Beginn 2,3 kb stromaufwärts vom Transkriptionsstartpunkt liegt und die 

Exons 1, 2 sowie Teile von Exon 3 enthält. Bei dem als lcDNA1 (long cDNA1) 

bezeichnetet Konstrukt wurde der genomische Bereich stromaufwärts des 

Transkriptionsstarts von 2,3 auf 4,5 kb vergrößert. In beiden Konstrukten wurde im 

Anschluss an den genomischen Bereich der Teil der cDNA1 kloniert, der den 

Bereich Exon 3 bis Exon 7 enthält. Für In-Vitro-Mutagenesen und Rescue-

Experimente wurde im Weiteren das Konstrukt scDNA1 verwendet (s. Abb. 4.9). 

Da das resultierende Transkript dieses Konstruktes nicht alternativ gespleißt wird, 

wird die durch die cDNA1 kodierte Isoform in den Rescue-Fliegen sehr stark 

exprimiert. Das Expressionsniveau ist annähernd mit der Summe der Niveaus aller 

Isoformen im Wildtyp vergleichbar. 

 E H                S      K                               E E     E      Bsp                      S B   H       B        B              B     S        H   E           E   B     E        S S                  E           H  H 

             

CspU1 

Csp 

 H                                                                                     Bsp 

 K                                                       Bsp   

Rescue lcDNA1 

Rescue scDNA1 

Genomisches Fragment 
cDNA1 

1 kb 

Abbildung 4.9: Restriktionskarte des Genlokus von Csp. Schematisch dargestellt sind Genort, Größe der 
Deletion in der Nullmutante CspU1 und die Rescuekonstrukte der unterschiedlichen genomischen 
Promotor-Bereiche. 
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Obwohl das Konstrukt scDNA1 für die größte, im Wildtyp am schwächsten 

exprimierte, nicht nervenspezifische Isoform kodiert, konnten sowohl der 

temperatursensitive Phänotyp und die eingeschränkte Vitalität gerettet werden, als 

auch die wildtypische Färbung in Kryostatschnitten adulter Fliegenköpfe 

wiederhergestellt werden. Da im Western Blot von wildtypischen Drosophila 

melanogaster L3-Larven hingegen lediglich die 36 kD große Isoform von CSP 

detektiert werden kann (s. Abb. 4.10, Spur 2), wurde vermutet, dass das Konstrukt 

scDNA1 für Rescue-Experimente am larvalen Nerv-Muskel-Präparat geeignet ist. In 

Abbildung 4.10 sind in den Spuren 1 (lcDNA1 CspU1) und 2 (w1118) Homogenate 

ganzer Larven und in den Spuren 3 (w1118) und 4 (CspU1 roc) Homogenate adulter 

Fliegenköpfe aufgetragen. 

 

2 3 4

L3-Larve Adult

SAP47

CSP

1: lcDNA1 C
2: 
3: 
4: C

sp
w
w

sp

U1 roc

1118

1118

U1 roc

 
 

 

 

 

 

Abbildung 4.10: Die Spuren 1 und 2 zeigen larvale Homogenate, die 
Spuren 3 und 4 Kopfhomogenate adulter Fliegen. Der starke 
Hintergrund der Spuren 1 und 2 kann durch den hohen larvalen 
Fettanteil erklärt werden. Verdünnung MAK ab49 1:150, nc46 1:250 
(Beladungskontrolle). 
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Für die in der Einleitung beschriebenen Deletions- und Substitutionskonstrukte 

wurden während verschiedener Dissertationen und Diplomarbeiten mehrere 

unabhängige Transformanten im w1118-Hintergrund hergestellt, deren Insertionsorte 

nur teilweise bekannt waren. Zu diesem Zweck wurden Testkreuzungen mit 

weißäugigen Balancer-Fliegen des Typs 
Tb TM6
Sb TM3

;;w - +  durchgeführt, mit denen das 

Chromosom des Insertionsortes bestimmt werden konnte. 

 

Hierzu wurden weißäugige Balancer-Weibchen mit rotäugigen Transformanten-

Männchen gekreuzt. Falls das Konstrukt auf dem X-Chromosom inseriert, schlüpfen 

nach folgendem Schema in der F1 nur weißäugige Männchen und rotäugige 

Weibchen mit variablen Kombinationen für das dritte Chromosom: 

 

P:  ?  
Tb TM6
Sb TM3

;;
w
w

-

-

+
+

  X  ?  
+
+

+
+

¬

+

;;
)(w P

 

 

F1:  ?  
Tb TM6 / Sb TM3

;;
w

)(w P
-

+
+
++

  ?  
Tb TM6 /Sb TM3

;;
w - +

+
+

¬
 

rotäugig          weißäugig 

 

 

Falls das P-Element auf dem dritten Chromosom inseriert, sind nach folgendem 

Schema in der F2-Generation alle balancierten Nachkommen rotäugig: 

 

P:  ?  
Tb TM6
Sb TM3

;;
w
w

+
+

−

−

  X  ?  
) w(P
)(w P

;;
w

+

+−

+
+

¬
 

 

F1:  ?  
Tb TM6
Sb TM3

;;
w
w

+
+

−

−

   ?  
Tb TM6 / Sb TM3

)(w P
;;

w +−

+
+

¬
 

 

F2:  
Sb TM3

)(w P
;;w

+
− +   oder  

Tb TM6
)(w P

;;w
+

− +  

         rotäugig               rotäugig 
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Inseriert das Konstrukt auf dem zweiten Chromosom, sind nach Rückkreuzung der 

rotäugigen balancierten Nachkommen in der F1 mit Balancer-Fliegen in der F2 weiß- 

und rotäugige balancierte, sowie rotäugige ebony-farbige 
Tb TM6
Sb TM3

 Nachkommen zu 

beobachten: 

 

P:  ?  
Tb TM6
Sb TM3

;;
w
w

-

-

+
+

  X  ?  
+
+

¬ +

+

;
) w(P
)(w P

;
w -

 

 

F1:  ?  
Tb TM6
Sb TM3

;;
w
w

-

-

+
+

  X  ?  
++¬

+ Sb TM3
;

) wP(
;

w -

 

rotäugig 

 

F2:   
++

+ Sb TM3
;

)(w P
;w -    

+
+

Sb TM3
;;w -    

Rotäugig         weißäugig        

 

 

Tb TM6
Sb TM3

;
)(w P

;w -

+

+

   
Tb TM6
Sb TM3

;;w -

+
+

 

      ebony, rotäugig   ebony, weißäugig 

 

 

Aus diesen Testkreuzungen ergaben sich folgende Insertionsorte für die 

unterschiedlichen Rescue-Konstrukte: 

 

 

Transformante 
im WT-Hintergrund Insertionsort (Chromosom) 

scDNA1 X 

SSP1 III 

SSP5 X 

SSP8 X 

SSP12 II 
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CSLP25D III 

CLP1 III 

CLP2 III 

C?27 X 

C?27 III 

L?8 X 

L?8 III 

 

 

X-chromosomale Transformanten wurden durch Screenen nach unterschiedlich 

dunklen Rottönen der Augenfarbe nach folgendem Schema in die Nullmutante 

gekreuzt: 

P:  ?  P (w+);+;+    X  ?  w-;+;
Sb Tb TM6

TM2
 

 

F1:  ?  
Sb Tb 6TM

;;
w

)(w P +
+

−

+

  X  ?  
Tb TM6

Csp
;;

w roc  U1-

+
¬

 

 

F2:  ?  
Sb Tb 6TM

Csp
;;

w
)(w P roc 1U

+
−

+

  X  ?  
Sb Tb TM6

Csp
;;

)(w P roc U1

+
¬

+

 

 

F3:    Screen nach dunkelstem Rot bei ?  

 

?  
Sb Tb 6TM

Csp
;;

w
) wP( roc 1U

+
−

+

 ?  
Sb Tb 6TM

Csp
;;

)(w P
)(w P roc 1U

+
+

+

 ?  
Sb Tb TM6

Csp
;;

)(w P roc U1

+
¬

+

 

   orange   dunkelrot   dunkelrot 

 

 

Nach erfolgter Kreuzung wurden nicht balancierte Nachkommen durch Western Blot 

auf das Konstrukt und den Nullmutanten-Hintergrund überprüft. Abb. 4.11 zeigt 

Kopfhomogenate adulter Rescue-Mutanten im Nullmutanten-Hintergrund. 

Anschließend wurden die Stämme ausschließlich über einem Balancer-Chromosom 

gehalten und jede Generation selektioniert.  
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Abbildung 4.11: Western Blot. Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes 
verschiedener Transformanten im CspU1 roc-Hintergrund (SSP8;+;CspU1 roc balan-
ciert) aufgetragen. Verdünnung MAK ab49 1:100 (Spur 1-3), MAK 6D6 1:80 (Spur 
4-6), MAK nc46 (1-3): 1:600, (4-6): 1:200. Die unterschiedlichen Signalintensitäten 
der Beldadungskontrolle (1-3) & (4-6) sind auf unterschiedliche Antikörper-Chargen 
zurückzuführen. 

Abbildung 4.12: Eine Temperaturreihe mit den modifizierten Proteinen C∆27 und L?8 zeigt die 
Instabilität von L?8 bei steigender Temperatur, während das Protein C?27 wildtypische Signale liefert. 
In Spur 2 / 70°C hat sich die Signalstärke mehr als halbiert. Da der Antikörper MAK ab49 das mutierte 
Protein C?27 nicht erkennt, wurde der Western Blot nacheinander mit zwei unterschiedlichen 
Antikörpern ab49 (Spuren 1, 2) 6D6 (Spur 3) gegen CSP geprobt werden. 

 

Während der Überprüfung der einzelnen Mutanten zeigte sich, dass das Protein 

CSP L?8 thermisch deutlich instabiler als das wildtypische Protein ist und durch das 

Aufkochen der Proben vor dem Beladen des SDS-Gels schneller degradiert wird. In 

Abb. 4.12 sind jeweils Kopfhomogenate adulter Fliegen aufgetragen, die vor dem 

Beladen des Gels mit unterschiedlichen Temperaturen behandelt wurden. Hierbei 

konnte beobachtet werden, dass die Signalstärke des Proteins mit steigender 

Temperatur stark abnahm. Andere Prozeduren, wie z.B. Fixierung und Färbung von 

Kryostatschnitten hatten keinen Einfluss auf die Proteinstabilität. 
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Konstrukte, die auf dem dritten Chromosom inserierten, wurden durch meiotische 

Rekombination in der Keimbahn von F1-Jungfrauen in den csp-defizenten CspU1 roc - 

Hintergrund gebracht. Für den Fall, dass durch Rekombination ein Chromosom mit 

P-Element und csp-Defizienz erzeugt wurde, sollten rotäugige F2-Nachkommen evtl. 

temperatursensitiv sein oder auf dem Western Blot lediglich ein Signal für das 

Konstrukt zeigen. Der Screen erfolgte nach Einzelkreuzungen mit einer Balancer-

Linie, um einen eventuell vorhandenen Selektionsdruck zu minimieren. Die 

Kreuzungen wurden nach folgendem Schema durchgeführt, wobei nur die 

umrandeten Nachkommen von Interesse waren: 

P:  ?  w-;+;csp+ P(w+)   X  ?  
Tb TM6

Csp
;;

w roc  U1

+
¬

−

 

 

F1:  ?
)P(w csp

Csp
;;

w
w roc  U1

++−

−

+   X  ?  
Tb TM6

Csp
;;

w roc  U1

+
¬

−

 

 

F2:  
)P(w csp

Csp
;;w

roc U1

++
− +  

)P(w Csp
Csp

;;w
roc 1U

roc U1

+
− +  roc 1U

roc U1

Csp
Csp

;;w +−  

 

F3: Einzelkreuzungen mit allen rotäugigen Nachkommen, anschließend TS-Test, 

sowie Western Blot 

 

  
)P(w Csp

Csp
;;w

roc 1U

roc U1

+
− +   X  

Sb Tb TM6
TM2

;;w +−  

 

  
)P(w csp

Csp
;;w

roc U1

++
− +    X  

Sb Tb TM6
TM2

;;w +−  

 

Für die Konstrukte C?27, L?8 und CLP konnten nach vorangestelltem Schema 

Rekombinanten erzeugt werden, die mittels Paralysetest bei 37°C und Western Blot 

überprüft wurden. 

 

Abb. 4.13 zeigt in Spur 9 das einzige Rekombinationsereignis aus 70 

Einzelkreuzungen für die Mutante C?27 CspU1 roc. In allen anderen Spuren wurden 
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zusätzlich zum C?27-Signal die wildtypischen Isoformen detektiert. Durch Tem-

peratursensitivitätstest konnten adulte C?27 CspU1 roc-Fliegen nicht identifiziert 

werden. Bei 37°C verhielten sich diese Fliegen wildtypisch. 

 

 

 

Abb. 4.14 zeigt einen Western Blot für die Rekombinante L?8 CspU1 roc. In den 

Spuren 5, 8, 10, 11, 12 ist das Protein L?8 im Nullmutantenhintergrund ohne 

wildtypische Isoformen zu sehen. In allen anderen Spuren sind zusätzlich die 

wildtypischen Isoformen zu beobachten. Dabei handelte es sich bei den Fliegen 

nicht um verschiedene unabhängige Rekombinanten, sondern um Geschwister. Um 

diese Rekombinanten L?8 CspU1 roc zu erhalten, wurden mehr als 200 

Einzelkreuzungen angesetzt. Demnach dürfte der Insertionsort des Transgens L?8 

nur etwa 5cM vom csp-Lokus entfernt liegen. Temperatursensitivitätstests bei 37°C 

mit diesen Rekombinanten zeigten keinen nullmutanten Phänotyp. 

Abbildung 4.13: Spur 9 zeigt nur das Signal des Proteins C?27, während die Wildtypsignale 
fehlen. In allen anderen Spuren ist zusätzlich zu C?27 eine Wildtypkopie vorhanden. SAP47 
(nc46) diente als Beladungskontrolle. 

SAP47

L 8∆

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

6D6 1:100
nc46 1:200

SAP47

CSP
C 27∆

1 - 8 9 10    11

ab49 1:10
6D6  1:100
nc46 1:200

Abbildung 4.14: Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes aufgetragen. In Spur 5, 8, 10 und 11 wird 
ausschließlich das mutierte Protein im Nullmutantenhintergrund detektiert. In Spur 12 sind zusätzliche 
Banden zu erkennen, die vermutlich Verunreinigungen aus Spur 13 darstellen. Als Beladungskontrolle diente 
SAP47 (MAK nc46). 
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Abbildung 4.15: Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes aufgetragen. Spur 1: w1118, Spur 2: CspU1 roc. Als 
Beladungskontrolle wurde MAK nc46 (SAP47) verwendet. 

Abb. 4.15 zeigt in einer Übersicht alle unabhängigen, aus 60 Einzelkreuzungen 

hervorgegangenen Rekombinanten für die Transformanten CLP1 w1118 und CLP2 

w1118. In Spur 1 wurde w1118, in Spur 2 CspU1 roc als Kontrolle aufgetragen. In den 

folgenden Spuren wurden für die beiden unabhängigen Transformanten CLP1 

(w1118) und CLP2 (w1118) die unabhängigen Rekombinanten, die aus 

unterschiedlichen Kreuzungen stammten, aufgetragen. Paralysetests bei 37°C 

zeigten einen zur Nullmutante identischen Phänotyp. 
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Für die Transformante CSLP25D konnte trotz mehrmaliger Versuche keine 

Rekombinante erzeugt werden. Hier war bei allen rotäugigen Nachkommen 

zusätzlich oberhalb des CSLP-Signals das Wildtyp-Signal im Western Blot zu sehen. 

Die linke Hälfte des Blots zeigt eine Inkubation mit 6D6, wohingegen die rechte 

Hälfte des Blots mit dem Antikörper ab49 geprobt wurde. In den Spuren eins bis fünf 

sind die aus 100 Einzelkreuzungen hervorgegangenen unabhängigen 

Rekombinanten aufgetragen. Dabei sind oberhalb des CSLP-Signals die Signale der 

wildtypischen Isoformen zu sehen (s. Abb. 4.16). 
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Anschließend wurden von allen neu hergestellten Rescue-Mutanten im 

Nullmutanten-Hintergrund Kryostatschnitte adulter Fliegenköpfe angefertigt, um die 

Expressionsmuster zu vergleichen und zu bestätigen. 

 

Die Mutanten scDNA1;+;CspU1 roc, +;+;L?8 CspU1 roc, L?8;+; CspU1 roc, +;+;C?27 

CspU1 roc und C?27;+; CspU1 roc zeigten ein wildtypisches Färbemuster im Neuropil 

adulter Fliegenköpfe (s. Abb. 4.17). 

 

 

 

 

 

 

WT WT1 2 3 4 5

SAP47

CSP

CSLP

ab49 1:150
nc46 1:80

6D6  1:100
nc46 1:80

Abbildung 4.16: Western Blot der Rekombinanten CSLP25D: Je Spur wurde 
Homogenat eines Kopfes aufgetragen. Als Beladungskontrolle diente SAP47 
(MAK nc46). 
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Die Mutanten SSP;+;CspU1 roc und +;+;CLP CspU1 roc zeigten die bereits bekannte 

diffuse Färbung des gesamten Neuropils, sowie der Zellkörper (s. Abb. 4.18). 

 

w1118

CspU1 roc scDNA1

L 8 (X)∆ L 8 (III)∆

C 27 (III)∆C 27 (X)∆

Abbildung 4.17: Kryostatschnitte adulter Drosophila-Köpfe. Verdünnung MAK ab49 1:50, 
MAK 6D6 1:25. 
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Paralysetests mit adulten Fliegen bei 37°C zeigten, dass die Nullmutante CspU1 roc 

innerhalb von ca. 2 ½ Minuten paralysiert. Die Rescue-Mutante scDNA1 hingegen 

zeigte, wie bereits erwähnt, keine Paralyse, sondern wildtypisches Verhalten. 

 

Alle CLP- und SSP-Mutanten im CspU1 roc-Hintergrund zeigten den 

temperatursensitiven Phänotyp, und paralysierten ohne Unterschied zur Nullmutante 

CspU1 roc innerhalb von zwei bis drei Minuten. C?27- und L?8-Mutanten zeigten auch 

nach mehr als drei Minuten keine temperaturabhängige Paralyse. Da dieser Test 

nicht ausreichend war, um eventuell bestehende Unterschiede im Paralyseverhalten 

der einzelnen Mutanten aufzudecken, wurde ein temperaturabhängiges 

Aktivitätsmuster für alle Linien erstellt. Hierzu wurden gleichaltrige Fliegen in 

vortemperierten, transparenten Kunststoffgläsern bei verschiedenen Temperaturen 

getestet. Nach Ablauf einer Zeitspanne von fünf Minuten wurde der Prozentsatz aller 

aktiven Fliegen ausgewertet. Fliegen, die trotz Schütteln des Glases keine 

Abbildung 4.18: Kryostatschnitte adulter Drosophila -Köpfe, Pfeilspitzen markieren die ungefärbte 
Zellkörperschicht, kurze Pfeile das immunreaktive Neuropil. Lange Pfeile markieren das nur in den 
Mutanten SSP und CLP angefärbte Neuropil. Verdünnung MAK ab49 1:50 
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Bewegung mehr zeigten, wurden als paralysiert, also nicht aktiv, gewertet. Abb. 4.19 

zeigt das Ergebnis dieses Experiments. 

Dabei zeigte sich, dass die adulte Mutante L?8 entgegen vorheriger Tests doch 

einen temperatursensitiven Phänotyp zeigte; der nicht-permissive 

Temperaturbereich allerdings oberhalb 37°C bis 38°C lag. Bei der Nullmutante 

CspU1 roc hingegen begann die nicht-permissive Temperatur bereits bei 33°C bis 

34°C. Die Mutante SSP verhielt sich in diesem Experiment wie die Nullmutante. 

Erstaunlicherweise zeigten CLP-Mutanten eine noch deutlichere 

Temperatursensitivität als die Nullmutante CspU1 roc. Sie paralysierten deutlich früher. 

 

 

 
 

 

 

 

Frühere Vitalitätsuntersuchungen, bei denen die nicht rückgekreuzte Nullmutante 

CspU1w und Mutanten im CspU1w-Hintergrund untersucht wurden, stützen diese 

Beobachtung. Die Mutante CLP zeigte bei 18°C gegenüber der Nullmutante CspU1w 

eine deutlich verkürzte Lebenspanne (s. Abb. 4.20). 

 

Abbildung 4.19: Temperaturabhängiges Aktivitätsprofil der verschiedenen, unabhängigen Mutanten. 
WT, Rescue-Mutante scDNA1 und C?27 zeigten keinen temperatursensitiven Phänotyp. CspU1 roc, 
SSP-, L?8-, sowie CLP-Mutanten zeigen unterschiedliche Temperatursensitivitätsprofile. 
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Um die Expression des modifizierten CSP in dritten Larven zu kontrollieren, wurden 

von allen larvalen Mutanten im CspU1 roc-Hintergrund immunhistochemische 

Präparate der neuromuskulären Synapse angefertigt. Es wurden jeweils 

neuromuskuläre Synapsen der dritten und vierten Abdominalsegmente untersucht, 

die später elektrophysiologisch charakterisiert werden sollten. Um evtl. auftretende 

Ungleichmäßigkeiten in den Färbungen zu vermeiden und die Intensität der 

Immunreaktivität zwischen Wildtyp, Nullmutante und Rescue-Mutante vergleichen zu 

können, wurden bei jeder Färbung gleichzeitig sowohl Positiv- als auch 

Abbildung 4.20: Lebensfähigkeit von w1118, CspU1, CLP. Die beiden unabhängigen Mutanten CLP2 
und CLP3 zeigen die gleiche reduzierte Lebensfähigkeit. 
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Negativkontrolle inkubiert. Dazu wurde stets der Antikörper ab49 verwendet, der alle 

vier Isoformen erkennt. Lediglich bei Färbungen von C?27 CspU1 roc-Mutanten wurde 

der Antikörper 6D6 verwendet, da der MAK ab49 nicht an das direkt vor der Deletion 

befindliche Epitop bindet. 

 

In Wildtyp-Larven war eine starke Immunreaktivität zu beobachten. Dabei war die 

Färbung gleichmäßig über alle Bouton-Typen (Ib und Is) der Muskeln 7 und 6 verteilt 

(s. Abb. 4.21 und 4.22). 

 

 

 

 

 

7 66 13

1b
1b

1s

1s

40µm 20µm

Abbildung 4.21: DAB-Färbung der 3. rechten Hemisegmente zwei verschiedener w1118-
Larven. Die Pfeilspitze markiert eine Tracchee. Verdünnung MAK ab49 1:10 



4. Ergebnisse  Seite - 67 - 

 

 

 

 

In CspU1 roc-Nullmutanten-L3 blieb die Färbung völlig aus. Mit der verwendeten Optik 

waren die Boutons auf den Muskeln 7 und 6 nicht zu erkennen (s. Abb. 4.23). 

6 7

6 7

40µm

40µm

Abbildung 4.22: Fluoreszenzfärbung der neuromuskulären Synapse einer
wildtypischen L3-Larve von Drosophila melanogaster, linke Körperhälfte,
Abdominalsegmente A3-A5, Verdünnung MAK ab49 1:10, Cy3 1:250 
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In den Mutanten SSP und CLP entsprach die Färbung nicht dem Wildtyp. Die 

Boutons der Muskeln 7 und 6 waren im Vergleich zur Kontrolle relativ schwach 

gefärbt. Verglichen mit dem Wildtyp war stattdessen der zugehörige Segmentalnerv 

stärker angefärbt (s. Abb. 4.24).  

6

40 mµ

Abbildung 4.23: DAB Färbung des rechten Hemisegments A3 der Nullmutante 
CspU1, Muskel 7 und 6, die Pfeile markieren die Segmentgrenzen, Verdünnung 
MAK ab49 1:10 

Abbildung 4.24: DAB-Färbungen an L3-Larven der Mutanten SSP und CLP im 
Nullmutantenhintergrund CspU1 roc. Gezeigt sind die rechten Hemisegmente A3. Die Pfeile 
markieren die schwach immunreaktiven Boutons. Der Nerv (s. SSP) ist deutlich stärker 
gefärbt. Verdünnung MAK ab49 1:10 

SSP

CLP

7

6

7

6

Tracchee

Nerv



4. Ergebnisse   Seite - 69 - 

Durch Membranfraktionen mit adulten Fliegenköpfen konnte gezeigt werden, dass 

die Proteine nicht mehr vesikelmembran-assoziiert waren, sondern in der 

cytosolischen, löslichen Fraktion lokalisiert waren (Dissertation Reisch, N., 2003), 

was auf ein defektes Targeting des Proteins hindeutete und eine homogene 

Verteilung des Proteins im Neuron erwarten lässt. Dies wurde auch durch die diffuse 

Lokalisation der Proteine SSP und CLP im Gehirn von adulten Fliegen bestätigt (s. 

Abb. 4.18). 

Da durch diesen Effekt die Konzentration der Proteine innerhalb der Boutons ab- und 

in den Segmentalnerven zunahm, kehrte sich die wildtypische, in den Boutons starke 

und den zugehörigen Segmentalnerven schwache, Färbung in den Mutanten um. 

Hier waren nun Boutons schwach und Segmentalnerven stärker gefärbt. 

 

Färbungen an L3-Larven der Mutante C?27 zeigten in Übereinstimmung mit 

Färbungen an adulten Fliegenköpfen ein wildtypisches Färbemuster in den Boutons 

(s. Abb. 4.25).  
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Abbildung 4.25: DAB-Färbungen 3. Larven der C?27-Mutanten im 
Nullmutantenhintergrund CspU1 roc. Gezeigt sind die rechten Hemisegmente 
A3 bzw. A4. Die Pfeile markieren die immunreaktiven Boutons vom Typ Ib und 
Is. Verdünnung MAK 6D6 1:10 
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Färbungen an den Mutanten L?8 führten zu einem überraschenden Ergebnis: Die X-

chromosomale Insertionslinie zeigte mit dem MAK ab49 in den Boutons eine sehr 

schwache Färbung, die kein wildtypisches Expressionsniveau besaß. Im Gegensatz 

hierzu zeigten Färbungen ihrer adulten Nachkommen an adulten Gehirnschnitten ein 

wildtypisches Färbemuster. Um zu überprüfen, ob diese schwache Färbung ein 

Effekt der Färbeprozedur war, wurde die Expression von L?8 mittels Western Blot 

überprüft. Es zeigte sich, dass das Protein aus L3-Larven im Western Blot fast nicht 

detektierbar ist (s. Abb. 4.26). 
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Da der Antikörper ab49 in adulten Fliegen sowohl im Western Blot als auch in der 

Immunhistochemie das mutierte Protein L?8 erkannte, konnte das schwache Signal 

nicht auf methodische Probleme zurückgeführt werden. Möglicherweise beinhaltet 

die deletierte Sequenz ein Signal zur Regulation der Expression von CSP im 

Larvalstadium. Es könnte jedoch ebenso der Insertionsort von Bedeutung sein. 

Eventuell inseriert das Konstrukt L?8 in einem Bereich, der während der L3-

Entwicklung unterdrückt ist und erst später in adulten Fliegen aktiviert wird. 

Um diese Hypothesen zu überprüfen, wurde die zweite transgene Linie, bei der das 

Konstrukt L?8, das auf dem dritten Chromosom lokalisiert ist, durch Rekombination 

in den Nullmutanten-Hintergrund von CspU1 roc gebracht. 

Abbildung 4.26: Western Blot mit larvalen Homogenaten. In Spur 3 ist das Homogenat 
einer X-chromosomalen, präparierten 3.Larve L?8 im Hintergrund von CspU1 roc 
aufgetragen. Spur 1 zeigt Wildtyp-, Spur 2 Homogenat der Rescue-Mutante scDNA1. 
Das L?8-Signal ist im Gegensatz zu den Kontrollen extrem schwach. Trotzdem sind 
keine stärkeren Abbauprodukte zu beobachten. Verdünnung MAK ab49 1:250. Als 
Beladungskontrolle diente nc46 (1:100). 
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Immunhistochemische Färbungen an der neuromuskulären Synapse von dritten 

Larven und an Gefrierschnitten adulter Fliegenköpfe zeigten nun in beiden Fällen 

eine übereinstimmende wildtypische Färbung.  

 

 

Somit war ausgeschlossen, dass im Protein L?8 eine Regulationssequenz, die die 

larvale Expression von CSP beeinflusst, deletiert ist. Vermutlich inseriert das X-

chromosomale Rescue-Konstrukt L?8 in einem Bereich, der während der L3-

Entwicklung unterdrückt ist. 

 

Nachdem ein stabiler, robuster temperatursensitiver Phänotyp etabliert und die 

Expressionsmuster aller Mutanten überprüft worden waren, wurden im Anschluss 

daran intrazelluläre Ableitungen am larvalen Nerv-Muskel-Präparat durchgeführt. 

Nach erfolgter Präparation, Elektrodenprüfung und Segmentkontrolle (s. Methoden) 

wurde der zum entsprechenden Halbsegment zugehörige Segmentalnerv über eine 

Saugelektrode mit 0,2Hz stimuliert. Die Reizstärke wurde bei jeder Messung an das 

einzelne Präparat angepasst, während die intrazelluläre Elektrode bereits den 

Muskel penetriert hatte. Nach Abschluss aller Vorbereitungen wurde die Messung 

erneut gestartet und über ein automatisiertes Programm durchgeführt. Nach 

Erreichen der 32°C-Schwelle wurden ein sechsmaliges aufeinander folgendes 

Ausbleiben der Muskelantwort als Blockade der synaptischen Transmission gewertet. 

Anschließend wurde die Temperatur auf 18°C abgesenkt und die Erholung der 

76
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Abbildung 4.27: DAB-Färbungen von L3-Larven, deren L?8-Konstrukt auf dem X, bzw. auf dem 3. 
(III) Chromsom im CspU1 roc-Nullmutantenhintergrund inseriert. Die X-chromosomale Linie zeigte in 
allen Segmenten (hier A4 links) eine deutlich reduzierte Expression. 
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neuromuskulären Synapse beobachtet. Erst wenn dabei im Muskel regelmäßig eine 

Antwort auf einen Stimulus zu messen war, wurde dieses Experiment als reversible, 

temperaturabhängige Messung gewertet. War nach Absenkung der Temperatur auf 

18°C kein Anstieg der Amplitudengröße zu beobachten, wurde die Messung 

verworfen, da es sich hierbei um einen irreversiblen Defekt der neuromuskulären 

Synapse im Verlauf der Messung handelte. 

 

Da bereits in früheren Experimenten gezeigt wurde, dass der Block der synaptischen 

Transmission nicht auf einen Defekt in der Leitfähigkeit der Segmentalnerven 

zurückzuführen ist, wurde auf intrazelluläre Ableitungen am Nerv selbst verzichtet. 

Ebenso wurde darauf verzichtet, spontan auftretende, nicht Ca2+-abhängige Miniatur-

EJPs zu vermessen. Zum einen konnte bereits in früheren Versuchen gezeigt, 

werden, dass sowohl die Frequenz als auch die Amplitudengröße von mEJPs in der 

Nullmutante von csp unverändert sind. Hierdurch waren Defekte auf der 

postynaptischen Seite, im fusionsbereiten Vesikelpool, sowie der Transmittermenge 

in den Vesikeln ausgeschlossen worden. 

Zum anderen ist die Amplitudengröße der mEJPs mit 0,4mV sehr klein und im 

Messsignal schwierig auszuwerten. Eine manuelle Auswertung hätte erhebliche 

Fehler zur Folge gehabt, da aufgrund der Größe nicht jedes Ereignis als mEJP hätte 

gewertet können. Eine Automatisierung war mit dem verwendeten Messprogramm 

DASYLab® nicht möglich. Eine Umformatierung der nicht kompatiblen Messdaten in 

ein anderes Format, welches vom frei verfügbaren, automatisierten „Mini-Analysis-

Programm“ verwendet wird, schlug fehl. Somit war eine zuverlässige Auswertung 

und statistische Absicherung unmöglich. 

 

Im Verlauf der Messungen zeigte sich immer wieder, dass die Messung einer 

einzelnen Larve für sich immer stabile, in der Höhe der Amplitude gleich bleibende 

Ergebnisse lieferte. Die Schwankungen im Vergleich verschiedener Larven 

untereinander waren jedoch zum Teil beträchtlich. Sie beschränkten sich nicht auf 

die Mutanten, sondern waren ebenso beim Wildtyp zu beobachten. 

Nach erfolgter Messung wurden die Daten über die Messsoftware zurück gelesen 

und die einzelnen EJPs mit dem Cursor per Hand vermessen (s. Methoden). 

Exemplarische Messkurven aller folgenden Messungen sind im Anhang unter S.152 

aufgelistet. 
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Während der Stimulation mit 0,2Hz und individuell angepasster Reizstärke zeigte die 

Kontrolle w1118 bei 18°C einen Amplitudenmittelwert von ~35,7mV. Die Nullmutante 

CspU1 roc zeigte unter gleichen Bedingungen eine signifikant reduzierte Amplitude von 

~22,9mV, die im Mittel also nur noch 65% der wildtypischen Amplitudenhöhe 

entspricht (s. Abb. 4.28). 

Bei 32°C zeigten Wildtyp-Larven eine reversible Reduktion der Aktionspotentialhöhe 

auf einen Mittelwert von 21,3mV. Dieser Wert war auch über eine längere Messdauer 

stabil. Bei csp-Nullmutanten hingegen waren bei 32°C nach ~zwei bis fünf Minuten 

keine EJPs mehr zu beobachten. Die Blockade der synaptischen Transmission war 

in jedem Experiment durch Absenken der Temperatur auf 18°C umkehrbar. Dieses 

Ergebnis stimmte mit dem Paralyseverhalten adulter Fliegen überein, die bei einer 

nicht permissiven Temperatur von 37°C ebenfalls reversibel paralysierten. 

Messungen mit der larvalen Rescue-Mutante scDNA1 zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zum Wildtyp (s. Abb. 4.28). Bei 18°C waren die Amplituden der EJPs 

ähnlich groß. Bei 32°C war ebenso eine reversible, über die gesamte Messdauer 

stabile Reduktion der Amplitudengröße zu beobachten, was den Phänotyp adulter 

Fliegen widerspiegelte, die bei einer nicht permissiven Temperatur von 37°C keine 

Paralyse zeigen (s. Abb. 4.30). 

 

 
 

 
Abbildung 4.28: Mittelwerte evozierter EJPs bei 18°C und 32°C der Rescue-Mutante scDNA1 im 
Nullmutantenhintergrund CspU1 roc. Das temperaturabhängige Verhalten unterscheidet sich nicht 
signifikant vom Wildtyp w1118. 
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Messungen mit der Mutante SSP zeigten bereits bei 18°C einen signifikanten 

Unterschied zur Nullmutante CspU1 roc auf. Die Amplitudengröße der EJPs betrug 

~12,1mV und damit nur ca. 50% dessen, was bei Nullmutanten gemessen wurde. 

Bei einer Erhöhung der Temperatur auf 32°C zeigten SSP-Mutanten den gleichen 

Phänotyp wie csp-Nullmutanten. Innerhalb von zwei bis fünf Minuten zeigten sie die 

temperaturabhängige Blockade der synaptischen Transmission, die bei Absenkung 

der Temperatur auf 18°C aufgehoben werden konnte (s. Abb. 4.29). Der 

temperatursensitive Phänotyp der larvalen SSP-Mutanten stimmte mit dem 

Paralyseverhalten adulter SSP-Mutanten überein (s. Abb. 4.30). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.29: Mittelwerte evozierter EJPs aller Mutanten im Nullmutantenhintergrund CspU1 roc. bei 
18°C und 32°C. Larven der Linie SSP zeigen bei 18°C im Vergleich zur Nullmutante cspU1 roc eine 
signifikante Reduktion der Amplitudengröße, bei 32°C verhalten sie sich wie die Nullmutante. Die 
Mutante CLP unterscheidet sich im Gegensatz zu den adulten Nachkommen nicht von Rescue-
Mutante und Wildtyp. Für C?27 wurden Larven gemessen, die das Transgen auf dem X-, bzw. auf 
dem dritten (III) Chromosom tragen. Die Mutante L?8 zeigt je nach Insertionsort des Transgens 
unterschiedliche Phänotypen: Während die X-chromosomale Linie bei nicht-permissiver Temperatur 
einen reversiblen, temperaturabhängigen Block der synaptischen Transmission zeigt, verhält sich die 
Insertionslinie des 3. Chromosoms wildtypisch. 

 



4. Ergebnisse   Seite - 75 - 

 

Abbildung 4.30: Temperaturabhängiges Aktivitätsprofil aller adulten Mutanten im 
Nullmutantenhintergrund CspU1 roc. 

 

 

Die Messung der L3-Larven von CLP zeigte mit 31,5mV Amplitudenhöhe bei 18°C 

wildtypische EJPs, die sich signifikant von Amplituden der Nullmutante CspU1 roc 

unterschieden. Auch bei 32°C verhielten sich diese mutanten Larven wildtypisch. Die 

mittlere Amplitudengröße der EJPs betrug ~18mV und war damit nicht signifikant 

vom Wildtyp verschieden (s. Abb. 4.29). CLP-Larven waren somit signifikant von den 

Nullmutanten CspU1 roc verschieden. Dies war ein überraschendes Resultat, denn 

adulte CLP-Fliegen zeigten bei 37°C innerhalb vom 2-3min eine reversible Paralyse 

(s. Abb. 4.30). Die Reduktion der Amplitudenhöhe bei 32°C war jedoch nicht 

reversibel, d.h. auch bei Absenken der Temperatur auf 18°C blieb dieser Effekt 

bestehen. Möglicherweise handelte es sich dabei um einen sekundären Effekt, da 

adulte CLP-Fliegen gegenüber der Nullmutante CspU1 roc eine signifikant verkürzte 

Lebensdauer zeigten, was auf einen dominant-negativen Effekt hindeuten könnte (s. 

Abb. 4.20 und Diskussion). 

 

Messungen der mutanten L3-Larven von C?27 bei 18°C zeigten in der 

Amplitudengröße keinen Unterschied zum Wildtyp. Bei 32°C waren sehr 

unterschiedliche Messergebnisse zu beobachten: Von insgesamt neun Larven aus 
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zwei unabhängigen Insertionslinien zeigten fünf den temperaturabhängigen Block der 

synaptischen Transmission. Die anderen vier Individuen verhielten sich annähernd 

wildtypisch. Die Bildung des Mittelwertes aus den Messungen bei 32°C führte 

aufgrund dieser Schwankungen weder zu einem signifikanten Unterschied zu Wildtyp 

und Rescue-Linie scDNA1, sowie zur Nullmutante (s. Abb. 4.29). Da diese Linie aus 

Einzelkreuzungen etabliert wurde, war auszuschließen, dass eine nicht homogene 

Linie verwendet wurde. Auch eine Verwechslung mit balancierten Larven konnte 

ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu adulten C?27-

Fliegen, die sich ausnahmslos völlig wildtypisch verhielten und bei 37°C nicht 

paralysierten (s. Abb. 4.30). 

 

Messungen mit Larven der X-chromosomalen Linie L?8 zeigten bei 18°C ebenfalls 

starke Schwankungen in der EJP-Amplitude, so dass die Werte weder vom Wildtyp 

noch von der Nullmutante signifikant verschieden sind. Bei nicht-permissiver 

Temperatur hingegen zeigten L?8-Larven den temperatursensitiven Phänotyp und 

waren von der Nullmutante CspU1 roc nicht signifikant verschieden (s. Abb. 4.29). Dies 

steht im Widerspruch zum Paralyseverhalten adulter L?8-Fliegen, die nur einen 

milden temperatursensitiven Phänotyp zeigten. Adulte L?8-Fliegen zeigten nach 

verlängerter Zeit bei höherer Temperatur einen temperatursensitiven Phänotyp (s. 

Abb. 4.30). 

Gleiche Experimente mit der L?8-Mutante, bei der sich das Konstrukt auf dem 3. 

Chromosom befindet, zeigten andere Ergebnisse. Diese Larven verhielten sich 

sowohl bei 18°C als auch bei 32°C wildtypisch. Die EJPs waren nicht signifikant 

verschieden vom Wildtyp, jedoch signifikant verschieden von der X-chromosomalen 

L?8-Linie (s. Abb. 4.29).  

 

Die auf Seite 70/71 beschriebenen immunhistochemischen Untersuchungen an der 

neuromuskulären Synapse von L3-Larven liefern eine Erklärungsmöglichkeit für die 

unterschiedlichen Messergebnisse. X-chromosomale L3-Larven zeigten eine sehr 

schwache Immunreaktivität, wohingegen die zweite Linie (Insertion auf dem 3. 

Chromosom) eine wildtypische Färbung zeigte. Somit dürften die unterschiedlichen 

elektrophysiologischen Messergebnisse in den beiden unabhängigen Linien 

vermutlich durch unterschiedliche Expressionsstärken während der 

Larvalentwicklung begründet sein. 
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4.2 Erzeugung und Charakterisierung einer neuen Nullmutante für CSP 

Wie bereits erwähnt, wurde die Nullmutante für csp durch eine asymmetrische 

meiotische Rekombination zwischen zwei P-Elementen erzeugt. Durch die 

vollständige Sequenzierung des Drosophila-Genoms (Adams et al., 2000; Celniker et 

al., 2002) stellte sich während dieser Arbeit heraus, dass bei der Nullmutante CspU1w 

möglicherweise nicht nur ein einzelnes Gen betroffen ist. Innerhalb des deletierten 

Bereichs befanden sich nach Computervorhersagen Sequenzen zweier weiterer 

Gene: CG14505 und CG11489, über deren Funktion und Expressionsmuster bisher 

nichts bekannt ist (Abb. 4.31). 

 

 

Um den beschriebenen Insertionsort (Eberle, Dissertation, 1995) des P-Elements 

PlacW der Linie P318/17 und somit die Beeinträchtigung des vorhergesagten Gens 

CG14505 in der Nullmutante CspU1 roc zu bestätigen, wurde eine inverse PCR nach 

Anleitung des BDGP (s. Anhang, Seite XXX) vom 3’-Ende des P-Elements aus 

durchgeführt. Hierzu wurde mit HinP1 und Sau3AI verdaut. Für die PCR wurden die 

Primer Pry1 und Pry2 verwendet (s. Anhang, Abb. S. 146ff.). 

Die Sequenzierung der erhaltenen Produkte lieferte folgendes Ergebnis: 

 

1. Hin P1 / Pry1 & 2 : PCR Produkt von ca. 550bp  

P318/17 HinP1, Pry1, revers 

ACTCTATATTAATTAGACGAAATTATTTTTAAAGTTTTATTTTTAATAATTTGCGAGTACGC

AAAGCTTGTCGGCGTCATCAACTCCATCACTGTCCATTAGGTCTATGACCACATCCAAACAT

CCTCTTTTTATGTCCACATCTGATAACCATCTGTACAAAGTCGTACGACTGGGCAAAGGAAA

S E E SBH B B B S H HE EB S E HH Aat2

AAAAA

3’ 5’

CG14505

P{LacW}10,5Kb

SacISacI

3’
P{LacW}10,5Kb

5’

CG11489

1Kb 

P318/17 P487/16

Abbildung 4.31: Schematische Darstellung des csp-Locus mit Exon-/Intronstruktur, sowie der 
Position der zur Erzeugung der Nullmutante CspU1 ursprünglich verwendeten P-Elemente (nicht 
maßstabsgerecht). Zusätzlich sind die Transkriptionsstartpunkte und -richtungen der beiden 
vorhergesagten Gene gezeigt. 
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TCCTTTTTTGTACAGATGGTTATACGCTCGACGGATCCGTCGACCTGCAGATCTCTAGAAGC

TTGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC

TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG

CTCCCTCGTGCGCAACATGTCGTTCC 

 

schwarz = PlacW-Anteil 

blau = HinP1 Schnittstelle GCGC 

grün = Sau3AI Schnittstelle GATC 

rot = genomischer Bereich 

AAGCTT = HindIII Schnittstelle in PlacW 

 

P318/17 HinP1, Pry2 

TCATCATGGCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCTCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGGCACACGC

CACACAGCTGCTGTGACACATATGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGCACGAGGGAGCTT

CCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCG

TCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCAAGCT

TCTAGAGATCTGCAGGTCGACGGATCCGTCGAGCGTATAACCATCTGTACAAAAAAGGATTT 

 

schwarz = PlacW-Anteil 

blau = HinP1 Schnittstelle GCGC 

grün = Sau3AI Schnittstelle GATC 

rot = genomischer Bereich 

 

2. Sau3AI / Pry1 & 2 : PCR Produkt von ca. 400bp 

P318/17 Sau3A, Pry1, revers 

AATTATTTTTAAAGTTTTATTTTTAATAATTTGCGAGTACGCAAAGCTTGTCGGCGTCATCA

ACTCCATCACTGTCCATTAGGTCTATGACCACATCCAAACATCCTCTTTTTATGTCCAC 

 

schwarz = PlacW-Anteil 

AAGCTT = HindIII Schnittstelle in PZ 
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P318/17 Sau3A, Pry2 

CATCATGGCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCATCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGGCACACGC

CACACAGCTGCTGTGACACATATCGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGCTGTACAAAGGG

AA 

 

schwarz = PlacW-Anteil 

blau = HinP1 Schnittstelle GCGC 

rot = genomischer Bereich 

 

Beide Ansätze (HinP1/Sau3A) lieferten für den 3‘ angrenzenden Bereich dieselbe 

Sequenz: 

 

P318/17....3‘Ende....GCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCTCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGG

CACACGCCACACAGCTGCTGTGACACATATGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGC 

 

Somit konnte die Position des P-Elements PlacW in der Linie P318/17 eindeutig und 

damit indirekt auch in der Nullmutante CspU1 verifiziert werden (s. Anhang S. 141ff, 

genomische Sequenz csp-Lokus, „P1“). 

Da in der csp-Nullmutante das Gen CG11489 und möglicherweise auch das Gen 

CG14505 betroffen sind, sollte im zweiten Teil dieser Doktorarbeit deshalb eine neue 

Nullmutante für csp erzeugt werden, die ausschließlich das csp-Gen ausschaltet. 

 

Hierzu wurde die P-Element-Insertionslinie P#1617 aus dem BDGP verwendet, bei 

der im nicht-translatierten Bereich des ersten Exons von csp ein nichtautonomes PZ-

Element inseriert. Durch Remobilisierung des P-Elements können kleine Deletionen 

im Bereich der Insertionsstelle erzeugt werden („jump out“-Mutagenese). Das P-

Element besitzt vier Fragmente unterschiedlicher Herkunft: 

 

1. Das aus E. coli stammende und für die ß-Galaktosidase kodierende lacZ-Gen. 

Durch die angehängte Kernlokalisationssequenz einer Transposase werden 

bei lacZ-Färbungen nur die Zellkörper, nicht jedoch die Ausläufer, wie z. B. 

Axone oder Dendriten der entsprechenden Zellen, blau gefärbt.  

2. Plasmidanteile, die einen Replikationsursprung (ori) und ein Kanamycin-

Resistenzgen enthalten. Beide sind für einen Plasmid-Rescue notwendig. 
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Durch einen XbaI-Verdau werden Plasmid-Anteile sowie flankierende 

genomische Bereiche isoliert und in Bakterien vermehrt. Resultierende Klone 

sind dabei kanamycin-resistent (Abb. 4.32). 

3. Das aus Drosophila stammende und für die Xanthin-Dehydrogenase 

kodierende wildtypische rosy-Gen. Tiere mit einem rosy--Hintergrund haben 

eine vom Wildtyp abweichende braune Augenfarbe. Über die Einführung eines 

rosy+-markierten P-Elements kann eine erfolgreiche Transformation entdeckt 

werden, da die Tiere wildtypische rote Augen zeigen. Umgekehrt führt der 

Verlust eines solchen P-Elements z. B. durch Remobilisierung in einem rosy—

Hintergrund zum Auftreten brauner Augen, nach denen die Tiere selektioniert 

werden können. 

4. „Inverted repeats“ an 5’- und 3’-Ende, die für eine Transposition unerlässlich 

sind, sowie der 5’-Bereich des Transposase-Gens (s. Abb. 4.32). 

 

 

 

Aus der Datenbank „Flybase“ standen für die Linie P#1617 die Sequenz des 

Insertionsortes (ermittelt durch Inverse PCR), sowie Abbildungen von In-situ-

Hybridisierungen an Riesenchromosomen zur Verfügung (s. Anhang). Hierdurch war 

eine exakte Positionsbestimmung möglich. 

 

Zunächst sollte durch einen Plasmid-Rescue die Position und Typ des P-Elements 

bestätigt werden (s. Abb. 4.33). 

 

 

 

Abbildung 4.32: Struktur des PZ-Elements 

rosyHsp70AblacZ

p3’p5’ pHSS7
P{PZ}

lacZ
P\I.PZ kanR ori

ry
+t7.2

1000 3000 5000 7000 9000 11000 13000
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Es wurde ein Verdau genomischer DNA mit XbaI, Ligation und Transformation in 

Bakterien mit anschließender Isolierung der Plasmid-DNA durchgeführt. Durch einen 

Verdau mit den Restriktionsenzymen XbaI und HindIII sollten zwei Fragmente der 

Größe ~7Kb (Anteil PZ-Element) und ~2,3Kb (genomischer Anteil) erhalten werden. 

Trotz mehrmaliger Versuche schlug ein XbaI-Plasmid-Rescue fehl. 

 

Zur weiteren Überprüfung der P-Element-Insertion und deren Unversehrtheit wurde 

eine lacZ-Färbung an Kryostatschnitten durchgeführt. Dabei wurden sowohl 

Thorakal-, als auch Kopfschnitte gefärbt. Deutliche Signale konnten in einer 

Zellschicht der Medulla in den optischen Loben (s. Abb. 4.34A & B) beobachtet 

werden. Die Färbemuster stimmten nicht mit dem bisher bekannten 

Expressionsmuster von csp überein. Es konnte auf diese Weise jedoch gezeigt 

werden, dass der 5’-Bereich des PZ-Elements intakt war. Auch Eberle (1995) konnte 

mit einer lacZ-Färbung an Kopfgefrierschnitten der P-Element-Linie P318/17 (s. Abb. 

4.31) keine gehirnspezifischen Färbung zeigen. 

 

 

 

 

S E E SBH B B B S H HE EB S E HH AatII

AAAAA

P{PZ}14,5Kb

EH H

CG14505

E

SacISacI

CG11489

E S E/XbaI

1 Kb

ORI Rosy

K

XbaI

Dbx

kanR

Plasmid-Rescue

Abbildung 4.33: Schematische Darstellung des Csp-Locus der Linie P#1617 mit allen benachbarten 
bzw. vorhergesagten Genen. Die Richtung des Plasmid-Rescues wird durch einen Pfeil angezeigt. 
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Da die Linie P#1617 einen rosy--Hintergrund besitzt, jedoch wildtypische, rote Augen 

hat, konnte davon ausgegangen werden, dass das P-Element in diesen Bereichen 

intakt war. 

 

Mit Hilfe zweier Defizienz-Linien aus dem Drosophila-Stockcenter in Blommington 

sollte der Jump-Out-Mutagenese schnell eine größere Anzahl von Individuen auf eine 

Deletion im csp-Lokus gescreent werden. Durch die Verwendung der laborfremden, 

blanancierten Defizienz-Linien 4504 und 4506 (Def.), die möglicherweise noch keine 

Anpassung an den Verlust von csp zeigen, sollten eventuelle Modifier-Aktivitäten 

oder andere Effekte des genetischen Hintergrunds (s. o.) vermieden oder zumindest 

reduziert werden. Um sicher zu gehen, dass die Linien auch den csp-Lokus 

einschließen, wurden Komplementationskreuzungen mit der der Nullmutante 

CspU1 roc durchgeführt. Die Nachkommen 
Def.

Csp roc  U1

 in der F1 sollten, falls die 

Defizienz auch csp betrifft, einen temperatursensitiven Phänotyp aufweisen. Bei 

beiden Defizienz-Linien zeigten die Nachkommen aus der Kreuzung mit CspU1 roc 

keinen temperatursensitiven Phänotyp, so dass davon ausgegangen werden musste, 

dass der csp-Lokus in den Defizienzen nicht betroffen ist. 

Da die beiden Defizienzen zum Screenen nach einem Jump-Out-Ereignis ungeeignet 

waren, wurde für eine Selektion die Nullmutante CspU1 roc verwendet. 

 

Durch Einkreuzen der stabilen Transposase-Quelle P{ry+, ∆2-3} sollte das PZ-

Element remobilisiert und ein unpräzises Jump Out-Ereignis ausgelöst werden, das 

eine Deletion innerhalb des csp-Gens zur Folge haben sollte. Als stabile 

Abbildung 4.34: LacZ-Färbung von Gehirnschnitten. Die Pfeile markieren einzelne Zellkörper der 
Medulla, die starke Immunreaktivität zeigen. 
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Transposasequelle diente das modifizierte P-Element P{ry+, ∆2-3} (99B), das auf 

einem stubble-markierten dritten Chromosom in 99B inseriert. 

 

In Massenkreuzungen wurden weißäugige 
Ubx TM2,

Sb 3},-2 P{ry
;

Sp
CyO

;w - ∆+

-Weibchen mit 

rotäugigen 
Sb TM3,

ry PZ,
;w

065
+ -Männchen verpaart. In der nachfolgenden F1-Generation 

wurden die Nachkommen des Genotyps 
Sb 3},-2 ry{P

ry  PZ,
;

/w
w 506-

∆¬ ++
 nach Sb- und 

ebony+-Phänotyp selektioniert. In der Keimbahn dieser Fliegen erfolgte die 

Mobilisierung des PZ-Elements. Diese Tiere wurden mit dem rotäugigen 

Doppelbalancerstamm 
Ser Sbry  TM3,

Tb TM6,
;w +  verpaart und anschließend in der F2-

Generation nach rosy-farbigen, kurzborstigen ebony+-Fliegen des Genotyps 

Ser Sbry  TM3,
ry  csp 

;
/w/w

w 506JO∆
¬−+

+

 selektioniert. Durch ein unvollständiges JumpOut-

Ereignis kann das rosy-Gen des P-Elements zerstört werden, der genomische csp-

Lokus jedoch intakt bleiben. Um diese Fliegen auszuselektionieren, wurden die 

JumpOut-Nachkommen der F2-Generation einzeln mit der balancierten Nullmutante 

Sb  Tb TM6,
 Csp roc  U1

 gekreuzt. Durch Paralysetests bei 37°C wurde nach Fliegen des 

Genotyps 
roc U1

506JO

 Csp
ry  Csp ∆

 selektioniert. Aus dieser Kreuzung gingen gleichzeitig 

balancierte Fliegen des Genotyps 
Sb Tb TM6,

ry  Csp 506JO∆
 hervor, so daß die JumpOut-

Mutanten sofort über einem Wildtyp-Allel ohne Selektionsdruck gehalten werden 

konnten. 

Nach diesem Kreuzungsschema wurden etwa 20.000 Tiere auf rosy-farbige Augen 

gescreent. Insgesamt konnten 422 Tiere isoliert werden, mit denen Einzelkreuzungen 

für Paralysetests angesetzt wurden. Aus diesen Einzelkreuzungen gingen 33 

temperatursensitive Linien des Genotyps 
roc  U1

506JO

 Csp
ry  Csp ∆

 hervor, von denen noch 13 

für das JumpOut-Ereignis homozygot lebensfähig waren. Jedoch nur 9 zeigten den 
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bekannten adulten temperatursensitiven Phänotyp. 4 Linien benötigten mehr Zeit für 

die Paralyse. 

 

Auf dem Western-Blot konnte bei den acht Linien 113, 211, 273, 350, 351, 389, 450 

und 604 kein CSP detektiert werden (s. Abb. 4.35). 

 

 

 

Durch Kryostatschnitte von adultem Kopf und Thorax dieser JumpOut-Mutanten 

konnten die Linien in vier Gruppen unterteilt werden. 

 

1. Gruppe: Nullmutanten: Im Western-Blot war kein CSP zu detektieren. Die 

Abbildung 4.36 zeigt im Wildtyp das bekannte Färbemuster in Kopf- und 

Thorakalschnitten. Die Pfeile markieren synaptische Boutons der 

Flugsteuermuskulatur. Auf den Schnitten der beiden Mutanten JO 211 und JO 273 

sind weder Färbungen des Gehirns, noch der Thorakalganglien und der Boutons der 

Flugsteuer-Motoneurone zu erkennen. 
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Abbildung 4.35: Western Blot aller temperatursensitiven JumpOut-Linien. Verdünnung MAK ab49 
1:100. Als Beladungskontrolle dienten SAP47 (MAK nc46 1:500) und Synapsin (MAK 3c11 1:200, 
nur in den Spuren 313, 351, 468, 614) 
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2. Gruppe: variables Expressionsniveau: Das Expressionsniveau war in allen CSP-

exprimierenden Geweben der verschiedenen Linien unterschiedlich stark verändert, 

von einer allgemeinen Reduktion des Expressionsniveaus (JO 350, JO 450) bis zu 

einer selektiven Expression in einzelnen Geweben (JO 113, JO 351, JO 389, JO 490, 

JO 604). In Zusammenarbeit mit Reinhard F. Stocker (Fribourg, Schweiz) konnten 

einzelne Regionen, in denen selektiv CSP exprimiert wird, speziellen 

Gehirnstrukturen zugeordnet werden. 

 

 

WT, Kopf WT, Thorax

JO 273JO 211

Abbildung 4.36: Kryostatschnitte von adultem Fliegenkopf und Thorax. 
Als Kontrolle diente w1118. Die JumpOut-Linien JO 211 und JO 273 
zeigen keine Immunreaktivität. Verdünnung MAK ab49 1:100. 
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WT, Kopf WT, Thorax

JO 450JO 350

AG

ZG
OL

Abb. 4.37 zeigt in der linken Hälfte Kryostatschnitte adulter Fliegen der Linie JO350. 

Bei einem allgemein reduzierten Expressionsniveau waren gewebsspezifische 

Unterschiede in der Expressionsstärke zu beobachten. Während das Neuropil des 

Zentralgehirns (ZG) nur noch schwache Immunreaktivität zeigte, konnte in den 

optischen Loben (OL) eine stärkere Immunreaktivität beobachtet werden. 

Die Färbung des Thorax zeigte eine über alle Ganglien vorhandene schwache 

Expression von CSP, wohingegen die Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und 

Abdominalganglion eine stärkere Immunreaktivität zeigten. 

In der rechten Bildhälfte sind Kryostatschnitte der Linie JO450 gezeigt. Auch hier war 

die Immunreaktivität gegenüber dem Wildtyp reduziert, allerdings nicht so stark wie 

bei Linie JO350 beobachtet. Auch hier zeigten die optischen Loben, insbesondere 

die Lamina, in Kopfschnitten eine stärkere Immunreaktivität als das Zentralgehirn. 

Abbildung 4.37: Thorakal- und Kopfschnitte der adulten JO-Linien JO 350 und JO 450. Bei JO 350 
markiert der Pfeil die deutlich stärker angefärbten Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und 
Abdominalganglion (AG). Verdünnung MAK ab49 1:100. 
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JO 113 JO 389

LabN
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1 2

1a 2a

1b 2b

Die JumpOut-Linien JO 113 und JO 389 zeigten in der Schnittebene durch 

Zentralgehirn und optische Loben oberhalb des Oesophagus keine Färbung. In 

beiden Linien war jedoch Immunreaktivität in den Eingängen/Endigungen der 

Afferenzen aus dem Labialnerv (Gustatorik / Mechanosensorik aus den Labialpalpen; 

evtl. Mechanosensorik aus den Maxillarpalpen) zu beobachten (s. Abb. 4.38: 1a und 

2a – „LabN“). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obwohl beide Linien in den Färbungen der Kopfschnitte identische Färbemuster 

zeigten, unterschieden sich die Färbungen des thorakalen Neuropils voneinander. 

Abbildung 4.38: Kryostatschnitte adulter Fliegen durch Kopf und Thorax. N = 
Neuropilstreifen, T = Thorakal-, A = Abdominalganglion. Verdünnung MAK ab49 1:100. 
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Während in der Linie JO 389 sowohl Thorakal- als auch Abdominalganglion eine 

Färbung aufweisen, war bei Linie JO 113 lediglich eine Färbung der Neuropilstreifen 

zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion (in klassischen anatomischen 

Arbeiten auch als „medial dorsal abdominal tract" bezeichnet) zu beobachten (s. Abb. 

4.38: 1b – „N“). Das thorakale Färbemuster der Linie JO 113 war mit dem der Linie 

JO 351 identisch. 

 

Zwei weitere Linien, JO 490 und JO 604 zeigten sehr auffällige und von allen 

anderen Linien abweichende Färbemuster. 

Die Linie JO 490 zeigte in Schnitten adulter Fliegenköpfe ein selektiv verändertes 

Färbemuster. Im gesamten Neuropil des Gehirns und der optischen Loben war die 

Immunreaktivität reduziert (Abb. 4.39: 1). Lediglich in den Eingängen des Labial- / 

Maxillarnervs war eine starke Immunreaktivität zu beobachten (s. Abb. 4.39: 2). 

Zusätzlich konnten bilaterale Fortsetzungen der Eingänge des Labialnervs mit einer 

starken Immunreaktivität beobachtet werden (s. Abb. 4.39: 3). In Silberfärbungen von 

Kei Ito auf Horizontalschnitten sind solche kontralateralen Fasern aus dem 

Labialnerv in dieser Region tatsächlich zu sehen („maxillary-labellar nerve" genannt). 

Die CSP-Färbung scheint das diesen Nerv umgebende Neuropil zu markieren. 

 

Eingänge
Labialnerv

Neuropilumgebung
der kontralateralen
Fasern (Labialnerv)

1 2

3

JO 490

 
 
Abb. 4.39: Gefrierschnitte adulter Kopfe von JO 490. Das Expressionsniveau von CSP im Neuropil 
ist bis auf die mit Pfeilen markierten Regionen im Gehirn reduziert. Verdünnung MAK 1:100. 
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Die Färbung an adulten thorakalen Kryostatschnitten von JO 490 zeigte ein 

auffälliges Färbemuster. 

 

 

 

In Abb. 4.40 ist eine dorsal-ventrale Schnittserie durch Meso-, Metathorakal- sowie 

Abdominalganglion gezeigt. In diesen Färbungen waren neben der insgesamt 

reduzierten Immunreaktivität der Ganglien auch spezifische Strukturen zu 

2 3

654

7 8 9

121110

A

M

Abbildung 4.40: Schnittserie durch die thorakalen Ganglien von JO 490, dorsal beginnend. 
Horizontale Pfeile markieren die Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion, 
vertikale Pfeile mögliche Strukturen der akzessorischen Flügelsensillen. Verdünnung MAK ab49 
1:100. 
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beobachten, die wildtypische Expressionslevel aufwiesen. Dabei handelt es sich 

möglicherweise um präsynaptische Elemente akzessorischer Flügelafferenzen, die 

von Power (Power, 1948) „akzessorische mesothorakale Neuromere“ genannt 

werden. Palka et al. (1979) benennen die Strukturen als Ovoid (O), große ventrale 

Fasern (large ventral fibers, LVF), sowie ventrale und dorsale Gabel (Dorsal and 

Ventral fork, DG bzw. VG) (s. Abb. 4.41). 

 

 

Die Linie JO 604 zeigte eine über das gesamte Neuropil des Gehirns reduzierte 

Immunreaktivität. Die besonders intensive Anfärbung der afferenten Labilanerven 

war nicht zu beobachten. Das Färbemuster in den Thorakalschnitten ähnelte dem der 

Linie JO 490. Allerdings war die Färbung des „Ovoids“, sowie der gesamten 

akzessorischen Flügelsensillen-Region im Thorax nicht so ausgeprägt wie bei Linie 

JO 490. Hier waren vielmehr statt zusammenhängender Strukturen untergeordnete 

Strukturen (langer Pfeil in Abb. 4.42), sowie einzelne Mikroglomerulus-ähnliche 

Elemente (kurze Pfeile in Abb. 4.42) zu sehen. 

 

Abbildung 4.41: Zentrale Projektionen der Flügelsensillen. In der Dorsalansicht sind die beiden 
Verzweigungen der dorsalen Gabel (DG) zu erkennen. In der Ventralansicht sind die ventrale 
Gabel (VG), die großen ventralen Fasern (LVF), sowie das Ovoid (O) zu erkennen. Abgeändert, 
aus Palka et al., 1979. 
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100µm
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Abbildung 4.42: 1: Kopfschnitt, 2-6: thorakale Schnittserie, dorsal 
beginnend. Der lange Pfeil (K) markiert die Synapsen nahe der Komissur 
zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion, die kurzen Pfeile 
Geweberegionen mit einzelnen, angefärbten mikroglomerulären 
Strukturen. Verdünnung MAK ab49 1:100. 
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Da die Etablierung einer neuen Nullmutante für csp das ausschließliche Ziel der 

vorangegangen Mutagenese war, wurden lediglich die Linien JO 113, JO 211 und JO 

273 molekular näher charakterisiert. Die beiden Linien JO 211 und JO 273 zeigten 

an Kryostatschnitten adulter Fliegen keine Immunreaktivität. Die Linie JO 113 zeigte 

bis auf eine spezifische, räumlich stark begrenzte Immunreaktivität in den 

Endigungen der afferenten Labialnerven, sowie in der Umgebung der Komissur 

zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion keinerlei Expression von CSP und 

wurde deshalb ebenfalls näher charakterisiert. 

 

Zunächst wurde mit den drei Linien und w1118 als Kontrolle eine Southern Blot-

Analyse durchgeführt. Als Sonden wurden genomische Fragmente der Größe 8,8Kb 

und 3,5Kb aus dem Bereich des csp-Lokus verwendet, die über HindIII in pKs 

einkloniert waren und als Glycerinstocks vorhanden waren (Dissertation Arnold, 

1999). Mit den Glycerinstocks wurden ÜN-Kulturen angeimpft, Plasmid-Minipräps 

durchgeführt, diese verdaut und anschließend die entsprechenden Banden aus dem 

Gel eluiert. Die Sonden S1, S2 und S3 wurden durch Verdaue mit den Enzymen 

HindIII, AatII und SacI aus dem 8,8Kb großen HindII-Fragment hergestellt. Die Sonde 

S4 wurde durch Verdau mit dem Enzym HindIII hergestellt (s. Abb. 4.43). 

 

S E E SBH B B B S H HE EB S E HH

8,8Kb 3,5Kb

Aat2

AAAAA

P{PZ}

EH H

CG14505
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SacISacI

CG11489

E S E/XbaI

1 Kb

ORI Rosy

Dbx

S1

S2

S3

S4

Abbildung 4.43: Genomischer Bereich von csp mit Position und Größe der beiden HindIII-Fragmente, 
sowie der daraus hergestellten Sonden S1-S4. 
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Mit der genomischen DNA der JO-Linien 113, 211, 273 und des WT wurden Verdaue 

mit HindIII bzw. EcoRI / SalI durchgeführt. Die anschließende gelelektrophoretische 

Auftrennung wurde durch Ethidiumfärbung und UV-Illumination überprüft (Abb. 4.44). 

 

Nach erfolgtem Blotten wurden die Membranen nacheinander mit den radioaktiv 

markierten Fragmenten S1 bis S4 geprobt und auf einem Röntgenfilm exponiert. 

 

In einem HindIII-Verdau mit der Sonde S1 sollte zunächst grob die Größe der 

Deletion, sowie deren Position überprüft werden. Falls ein Signal mit der Sonde S1 

ausbleibt, umfasste die Deletion den 5’-Bereich des csp-Lokus und damit die beiden 

Gene dbx und CG14505. Die Wildtyp-Spur von w1118 lieferte ein Signal der Größe 

8,8Kb. Dieses Fragment schließt einen Großteil des csp-Lokus bis Mitte des 

alternativ gespleißten Introns 6 ein (s. Karte, Abb. 4.43). In der Spur JO 113 war eine 

Bande der Größe 7,5Kb zu beobachten, so dass davon ausgegangen werden 

konnte, dass eine Deletion im csp-Lokus erzeugt wurde. Durch einen Verdau mit 

dem Enzym HindIII wäre ein möglicherweise noch in Fragmenten vorhandenes P-

Element an den Enden exakt herausgeschnitten worden, so dass die Verkleinerung 

M gDNA M M gDNA M
HindII EcoRI/SalI

1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung 4.44: Kontroll-Gelfotos. Gele der verdauten genomischen DNA 
von JumpOut-Linien, 0,9%iges Agarose-Gel, mit Ethidium-Bromid angefärbt. 
Spur 1: w1118, Spur 2: JO 113, Spur 3: JO 211, Spur 4: JO 273. 
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des wildtypischen Fragmentes von 8,8Kb um ~1,3 – 1,5KbKb auf ~7,3 - 7,5Kb auf 

eine Deletion im csp-Lokus zurückzuführen war. 

In der Spur JO 211 war kein Signal zu entdecken, so dass davon ausgegangen 

werden musste, dass die Deletion den 5’-Bereich vor dem csp-Lokus einschloss und 

eine Hybridisierung mit dem genomischen Fragment in diesem Bereich nicht möglich 

war. Da in diesem Bereich das Gen dbx endet und im Gegenstrang das Gen 

CG14505 beginnt, handelte es sich bei der Linie JO 211 möglicherweise um eine 

Dreifach-Mutante. Deshalb wurde die Linie JO 211 in weiteren Untersuchungen nicht 

mehr berücksichtigt. 

In der Spur JO 273 war ein Signal der Größe 5,6Kb zu beobachten. Ebenso wie bei 

Linie JO 113 wären mögliche Reste eines P-Elements durch den Verdau mit HindIII 

exakt herausgeschnitten worden, so dass die in diem Blot sichtbare Bande exakt die 

Größe der Deletion von ca. 3,2Kb wiedergibt (s. Abb. 4.45). 
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Abbildung 4.45: Southern Blot mit den Linien w1118, JO 113, JO 211 und 
JO273. Die gDNA, wurde mit dem Enzym HindIII-verdaut und mit der Sonde 
S1 (genomisches Fragment der Größe 4,3Kb aus dem 5’-Bereich des csp-
Lokus) geprobt. Exposition: 3 Tage. 
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Durch einen zusätzlichen Doppel-Verdau mit den Enzymen EcoRI und SalI und eine 

aufeinander folgende Hybridisierung mit den Sonden S1 bis S4 sollte die Position der 

Deletion genauer eingegrenzt werden. 

 

Im Blot, der mit der Sonde S1 geprobt wurde, zeigte 

die Wildtyp-Spur erwartungsgemäß zwei Signale der 

Größe 1,7Kb und 3,1Kb. In der Spur JO 113 war wie 

beim WT ein Signal auf gleicher Höhe (1,7Kb) zu 

beobachten. Dabei handelte es sich um das 5’-

gelegene EcoRI/SalI-Fragment, welches das am 

weitesten entfernte genomische Fragment darstellt. 

Das folgende Fragment, das bis in das erste Exon von 

csp hineinreicht und den Insertionsort des P-Elements 

beinhaltete, war verkleinert. Statt einer wildtypischen 

Fragmentgröße von 3,1Kb war im Southern Blot ein 

Fragment der Größe 2,1Kb zu sehen. Somit konnte 

der Beginn der Deletion auf einen Bereich von ca. 500 

bis 600bp vor den Transkriptionsstart von csp 

lokalisiert werden. In der Spur JO 273 waren zwei 

Signale der Größen ~2,5Kb und 4Kb zu sehen. Die 

Fragmente waren beide größer als beim Wildtyp. Da 

im Blot zwei Signale zu beobachten waren, musste die 

5’-gelegene SalI-Schnittstelle, sowie ein direkt 

angrenzendes Fragment noch vorhanden sein, 

wodurch eine Hybridisierung mit der Sonde S1 möglich 

war. Somit hätte das 5’-gelegene EcoRI/SalI-Fragment 

in der Linie JO 273 im Southern Blot ebenfalls sichtbar 

sein müssen. Da das Signal im Southern Blot jedoch 

kein scharf abgegrenztes Signal war und die nächste EcoRI-Schnittstelle 

stromaufwärts nur 0,5Kb entfernt war, wurde vermutet, dass es sich hierbei um einen 

für SalI unvollständigen Verdau handelte. Warum das 1,7Kb-große Fragment nicht 

detektiert wurde, ist unklar. Hierdurch war jedoch die Existenz des ca. 2,5Kb-großen 

Fragments erklärbar. Das 4Kb-große Fragment war mit den beiden bisher 

verwendeten Enzymen und Sonden nicht ohne weiteres erklärbar. 
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Abbildung 4.46: Southern 
Blot der Linien w1118, JO 113 
und JO 273. Geprobt wurde 
mit Sonde S1. Exposition: 3 
Tag. Markiert ist das 
Fragment durch 
unvollständigen Verdau. 
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Es gab zwei Interpretationsmöglichkeiten: 

- Im 3’-Bereich (rosy-Gen) waren Reste des P-Elements vorhanden. Durch 

einen EcoRI / SalI-Verdau entsteht ein Fragment, das 5’ an der SalI-

Schnittstelle beginnt, Reste des P-Elements enthält und bis zur ersten EcoRI-

Schnittstelle im ersten Intron von csp reicht. 

- Das P-Element fehlt vollständig, und das durch den Verdau entstandene 

Fragment enthält weiter 3’-gelegene genomische Bereiche. Diese wären dann 

durch die entsprechenden Sonden S2 bis S4 detektierbar. 

 

Eine Hybridisierung mit der 

Sonde S2 führte in der WT-Spur 

zu den Signalen 3,1Kb und 

3,2Kb. Da das dritte zu 

erwartende Fragment zwischen 

diesen beiden nur 0,6Kb groß ist, 

wäre das zu erwartende Signal 

relativ schwach. Da aber die 

eingesetzte DNA-Menge recht 

gering war (s. Abb. 4.44, Gelfoto 

EcoRI / SalI-Verdau), konnte das 

Signal im Autoradiogramm nicht 

detektiert werden. 

In der Spur JO 113 war lediglich 

das größere, weiter 3’-gelegene 

Fragment der Größe 3,2Kb 

detektierbar. Das 0,6Kb-große 

Fragment davor (0,6Kb) musste 

durch das JumpOut-Ereignis 

deletiert sein, weil es sonst in 

Kombination mit dem letzten, 5’ 

vor der Deletion gelegenen 
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Abbildung 4.47: 1) Blot geprobt mit 
Sonde S2, Exposition 7 Tage 2) Blot 
geprobt mit Sonde S3; Exposition 4 
Tage; weiße Pfeilspitzen markieren die 
WT-Signale, schwarze Pfeile markieren 
die JO-Signale. 
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Abbildung 4.48: Southern Blot, geprobt mit Sonde S4. 
Exposition: 4 Tage. Weiße Pfeile markieren die identischen 
Signale in Spur WT und JO 113. Die schwarze Pfeilspitze in 
Spur JO 273 markiert das vom WT verschiedene Signal. 

Fragment zusammen ein zusätzliches Signal geliefert hätte. 

Auch eine Hybridisierung mit der Sonde S3 führte in der Spur JO 113 zu einem 

wildtypischen Signal (s. Abb. 4.47, 2), schwarze und weiße Pfeilspitze). Somit konnte 

bei der Linie JO 113 die Deletion auf einen Bereich zwischen Gen CG14505 im 

Gegenstrang und zwischen den beiden EcoRI-Schnittstellen des ersten Introns 

eingegrenzt werden. 

In den Spuren JO 273 der Autoradiogramme 1) und 2) (s, Abb. 4.47) waren keine 

Fragmente detektierbar. Somit musste die Deletion mindestens noch das Exon 6 

einschließen.  

 

Eine abschließende Hybridisierung mit der Sonde 

S4, die den 3’-Bereich von csp mit dem letzten Exon 

und den Beginn des Gens CG11489 abdeckt, zeigte 

in Übereinstimmung mit den vorangegangenen 

Hybridisierungen in den Spuren WT und JO 113 

wildtypische Signale der Größe 3,5Kb (Abb. 4.48). 

In der Spur JO 273 war das Signal mit 4Kb größer 

als im Wildtyp. Im Autoradiogramm, das eine 

Hybridisierung mit Sonde S1 zeigt, war ebenfalls 

eine 4Kb-große Bande zu sehen. Da um das P-

Element herum die angrenzenden genomischen 

Bereiche deletiert waren, konnte somit die auf Seite 

96 erwähnte Möglichkeit 1) ausgeschlossen werden. 

Somit konnte die Deletion auf einen Bereich, der das 

Gegenstrang-Gen CG14505 und das letzte Intron 

bzw. Exon betraf, eingegrenzt werden. Die folgende 

Restriktionskarte (Abb. 4.49) veranschaulicht die 

Ergebnisse der Southern-Blot-Analyse. Die Echtheit 

der Signale aus der Southern-Blot-Analsyse wurde 

stets durch Stripping-Kontrollen überprüft. 
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Im Anschluss wurden „Whole mounts“ wandernder dritter Larven (L3) von Drosophila 

melanogaster angefertigt, um die Expression von CSP an der neuromuskulären 

Synapse zu überprüfen. Die beiden Linien JO 113 und JO273 zeigten an der 

neuromuskulären Synapse keine Immunreaktivität, die auf CSP zurückzuführen 

S E E SBH B B B S H HE EB S E HH Aat2

AAAAA

P{PZ}

EH H

CG14505

E

SacISacI

CG11489

E S E/XbaI

1 Kb

ORI Rosy

Dbx

E S E SBH B B B S H HE EB S E HH SacISacI

E S B S H HE EB S E HH SacI

E S B B B S H HE EB S E HH
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JO 273

E

P 1617

CG14505 CG11489

Dbx

Abbildung 4.49: Genomische Organisation des csp-Lokus in den Linien P1617 (P-Element-
Ursprungslinie, JO 113 und JO 273. Im Schema der Linie JO 273 markieren die horizontalen Pfeile 
maßstabsgerecht den maximal verschiebbaren Bereich der Deletion. Bei einer weiteren 
Verschiebung stromaufwärts würde eine zusätzliche HindIII-Schnittstelle im alternativ gespleißten 
Intron auftauchen, wodurch sich das Bandenmuster in den Southern Blots verändern würde. Auch 
eine Verschiebung der Deletion in den stromabwärts gelegenen Bereich hinter das P-Element ist 
nicht möglich, da sonst davon ausgegangen werden müsste, dass Reste des P-Elements und 
somit eine zusätzliche HindIII-Schnittstelle vorhanden sind. 
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gewesen wäre. Somit schien es sich auch bei der Linie JO 113 im Gegensatz zum 

Imago zumindest larval um eine Nullmutante für CSP handeln (s. Abb. 4.50). 

 

 

 

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es sich bei Linie JO 273 wie bei der 

csp-Nullmutante CspU1 roc ebenfalls um eine Mehrfach-Mutante handelt, wurden im 

Anschluss keine elektrophysiologischen Messungen an ihr durchgeführt. 

Intrazelluläre Messungen evozierter EJPs der Linie JO 113 mit 0,2Hz bei 18°C und 

32°C zeigten, dass sich diese wie die Wildtypkontrolle w1118 verhielt. Bei nicht-

permissiver Temperatur von 32°C zeigte die Amplitude der EJPs eine leichte, 

reversible Reduktion. Es war jedoch keine temperaturabhängige Blockade der 

synaptischen Transmission zu beobachten (s. Abb. 4.51). 

Damit verhielt sich der larvale Phänotyp gegensätzlich zum adulten Phänotyp, denn 

Imagines dieser Linie paralysierten bei 37°C. 

 

 

 

JO 113 JO 273

7 76 6

T
N

20 mµ

Abbildung 4.50: DAB-Färbung der neuromuskulären Synapse im Abdominalsegment A4 
rechts, Muskel 7 und 6. Verdünnung MAK ab49 1:10. T = Tracchee, N = Nerv. Es ist keine 
Immunreaktivitiät vorhanden. Die Nerven zeigen lediglich eine auch in der Nullmutante 
CspU1 roc vorhanden Hintergrundsfärbung. 
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Die Bilanz der JumpOut-Mutagenese ist im Folgenden dargestellt. Die Mutanten und 

deren Phänotypen sind in der darauf folgenden Tabelle aufgelistet. 

 

• Es wurden ca. 20.000 Tiere auf rosy-farbene Augen gescreent. 

• 422 Tiere besaßen Augen mit der Farbe rosy. 

• Nach Einzelkreuzungen mit 
Sb Tb TM6

Csp roc U1

 waren 33 Linien temperatursensitiv 

• Von diesen 33 heterozygoten
roc1Ucsp

JO
- Linien waren 13 Linien für das JO-

Ereignis homozygot lebensfähig, 20 Linien waren homozygot letal. 

• Von den 13 homozygoten JO-Linien waren 9 Linien temperatur-sensitiv. 

• 8 Linien zeigten auf dem Western Blot kein CSP-Signal. 

• An Kryostatschnitten zeigten 2 Linien keinerlei Färbung. 

• Färbungen an larvalen Filets zeigten bei 2 Linien keine Immunreaktivität. 

• Veränderte Expressionsmuster zeigten 13 Linien. 

 

 

 

Abbildung 4.51: Mittelwerte evozierter EJPs bei 18°C und 32°C der Linien w1118, 
CspU1 roc und JO 113. Die Linie JO 113 ist nicht signifikant vom WT verschieden. 
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Linie Dauer bis 
Paralyse [min.] lebensfähig als 

CSP-Signal 
im Western 

Blot 

Immunhistochemie CSP-
Signal 

 JO/U1roc JO JO/U1roc JO  Kopf Körper 

113 3’ 2 ½ ‘ + + - Eingänge des 
Labialnervs 

Neuropilstreifen, Me-
tathorakal- & Abdo-
minalganglion 

211 3-4’ 2 ½ ‘ + + - - 0 

273 2’ 2 ½ ‘ + + - - 0 

313 3’ 6-7 ‘ + + + 
schwach 

einzelne glome-
ruläre Strukturen 
im Zentralgehirn, 
optischen Loben, 
gesamtes Neuro-
pil, stark im SOG 

TG - & AG 

350 3’ 3 ½ ‘ + + - schwache 
Restexpression 

schwache 
Restexpression 

351 3’ 2 ½ ‘ + + - 
 

Eingänge des 
Labialnervs 

Neuropilstreifen 
Metathorakal- & 
Abdominalganglion 
thorakale, aborisie-
rende ZNS-Ele-
mente, Neuropil-
streifen zw. abdo-
minalem Neuropil & 
akzessorischem, 
mesothorakalem 
Neuromer  

389 3’ 2 ½ ‘ + + - Eingänge des 
Labialnervs 0 

450 3-4’ 4 ½-5‘ + + + 
schwächer 

WT WT 

468 3’ 2 ½ ‘ + + - Eingänge des 
Labialnervs 

Neuropilstreifen 
Metathorakal- & 

Abdominalganglion 

474 ? ~ 5 ‘ - + + 

Schwächer im 
Neuropil, stark in 
Labialnervein-
gängen, Lamina, 
Lobulaplatte, 
Neuropil der ven-
trolateralen Pro-
tocerebrums mit 
Ausläufern aus 
mechanosenso-
rischen Anten-
nenfasern(Johnst
ohnsche’s 
Organ), evtl. 
Eingänge aus 
Lobula 

WT 

490 3’ 3-3 ½‘ + + + 
schwach 

Eingänge der 
Labialnerven, 

labiale 
Kommissure 

Neuropilstreifen , 
Metathorakal- & Ab-
dominalganglion, 
thorakale, aborisie-
rende ZNS-Elemen-te, 
Neuropilstreifen zw. 
abdominalem Neuropil 
& akzes-sorischem, 
mesothorakalem 
Neuromer 

604 3’ 2’ + + - 0 

Neuropilstreifen , 
Metathorakal- & Ab-
dominalganglion, 
thorakale, aborisie-
rende ZNS-Elemen-te, 
Neuropilstreifen zw. 
abdominalem Neuropil 
& akzes-sorischem, 
mesothorakalem 
Neuromer 
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5. Diskussion 

 

Frühere Untersuchungen der Nullmutante CspU1 von Drosophila melanogaster hatten 

gezeigt, dass das Fehlen des Cystein String Proteins dramatische Folgen für alle 

Entwicklungsstufen vom Embryo bis zum Imago hat. CSP ist in allen funktionellen 

Synapsen von Embryo, Larve und Imago lokalisiert (Buchner et al, 1997; Eberle et 

al., 1998). Es wurde gezeigt, dass Nullmutanten für csp embryonal semiletal ist und 

bei 25°C Aufzuchttemperatur nur 4% adulte Fliegen (Escaper) schlüpfen (bei der 

hypomorphen Mutante CspX1: 16%). Bei 29°C Aufzuchttemperatur ist die Mutation zu 

100% letal (Zinsmaier et al., 1994). Elektrophysiologische Untersuchungen an der 

larvalen neuromuskulären Synapse von CspU1-Mutanten zeigen bei 22°C eine 

gegenüber dem Wildtyp reduzierte Amplitude evozierter excitatorischer 

postsynaptischer Potentiale (EJP). Bei höheren Stimulus-Frequenzen treten 

vereinzelt sporadische Ausfälle von EJPs auf. Bei 30°C verringert sich die Amplitude 

stimulus-evozierter Antworten graduell und bleibt anschließend völlig aus. Dieser 

Prozess ist reversibel und kann bei Absenkung der Temperatur auf 22°C umgekehrt 

werden (Umbach et al., 1994). Adulte Fliegen paralysieren bei 29°C Temperatur und 

sterben. Bei 22°C sterben sie innerhalb von vier bis fünf Tagen. Adulte Fliegen 

zeigen in Elektroretinogrammen (ERG) bei erhöhter Temperatur (38°C) einen Verlust 

der „On“- und „Off“-Transienten (Zinsmaier et al., 1994). In Verbindung mit 

Experimenten von Tcsp aus Torpedo californica an Xenopus Oocyten wurde 

vermutet, dass CSP als synaptisches, vesikelassoziiertes Protein eine direkte 

Funktion in der Transmitterausschüttung besitzt (Gundersen et al., 1994; Zinsmaier 

et al., 1994). Weitere Experimente ließen den Schluss zu, dass CSP trotz Interaktion 

mit der Clathrin-entfernenden ATPase HSC70 nicht am Vesikel-Recycling-Prozess 

beteiligt ist (Ranjan et al., 1998). Die Funktion von CSP während der Exocytose, sei 

es beim Ca2+-Influx durch Modulation der Ca2+-Kanälen, bei der Ca2+-abhängigen 

Transmitterausschüttung oder der Regelung der intrazellulären Ca2+-Sensitivität, 

wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert (Gundersen und Umbach, 1992; 

Umbach et al., 1994; Umbach und Gundersen, 1997; Umbach et al., 1998; Leveque 

et al., 1998; Morales et al., 1999; Nie et al., 1999; Dawson-Scully et al., 2000). 

Aufgrund zahlreicher experimenteller Befunde wird jedoch vermutet, dass es sich bei 

CSP möglicherweise um ein Co-Chaperone innerhalb synaptischer Proteinkomplexe 
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handelt (Chamberlain und Burgyone, 1997 a & b; Stahl et al., 1999; Bronk et al., 

2001; Zinsmaier und Bronk, 2001; Evans et al., 2003). 

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte durch eine Reproduzierung des 

elektrophysiologischen Phänotyps am larvalen Nerv-Muskel-Präparat der Mutante 

CspU1 der Versuchsaufbau auf Zuverlässigkeit und Stabilität überprüft werden. 

Allerdings konnte der beschriebene elektrophysiologische Phänotyp (Umbach et al., 

1994) nicht bestätigt werden. Dies beruhte jedoch nicht auf methodischen 

Problemen, was durch verschiedene Experimente überprüft wurde. Wie erwähnt, 

sind csp-Nullmutanten semiletal (Zinsmaier et al., 1994). Somit besteht ein hoher 

Selektionsdruck hin zu genetischen Veränderungen, die eine Abschwächung des 

Phänotyps begünstigen. Hierdurch war es möglich, dass Escaper, die offensichtlich 

fitter als ihre letalen Geschwister waren, ihren zu abgeschwächten phänotypischen 

Merkmalsausprägungen führenden Genotyp weitergeben konnten. Bereits bei 

Umbach et al. (1994) wurde ein Kompensationsmechanismus für Escaper erwähnt 

und für jedes Experiment eine Vorselektion durch Paralysetests durchgeführt. 

Da strukturelle und funktionelle Entwicklung, sowie synaptische Mechanismen und 

deren molekulare Komponenten hoher Plastizität (Schuster et al. 1996; Koh et al., 

2000; Featherstone et al., 2000) unterliegen, wird vermutet, dass sich nach lange 

anhaltendem, auch bei 18°C bestehendem Selektionsdruck der genetische 

Hintergrund bei homozygoten Nullmutanten durch Rekombination von  

Polymorphismen im gesamten Genom zu höherer Fitness hin entwickelt hat. 

Möglicherweise existieren unbekannte Kompensationsmechanismen, die in der Lage 

sind, den Verlust von CSP teilweise auszugleichen. Beispiele hierfür könnten 

redundante oder parallele Kaskaden, sowie die Herauf- bzw. Herunterregulation 

anderer synaptischer Komponenten (Umbach et al., 1994) sein. Solche genetischen 

Hintergrundseffekte oder Modifier-Aktivitäten wurden in der Vergangenheit zahlreich 

beschrieben. So beschrieben z. B. Lyttle et al. bereits 1986 Schwierigkeiten bei der 

Untersuchung der Variabilität verschiedener Allele zweier Genorte. Die 

Merkmalsausprägung variierte in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund. Bishop 

und Jackson (1996) untersuchten genomische Prägung und genetische 

Hintergrundseffekte während der Gametogenese. DeBelle und Heisenberg 

beschrieben 1996 die unterschiedliche Ausprägung des mushroom body miniature 

gene (mbm) in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund. Die Arbeitsgruppe um K. 

E. Zinsmaier hatte im gleichen Zeitraum ebenfalls Beobachtungen über Modifier-
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Aktivitäten und genetische Hintergrundseffekte gemacht (pers. Mitteilung K. E. 

Zinsmaier). 

Baines et al. (2001) zeigten an Motoneuronen von Drosophila einen Zusammenhang 

zwischen den elektrischen Eigenschaften und fehlender synaptischer Transmission 

während der Entwicklung. Sie blockierten während der Entwicklung sowohl durch 

Expression der leichten Kette des Tetanus Toxins (TeTxLC) als auch durch die 

Reduktion von Acetylcholin mittels eines temperatur-sensitiven Allels der Cholin 

Acetyltransferase die synaptische Aktivität. Während die Entwicklung und 

Morphologie der Motoneurone normal waren, zeigten die Zellen drastische 

Änderungen in den Na+- und K+-Membranströmen. Möglicherweise existieren in der 

csp-Nullmutante CspU1 ähnliche bisher nicht untersuchte Zusammenhänge. Die 

Nullmutante für csp zeigt bereits als Larve deutlich verlangsamte Bewegungsaktivität. 

Dies ist möglicherweise durch eine bereits bei 18°C reduzierte Amplitude der EJPs 

begründet. Werden durch einen starken Selektionsdruck Larven begünstigt, deren 

genetischer Hintergrund zu einer höheren Vitalität führt, die sich z. B. besser 

fortbewegen und ernähren können, kann durch die höhere Motilität ein positives 

Feedback in der Entwicklung der elektrischen Eigenschaften der neuromuskulären 

Synapse entstehen. Unter Inzuchtbedingungen, bei denen diese Tiere ihr 

genetisches Potential weitergeben können, würde sich hierdurch eine deutlich 

vitalere Linie etablieren, deren elektrophysiologischer Phänotyp abgeschwächt ist. 

Dies muss nicht zwingend im Widerspruch zum noch bestehenden Phänotyp bei 

adulten Nullmutanten führen. Die elektrophysiologischen Messungen wurden an 

einem extrem reduzierten, auf 2 Motoneurone beschränkten System der larvalen 

neuromuskulären Synapse durchgeführt. Möglicherweise existieren in der Larve, die 

sich in ihrer Organisationsform dramatisch von der Imago unterscheidet, geringfügig 

andere biochemische Prozesse. Auch könnte das larvale System robuster und in 

seinen Kompensationsmechanismen „erfolgreicher“ sein, als das adulte 

Fliegengehirn mit den 200.000 Neuronen, welches deutlich komplexer und anfälliger 

gegen den völligen Verlust eines synaptischen Proteins ist. 

Zusätzliche Variabilität wird unter Umständen durch eine Redundanz des CSP / 

HSC70-4 / SGT -Chaperone-Komplexes ermöglicht. Die Klasse der HSP70 / HSC70-

Proteine gliedert sich in 2 Gruppen: 2 Gene gehören der Familie der hitzeschock-

induzierbaren Stressproteine HSP70 an. Zur Gruppe der konstitutiv-exprimierten 

Hitzeschock-Proteine gehören die 5 Gene hsc70-1 bis 5 (Rubin et al., 1993; Elefant 
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und Palter, 1999). Hsp70-Gene bestehen prinzipiell aus 2 Genkopien, die als 

„Inverted Repeats“ angeordnet sind. An zwei benachbarten Genorten sind je einmal 

zwei Genkopien und einmal drei Genkopien hintereinander angeordnet, so dass in 

der Summe zehn Kopien transkribiert werden (Feder et al., 1998; Konstantopoulou et 

al., 1998). Die fünf hsc70-Gene werden unter normalen Aufzuchtbedingungen zeitlich 

und räumlich unterschiedlich exprimiert. Aus dieser Gruppe der „heat-shock cognate 

Gene (hsc) sind Hsc1, Hsc2 und Hsc4 auf dem dritten Chromosom lokalisiert. (Craig 

et al., 1983; Elefant et al., 1999). Während das cytoplasmatische HSC70-4 das 

abundanteste der HSC70-Gruppe ist, handelt es sich zum Beispiel bei HSC70-3 um 

das einzige ER-lokalisierte HSC-Protein. Diese Isoform besitzt Homologien zu den 

Proteinen BIP (endoplasmatisches Retikulum-Protein) und cytoplasmatische 

„Clathrin-uncoating ATPase“. Es wurde vermutet, dass die Proteine untereinander 

einen Verlust oder eine Reduktion des Expressionslevels ausgleichen könnten. Als 

ER-lokalisiertes Protein kann HSC70-3 eine solche Funktion nicht übernehmen. 

(Elefant et al., 1999). Auch HSC70-1 und HSC70-2 kommen zumindest als larvale 

Kompensationsmechanismen nicht in Frage, da sie embryonal und larval nicht 

exprimiert werden (Craig et al., 1983). Möglicherweise könnten jedoch die Proteine 

HSP68 oder HSP70 den Verlust von HSC70-4, welches mit CSP interagiert, 

kompensieren (Elefant et al., 1999). Wenn andere Heat-Shock-Proteine den Verlust 

eines einzelnen Heat-Shock-cognate-Proteins ausgleichen könnten, könnte eine 

gewisse Redundanz in diesem Chaperone-System bestehen, so dass 

möglicherweise auch ein Fehlen eines Chaperone-Komplex-Bestandteils wie CSP 

ausgeglichen werden könnte. 

Es konnte auch gezeigt werden, dass Chaperone-Proteine und insbesondere Heat-

Shock-Proteine verschiedene zelluläre Funktionen ausüben und deren Auswirkungen 

auf den Organismus konzentrationsabhängig sind. Auch die Thermotoleranz stellt ein 

solches konzentrationsabhängiges Phänomen dar und könnte positiv rückgekoppelt 

sein. Dabei hat sich in Experimenten gezeigt, dass milde Stressbedingungen und 

eine damit verbundene leichte Erhöhung der HSP70-Konzentration zu maximalem 

Erfolg in der Entwicklung und Überlebensfähigkeit führen. Die Expression von Hsp70 

ist jedoch in verschiedenen Entwicklungsstufen und Geweben unterschiedlich (Krebs 

et al., 1998, Lakhotia et al., 2002). Die Konzentrationsabhängigkeit der 

Thermotoleranz wird jedoch aufgrund gegensätzlicher Ergebnisse teils kontrovers 

diskutiert (Feder et al., 1997; Krebs et al., 1998; Dahlgaard et al., 1998; Lansing et  
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al., 2000, Zatsepina et. al., 2001). 

Dies könnte im Falle der Nullmutante CspU1 bedeuten, dass ein milder 

Temperaturstress, wie er vor allem im Sommer in nicht-klimatisierten Laborräumen 

herrscht, zu Veränderungen in Epressionsniveaus verschiedener Heat-Shock-Protein 

/ Chaperone-Komplexe führen könnte. Hierdurch wäre eine dauerhafte Anpassung 

an diesen temperaturbedingten Stress möglich. Lansing et al. (2000) hingegen 

konnten zeigen, dass Temperatursensitivität und Thermotoleranz nicht nur ein auf 

Hsp70 beschränktes Phänomen ist. Adulte Männchen von Drosophila melanogaster  

exprimieren im Vergleich zu weiblichen Tieren ebenso viel HSP70, zeigen aber eine 

höhere Thermotoleranz, so dass mögliche geschlechtsspezifische Effekte nicht 

auszuschließen sind. Eine Aufzucht und Selektion unter verschiedenen 

Temperaturbedingungen führte zur Etablierung verschiedener Linien mit voneinander 

abweichender Thermotoleranz. Larven, die weniger HSP70 als adulte Tiere 

exprimieren, zeigen eine größere Thermotoleranz. Möglicherweise entwickeln Larven 

parallele Mechanismen, um gegen Hitzestress unempfindlich zu sein. Da Larven im 

Vergleich zu ihren Imagines weniger beweglich sind und einen deutlich 

eingeschränkten Aktionsradius haben, könnte möglicherweise Temperatur einen 

geringeren Stressfaktor darstellen. Adulte Fliegen können sich von Hitzequellen, die 

für sie ein höheres Stresspotential besitzen, besser entfernen (Lansing et al., 2000).  

Aber nicht nur erhöhte Temperaturen üben Stress aus. Pecsenye et al. (1996) 

konnten zeigen, dass der Succrose-Gehalt im Futtermedium und der damit 

entstehende Ethanol einen nicht unerheblichen Stressfaktor darstellen, der zu 

veränderten Proteinkonzentrationen in Larven, nicht aber adulten Fliegen führt. Auch 

Foley et al. (2001) konnten einen Stressfaktor bei Aufzucht und Ernährung 

verschiedener Linien im Labor zeigen. Dabei könnten zusätzlich verschiedene 

Ausprägungen und Etablierung unterschiedlicher Allele von Bedeutung sein 

(Bettencourt et. al., 2002). 

Die hier diskutierten Effekte sind in ihrer Regulation und Funktionsweise nahezu 

unbekannt, in ihrer Existenz und Auswirkung auf den Organismus jedoch unstrittig. 

Sie scheinen von Gewebe zu Gewebe, je nach Entwicklungsstadium und Geschlecht 

unterschiedlich zu sein. Welche der hier vorgestellten Prozesse einen Einfluss auf 

die möglicherweise komplexen Phänotypen und Kompensations- und 

Anpassungsmechanismen ausüben, kann allerdings mit der hier vorliegenden Arbeit 

nicht aufgeklärt werden. 
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Um die oben erwähnten, möglichen Anpassungsmechanismen rückgängig zu 

machen und den larvalen, elektrophysiologischen Phänotyp wieder herzustellen, 

wurden Rückkreuzungen mit dem Wildtyp w1118 über 12 Generationen durchgeführt. 

Hierdurch sollte annähernd das gesamte Genom ausgetauscht werden. Durch dabei 

entstehende Rekombinationsereignisse sollten zusätzlich möglicherweise 

vorhandene Modifier auf dem dritten Chromosom ebenfalls ausgetauscht werden. 

Die Mutation konnte dabei in allen Generationen durch das mini-white-Gen des 

verbliebenen PlacW-Elements verfolgt werden. Somit waren auch so genannte 

„second-site“-Effekte, die zu einer Beeinflussung des Phänotyps geführt hätten, 

annähernd auszuschließen. 

Dass solche, oben diskutierte, Anpassungsmechanismen existieren und durch 

intensive Rückkreuzungen umkehrbar sind, zeigen anschließend durchgeführte 

Vitalitäts- und Paralysetests. Die rückgekreuzten CspU1-Nullmutanten zeigten einen 

deutlich verstärkten Phänotyp (s. Abb. 4.6), der nicht durch einen Heterosis-Effekt 

begründet war und in den folgenden Generationen ebenfalls zu beobachten war. 

Adulte csp-Nullmutanten lebten kürzer und paralysierten innerhalb von 2 ½ Minuten, 

also deutlich schneller als die nicht-rückgekreuzte Nullmutante CspU1w. Auch in den 

elektrophysiologischen Untersuchungen bestätigte sich die Existenz von 

Anpassungsmechanismen, denn die Reduktion der EJP-Amplitude bei 18°C sowie 

der temperaturabhängige Block der synaptischen Transmission waren nach erfolgter 

Rückkreuzung ebenfalls wieder hergestellt (s. Abb. 4.7 und 4.8). Um den 

Selektionsdruck gegen Auswirkungen der Csp-Mutation zu mindern und die Stabilität 

des larvalen Phänotyps zu gewährleisten, erfolgte im Anschluss an die 

Rückkreuzung die balancierte Haltung der Tiere als 
Sb Tb TM6

Csp
;;w

roc U1

+− . Da 

Balancerlinien ihrerseits aber bereits eine eingeschränkte Vitalität zeigen, ist nicht 

auszuschließen, dass die Kombination aus wildtypischem drittem Chromosom ohne 

csp und Balancer-Chromosom mit einer Wildtyp-Kopie des csp ebenfalls einen 

Selektionsdruck verursacht. Unter Umständen führt die Existenz von nur einer 

einzigen Kopie des csp-Gens und damit der halben Gendosis zu einer Veränderung 

des genetischen Hintergrunds und einer Anpassung an die eingeschränkte Fitness. 

Eventuell findet dieser Prozess jedoch mit einer langsameren Geschwindigkeit, als 

bei der ursprünglichen CspU1w statt. Hierdurch sind möglicherweise Messungen an 

rückgekreuzten Nullmutanten zu erklären, die bei 18°C zu wildtypischen Signalen 
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führten (s. Abb. 4.7a, Larve CspU1 roc -4). Obwohl die Rückkreuzungen getestet und 

selektioniert wurden, konnten immer wieder solche „Ausreißer“ beobachtet werden. 

Entweder handelt es sich dabei um die in der Literatur beschriebenen Escaper 

(Zinsmaier et al., 1994) oder es existiert eventuell ein variables Set an Modifiern, die 

in ihrer Wirkungsweise additiv sind und durch Rückkreuzungen nicht vollständig 

entfernt wurden. 

Die Hypothese eines in der Nullmutante CspU1 existierenden 

Anpassungsmechanismus wurde durch ein zufällig entstandenes Experiment 

gefestigt, dessen Daten hier jedoch nicht gezeigt werden. Ein Glas der bereits 

überprüften und gemessenen Linie CspU1 roc wurde aus Versehen bei 25°C gehalten. 

Dabei schlüpften auch nicht-balancierte Larven, erkennbar an der lang gestreckten 

Form, wohingegen balancierte Larven eine verkürzte und dicklichere Form (tubby) 

hatten. Bereits innerhalb einer Generation benötigten solche bei 25°C 

aufgewachsenen Larven mehr als zehn Minuten, um einen temperaturabhängigen, 

reversiblen Block der synaptischen Transmission zu zeigen, und damit doppelt so 

lange, wie Larven, die bei 18°C aufgezogen wurden. Dieses Experiment und dessen 

Ergebnis wurden nicht weiter verfolgt, es verdeutlicht jedoch die Existenz eines sehr 

starken Selektionsdrucks und eines schnell einsetzenden 

Kompensationsmechanismus. Um welche Prozesse und daran beteiligte Proteine es 

sich dabei handeln könnte, ist völlig unklar. Bisher gibt es wenige biochemische 

Beispiele für redundante, parallel arbeitende Systeme an der neuromuskulären 

Synapse von Drosophila melanogaster. Als Beispiel hierfür wurde von Urrutia et al. 

(1997) das am Vesikel-Recycling bzw. an exocytotischen Prozessen beteiligte 

Protein Dynamin diskutiert. Dabei handelt es sich jedoch um multiple Genprodukte 

einer Proteinfamilie, die eine Redundanz untereinander aufweisen. Als weiteres 

Beispiel kann das Drosophila FMRFamide-Gen genannt werden, das für mehrere 

FMRFamide-related Proteine kodiert und dessen 7 Proteine an der larvalen 

neuromuskulären Synapse eine funktionelle Redundanz aufweisen (Hewes et al., 

1998). 

Vorgänge an der Synapse stellen hochspezifische, streng regulierte Prozesse dar. 

Möglicherweise sichern Chaperone-Komlexe die zuverlässige Funktion synaptischer 

Prozesse. CSP als Co-Chaperone im Chaperone-Kopmlex Hsc70-SGT-CSP scheint 

hierbei eine wichtige Funktion zu besitzen. Da die Auswirkungen der Protein-

Interaktionen in diesem Komplex superadditiv sind, besteht die Möglichkeit, dass ein 
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in der Nullmutante CspU1 unvollständiger Komplex aus Hsc70 und SGT ebenso 

einige Funktionen eines Chaperone-Komplexes übernehmen könnte. Wenn 

zusätzlich die Expression verschiedener an synaptischen Prozessen beteiligter 

Proteine variiert wird, könnte die eingeschränkte synaptische Funktionsfähigkeit 

hierdurch wieder verbessert werden. Durch diesen Anpassungsprozeß und 

Selektionsvorteil könnte der Verlust von CSP an der Synapse teilweise kompensiert 

werden. Aber auch die oben diskutierten, komplexen thermotoleranz-spezifischen 

Mechanismen kommen hier zum Tragen. 

 

Nachdem der larvale elektrophysiologische Phänotyp wieder hergestellt war, sollten 

die durch eine In-Vitro-Mutagenese erzeugten Konstrukte und ihre Mutanten auf die 

Rescue-Fähigkeit hin untersucht werden. Die verschiedenen Rescue-Konstrukte 

wurden nicht aus der „alten“, ursprünglichen Nullmutante CspU1w, sondern aus dem 

wildtypischen Transformanten-Stamm in die rückgekreuzte Nullmutante CspU1 roc 

eingekreuzt. Durch die etwas langwierigere und umfangreichere Prozedur wurde der 

genetische Hintergrund relativ konstant gehalten. Zusätzlich wurde so verhindert, 

dass aktive Modifier in die rückgekreuzte Nullmutante CspU1 roc eingekreuzt werden. 

Die Nachkommen wurden zuerst anhand der Augenfarbe selektioniert. Die 

ausschließliche Präsenz des Rescuekonstruktes wurde durch Western Blot bestätigt. 

Eine Selektion der adulten Mutanten anhand des temperatursensitiven Phänotyps 

konnte nicht erfolgen, da die Rescue-Eigenschaften der mutierten Proteine nur zum 

Teil bekannt waren. 

 

Bei dem Rescue-Konstrukt handelte es sich um den Expressionsvektor pW8, der 

einen genomischen Bereich des csp-Gens ab der Mitte des dritten Exons 

stromaufwärts enthielt. An das dritte Exon wurde ohne Sequenzverlust das 

entsprechende Fragment der cDNA1 kloniert (s. Abb. 4.9). Die cDNA 1 als eine von 

vier Isoformen stellt die größte, nicht nervenspezifische Spleiß-Variante dar. Da über 

die regulatorischen Elemente sowie den Promotor-Bereich von csp bisher relativ 

wenig bekannt ist, wurden zwei unterschiedlich große genomische Fragmente (2,3Kb 

und 4,5Kb) verwendet. Da in anschließenden vergleichenden Untersuchungen 

zwischen den Rescue-Konstrukten mit großem und kleinen genomischen Promotor-

Bereich keine Unterschiede festzustellen waren, wurde für weitere Experimente das 
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Konstrukt scDNA1 mit dem kurzen (short) genomischen Fragment verwendet (C. 

Arnold, Dissertation 1999). 

 

Die Linien C?27(X) SSP, scDNA1 und L?8(X), bei denen das Konstrukt auf dem X-

Chromosom inseriert, wurden durch Selektion von dunkelrotäugigen Nachkommen in 

die Nullmutante CspU1 roc gekreuzt. Mit den Insertionslinien L?8(III), CLP, C?27(III) 

und CSLP25D wurden Rekombinationskreuzugen durchgeführt. Dabei konnten mit 

den CLP-Transformanten im Vergleich zu den Linien L∆8 und C?27 erheblich mehr 

Rekombinationsergeinisse gezählt werden. Eine Ursache hierfür könnte im Abstand 

des Insertionsortes zur relativen Position der csp-Gens gesehen werden. Durch die 

Nähe des Insertionsortes zum csp-Genlokus sinkt die Wahrscheinlichkeit, durch ein 

Rekombinationsereignis sowohl das Konstrukt des mutanten Proteins als auch den 

nullmutanten Genlokus auf einem Chromosom zu erhalten. Da sich der csp-

Genlokus relativ nahe am Centromer befindet, verringert sich die Wahrscheinlichkeit 

eines entsprechenden Rekominationsereignisses bei einem nahe dem Genlokus 

gelegenen Konstrukt zusätzlich. In Rekombinationskreuzungen mit der 

Transformante CSLP25D konnten keine Rekombinanten im Nullmutanten-

Hintergrund erzeugt werden. Dabei stehen mehrere Erklärungsmöglichkeiten zur 

Diskussion: 

• Da die Transformante im Wildtyphintergrund homozygot lebensfähig ist, die 

Insertion also nicht letal ist, scheidet ein Positionseffekt aus. 

• Möglicherweise könnte jedoch durch die Insertion ein unbekanntes Gen 

zerstört worden sein, das mit CSP interagiert und dessen Verlust im csp-

Nullmutantenhintergrund zur Letalität führt. 

• Eine weitere Ursache für das Scheitern dieser Rekombinationskreuzung 

könnte auch die Nähe zum csp-Lokus sein. Eventuell inseriert das Konstrukt 

sehr nahe am Genlokus von csp, so dass ein entsprechendes 

Rekombinationsereignis nicht statt findet. 

• Das mutierte Protein CSLP25D besitzt im csp-Nullmutanten-Hintergrund einen 

dominant negativen Effekt. Durch die Deletion im Cystein-String entstehen für 

die Nullmutante CspU1 extrem nachteilige neue Proteininteraktionen, die zur 

Letalität führen. Diese Proteininteraktionen könnten transient oder dauerhaft 

mit neuen Proteinen oder verändert mit bereits bekannten Interaktionspartnern 

stattfinden. Beispielsweise wurde von Koizumi et al. (2003) die Veränderung 
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der Tertiärstruktur des Homeoproteins vnd/NK-2 beschrieben. Durch 

Austausch einer einzigen Aminosäure änderte sich das DNA-

Bindungsverhalten des Homeoprotein-DNA-Komplexes. 

Um Aussagen über die Rescuefähigkeit der einzelnen mutierten Proteine treffen und 

Rekombinationsereignisse kontrollieren zu können, wurden mit den Mutanten im 

Nullmutanten-Hintergrund sowohl immunhistochemische Färbungen an 3. Larven 

und adulten Kopfgefrierschnitten, als auch Western Blots angefertigt. Hierdurch war 

das Expressionsniveau der einzelnen Mutanten feststellbar. Hierbei zeigte sich 

durchweg eine geringere Signalstärke des mutierten Proteins L?8, im Western Blot. 

Durch die denaturierenden Bedingungen des Western Blots war eine andere Faltung 

mit resultierender Verdeckung des Antikörper-Epitops auszuschließen. Da jedoch 

immunhistochemische DAB-Färbungen an Gefrierschnitten adulter Fliegenköpfe 

wildtypische Färbemuster gleicher Intensität lieferten, wurde eine geringere 

thermische Stabilität vermutet. Zur Überprüfung der Hypothese wurde ein Western 

Blot angefertigt, bei dem das mutierte Protein L?8 vor dem Beladen des Gels bei 

verschiedenen Temperaturen (RT, 40°C, 70°C) denaturiert wurde. Mit steigender 

Temperatur konnte eine Abnahme der Signalstärke beobachtet werden (s. Abb. 

4.12). Möglicherweise führt der Verlust von acht Aminosäuren in der Linker-Region 

zu Schwächungen von Wechselwirkungen innerhalb der verschiedenen 

Proteinstrukturen (Primär-, Sekundär-, Tertiärstrukturen), so dass die Stabilität des 

Proteins abnimmt. Für alle anderen Konstrukte konnte im Western Blot kein 

Unterschied in der Expressionsstärke festgestellt werden. 

 

Die Überprüfung der Konstrukte im Nullmutanten-Hintergrund durch 

immunhistochemische Färbungen an Kopf-Gefrierschnitten bestätigte die bereits 

bekannten Färbemuster: 

• SSP- und CLP-Mutanten zeigen eine eher schwächere, dafür aber 

gleichmäßigere Färbung von Neuropil und Zellkörpern, so dass von einer 

diffuseren Verteilung und einem schlecht funktionierenden Proteintargeting 

ausgegangen werden kann. Die Färbungen bestätigen bereits veröffentlichte 

Ergebnisse. Chamberlain und Burgoyne (1998) konnten in Versuchen mit 

PC12- oder HeLa-Zellen zeigen, dass der palmitoylierte Cystein-String für ein 

korrektes Membran-Targeting notwendig ist. 
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• In L?8- und C?27- Mutanten war das Neuropil wie die Rescue-Mutante 

scDNA1 wildtypisch angefärbt. 

In der Intensität der Färbungen war kein Unterschied zu beobachten. Deshalb kann 

in Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Western Blot Analysen davon 

ausgegangen werden, dass alle Konstrukte in adulten Tieren von Drosophila 

melanogaster ein ähnliches Expressionsniveau besitzen und gegeneinander 

verglichen werden können. 

 

Paralyse- und Vitalitätstests mit allen Mutanten bestätigten bereits bekannte 

Ergebnisse: 

• Das Rescue-Konstrukt scDNA1 stellt den wildtypischen thermotoleranten 

Phänotyp wieder her (s. Abb. 4.19). 

• Die Mutanten CLP und SSP paralysieren bei 37°C. In Überlebenstests zeigen 

CLP-Mutanten im Vergleich zur Nullmutante CspU1 roc eine deutlich 

schlechtere Vitalität. Das mittlere Alter dieser Tiere beträgt nur ca. die Hälfte 

dessen, was Nullmutanten zeigen. Da mehrere unabhängige Insertionslinien 

überprüft wurden, ist ein Positionseffekt auszuschließen. CLP-Fliegen 

unterscheiden sich von SSP-Fliegen in zwei Bereichen:  

o Der 11-Cysteine umfassende String ist entfernt. 

o Die flankierenden beiden Cystein-Paare sind in Serin-Paare 

umgewandelt. 

Möglicherweise verändert sich die Proteinstruktur derart, dass zusätzliche 

neue Proteininteraktionen entstehen, die einen erheblichen Nachteil für das 

Überleben der adulten Tiere darstellt. Diese Strukturveränderungen finden 

möglicherweise in der Mutante SSP nicht statt, da der Cystein-String in eine 

biochemisch ähnliche Kette aus elf Serin-Aminosäuren umgewandelt ist. 

Es wäre jedoch auch möglich, dass die beiden flankierenden Cystein-Paare, 

die in der Mutante SSP noch vorhanden sind, von entscheidender Bedeutung 

sind. Eine mögliche Palmitoylierung führt eventuell zu essentiellen 

Proteininteraktionen. 

• In Temperaturtests zeigen die Mutanten C?27 und L?8 ein wildtypisches 

Verhalten. Erst in einem zeitabhängigen Temperaturprofil (s. Abb. 4.19) 

zeigen die beide Mutanten L?8 CspU1 roc eine leichte Temperatursensitivität. 

Möglicherweise spielt dabei die oben diskutierte temperaturbedingte 
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Instabilität eine Rolle. Es könnte jedoch auch eine durch die Proteinstruktur 

bedingte Veränderung in Proteininteraktionen im Chaperon-Komplex 

auftreten. Hierdurch könnten Interaktionen weniger stabil und dauerhaft 

werden, aber prinzipiell noch vorhanden sein. 

Zusätzlich zu den verschiedenen Experimenten an adulten Tieren wurden zur 

Überprüfung der larvalen Expression immunhistochemische Färbungen der 

neuromuskulären Synapse durchgeführt. 

Im Wildtyp w1118 färbt der monoklonale Antikörper ab49 die beiden auf Muskel 7 und 

6 vorkommenden Bouton-Typen Ib und Is gleichmäßig an. Der dazu gehörige Nerv 

ist im Vergleich schwächer angefärbt. Zusätzlich ist eine sehr schwache Färbung im 

Muskel erkennbar, bei der es sich nicht um Hintergrund, sondern eine spezifische 

Färbung handelt, da diese in der Nullmutante ausbleibt. In der Nullmutante CspU1 roc 

ist außerdem keine Immunreaktivität in Boutons und zugehörigem Nerv zu 

beobachten. 

Die Immunreaktivität in den Linien SSP und CLP war innerhalb der Boutons 

gleichmäßig, jedoch sehr schwach. Im Vergleich dazu war der zugehörige 

Segmentalnerv deutlich stärker gefärbt. Zwar ist das Gewebe im Segmentalnerv 

dicker als am Bouton, so dass eine Färbung deutlicher und stärker erscheint. 

Vergleicht man die Segmentalfärbung der Mutanten mit Färbungen, die parallel unter 

gleichen Bedingungen am Wildtyp angefertigt wurden, so zeigt sich im Vergleich zum 

Wildtyp ebenso eine stärkere Immunreaktivität. Das Ergebnis stimmt mit den 

Färbungen an adulten Kopfschnitten überein und lässt den Schluss zu, dass auch in 

L3-Larven das Proteintargeting von CLP und SSP nicht korrekt funktioniert. Da die 

Verteilung mehr diffus ist, nimmt die Immunreaktivität innerhalb der Boutons ab und 

im Segmentalnerv zu. 

Die Mutante C?27 CspU1 roc zeigt für beide Insertionsorte eine wildtypische Färbung 

des larvalen Nerv-Muskel-Präparats, was im Einklang mit Färbungen an adulten 

Kopfschnitten steht. 

Immunhistochemische Färbungen an den beiden Insertionslinien für das Konstrukt 

L?8 führten zu widersprüchlichen Ergebnissen. Während die X-chromosomale Linie 

nur sehr schwache Immunreaktivität zeigt, war hingegen bei der zweiten Linie 

(Insertion auf dem 3. Chromosom) das Färbemuster wildtypisch. Im Vergleich der 

beiden Linien untereinander kann eine Maskierung des Antikörper-Epitops 

ausgeschlossen werden. Antikörperfärbungen an Kryostatschnitten adulter 
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Fliegengehirne zeigen für beide Linien wildtypische Färbemuster. Möglicherweise 

inseriert in der X-chromosomalen Linie das Konstrukt in einer Region, in der während 

der larvalen Entwicklung die Transkription unterdrückt oder zumindest 

herunterreguliert ist. Ebenso wie bei den Mammaliern existieren in Drosophila so 

genannte „Locus control regions“, in denen während der Entwicklung 

gewebsspezifische Unterdrückung der Genexpression stattfinden (Kioussis und 

Festenstein, 1997). 

 

Da für jedes Konstrukt mehrere unabhängige Insertionen existieren, wurde darauf 

verzichtet, auch die Transformanten im Wildtyphintergrund zu vermessen, die 

zusätzlich zur Wildtyp-Kopie noch das mutierte Protein exprimierten. Durch die 

Messungen jeweils zwei verschiedener unabhängiger Linien waren second-site-

Nebeneffekte, die durch den Insertionsort bedingt gewesen wären, eher 

unwahrscheinlich. Die in der Literatur erwähnten, durch Überexpression verursachten 

Phänotypen, wie z. B. raue Augen (Nie et al., 1999) konnten nicht beobachtet 

werden. Möglicherweise ist die dabei angewandte Überexpression mit dem 

UAS/Gal4-System entweder nicht so gewebsspezifisch oder besitzt ein anderes 

Niveau, als dies beim hier verwendeten endogenen csp-Promotor der Fall ist. 

 

Nachdem für die Nullmutante der ursprüngliche temperatursensitive Phänotyp an der 

larvalen neuromuskulären Synapse wieder hergestellt und überprüft, sowie die 

Konstrukte in den Nullmutanten-Hintergrund eingekreuzt waren, wurde in den 

anschließenden elektrophysiologischen Experimenten zuerst das Basis-Konstrukt 

scDNA1, das als Grundlage für alle weiteren In-Vitro-Mutagenesen diente, überprüft. 

Hierbei zeigte sich, dass die größte, nicht nervenspezifische Isoform in der Lage ist, 

sowohl den larvalen und adulten temperatursensitiven Phänotyp, als auch die stark 

eingeschränkte Überlebensfähigkeit zu retten. Der Grund für eine Existenz der vier 

verschiedenen Isoformen von CSP ist unklar. Möglicherweise gibt es zur 

beschriebenen gewebe-spezifischen Expression (Eberle et al., 1998) eine bisher 

nicht entdeckte Funktionsspezifität. Dass dabei eine gewisse Redundanz innerhalb 

der Funktion des Cystein-string Proteins möglich sein könnte, zeigen die 

Experimente mit dem Rescuekonstrukt, das in der Lage ist, alle untersuchten 

Aspekte des wildtypischen Phänotyps wieder herzustellen. Im Gegensatz zur adulten 
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Fliege jedoch scheint die 36kD-große Isoform die abundanteste im Larvalstadium zu 

sein. Damit sollte sie für weitere elektrophysiologische Experimente geeignet sein. 

 

Elektrophysiologische Messungen an den Mutanten SSP und CLP führten zu 

unerwartet unterschiedlichen Ergebnissen. Während sich beide Mutanten in ihren 

immunhistochemischen Färbungen und im Paralyseverhalten der adulten Fliegen 

gleichen, zeigen die beiden Mutanten Unterschiede bezüglich Vitalität und larvalem 

Paralyseverhalten. Neben der oben diskutierten unterschiedlichen Fitness zeigen 

larvale SSP-Mutanten in Übereinstimmung mit ihren adulten Geschwistern eine 

temperaturabhängige Paralyse. Messungen an der larvalen neuromuskulären 

Synapse von SSP-Mutanten ergaben jedoch bereits bei einer permissiven 

Temperatur von 18°C eine von der Nullmutante CspU1 roc signifikant verschiedene 

Amplitude der EJPs. Dies kann nicht mit der höheren Stimulus-Frequenz von 1Hz 

begründet werden, die anfänglich verwendet wurde. Nullmutanten für csp zeigen 

sowohl bei 0,2Hz als auch bei 1Hz die gleiche Amplitudengröße. Somit scheint im 

Protein SSP durch den Serin-String eine Funktionsänderung eingetreten zu sein. 

Möglicherweise wird dies durch eine veränderte Proteinstruktur bedingt, was 

veränderte Proteininteraktionen zur Folge hat. Es könnte jedoch auch sein, dass der 

Cystein-String neben dem Protein-Targeting eine weitere unbekannte Funktion 

besitzt, die während der Transmitterfreisetzung ohne Temperaturstress von 

Bedeutung sein könnte. Bei nicht-permissiver Temperatur von 32°C trat in 

Übereinstimmung mit adulten SSP-Mutanten innerhalb von fünf bis zehn Minuten 

eine Blockade der synaptischen Transmission ein. Auch hier könnten durch eine 

veränderte Proteinfaltung Interaktionen mit anderen synaptischen Proteinen gestört 

werden. Möglicherweise verhindert das SSP-Motiv durch eine veränderte Faltung 

eine Interaktion mit Hsc70-4, so dass der Chaperone-Komplex nicht mehr zustande 

kommt. Messungen mit Hsc70-4-Mutanten zeigen einen im Vergleich zur csp-

Nullmutante ähnlichen Phänotyp (Bronk et al., 2001). Möglicherweise ist jedoch die 

Interaktion mit Hsc70-4 nicht beeinträchtigt, da sie mit dem C-terminalen Bereich von 

CSP stattfindet, sondern die Konzentration des Proteins ist bedingt durch das 

gestörte Protein-Targeting innerhalb der Boutons zu gering. 

Elektrophysiologische Untersuchungen an der Mutante CLP zeigten 

überraschenderweise sowohl bei 18°C, als auch bei 32°C wildtypische EJP-Muster, 

obwohl adulte CLP-Mutanten im Paralyseverhalten keinen Unterschied zur 
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Nullmutante CspU1 roc zeigen. Auch intakte Larven zeigen bei 37°C keine Paralyse, so 

dass Fehler bezüglich des Messablaufes ausgeschlossen werden können. Somit regt 

die Mutante CLP bezüglich des Cystein-Strings zu interessanten Spekulationen an: 

• Die den Cystein-String flankierenden Cystein-Paare fehlen im CLP-Protein, im 

SSP-Protein sind sie vorhanden. Die deutlich eingeschränkte Lebensfähigkeit 

der CLP-Mutanten lässt die Vermutung zu, dass die flankierenden Cystein-

Paare möglicherweise in adulten Tieren eine zusätzliche, für das Überleben 

wichtige Funktion ausüben. 

• Die durch das gestörte Proteintargeting bedingte niedrige Konzentration des 

Proteins ist ausreichend, um eine wildtypische Funktionsweise der 

präsynaptischen Transmitterfreisetzung zu garantieren. 

• Auf Interaktionen mit bekannten Proteinen scheint das Fehlen des Cystein-

Strings zumindest in der Larve keinen Einfluss auszuüben. 

• Die Aminosäuren von Position 83 bis 136 scheinen für die Selbst-

Oligomerisation und folgende Proteininteraktionen von Bedeutung zu sein 

(Swayne et al., 2003). Der Cystein-String, der innerhalb dieses Bereiches 

liegt, scheint daran nicht beteiligt zu sein. 

• Der zwischen Larven und Imagines unterschiedliche temperatursensitive 

Phänotyp könnte ein Hinweis auf unterschiedliche Proteininteraktionen an der 

Synapse sein. Möglicherweise könnten den Prozessen an der larvalen 

neuromuskulären Synapse andere Proteinwechselwirkungen und Funktionen 

zu Grunde liegen als an einer adulten Synapse. 

Das Protein L?8 ist trotz einer Deletion von acht Aminosäuren in der Linker-Region 

geeignet, den larvalen wildtypischen Phänotyp wiederherzustellen. Im Bereich der 

hochkonservierten Linker-Domäne scheinen die Aminosäuren 83-136 für 

Selbstoligomerisationseigenschaften (Swayne et. al., 2003) und die Aminosäuren 83-

112 für Interaktionen mit der Untereinheit Gβ (Miller et al., 2003) von Bedeutung zu 

sein. Da das Protein L?8 den wildtypischen Phänotyp wieder herstellt, scheinen die 

Proteinstruktur unverändert und Proteininteraktionen nicht gestört zu sein. 

Für die variablere C-terminale Domäne von CSP wurden mögliche Interaktionen mit 

G-Protein-Untereinheiten (Miller et al., 2003) und Hsc70 (Zhang et al., 1999) 

diskutiert. Bei permissiver Temperatur von 18°C scheint das Protein C?27 den 

wildtypischen Phänotyp wieder herstellen zu können. Bei nicht-permissiver 

Temperatur von 32°C scheint die Rescuefähigkeit eingeschränkt zu sein. Es 
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existierten unabhängig vom Insertionsort zwei Gruppen von Larven, die bei erhöhter 

Temperatur unterschiedliches Verhalten zeigten: Eine Gruppe verhielt sich 

wildtypsich, d. h. sie zeigte keine Blockade der synaptischen Transmission, 

wohingegen die zweite Gruppe einen schnellen temperaturabhängigen, reversiblen 

Block zeigte, wie es bei der Nullmutante CspU1 roc zu beobachten ist. Möglicherweise 

ist die Interaktion von C?27 mit Hsc70 oder G-Protein-Untereinheiten nicht mehr so 

stabil. Der interagierende Bereich von CSP könnte in den Bereich der Deletion 

hineinragen. Bei temperaturbedingtem Stress und dadurch bedingter verstärkter 

Expression von Hsc70 könnte die Interaktion instabiler und die Funktionsfähigkeit 

des Chaperone-Komplexes daher eingeschränkt sein. Durch zufälliges partielles 

Lösen des Komplexes könnten möglicherweise einzelne Blockaden der synaptischen 

Transmission ausgelöst werden. Diese sind möglicherweise zufällig verteilt, so dass 

man zwei etwa gleich große Gruppen erhält. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich larvale und adulte 

Phänotypen überraschenderweise partiell unterscheiden. Ob dabei in der 

Entwicklung der verschiedenen Organisationsformen der holometabolen Drosophila 

melanogaster  unterschiedliche synaptische Prozesse und Interaktionen von 

Bedeutung sind, konnte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht geklärt 

werden. Möglicherweise entstehen oder fehlen durch Modifikationen am CSP-Protein 

Interaktionen mit synaptischen Proteinen, die zusätzlich noch entwicklungsspezifisch 

sein und zu einer Blockade der synaptischen Transmission führen können. 

 

Durch die vollständige Sequenzierung des Genoms von Drosophila melanogaster  

und die Verbesserung von Datenbanken sowie Computerprogrammen zur 

Vorhersage von Genorten zeigte sich im Verlauf der Doktorarbeit, dass es sich bei 

der Nullmutante CspU1 roc um eine Dreifach-Mutante handeln könnte. Das auf dem 

Gegenstrang im 3’-Bereich von csp liegende Gen CG11489 ist mit Sicherheit 

betroffen. Das erste, alternativ gespleißte Exon ist durch die Rekombination der 

beiden P-Elemente deletiert. Im Gegenstrang war im 5’-Bereich von csp ein weiteres 

Gen vorhergesagt, CG 14505, über dessen Funktion ebenfalls keine Informationen 

vorlagen. Ob das erste Exon und/oder regulatorische Bereiche betroffen sind, war 

unbekannt. Deshalb wurde zur Überprüfung des Insertionsortes des P-Elements 

PlacW und damit indirekt zur Verifizierung der Bruchpunkte der Deletion eine inverse 

PCR durchgeführt. Die Wahl der P-Element-Linie zur Bestimmung der Bruchpunkte 
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erfolgte anhand praktischer Gesichtspunkte. Die P-Element-Linie P318/17 war 

homozygot lebensfähig und in größeren Mengen verfügbar, als es bei der 

Nullmutante CspU1 roc der Fall gewesen wäre. Das Experiment bestätigte die Position 

des P-Elements im 5’-Bereich von csp (Eberle, 1995). Das erste Exon des Gens 

CG14505 lag somit außerhalb der Deletion im csp-Lokus. Ob durch die Deletion 

jedoch regulatorische Bereiche für das Gen CG14505 entfernt werden, bleibt unklar.  

Um eine Nullmutante zu erzeugen, die nur für ein Gen, nämlich csp, defizient ist, 

wurde eine Mutagenese durchgeführt. Hierzu sollte das nicht-autonome PZ-Element 

der Linie P1617 remobilisiert werden, was im Idealfall zu einer auf den csp-Lokus 

begrenzten Deletion geführt hätte. 

Um die Linie P1617 auf das P-Element, sowie dessen Insertionsort zu überprüfen, 

sollte ein Plasmid-Rescue durchgeführt werden. Durch einen Verdau mit dem 

Restriktionsenzym XbaI wäre das PZ-Element annähernd in der Mitte direkt hinter 

dem Replikationsursprung und dem Kanamycin-Resistenzgen geschnitten worden. 

Eine zusätzliche, näher gelegene Schnittstelle für XbaI im Genom hätte zu einem 

Fragment geführt, das nach Religation in Bakterien transformiert und vermehrt hätte 

werden können. Durch Isolierung und Verdau wäre so ein Rückschluss auf das P-

Element und dessen Insertionsort möglich gewesen. 

Der Plasmid-Rescue schlug trotz mehrfacher Versuche und Variationen in den 

experimentellen Bedingungen fehl. Die Ursache hierfür ist unbekannt. 

Möglicherweise handelt es sich bei der im Genom befindlichen, laut Datenbank 

vorhergesagten nächsten XbaI-Schnittstelle um einen Polymorphismus und diese 

Schnittstelle ist in dieser Linie nicht vorhanden. Die nächste bekannte XbaI-

Schnittstelle ist jedoch so weit entfernt, dass ein sehr großes Fragment entstehen 

würde, welches für eine Transformation in Bakterien nicht mehr geeignet wäre. Die 

Existenz des PZ-Elements wurde in anschließenden Experimenten bestätigt. Durch 

lacZ-Färbung und Testkreuzung mit rosy--Fliegen konnte die Unversehrtheit der 

beiden an den Enden des P-Elements gelegenen Gene bestätigt werden. Die lacZ-

Färbung führte zu keinem bekannten, CSP-typischen Färbemuster. Dabei ist zu 

beachten, dass durch eine Kernlokalisationssequenz der ß-Galaktosidase immer nur 

Zellkerne angefärbt werden. Bei den hier angefärbten Zellkernen handelt es sich 

jedoch nicht um csp-exprimierende Zellen. Somit wirken auf die Expression von lacZ 

keine csp-spezifischen Enhancer, obwohl das P-Element im nicht translatierten 

Leader des ersten Exons inseriert. Um welche aktiven Enhancer, die für dieses 
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Färbemuster verantwortlich sind, es sich handelt, ist unbekannt. Somit waren die 

Existenz des P-Elements, sowie die Unversehrtheit zumindest teilweise bestätigt. 

Möglicherweise ist die XbaI-Schnittstelle innerhalb des P-Elements nicht mehr 

vorhanden oder zerstört. Ebenso könnte der Replikationsursprung ORI oder das 

Kanamycin-Resistenzgen defekt und funktionsunfähig. Durch eine Punktmutation 

könnten die Bereich unbrauchbar geworden sein, obwohl andere Bereich des P-

Elements unversehrt sind. 

Auch eine inverse PCR schlug trotz mehrerer Versuche fehl. Wäre das P-Element 

wider Erwarten und entgegen der öffentlich zugänglichen Informationen mehrfach im 

Genom inseriert, hätten durch die inverse PCR Produkte erhalten werden müssen. 

Dies war nicht der Fall, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das P-

Element einfach im Genom vorhanden ist. In Verbindung mit den Schwierigkeiten der 

Plasmid-Rescue-Experimente kann ebenso vermutet werden, dass der Genort 

möglicherweise für einzelne Enzyme schlecht zugänglich ist, was ein Scheitern aller 

Versuche erklären würde. 

Da jedoch zuverlässige Informationen über diese Linie vorliegen, wurde eine Jump-

Out-Mutagenese durchgeführt. 

Eine funktionsrelevante Deletion im csp-Lokus führt, wenn sie homozygot vorliegt, 

zum bekannten temperatursensitiven Phänotyp adulter Fliegen. Deshalb sollten 

möglichst schnell viele Nachkommen durch Temperatursensitivitätstests auf eine 

solche Deletion überprüft werden. Um die bereits diskutierten Hintergrundseffekte 

und Anpassungsmechanismen nicht durch eine Kreuzung auf die neu entstandene 

csp-Mutante zu übertragen, sollten Komplementationskreuzungen mit zwei 

Defizienzlinien aus Bloomington durchgeführt werden. In Testkreuzungen mit der 

Nullmutante CspU1 roc zeigte sich jedoch, dass beide Defizienzlinien nicht für csp 

defizient sind. Somit wurde zum ts-Screen doch die rückgekreuzte Nullmutante 

CspU1 roc verwendet. 

Das Kreuzungsschema wurde so entwickelt, dass alle Nachkommen sowohl als 

homozygote, als auch als balancierte Tiere schlüpften. Hierdurch konnte der bereits 

erwähnte Selektionsdruck minimiert werden. 

Aus den entsprechenden Kreuzungen gingen 422 Linien hervor, bei denen anhand 

der veränderten Augenfarbe ein Jump-Out-Ereignis festgestellt werden konnte. Auch 

wenn möglicherweise kein vollständiges Jump-Out-Ereignis vorlag, so war zumindest 

das rosy-Gen in seiner Funktion defekt. 
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Aus Paralysetests dieser 422 Einzelkreuzugen wurden 33 Nachkommen gezählt, die 

lebensfähig und temperatursensitiv waren. In den anderen 389 Fällen war vermutlich 

nur das rosy-Gen zerstört, jedoch keine Deletion erzeugt worden. 

Aus den heterozygoten JumpOut / CspU1 roc -Linien konnten 12 Linien etabliert 

werden, die homozygot lebensfähig waren. In den anderen 31 Linien waren 

offensichtlich große Deletionen erzeugt worden, die letal sind, und im heterozygoten 

Zustand durch das bis auf csp wildtypische Chromosom gerettet wurden. 

Von den 12 homozygot lebensfähigen Linien waren überraschenderweise nur noch 9 

im klassischen Sinne temperatursensitiv. Drei Linien zeigten ein anderes 

Paralyseverhalten - sie benötigten erheblich mehr Zeit bis zum Eintritt der Paralyse. 

Diese drei Linien zeigten im heterozygoten Zustand über der Nullmutante CspU1 roc 

das bekannte temperatursensitive Verhalten. Möglicherweise ist in diesen drei Linien 

die Proteinkonzentration im Nullmutantenhintergrund so niedrig, dass eine 

Thermosensibilität eintritt. Im homozygoten Zustand verdoppelt sich die 

Proteinkonzentration, was das Ausbleiben der Paralyse nach drei Minuten zur Folge 

haben könnte. Die Tatsache, dass diese Linien ein reduziertes Paralyseverhalten 

zeigen, stützt die Hypothese. 

In den anderen neun Linien waren nur in zwei Linien (JO 450 und JO490) auf dem 

Western Blot CSP-Signale zu detektieren. Immunhistochemische Färbungen an 

ganzen Fliegen zeigten jedoch, dass lediglich zwei Linien kein CSP mehr 

exprimieren. In den anderen sieben Linien ist die Proteinkonzentration vermutlich so 

gering, dass sie im Western Blot nicht mehr detektiert werden konnte. Dass diese 

sieben Linien ebenso paralysieren, kann anhand der Färbemuster erklärt werden. 

Alle Linien zeigen ausschließlich Färbungen in den optischen Loben, sowie den 

afferenten Endigungen der Labial-/Maxillarnerven, sowie spezifischen thorakalen 

und/oder abdominalen Ganglienstrukturen, die nicht für Laufen bzw. Fortbewegung 

notwendig sind. Fehlt CSP also spezifisch im neuronalen Fortbewegungssystem, 

könnten diese Tiere ebenso paralysieren, obwohl sie noch CSP exprimieren. Da die 

zehn Linien untereinander verschiedene Färbungen zeigen, die sich sowohl in 

thorakalen als auch hirnspezifischen Mustern unterscheiden, kann vermutet werden, 

dass durch die unterschiedlichen Deletionen verschiedene gewebsspezifische, 

regulatorische Einheiten entfernt worden sind. 

Mit den beiden durch Western Blot und Immunhistochemie klassifizierten 

Nullmutanten wurde eine Southern Blot Analyse durchgeführt. Es zeigte sich, dass 
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die Mutante JO 211 aller Wahrscheinlichkeit nach eine Deletion im csp-Lokus trägt, 

die auch das 5’-gelegene Gen CG14505 betrifft und deshalb für weitere 

Untersuchungen ungeeignet ist. Bei der Mutante JO 113 ist ein Fragment von ca. 

1,3Kb im Bereich um das erste Exon deletiert. Immunhistochemische Färbungen an 

der larvalen Nerv-Muskel-Synapse, sowie Western Blots deuten auf eine funktionelle 

Nullmutante hin. In immunhistochemischen Färbungen adulter Kopf-Gefrierschnitte 

ist jedoch eine sehr schwache Färbung der Labial- und Maxillarafferenzen zu 

erkennen, die der Färbung der csp-Mutante CspU2 mit einer ähnlichen Defizienz 

ähnelt (Dissertation Eberle, 1995). Möglicherweise existiert bei csp ein bisher noch 

nicht entdeckter alternativer Transkriptionsstartpunkt. Eine Änderung in der 

Proteingröße durch einen anderen Transkriptionsstart ist jedoch nicht erkennbar, da 

in der Linie JO 113 das Protein im Western Blot nicht detektierbar ist. 

Trotz der Möglichkeit, dass in adulten Fliegen dieser Linie CSP in einer nicht 

detektierbaren Menge exprimiert wird, wurden elektrophysiologische Untersuchungen 

am larvalen Nerv-Muskel-Präparat durchgeführt. Erstaunlicherweise zeigten die 

temperaturabhängigen Messungen ein wildtypisches Verhalten - die Amplituden der 

EJPs sowohl bei 18°C als auch bei 32° zeigten keinen Unterschied zu w1118 als 

Kontrolle. Möglicherweise genügen einzelne Moleküle, um eine Funktion des 

Chaperone-Komplexes oder andere, oben beschriebenen Proteininteraktionen zu 

gewährleisten. Die Konzentration an CSP an der larvalen Nerv-Muskel-Synapse 

wäre dann nicht detektierbar, jedoch hoch genug, um zumindest in der Larve einen 

stabilen Prozess auf der präsynaptischen Seite zu gewährleisten. Dies steht nicht 

zwingend im Widerspruch zu den Ergebnissen, die in immunhistochemischen 

Färbungen an adulten Kopf-Gefrierschnitten gefunden wurden. Wird CSP lediglich in 

den afferenten Maxillar- und Labialnerven exprimiert, fehlt CSP im gesamten 

motorischen System, was ebenso eine Paralyse bei erhöhter Temperatur zur Folge 

hätte. 

Da die Mutante JO 113 als einziger Kandidat nicht das elektrophysiologische 

Verhalten einer csp-Nullmutante zeigt, kommt diese Linie ebenso nicht für weitere 

elektrophysiologische Untersuchungen, insbesondere Rescue-Experimente, in 

Betracht. 
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6. Ausblick 

 

Die anfänglich auftretenden Probleme mit der lange etablierten Nullmutante CspU1w 

deuten auf starke Kompensationsmechanismen hin, um eine stabile synaptische 

Signalübertragung zu gewährleisten. Möglicherweise werden in dieser Anpassung 

entscheidenden parallele, redundant arbeitende Prozesse und Kaskaden hoch 

reguliert, die bisher nicht bekannt sind. Somit wäre ein in der Drosophila-Forschung 

bisher noch nicht ohne weiteres zugängliches sog. „Expression Profiling“ von großem 

Interesse. Bei der csp-Nullmutante angewandt, könnten möglicherweise parallel 

arbeitende Kompensationsmechanismen aufgedeckt werden. 

Die Rescue-Experimente mit den modifizierten CSP-Proteinen im 

Nullmutantenhintergrund haben sowohl interessante als auch überraschende 

Ergebnisse und Fragen aufgeworfen. Bezüglich der verschiedenen Protein-Domänen 

könnte möglicherweise ein fein abgestuftes System an Funktionen und Interaktionen 

bestehen, die bisher noch nicht entdeckt wurden. So zeigen die Mutanten scDNA1 

und SSP deutliche Unterschiede im Verhalten an der larvalen neuromuskulären 

Synapse, als auch in der Vitalität ihrer adulten Nachkommen. Der Cystein-String und 

seine Palmitoylierung scheinen von großer Bedeutung zu sein. Auf der anderen Seite 

unterscheiden sich die Mutanten CLP und SSP untereinander wiederum, so dass 

auch in den flankierenden Cystein-Paaren eine essentielle Bedeutung erkennbar 

wird. Überraschenderweise scheinen Existenz und Bedeutung des Cystein-String 

bzw. des gesamten Cystein-String-Motivs entwicklungsspezifisch zu sein, denn 

manche Phänomene lassen sich nur in speziellen Entwicklungsstadien beobachten. 

Dies wirft die hochspekulative Frage auf, ob und wie weit die larvale neuromuskuläre 

Synapse als Modellsystem geeignet ist. Immerhin ist in der grundlegend 

verschiedenen Organisationsform Larve Glutamat der Standard-Neurotransmitter der 

neuromuskulären Synapse, während im adulten Fliegengehirn Acetyl-Cholin (außer 

motorische Synapsen) verwendet wird. Warum sollten nicht bei unterschiedlichen 

Neurotransmittern auch entsprechend angepasste Vesikel-Beladungssysteme, sowie 

leicht abgewandelte synaptische Protein-Arrangements existieren? Die 

elektrophysiologischen Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit haben 

interessante Aspekte aufgedeckt, die über Proteininteraktionsstudien wie z. B. Yeast-

2-Hybrid-System, sowie Pulldown- bzw. Co-Immunpräzipitationen näher 

charakterisiert und weiter verfolgt werden sollten. 
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7. Zusammenfassung 

 

Cystein String Proteine (CSPs) wurden als synaptische Vesikelproteine entdeckt. In 

Drosophila werden sie in den funktionellen Synapsen und sekretorischen Organellen 

aller Entwicklungsstufen exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass CSPs an der 

regulierten Neurotransmitterausschüttung beteiligt sind und mehrere, von Insekten 

bis zum Menschen konservierte Domänen besitzen: eine N-terminale 

Phosphorylierungsstelle der Protein Kinase A (PKA), eine J-Domäne mit 50%iger 

Homologie zum bakteriellen Chaperone-Protein DnaJ,  eine Linker-Domäne, einen 

Cystein String aus elf aufeinander folgenden Cysteinen, die durch zwei Cystein-

Paare flankiert werden und einen variableren C-Terminus. Es wurden Interaktionen 

mit den Proteinen HSC70, SGT, Syntaxin, Synaptobrevin/VAMP, verschiedenen 

Untereinheiten von G-Proteinen, Synaptotagmin, sowie spannungsabhängigen Ca2+-

Kanälen beschrieben. csp-Nullmutanten CspU1 von Drosophila melanogaster zeigen 

einen temperatursensitiven Phänotyp, in dem adulte Fliegen von CspU1 reversibel bei 

37°C innerhalb von drei Minuten paralysieren. An der neuromuskulären Synapse 

dritter Larven von CspU1 kann bei nicht-permissiver Temperatur von 32°C eine 

reversible Blockade der synaptischen Transmission beobachtet werden. 

In der vorliegenden Arbeit sollten mit Hilfe des larvalen Nerv-Muskel-Präparats dritter 

Larven elektrophysiologische Untersuchungen an verschiedenen csp-Mutanten 

durchgeführt werden. Hierdurch sollte die Bedeutung der einzelnen Domänen für die 

Funktion von csp weiter aufgeklärt werden. 

Am larvalen Nerv-Muskel-Präparat von Drosophila ist eine Arbeit auf Einzel-Zell-

Niveau möglich. Die Segmentierung, die wiederkehrende Anordnung von Muskeln 

und innervierenden Motoneuronen, sowie das Vorkommen vieler auch im Gehirn von 

Drosophila lokalisierter synaptischer Proteine machen die larvale neuromuskuläre 

Synapse für die vorliegenden Fragestellungen. 

Wie in vielen anderen Arbeiten, wurden elektrophysiologische Messungen an dem 

Longitudinalmuskel 6 durchgeführt. Alle Messungen evozierter Muskelpotentiale 

(EJP) wurden, wenn nicht anders erwähnt, mit 0,2Hz Stimulusfrequenz durchgeführt. 

Die Reiz-Intensität wurde an jedes Präparat individuell angepasst und betrug das 2 

½ -fache des Initial-Schwellenwertes, bei dem ein vollständiges EJP ausgelöst 

wurde.  
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Zunächst konnte der in der Literatur beschriebene larvale Block der synaptischen 

Transmitterausschüttung bei erhöhter Temperatur nicht reproduziert, jedoch durch 

Rückkreuzungen der Nullmutante CspU1 gegen den Wildtyp w1118 wiederhergestellt 

werden. 

Das „Rescue“-Konstrukt scDNA1, welches die Grundlage für alle weiteren mutierten 

Formen von csp darstellt, rettete den larvalen temperatursensitiven Phänotyp im csp-

Nullmutantenhintergrund von CspU1 vollständig. Larvale Mutanten der Linie SSP, bei 

denen der Cystein String durch einen Serin String ausgetauscht worden war (Serine-

string protein), zeigten in Übereinstimmung mit den adulten Fliegen den bekannten 

temperatursensitiven Phänotyp. Larvale Mutanten der Linie CLP (Cysteine-less 

protein) zeigten im Gegensatz zu adulten Tieren dieser Linie keinen 

temperatursensitiven Phänotyp, sondern ein wildtypisches Verhalten. Für die 

Mutante L?8, die im Nullmutantenhintergrund von CspU1 roc ein in der Linker-Domäne 

um acht Aminosäuren verkürztes CSP-Protein exprimiert, wurden verschiedene 

elektrophysiologische Phänotypen beobachtet: Larven der X-chromosomalen Linie 

zeigten den bekannten temperaturabhängigen Block der synaptischen Transmission. 

Larven der Insertionslinie für das 3. Chromosom zeigten keine 

Temperatursensitivität, sondern wildtypisches Verhalten. In immunhistochemischen 

Untersuchungen konnte für die X-chromosomale Linie eine deutlich schwächere 

Expression des L?8-Proteins beobachtet werden. Larven der Linie C?27, die ein im 

C-terminalen Bereich von CSP um 27 Aminosäuren verkürztes CSP-Protein 

exprimieren,  im Nullmutantenhintergrund CspU1 roc konnten anhand des Phänotyps in 

zwei Gruppen unterteilt werden. Unabhängig vom Insertionsort zeigte eine Gruppe 

den bekannten larvalen temperatursensitiven Phänotyp. Die zweite Gruppe zeigte 

auch bei erhöhter Temperatur wildtypisches Verhalten. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde versucht, eine neue Deletionsmutante für csp durch 

Remobilisierung einer P-Insertion (P#1617, flybase, Bloomington) im ersten Exon zu 

erzeugen, da in der Nullmutante CspU1 möglicherweise auch benachbarte Gene 

betroffen sind. Nach Überprüfung der erzeugten Mutanten durch Western und 

Southern Blot, immunhistochemische Experimente und elektrophysiologische 

Untersuchungen am Nerv-Muskel-Präparat 3. Larven konnte keine Deletionsmutante 

mit temperaturabhängigem Phänotyp isoliert werden, die ausschließlich csp betraf. 
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Cysteine string proteins (CSPs) were detected as synaptic vesicle proteins. In 

Drosophila they are expressed in functional synapses and secretory organelles of all 

developmental stages. CSPs were shown to be involved in regulated 

neurotransmitter release and contain several domains, which are conserved from 

insects to man: N-terminal phosphorylation site for protein kinase A (PKA), “J”-

domain with 50% homology to a bacterial chaperone-protein DnaJ, “linker”-domain, 

cysteine string consisting of eleven following cysteines, flanked by two pairs of 

cysteines and the more variable C-terminus. Interactions with the following proteins 

have been described: HSC70, SGT, Syntaxin, Synaptobrevin/VAMP, several 

subunits of G-proteins, Synaptotagmin, and voltage-dependent Ca2+-channels. Csp-

null mutants (CspU1) of Drosophila melanogaster exhibit a temperature sensitive 

phenotype. Adult flies of CspU1 paralyse reversibly at 37°C within three minutes. At 

the neuromuscular junction of 3rd instar larvae of CspU1 a reversible blockade of 

synaptic transmission can be observed at non-permissive temperature of 32°C. 

Electrophysiological studies at the larval nerve-muscle-preparation of 3rd instar larvae 

of different csp-mutants were performed in this Ph.D. thesis in order to investigate the 

relevance of the different CSP domains for the function of csp. 

Using the larval nerve-muscle-preparation of Drosophila studies at single-cell-levels 

are possible. The clear segmentation, iterated position of the body wall muscles and 

localization of many proteins, which are also present in the brain, account for the 

larval neuromuscular junction as an ideal model-system for the study of synaptic 

transmission. 

As described in previous work, electrophysiological studies have been performed at 

longitudinal muscle 6. All recordings of evoked junction potentials (EJP) were 

performed with 0.2Hz stimulus frequency (if not described in a different way). 

Stimulus intensity was adjusted 2 ½ times to initial threshold for a complete EJP, 

individually for each preparation. 

In the beginning larval blockade of synaptic transmitter release as described in 

literature could not be reproduced. Backcrossing for 12 generations of CspU1 with 

w1118 could restore the temperature-dependent blockade of synaptic transmission in 

3rd instar larvae. 

“Rescue”-construct scDNA1, which was further used as template for all mutated 

forms of CSP used in this study, completely rescued the larval temperature-sensitive 

phenotype in csp-null mutant background. 
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Larval mutants of SSP (serine-string protein, serine-string replaces cysteine-string) 

showed the temperature-sensitive phenotype, as known from their adult flies. In 

contrast to their adult flies larval mutants of CLP (cysteine-less protein) showed no 

temperature-sensitive phenotype, but wild type-like behaviour. For the mutant L?8 

(deletion of eight conserved amino acids of linker domain) in null mutant background 

of CspU1 roc two different phenotypes could be observed: The X-chromosomal strain 

showed the known temperature-dependent blockade of synaptic transmission. In 

contrast, 3rd instar larvae of the strain with insertion on the 3rd chromosome showed 

no temperature sensitivity, but wild type-like behaviour. In immunhistochemical 

staining a weaker L?8-protein expression could be observed for the X-chromosomal 

line. Due to their different phenotype and independent of insertion locus, larval C?27-

mutants could be divided into two groups. One group revealed the known larval 

temperature-sensitive phenotype. The second group showed also at elevated 

temperature wild type-like behaviour. 

In the second part of the current work a new mutant for csp should be created 

because of the possibility that additional genes are influenced in the null-mutant 

CspU1. Therefore a deletion in the csp-Locus should be created in a jump-out 

mutagenesis. In the strain P1617 (flybaase, Bloomington) the PZ-element, which is 

located in the non-translated region of the 1st exon of csp, was remobilized. 

Characterization of the jump-out mutants by western and southern blot analysis, 

immunhistochemical experiments and electrophysiological studies at nerve-muscle-

preparations of 3rd instar larvae failed to isolate a jump-out mutant with described 

temperature-dependent phenotype and affection only of csp. 
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Abb.  Abbildung 

Ax  Abdominalsegment x 

ATP  Adenosin-Tri-Phosphat 

ca.  zirka 

Ca2+  Calcium-Kation, 2fach positiv geladen 

°C  Grad Celsius 

cDNA  copy DNA 

cM  Centi-Morgan 

CNS  Central nervous system 

DAB  Di-Amino-Benzidin 

ddH2O bidestilliertes Wasser 

EJP  Exitatory junction potential 

et al.  und andere 

ff  folgende 

g  Gramm 

Hsc  Heat shock protein cognate 

Hsp  Heat shock protein 

Hz  Hertz 

Kb  Kilobasen 

kD  Kilodalton 

kHz  Kilohertz 

l  Liter 

M  Mol 

MAK  monoklonaler Antikörper 

mEJP  miniature EJP 

mg  Milligramm 

ml  Milliliter 

µM  Mikrometer 

mM  Millimol 

MΩ  Megaohm 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

ms  Millisekunden 

mV  Millivolt 

N  Reaktionsäquivalent 
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RNAi  Ribonucleinacid interference 

s. Abb. siehe Abbildung 

V  Volt 

WT  Wildtyp 

usw.  und so weiter 

z. B.  zum Beispiel 
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Anhang 1: Flybase-Informationen über P1617 
 
Berkeley Fly Database - P element Insertion line l(3)03988  

How to obtain this line 
 

This insertion site has flanking 
sequence aligning to genomic 
DNA in the region 79E1-79E1, 
inside the following intervals: 
AE003597 (follow these links for 
a GadFly image) Line  

l(3)03988  

Element  P{PZ}  
Status  single insert line  
Bloomington Stock #  P1617  
Insertion 1  P{PZ}l(3)03988[03988]  
Gene  l(3)03988  
Allele  l(3)03988[03988]  
Sequence recovery method  Inverse PCR  
Sequence length  309  
Sequence recovered from  5' end of P element  
Sequence orientation  Forward strand relative to 5' end of P element. Insertion position refers to first 

base of 8 base target recognition sequence. Figure  
Insertion position  302  
Accession  AQ026193  
DNA  GCGCTCGTAATAAAAAACTGTCGGATATTTTTTATTCCCGCAAGTAGAGT 

GTCAAAAAACACCCGGCTGCCTAGATACAACAGTGTTTAGCGGGTGCACT 
TGGAGTGCCAGTGGCTTGCTGCAGTTCTCTGGTGCACACTTTCGATGCGA 
TTTCTTACAGTGAGTCCCGTAACAGCAGCTATTAATGTTGCGATAGATGG 
CGTGTTAGTCCAGAGCTGGAAATCATTGATGTCGGCAGGTAAACCGATAA 
GATAGAACATCGGTTCAGTTCCATCTCTAATTTCGTTGCGAAAAAAATAA 
GAATCGAGG 

Complemented by Df(3L)Pc-MK  
  l(3)00827  
  l(3)03335  
  l(3)05309  
  l(3)09070  
  l(3)04053  
  l(3)04053  
  l(3)02218  
  l(3)02017  
  l(3)rP126  
  l(3)rJ307  
  l(3)rL201  
In Situ slide 

 
BLAST hits BLAST results not yet in database 
record dated: Fri Mar  1 02:51:58 PST 2002 

go to: BDGP Home | Drosophila BLAST  
 
 
1: AQ026193. l(3)03988 Drosoph...[gi:3266478] Taxonomy, LinkOut
LOCUS       AQ026193                 309 bp    DNA     linear   GSS 30-JUN-1998 
DEFINITION  l(3)03988 Drosophila melanogaster P lethal line Drosophila 
            melanogaster genomic Sequence recovered from 5' end of P element, 
            DNA sequence. 
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ACCESSION   AQ026193 
VERSION     AQ026193.1  GI:3266478 
KEYWORDS    GSS. 
SOURCE      fruit fly. 
  ORGANISM  Drosophila melanogaster 
            Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Tracheata; Hexapoda; Insecta; 
            Pterygota; Neoptera; Endopterygota; Diptera; Brachycera; 
            Muscomorpha; Ephydroidea; Drosophilidae; Drosophila. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 309) 
  AUTHORS   Spradling,A.C., Stern,D., Beaton,A., Rehm,E.J., Laverty,T., Mozden,N., Misra,S. and  
       Rubin,G.M. 
  TITLE     The BDGP gene disruption project: Single P element insertions 
            mutating 30% of Drosophila autosomal genes 
  JOURNAL   Unpublished (1998) 
COMMENT     Contact: Gerald Rubin 
  Berkeley Drosophila Genome Project 
  University of California, Berkeley 
  LSA Building, Berkeley, CA 94720-3200, USA 
  Fax: 5106439947 
  Email: gerry@fruitfly.berkeley.edu 
  Sequence recovery method was inverse PCR. 
 Sequence orientation is forward strand relative to 5' end of P Element. 
 The P element insertion position is base 302 in the 309 bases. This insertion position refers  
 to the first base of the 8 base target recognition sequence. 
 Class: transposon-tagged. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..309 
                     /organism="Drosophila melanogaster" 
                     /db_xref="taxon:7227" 
                     /clone_lib="Drosophila melanogaster P lethal line" 
                     /note="Inverse PCR was performed on Drosophila 
                     melanogaster strains each of which contains a single P 
                     transposable element insertion that is thought to cause 
                     either lethality or sterility. The resultant fragment for 
                     each strain was directly sequenced to determine the 
                     genomic sequence at the site of insertion. Details of the 
                     protocols used can be found at 
                     http://fruitfly.berkeley.edu/p_disrupt/inverse_pcr.html." 
BASE COUNT       86 a     62 c     76 g     85 t 
ORIGIN       
        1 gcgctcgtaa taaaaaactg tcggatattt tttattcccg caagtagagt gtcaaaaaac 
       61 acccggctgc ctagatacaa cagtgtttag cgggtgcact tggagtgcca gtggcttgct 
      121 gcagttctct ggtgcacact ttcgatgcga tttcttacag tgagtcccgt aacagcagct 
      181 attaatgttg cgatagatgg cgtgttagtc cagagctgga aatcattgat gtcggcaggt 
      241 aaaccgataa gatagaacat cggttcagtt ccatctctaa tttcgttgcg aaaaaaataa 
      301 gaatcgagg 
  
 
 
 
Anhang 2: Genomischer Bereich Chromosom 3, linker Arm, Drosophila  

        melanogaster  
 
 

     ATAAACAGCTCGGCGGAGTCGCGTTTGAGGCTCGCGGCGGGCGGATCTATCTGCTGCAGGATTCCCATGC 
     CGTTGGCTTCGAAGTCCAGTTGGTACAACAACAGGGAGCCGGACGCGGTAAGCAGGGCAAGCTGCCGAGA 
     GTCCGGCTTCCACACGATCAGCTGGTTGGCCCCGTACTGGCGAAGGGAGTCCTCCGTCCGCCGGAAATAA 
     GCAATGGGAATGAGTGGATTCGCGTACCAGATGCCCAGAAAGTCGTCGCCCACGGCGGCCACAAGTATTT 
     TCACCGCGTCGCAGCAGATGTGCCGGATGCTGGCGCTCTCGCCGGGCAGCGCCAGGCCCACCCGCTTGGG 
     CCAGCCCACTGGATAGTACATCCTCCGTGTGAAAAGTTACTGCGCAAACGGAAAAGTTCATTAGCAAGAG 
Eco  CGGGAGTGCGGAAAAACGAATTCAACCTGCGGTCTGGTGCGGGTGCATTTAGCTTATGTGGGTTACGCCC 
     AGTTTTACATGATCTGCCCCGATCAATTAGCACTTTTAGACAACATTCCACAGCACAACAAAAAATCTGA 
     GCGATTTTACGCGTATACAAATATGAGTGTTGGCCAGCGTTCCAAAATCACAGCTGTTTGCCAATCGCCG 
     TTTCGCACCACTGATTTTAAGAAGGCAACAGTGATGTCAGGCTAGCTTTTCTGCACCCATCAGCTGTTTC 
     TTAAAAAATCGACAAGTGAATGCATTTTGGGTTACTTCTATTTTCGGCTATACGAGCCTTCTTATCGTTT 
     TAAATTCATCTTTTAAACAATAATTAAATAAATACATTATGATTAGATCACGAACTAAATGTTCTACCCT 
     TCATAGTTTTATCTCATAAAGTCAAGTAACATTGGCATTTATCCTATTCCAGTATAGTCAAGTAAAGTTA 
Eco  CCAACAACTAATGAGTGTTGTTAAAAAGGAATTCCCGAAGATATTTTTTATGTTCAAACCCTTCATTCAA 
Hind AATAAAGTTATTAAATACTTCAATTCATTGACCTGCGCAAGCTTACAACACTAAAAAGTTCCCGAATTTC 
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     GAGTCCGCGATCTAGTTCACCAACAACCACTGTCAATTCGAACTAATTCAACGCATCTCGAACTAAATAA 
     ATCAACCGGCTTTCGAGAGGCAGAACAAAAAGGAGATTTGTGAAGTATTCTCAAAATGACTGCATTCGAA 
     GGTAAGTGAAAATTAATATTTAAGGTGTGCATTGCTTATTTGACTTGCCTCGCAGAGTTTGGCGTGCTTC 
     CGGAGCTGGGAATGGCCACAGACGAATTGGACTGGACGTAAGAAAAAACAGTTCTGTCTGCCTATTGCCT 
     TCACATTTATGAATTTTCAGCCTGCCCACCGATGTCCAGGCTGAGGCCATTCCTCTGATCCTGGGTGGCG 
     GCGATGTACTGATGGCCGCCGAAACTGGTTCCGGAAAAACGGGTGCCTTCTGCCTCCCCATTCTGCAAAT 
     CGTGTGGGAGACCTTGCGTGATCTGGAGGAGGGGAAGGCTGGCAAGGGCGGTGCAATTGGAGGAGCTGTG 
     ACTCCGTGGACCATGTCCTTCTTCGACCGAGGAAACGCGCTTGCCGTCACTCCTGATGGTCTGCGTTGCC 
     AGTCGCGGGAGTTCAAGGAGTGGCACGGGTGTCGGGCCACCACTGGCGTTCGCGGAAAGGGCAAGTTCTA 
     CTTTGAGGCCACGGTAACGGACGAGGGACTGTGTCGTGTGGGCTGGTCTACACAGCAGGCAAACCTCGAT 
     TTGGGCACCTGTCGCATGGGCTTTGGATTCGGCGGCACCGGCAAGAAGTCCAACAACCGCCAGTTTGATG 
     ACTACGGTGAGGCATTCGGCAAGGCAGATGTCATCGGCTGCCTGCTCGATTTGAAAAACCAGGAAGTGAG 
     CTTCACCAAGAATGGCCAGAACCTGGGCGTAGCCTTCCGCCTGCCGGACAACCTTGCCAAGGAGACCTTT 
     TACCCGGCGGTGGTGCTGAAGAACGCCGAAATGCAGTTTAACTTTGGAAAGACTGACTTCAAGTATGCCC 
     CGGGTAACGGGTTCGTTGGCGCTTGCCAGGCTGGACCCGAGCATAGCAAGGCCAATCCGATAACCGGTCC 
     CGCAGCTGGAGCACCGTCCGCCAAACCGGCGCCTAACGCCCCTCAGGCCATTATCATGGAGCCCAGCAGA 
     GAATTGGCCGAGCAAACCTACAACCAGATCGAGAAGTTTAAATACCACCTGAGCAACCCAGAGGTTCGCT 
     CCCTGCTGCTTATCGGTGGAGTGAGGTTGGAAGAGCAAAAGGCGCAGCTGATGCAGGGCACTCACATAGT 
     GGTGGGCACGCCCGGGCGGCTGGAGGAGATGATCAACAGTGGACTGGTCCTGCTCACCCATTGCCGCTTT 
     TTTGTTCTGGATGAGGCTGACGCACTTCTGAAGCAGGGTTACACCGAGCTGATTGACCGTCTACACAAAC 
     AAATTCCGAAGATCACATCGGATGGTCGCCGTCTGCAGATGGTCGTCTGCTCGGCCACGTTGCATGCATT 
     TGAGGTGAAGAAAATGGCTGAGCGCCTGATGCACTTCCCCACCTGGGTGGATCTGAAGGGGGAGGATGCT 
     GTCCCTGAGACGGTTCACCACGTCGTCTGTCTA 10,4kb genomischer csp-Lokus 
Sal                                   GTCGACCCGCAGATGGACACCACCTGGCAGTCGCTGC 
     GCCAACCCATTGGCACCGACGGCGTCCACGACCGTGACAACGTTCATCCAGGCAATCATTCGAAGGAGAC 
     GTTGTCGCAGGCAGTCAAGCTGCTCAAGGGCGAATACTGTGTGCACGCTATAGATAAACACAATATGGAC 
     CGAGCCATTATCTTCTGCCGCACCAAGCAAGACTGTGATAACTTAGAAAGATTTCTCCGCCAGCGAGGCG 
     GAAAACATTACTCGTGCGTCTGCCTTCATGGTGACCGAAAGCCGCAGGAGCGTAAAGAAAACCTGGAAAT 
Xba  GTTTAAGCGGCAACAAGTCAAGTTTCTGATTTGCACGGACGTGGCGGCTCGTGGTCTAGACATTACGGGG 
     CTGCCGTTTAGTAAGTTCTCAAATTTTGAAACAATAACCGTCGTTAAACCATTTTCCAAATAATTTACTT 
     CCTTATCCTCAGTGATAAATGTGACGCTGCCCGATGACAAGACCAATTACGTTCATCGCATCGGACGTGT 
Kpn  GGGCAGGGCGGAACGCATGGGGTTGGCCATTAGTTTGGTGGCAACAGTGCCGGAGAAGGTTTGGTACCAC 
     GGCGAGTGGTGCAAGTCGCGCGGCCGTAGCTGCAACAACACAAACTTAACCGAAGTCCGAGGATGCTGCA 
     TCTGGTACAACGAACCAAACCTACTGGCCGAAGTTGAGGACCACTTGAACATCACCATCCAGCAGGTGGA 
     CAAGACCATGGATGTGCCAGTTAATGACTTCGACGGCAAGGTCGTGTACGGTCAAAAGAATTTAAGAACT 
     GGCAGCGGCTACGAAGACCACGTCGAGCAGCTGGTGCCAACTGTACGCAAACTGACGGAGCTAGAGTTGC 
END  AATCACAATCTTTATTCTTGAAACGTCTTAAGGTCTAACGCGGATCTGGAGCGACATTTGTTTGCTATGC 
OF   AAGGAAAGGATGTGGTGAATTGAGAAGTGCAAGACCAACTCACGCGGAAATACTTTTGCGGCACAAACAC 
DBX  ACAATTTTGTATATGTAGGAAGTCGGAGCTCAAGCTCTGCTATTAAAAATAAACATTTAATTAAACTAAC 
     ATTAAAATCGTCTGTCTAAAGAGTAAACAGCCTCGTTTGAAAGCTGGAGTCCGGTTACCGTCACTTCTTC 
     TCCTCCTCCTCCGCCTCCTCCTCCTCCTCCTCGTCCTCCTCGTTGAACTCGGTTCGCATCTGTTGCAGCG 
     CTCTAAGCTGCTGGCACAGCTGGTTGCCGAACGACTCGACGTAGCGGGGGCTGATCTTGTCCAGCAGCGC 
     GTACGGCGTTTCAAATATCTCCTCCTCCTCGTCGTCGCCTTGCTCTTGTCCGTTGCGAAGCAGTGCAGAG 
     ATCCGGCTGTCCTCGTCTATGGTGTCGTACTGGGAGGAGACGATCTTGAAGCCACGACTGCTCACCTGAA 
     CGCAGCAAGTGGCGCTCTCGATAGTCCGGATGTTCAGGTAAATTTGCGTGGCATCGCTTGCCAGTTTGGA 
     TGAGATGCAAATCTCAGCGACGTGAGCCTTAACATCGTTAATTATGGCGTTGGCTTCGTCCTCGCAGTTG 
     AAGGCCTGCTCCTCCCCAGGGTCTGCGGTGGCTTTCGGTTCGCCCATCCTAACAGAATCGCTTCGGAGCT 
     CTGCGGCTCGCCTTTTAATTGAATCCCAGTCGATCTGATTCCCTTTTACAGGCGCAACATGTCGTTCCAC 
    TCTACTCCATATGTGTCACAGCAGCTGTGTGGCGTGTGCCACGCGTTAGTACATTTTGACCGA/TGAAGCG 
   P-Insertion 1 p1805 
    GAGCAGGGCGTTCCGGC|CAAACTGAATATAATCGTTATTAATGATTTTACATGCAATTTAGCTTAGTTTT 
     TGGTTTAATAGAAGTTCGTAAGACGTACCGATATAAAACGGTTGCTGTCGTATCGAAAGTATAAATTACT 
     CCTAAATAATTGAAATTGGAATGGAGGGGTGCATAGTATAGATTATGGATTAAGTCCAAAATTTGTATAT 
     AGCCTCTTTTTTACATTCTTTTTACAAAACTGTAAATAATTTTAATTTAATTAAATAATTTAAAAAAAAA 
     CGAAATAGACAATTTTTTTTATTTTATTATTAGTTCTTAATATATGCTTCCCTTATTTAACTTTGTAATT 
     GTATAATTAAAAAACTTAATTTAATTTTTAAATAAAAAAATATTAATAAAAAAATATTCTGCGAAATGGG 
     TTGCATCAAAAAAAAAAAAACACGTGCACGACCTTTTCCTTGGGTGTTCCCTTTCACCCTTCATTTCTTA 
     GACAATCTCGCTTCCGCCCATACAAATTTTATGCATACAGAAAATGACCTGCGGCCGATCGTTGCTTGTG 
     AGTCGCTCACCAGAAAAGGTTATTGCGCTCGTAATAAAAAACTGTCGGATATTTTTTATTCCCGCAAGTA 
     GAGTGTCAAAAAACACCCGGCTGCCTAGATACAACAGTGTTTAGCGGGTGCACTTGGAGTGCCAGTGGCT 
     TGCTGCAGTTCTCTGGTGCACACTTTCGATGCGATTTCTTACAGTGAGTCCCGTAACAGCAGCTATTAAT 
     GTTGCGATAGATGGCGTGTTAGTCCAGAGCTGGAAATCATTGATGTCGGCAGGTAAACCGATAAGATAGA 
     ACATCGGTTCAGTTCCATCTCTAATTTCGTTGCGAAAAAAATAAGAATCGAGG/  P#1617 
             ExonI   /CATCGGTACGGACGTCA 

       AatII  AAAACTGCAATTATAAGAGTACACGCACAGATTGTGGTTCTTGGCAGGCACAGACTTTCACTGCGTGTGA 
     CAGCGATCGCTAGTGCAAGTTACCCGTTCGCAGTCAAAGTGACACAGGCATCAGGATGAGCGCACCTGGC 
     ATGGACAAGAGAAAACTGTCGTAAGTATTTTGTAGTGCTCCTTCATTTTTCCTCCACGGCGCACACACAC 
     GCGCCGTCGGCAGAGTACACACACTCAGCCCGTGCGCGAGTGTGAGTAGCAGCTGCGCGCAGGCAGCGCG 
Xho  GTCGGCGCGAAATTGATTTTTCGCGGCAGAAGTTTTCTCGAGCCAGCAGGCACTTTCCTTTCCACGTCGG 
     GATAAACAAGGAACCGGGTCAGGGGTAATAATGGGCTCCGGTAGTGGGAAGGGGAGGGCAGCTGCGGCTG 
Eco  GAGTTTGATTTCGGACAAGCGAATTCGTCCTGGGCAAGGCCAAGGACAAATTTGGCCATTTGACGGAATT 
     CGATTTTTATTTGATTTCAATAATCGTTAGTTAAAATCTTAGTGGCATAGTTTCAACTTATGTTGCATTA 
     GGCAGGAAAATGTAAAAGGTAGAAAAAAGGCTACGCACATCATCGATCAAGACTCGAGCCGATATCATTC 
     AGATATGTGCTATGTAATACATACAGACCATTATTAGAATTACACATTATAACTACACAGTATGAGAATT 
     TCCTCTTCCTTTCTCCTCTTCCTCTTGCATTCTTCTCGGTTGGCCACACCTCTTTTGCCCGCAAATCGCA 
     CGATTTCAATTGTTTAATAGAGAAAAAATGAGTCGAATACTTCATTTTATAAATATTGTTCTATTTAAAT 
     TGTTCAATGTTTGGGTCTTCGTGCAACACATACCGATTCCGGCATAAGTGCGCGATAACAACAGACCTAC 
     AGATCCAATAACACGACAACCAACTAACTAACCAGCCTGGCCGTTATCGGACAGAAAGTTTTACGGCCGC 
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     GTTAGCCGTCTCTATAATTGTACCCTATATGAGTAATGCCAGCACTAACCGCTTCAGTTTGGCCCAGGCG 
Eco  AATTCGAGTTGGCTTAGATTGTCATGATGCCTGCCAATGTCCTTGGCCCTGTGCAGTCGCCCACCGCCCA 
     GTGTCCCTGGGGCACGCATCCGCTTGAGCCTGTAATCACCCTCATCATCGTGGTCCTCAACCACTTTGTC 
     GAGCGCTCGCCGCCTTATCAGCTCGCAGATTCTCAGAGCGGGTTTAGGCATACACAGCGTTGCACCCCAA 
     CCCCCTTAACTTACCAAGTTTATAAATAGCACCCACCTGCTCAAGAAAATCCATACAGATTGCAATTTAT 
     GTTGCACGCGACCCTGCTGCAGAGCCAACAATGCCAGTTGCTTTCGAACTGGACGCCCTCAATGCCAACG 
     CCTAGTCCGTGGGTGCAGGCAAGCCCTGAGGGCCAAGTGCTCGCCCGGATGAGCTCCCATCGCGTGCCAC 
     GGCTAACTGTTGCTGCGGTGAGTCATAGTCCAATACTACTTGCGATGGCTGGGCCTTATCGCCCTCTGTC 
     AGAATGTAACATACGCAGCTGAAGGAATGTCGGAGGCACAGTGCAACTGCGCTAGGCAGGTCCACGCAGT 
     GGTTCCTGAGGTCTTACCTGTGCGTGGTTATCAACCTTTAATTCCAAATGCGGAGACGTGGATAGTAATC 

        Exon2 CTACGCAATACAGAGACCATGTTCACTTGATTTTCATTTATTTAGGACATCTGGCGACTCGCTTTACGAG 
     ATCTTAGGACTTCCGAAGACAGCCACCGGAGATGATATTAAAAAGACTTACCGGAAACTCGCACTCAAAT 
     ACCATCCCGATAAGAACCCGGACAATGTGGATGCGGCTGATAAGGTAAAATATTTCCGAGAAATGGGTCC 
     ATGCGTATTAATATATTAATATAATATATAATATAAATATATTAATATATTTGCAGTTCAAGGAAGTCAA 
Bsp  CCGGGCCCACTCGATATTGAGCGACCAGACGAAGCGCAACATATACGACAACTACGGCTCTTTGGGCTTG 

        Exon3 TACATAGCCGAGCAGTTTGGCGAGGAGAATGTCAACGCATACTTCGTGGTCACTTCACCGGCTGTAAAGG 
     TCAGGAATCGCGGTATTTCGCATGCCTAGGCACATTAATTAATCTCTGATTCTCCTTGCAGGCGGTGGTT 

        Exon4 ATCTGCTGTGCCGTGATCACTGGATGCTGTTGTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTTGCAACTTCTGCTGCG 
     GCAAGTTCAAGCCGCCGGTCAACGAGTCGCACGATCAGTATTCACATCTGAATGTGAGTGAAGTTACTTG 
     GCTTAGCCAAGTCCAAATATAATACCCGCCCCAACACAGCCCGCCAATAACTGAAATCATTTTGATTTAG 
     TTAAGAAAAGAGAAAACAAGAAAACCAATCCGGTGCAAAGCTAAAACATTAACTTTAACGCATGCTTCCC 
     ATCCACCCACACACTGTACTATTACGAACCTAACAAACCAACTTTGATGATTTTTGTGGGGAGATCTGTA 
     TCATTTTTCCTTCTGAGAAGCTAATGTTTAGTCAAAAACGAGCCCCTACATCTGACATCAACGCTTACTT 
     AACAGCTGCCCGAACAATAAACGCCTAACCATTTTTTAGTATAATTTTCCTGGGTTATCAGCTATCTTGG 
     CACACCATCTCCCTCGATTGGTTTTCCCTTACTCACACTACTCCGTACAAACACTACTCTGATTGCACTG 
     CTTTGTAATTAGTTTATTTTGGGTAAGTATGAAGTTTGGTTTTGGTTTCCGATTATCAATTCTCCAGACA 
     CTGAAGTAATCAGAATACTGATTTTTGAGACCAGAGGTAAACACGACTAACCCTAAAACTTTTCCGATCC 
     ATCGAACAATTTTTGTATAATTTATTGTTAGTGTTTGTTTTGTATATATGTACTTCACGAAAATCATCAA 
     ATGCTTCCAACGTTTCTCTCTCCATAAAAAAAATAATAAATAACGTCAACACATACACGCTCGGATTTCT 
     CGAGACAGACAGTGCAACGATTATTGTTTTTTCCACGATTGCTTTTCTTGTTTTTTAAGTGTCCCATTGC 
     GCATACAAATTTATTTTGAAACCACCCAGATTAGAAGTCTTCTTCCTTTGCTAGTTTGCAAGCTAAGGAA 
     CAGAAGCTATAGACTTACGTTTCTATTTTTGGTTAACTTCTTTTTTTTTCTCAAAAATCTTTGCGATCGA 

        Exon5 CTCATCATATCCACCACCTACTACCACCCACAACCACCACACATTCGCTCTCGACCTCGCCGTCAGCGCC 
     CCGATGGCAATCGGGAGGGCAACGATATGCCAACGCATCTGGGACAGCCGCCACGCCTTGTAAGTATGCA 
     AATCGAAAATAATACCAGCACGAGTACCGCATGAAAAAGGTGCAAGATCACCTGCGGCCTGCCTACCGCC 
     TCCACCTGGCTCAAGGCACCCACCCACCCACCACCCAAATAACACAAAGCCAATAACCAAATCCGAACTC 
     TACTTAAACGGTAACCAATCGAAATTTATATGTTCCAAGGGAACACGTCTTACTAAGCTAACATTCAGTC 
     GCAAAACTAACTTGATCGAGAGAACAGAGGAAGAGATGACAAAATAAAAAAACGTCGTTTTTTTGAAAGT 
     ACTGCTGTAAATACTTGGTAAATGTTTTATGATTTTCTTTCAATGCTGTCATCTGGCTGATTTTAATTTT 
     GTAGTATTTGGCTTGAAGGGTCCTTCTATCCATCAGCACAAGAGTAATGTAGTGGTCGTAACTAAACCGT 
     AGAATAGTGTACATACATGGCTTGTAGGCAGCCCACCGAAAGTTTTTGACTAAACATTGGTTAAGGGACC 
     TTCCCTCCAAGCTCTCAAAACTTGCTGCAGAAACTAAAATACCGGCAGAAATCCTAATCCCACTCTTTTG 
     TGTCCCGCAGGAGGACGTTGACCTAGACGACGTTAACTTGGGTGCGGGCGGAGCCCCCGTTACCTCACAG 

        Exon6 CCGCGGGAACAGGCCGGAGGACAGCCTGTTTTCGCCATGCCGCCGCCCAGTGGAGCCGTGGGAGTAAACC 
     CCTTCACCGGCGCCCCTGTAGCAGCTAACGAGAATACGTCGCTAAACACAACGGAGCAGACCACTTACAC 
     GCCAGGTATATAAGCAATTGGTCCAGAAGTCAACCACACAGCCAGCCTCCGCTAGTTTGGCAATCCGACA 
     AAGCGTCTTTGACCATCGAACTTGTTATTGTGCATATATCGAACAAATATTGTTTCCTTCGGTCGCTGGA 
Sal  TAGGTGGCGAAGGCATTCAGTCACCAGTCGACATACCCCGTCCAGCGATCAGATCAACACCCCCTTAGCA 
Bam  GTAAGCTCGTGTATCCGGCAAGGTATTTTTTAGTCACTTTCTGTACATGTCCACGCGAATATGGGATCCA 
     TTTACTTAGATCTGCATGCTGAATTACATTACCACACACTGCCCGAGCTGCAGGATGACCAATGAATAGA 
     TTGATTGACTCAGCCTTTCGTTCCTTAGGTCTGCGCCAGCCGTACTCAAGTCCCCCATTTTAAAGACCTC 
Hind CTTTCAAGATTGTTTTCCAAGCTTTCGCAAATTAAATGAAATGAAAATTTTAATTTCCATCCAAGACATA 
     TTCAAAGAATGTAGCTTAAGTTTGACGGATTTTAGTTTTATCGTTTCTTATGCAACGCGTACATTTTGAT 
     TTCTTTTCACTTATCACTGTCTACTTCTCTCTCCCCCTCTCTTCACTCTAGATATGGTTAATCAAAAATA 
     TTAGTCAAGTGCTGCGAGCGAGTCAAGACCCGGGTGCTTGCGTACACCACACATTCAGATACAGACACAG 
     AAAACACAAGCCCCTAAATCGTAACAGAAGAGAAAACCAGATTTATTTCATAATTATTAGTGTTGTTTTT 
     AAAATGCGCGATATGTTGAAGCGAGTAAACATAGAAACCAATGTATTTATTTTAAGCCGTAGCACTTAGC 
     TCTAATTTTAAACTATCGAACTTCGTGGCCGCCCTCCGGTCAGTCAGGTTGATTTTGGTCCACTTCGGGC 
     AATCGATTCACCAATTCCATTGTTCAAGCCATGCATCTAGCCTTGCAGCTGTACCACTATACAACTCGAA 
     TCGATAGCCAAGCCGCGAAGCCACCATCTCCACCTATCCAGTCATGCTAATCACCAAAACACCATTCGGT 
Bam  GTTGATGAAATTGTATATCGGAAGTTTGTCTAGACATTTGCTTGGGGATCGGATCCCTTGCGGCTTAGCC 
     CGTGAGTTGGGATTCAGTCGCGAAGAGAGGCACTGTAATTATATATATGTATATGATATGTGTATCTAGT 

        Exon7 TTGTGGCATTTGTGTCGTCGCTTAGTCTAGCTAATTTGTTCTCGAGATCTCCTCTTCACCGATTGTTTCT 
     GTTATTTTGCACTAAATTGTTAAAGCCAGAACTACTTATGTAAAAAGGATGAATTGTCGAGCGACGCGCC 
     CAGCAGATTGCTCCGATCCGATTCTAATGCAAATGTAAATACGAGTTAAACAATTAAGCATCACACAGTT 
     AAACAGAGGAGGACGAAGAAGAGGACACTTTGAAGGGCGATCCAATTAACGCAAATATAAATTATATAAC 
     AGATATTAATAATCCCCTCTATATATAAAACAATTAAATACGAGTAATCAAAAGTTGAATTGTAACCCCC 
     GAAAGTATTGCACATATTTATGTATTCCAAATTGTTTCAAAATTGAATTGAATCTAATTAATTTTTGTTT 
     GATTGTTAACCCGCTTTTAAATGTAAATGAATGCGATTAGTCCAGCAGTAATTAACTTTTATATTGTAGT 
     ATCCCATTCTAAATCATTGACATCAATTATTGCCGATCAGCTCCGGGCCAGGATAAAAGTCCTTGGGCGC 
Bam  CTGGGTCTAGGGCCGGGATCCGAGAGTCGCCGGCTCATCTATAGTATAAACACGCATACATATATAAAAT 
     TCAATTATTAATAATTACATTTTACGGTCTTGCGTGTGTATTTATTGTTCGTACAAGTCAAAGCAAAAAT 
     ACTAAGTAAACTAAATTTAAACTTAACAATTGTTTCCAAATTTCAATTGTATTCTGGTCTAACACGAAGA 
     AGCCGAAATAAATTTATTATACAAACTCACCGCTTTGTTTTACAAAGGGTATTGCCTAGTCGGCTTTGCC 
     CATGAAAAGCTCTGCCAGGATGGTAAACAAACTGATTTTCGGGGATGGAACTTTCGACGACGCCAGCTGC 
     TTGCAGTTAGCTTTCACTCTCTCCGCTCGGGCTTTGTTTTGTTTTGGGACAGTAACGGGCCACAGCCGGC 
     ACATGCGCTTTGCCCGCTCCCCGGAATCGCTGAACTTCGCCGCAGAGTTTTCCGCTTCAGAACCCGGAGG 
     GCAGACCGTCGGAGAGTTCGAGCCAAGTGCGGACAAAGAAGACTTTTCCGTGCTGCTGCTTCTGCCAAAA 
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     ACACAAAGTGGAAAATGTGATGTGTTCGCTTTATTTGTCGAGGATAAATCAATTCCGCTATTAACTAGAC 
     TACGGGCACGTACCTGGCCAAAAGCATCGAAGAAAGGCGAAAGGGAATCCAATAGGCCCAATTGAGGGCA 
     GACCGTGGAAAAACCCTCTTCTATCGCGAACCAGTTCGTGGCAGTGTGTGCGTGCGTGTGTGGATTTTCG 
     CCTTACTTTTTTCATGCGCAATTTGGGTTACAAAGCGAGAAAAGCGCTGCTTAAAATGCATGTTTTAAGC 
     GCGTCCCTTCATTGATTTTCCTACGCACAAGGAATGATATACGAAGTCCTCACCAGGAACAAAGGGCGCA 
     GGCCAACGATGAGGACAAAGACGCGAGGAAGCTGCTTCTAGCTTCCCAGCATTCATTAGGACAGGGCGAG 
     GACCAGCCCCGCGCAGATCAGGAAACTCATCCCGGGAGGCATCCTGGCTCCCGTACTGCCCAGTAGCGGC 
     ATGGCCGGCCTCATCGGTGCCGCAAATGGCAAACACCACCACCCACACCTCATCTCGCCCACCCACACGT 
     CACTGCCGGCCGGCATATGTAGTAGTGACAGCGGCATCTCCACTTTGAGTGCCATCTCGCCGCCACTCTC 
     CACCTCGACCACCACGGCCTCCGGTGCAGGCGGAGGAGTGGGCGGCAGCCCTCAGCTGCGCACCTCACCT 
     GCGCTGAGTATGCTGGGTAGCGCCACGGCGACGGCCAGCGGCGTTACCGCCTCCTCAGGATGCGGTCTAA 
Bam  CTGCCGGGATCCTGGGCCCGGCGGCCAGCATTGACCTGGGCAGCTCGCCGCTTTCTCACCGAAACTACAG 
     CAACTCACTGAAGGGCTTTAGTTTCCGTCGCAGCTTCGACGACAAGATCATCAATACGCCGTACTTGTCG 
     CGCGCTCCAGCCTACACCCACGGCATTCCCTATCCGCATTTTCACGGTACTCAGCCTGCGGCCACCACGC 
     CGCACCACCTCCACCTACACCACCATGGGAACGGCACAGCTGCGGGATCAGGTTCCGGTGTGGGATCGGG 
     ACCGGGATCTGGCAGCGGTGCAGGAGGACTCTACCAGCAGCCTCTGTCGCTGGCCTCGATGACAGCGGCC 
     CTGCCACTGGCTCCGCTCTATGGATCCCCGCTGTCCCTGCCGCTGACCTCCTCTCAGTCCACCACCAAGC 
     TCTCCTACCGCGACGACTTTCTGCAGCAGATTGGCTATCTGCCAACTACGCGCATCTACAGCACCCCGAC 
Sal  CAGCATCGTCGACGAGGACAAGGCCCAGCA/  
    P-Insertion 2 (Position 10519) 
                                   GGACTTCCTCTCGCTGTCGCTGTCGCCGCCGCTCAACCGA 
     CGGCGGGATATGCCGGCACTGCGCGGCCCATTCGTCAGTCTGTAAGTACTTCATCGATATCGTTGTCCCT 
     ATTTGGTAAAACATTTTTATTGTGCTATAAAATTAATATAAGAATTTAGTATATATTTCTATTTTCGGCT 
     ACAAATACCATATTTGCCAATATTATAAGATAAACTTCCTTCGATCACTTCATGATCACTTGAACACTTC 
     ATCTTCAAAAAAAATGTTCTTGACATGAACTGACACTGAGACATGATCAGAAGATCAGGATCTTTTAACA 
     AATAGAGCTGGGCGTGTCCGTCCGTCCGTAATTTTGTATAAAGTTCGACCACACGTTTATTTCAAGACGT 
     GTTCATGACGGACTACTAGAAACGTTAACTAATACTGCTCATTGGAAAGCGACGTCTCTTTAACGCTTTT 
     CTGTTAAGATATCTCAACTCAATCTCTCAACTGAGTAACGAAGTAACTCGACCAAATGCATTTAATTTGT 
     ATTGACAAAATGGTATTAGGTTCCATTTCTGAGTGACACAGTATAAGCCTGTAATGTAAATAAAAATATA 
Hind AATTGACAATTAATGAAATAATATTAAAGGGCATACCAGCTTCGACTTAGTAAAGTAAGCTTTTTTCCAG 
     TTTTCTTTCCCATCACTCTCATGCGGATAAAATATGAACATAAAGTATACGCCGCGTGTATTCCACGTGT 
     CTCTCACAGGCAGGAAATAAATTTATCGAACCGTAACGAGCTGCTCCAATATGTGAGCCGTTCGGGGATG 
     GCCTCACTATTCGCGTTCCCACTGTGCGGGCACAGTGGGCCTCATTGTTGACGCAACCCATTAGTTCGAT 
     ACCCTTCGCCACACAGTGTGCTTATCCCGAATGGGATGTGATTCCACACACTACATACTTACTTATGTGG 
     TCCAGTTTTTTCGACAGTGGTACCAAGCAAACTTTACCTCCTGCGTCCCATAATCCTACATCGATCCCCC 
     CGCATGAGTTCTTCCATTCAGTCCGCTCGGTTTGTTTACGTTTTTAAATTGCCCTAACCGCAAGTAGGCA 
     CCACGTGACGCCAGTGGCTAACCAATGAGCACCCCCAACCCAATCACCAACCTCCAACCCCCAGCGCATC 
     CCCGCAATAACACAAACTCACTGCAATCGAGCAAAACGATGACGTTTTACTGCCTCTGGCTGCTCTGTAT 
     TCGCACTGATTTTCTAGCCGACTTATTGTTTTCATTCGCTTCTTTCGGCGTCTATAAATAATAATTTTAT 
     TGTGTTGTGCGGGGGGGGGGGGGGTTTGGTGGTGGTGTTGTTATGTACGCCGAGTAGAGCGCGTTCGTGT 
Hind GTCAGAAATAGGGTGACTCAAGATGTCAGCAAGCTTTTCCTTCTAAAGAAATCGCCATGGCTCCATAAGG 
     ATCAACGGCTGACTCAAGTTGGGAACGGGGCTGCAAAATCAATAAGGCCGGTTAGTCCCAATACGAACTC 
     ACACATTTGCATATTGTGCAGGCGGCGGACGGAACTGCAGTTGCATTGCGAGGAATTTTTCAATCGCACC 
Eco  TAATCGCTCGAAACTACCTTTCGAAGTGGTTTCGAAACCTTTTGGAATTCGAGGTATTCGAAATCCTGCC 
     TGTCGAACACCCCTCTGCACGGGCGAGGGAAAATTTGGCAAGATGCCTAAGAAATCTCGAAGCACTCGAT 
     GATGACGATGATGTTGACGGGCATGGCCCCGCATGAGTGTGTGCTCATTTGGTGGACTCTTTCCTGGTGT 
     AGTGCAGTCCATGACCGGCAAAGGCAGCGAACAACGAGCAGCGCCACGACATCGACTTGATGAAGTACAT 
     TGGATAATGACGCCAGCAAAATACACGGCGCATAAAATTATTCATTTACAAAATATCCAACTTTTTTGAA 
     TAAGTATTTCTCATCAGAATTGCCCACAAAGCAACCATTTCATACTCAGTAAAAAAATATTTATATACGA 
     ATACACCTGTCTTTCAGTTTTTATTTAGTTATTTACGAAGCCACTAAATTACGATCCTGTAAAGTAGAAG 
     GTATCTGTTGGCCAAAGACTGCGACCTAACTGCTTTGTAAGGAAGTGTTCTCGCAGTGTATCACTCTAAG 
     GAAAACTATCGGCGGGCATGGGTTCTAGGTGATCCACACACCTCACCCCCTGCCGGACTGTGAGCGGGCG 
     AAGACTAAACTTAGTTGTGACAAAAAAAAAAAAAGAAACAAAAAAGCAGAACAGAAATACTCGCGAGTTG 
     GAAACGGCTGCGCCTTGGCCGCTCAGGAAGAGGCGGCAAAAACAAAAGCGAAAAGCCATTCCGACATTCT 
     CGCGGACGCAACTGAACGAATCGGACGAGCGAGGAAAGATACTCGCGCAGATACAGATACAGATACTTTT 
     CATATTTCAGATTTTCCGCCGTGCGATATATTTTATTTATTTACCCCGCTCGGGCCACTGTTATGTAAGG 
     AGAGTGTGTGCAGCGTGGTGTTTGTGTTCGACCAAACTCGTTCGGCGGTGTCCGTGATGCAAGTGGGGGT 
     CTACGAAAGTCAAGGTCGCCACCCCCTACACGCACGCCCACAGCCATCCCCTGTTACTGCGCCCAGTTGC 
Eco  CATGAATTCGCGAAGGTCTAATCGGAAATCCAATTGTCGAATCGAGCAGTGAATCGAATCAGAAATGGAT 
     GACTTTGGCTCGACCGCATCCGACTTGGAAGAGGCCACCTGCCCCATGCAGGCCAATGCCACGTTCAGCA 
     TCGATTGGCGAGTGACCCTGCTGGACCACTGGTTGGATCTCTATCTTGGCTACATGAACCGCCTACACAT 
Bam  GCTGCTATCACTAGCCGGCAGGCTGCATCTTCTAAGCCGGCACATCCTGGGTACTCTCGGCCAGGATCCG 
     ATTTTTATGGGTGTGCTGCAGGGCAGCCTGTTAATGCTCTTCCTCTTCCTGATGCACCTGCTGCGGCTGT 
     GGAGCTGTGGATACGCAGTTGAGCGGCCGCTGAACCCCACTCCGGACGTGGCAAAAGAGCTGAGCTGCGA 
     CTTCAACTTCGTCTCCGAGCAAGAGAAGCGAGCTGCCCAAGAAGCCGCGACGGAGGCTCTGCTAGAGGTT 
     GAGGAGAAGAAGCGCCGCAAGCGGTTTACAAAGAAGCGCAACTGCGTGTCCGCCGGGCCGATCCTTATTG 
     CCTTGCGCCATCAGTCTAAGCGACCAAAGCACCATCGTCACGCTGCTCTACCCTTTGAGCCCGTTACCCC 
     CGGGGAAATAATCCTGGATACCTACTTGCCGCCGCGGGAACTGCCGCTCACGATAAGACTGCCTCAGTTG 
Eco  GCGGAGCCGGTCAAGGAAGAGGAAGTCGAATATATCGAGCTTAAGTGGGTTGCAACGGGAATTCTCACAG 
     AGTTTACATTTTAAAACATGTATTGTTCCTTGTCAACTAATGGCCAAACCTTTTTTTCTTTACAGATCGG 
     AGCCCCGGGGGACCCTCAGTACGACCGACGAAATTTACCCGGATTCGTCCGACAGCAGTCTTTACGTTTC 
     AGACGAGGAGCAGGAAGACGCCTCTCAGTATTGCCGCGGTGGATACCATCCAGTAGTCATCGGAGACATA 
     TTTGACAACCGGTTTCGAGTGGTCAGAAAACTGGGCTGGGGCCATTTTTCCACTGTCTGGCTATGCCGGG 
     ATCTCAAGTATGTGATGAAATGTCGAACTTACCATAAAACAAGCTCTTTCAAACTTCATGCTTTCCCCAG 
     AGATGAGAAGTACGTGGCCCTCAAGGTTGTTAAGAGTGCTCCGCATTACATAGAGACGGCAGCGGACGAG 
     ATCCGGCTCCTGGAAGCTATCCGTGACGCAGACCCCATGGACGTTAAGCGGGAGAGGATCGTGCGGCTGA 
     TGAACCACTTCACTGTGCGCGGTGTGAATGGAATGCACACCTGCCTGGTTTTCGAGGCCCTGGGCTGCAG 
     CTTGTATAAGCTGATAGTGAAGAACAACTACCAGGGTCTGGCCATCGCTCAGGTGCGTAACATAATCCGC 
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     CAGGTTTTGGAGGGACTGGACTACCTGCACAGCAAGTGTAGCATCATACACACGGACATTAAGCCGGAGA 
     ACATCCTGCTGGTGATCGATAATGCCGCCGCGATGAACCAGCAGATCGACGATGAGATCAACAGTCTGCG 
Sal  CGTGAAGGGTGTCGACTTCCCCGACTCGTACAGTGAGTATCAGTATCCAAGTTGAGTTGCCAATGGCTAA 
     TGCGTTCCACCCTTAGTCAGCTCCATCGAGAAGCAGACCAAGTCGCGGGCCAAGTGGCCACTGATCGAGC 
Sal  CAAATGGATCGACCAACACCAACACTAACACTAGCAATAGCACGGCGACCAATTCCAATTCGTCGACTCC 
     GCTGGCCGCCGTGATCATGTCCACGCTGGACAAGGAGGACACCACGACAACCACCTCGTCCACGCTCAAT 
     TCCAACACCACATCATCGCTGGCCTCCAAGTACTCCAGTCTGTTGGGGGACAGCGAGTGCAACGGAGGCC 
     TCGGCGGATCAGCGAACATAAACAACCGCTACCGAACGGAGAAGAAAATCACTGCCAAGGTAAGATTGCT 
     TTCAAACAGGTCGCCCCTGCCCCACACTCGAAAGCACTGGCCAGGATTACATATACGTTGTGGTGTGCAT 
     GGAAAGCATTTGCACTCTCCACATTGTGAGCCCACCTGCAAACACACACTGCACACCAAAGGAACACGAA 
     ATTCTTACGTTTTACTTTTGTTTCATTTTATTTTCGCGTTATCTTTGCCTTTGGTTTGACACTCGTATCA 
     GTCTTCTGGGGATTGCGACGAAGATGCCGAGTCCGACACGCTGGGCGAGCAGAGCACCTTGGCGAGCACC 
     ATGGATTCGCCCACCGATCTCGATCCCGAACCCGAACTCGATTCCAAGCCCAACACCGTACCCGAGCCAA 
     GTGAAGGACCGATCCCAGAGGTAAAGTGGGTTGGATGCGGGATAGTTGTTAGTGATAGCCCGGTCATTAG 
     AAAGAACCGCTGGATAATCTGTTCCACTTTGGATTATATGTGTTGTTATTTGGGGGCAAATCCGCCTCTC 
     TGCTGTTTACTTAACGTTTTGGATTATCGCTTTTCGTTTGAATTTGTTGTCTCTCAGCCTCACACACACT 
     TAACCCACATGCTTTTTCAAGGCAATTATTTCCTGGATCGAAACGCCAAATGCTTGATTGATTGTGGGCA 
     TGGCCATCTTTTTATGTGTCTGTAACGGGTTCTTGTCATGTGCTTAACGTTTGCATTGCTACCTGCTAAT 
     TGCATACACATCTTATTGGTGTTCTCATGGATCTGTGGCTACAGAAGTGAAAAAGTTCAAATGGTTCTAA 
     AAATAATGATAGCTATTTGTAATTTTCGAGATAAGATAAAACGCCATTGAGTAATGTACAGTGAATTATG 
     CATAAATTATAAATGTATATGTTAATAGATTCGCAATGCATCATACTTTAAATTTAAATTAACATTTTAC 
Eco  CCTATTTGTTATTAGCTACTCACAATAGAAATGAATTCCATTGAACTTCTTTGGCCACACCTACATATAT 
     GATTGAAATGTGTTTAGGCTAAAATGTTTTTATTGTAACTTATTATTGTAGAGGCATTTCTATATTAAAC 
     CTCCAGTGGCATGTCCAACTCAGCATATCACTGGGAGAGTAATCCGTGGCAATCACCGCTAGGGTTTCGA 
     CACGCAATCCGAGCGTTGACTGCCACGTCGTTTGTGTTTCGTTAATTGCACCAACTAGATAAACCTTCAA 
     AGAAGCAAACCAACATTGTGTATTCTTTTTCTTCCTTTCTTTGTGTGAACCAATTTACATGTATGCAACA 
     CACTGCTATACAAACACGATGCAGCAGCCCACCCCGAACTCCACCAATAGCTCCTGCCCCTCCCACAACA 
     CAGCCACGATAGCTAAGTCCAAGATCAACTCGAATATTCTGAGCACGTGCACGTCCTTGACATCGACCAA 
     CGAATACTGTTTCACCAACACGAACACCACAACAGCCTCCACACCAAGTGCCCCTCCAAGTGCCACTCCT 
     TCCTCCGCCCCTGCCTTAGCCTCTGCCACGCCCCCCAGCACGTGCACGCCCTCGTTCACGCAAATAGCTC 
     CTTCTGCAACAGCTCCGGCTACCAGTACAACCTGTACAACATCAGCCGAGTTCTATGATGGCGATCATAA 
     AACAACAAGCACATCAACAACAACAACATCCAATGCGATATCCTCCGCAACAACAACAACCGCGACAACG 
     ACAACAGCAATCGCTAAACTAAATGTCCATGCTAATGCCATTCCTTCGCAGAACCAGAGTCAGAGTAGCC 
     AGAACAACACCTACACGATCCAGTCGCTCATTGACAACAGCAACGTTCGGGTAAAGATCGCCGACTTGGG 
Hind GAACGCCTGCTACGACGTGAGTATCCTTTTAGATGCTTAAAGCTTCAAATATATATATTTTCGCGTCAGA 
     TAAACACATCATCATGATTTCACTCGTAGATTATGACTCAGTATGACTCAATAAAGTATATATGTATGTA 
     TATTCATAATCAGGAATGCAAACTAGAAAATTTCAATATCCAAAATTGTTTTATTTGCGCGTGGCAGTTT 
     TGATTATTGGCAACATCTGGAATCAGCCTAATCTCAACATTCGAGCTTTTATAGGTCCTGAGATCGAGTA 
     GTTCATACGGACAGAAGAACAAACGAACATGGCTATATGGCATCCAAAATAACACTTCACTCTACCTGTT 
     ACATACTTTTCAATGATTCTAGTGAACCCTTTTACTTTACTTTAAAGGGGGTATGGAGTTATTTGTACTT 
     TAGATTCTTCCGATTCGGTATAAACCAATTTTTTGCCATTATTCTATTACGGTTTTTATTTTATTAGAAT 
     GGGACCAATTGTCTATAGAAAATGCAAATCAGAAAATTTCAAGAAATCAGGTCTACCTAAATAGTGGACG 
     TGGGAGGGATAATTTTCCGAATTGAGGGCGTGACAGTTTTTTGTGGTTTGTAGGCATTAGAGTGGGCAAA 
     ATGTTTTGGCATATCAATAGAAATTGCAAGGCAGAAGGACATGGCCAGATAAACTCTTCTAGTAATCCTG 
     ACCGAGAATATATACCTTTTAAGGTCGGAAACACGACCCCGCACATGGTTTTCAAAAGTAATAAGTCCGT 
     TTTCGGCTTTCTATGAATTCTCAGTACCATCACTTTACTGAGGACATTCAGACTCGCCAGTATCGATCAA 
     TCGAGGTTCTTTTGGGAGCGCCGTACAATTATACCGCCGACATCTGGAGCACAGCCTGTTTGGCCTTCGA 
     GCTGGCCACCGGCGACTACCTGTTCGACCCTCACGCCGGAGAGTCTTACAGTCGGGACGAGGACCACTTG 
     GCGCATATTGTGGAGCTGCTGGGCTCCATACCGCAGTCGGTGATCTTCCGCGGTAAGCACGGGCTGAAGT 
     ACTTCACCAGCTATGGTAGGTATCAAATCGAATTTAGCTCAAGGAATGGTGTGTGATGTGTGACCCCTGT 
     TGATTCCCATTTGCAGGTAGCCTGAGGAACATCACCAAGCTGAAGCCCTGGAGTCTAATGAACGTGCTGG 
     TGGAGAAGTACGACTGGGACCCGGTGGAGGCCAAGAAGTTCTCCGACTTTCTGCTGCCCATGCTTGAGTA 
     CAATCCGGTTATACGGGCGTCGGCAGCGGAGTGCCTGCAGCATCCGTGGTTGGAGCAGGAGGAGTTCGTC 
     TAAGAGGCTCATGGAGTGACTAGACAGCCAGAGAGACACAGGCATAGGCACAGTAAAATATTGCATACAT 
     AACATACGTATTTCGTACTCGTATTGTATTTCTAGGCTTAACTTTTATATGCAAACAATTTGCCATAAAG 
     AGGAGGTAGCAGGAAAATGGGATGAGGAGCTAGCATTAAAGGACTCGATCGAAGCACACACATTTTACAC 
Hind TTACGAAATGCGGACGATGTGGGGGCGTTCCGCGTCGAATTTTTTAAGCTTTTTAATTTTTGTACTTGAG 
     AGCTTTAAAATGTAATTACTAAAGAAGCGATTTTACTTTTAACGACAAAAGCAAACGAGAGAAGTAGCGC 
     AAATGTTTTTCAAGTTTTATTTCGACGACGTGCATATAAGTATATACATACATATACACATATATTTTTT 
     ATTAACTGAGAAACAAAAACAAAAGACAATGACGACAATTTTTAGTCAACAGATGCCTAAACTGACTGAC 
     TGAAAAGGAATACATTTTCATGCGAAACCAAGTAAAACCAAATCAGTGAGAAATGCTAAATAGATTGTAC 
     GAACTAGCAAAATATTCAGCATCACATAAATAACAATACCTTCTATAATATTAATAAGCAAGTATGTGTA 
     TAATTAACGAAACCCCATTGTAGATATCGAGAATGTTCACAAATACAGATGTAAACTCAAATATTGACAG 
     CTTTTTAGCAGAGTGTAGTGATTTTGGTACATTTAACCGAACCCATTTGTAGATGTTTAGGCCTATGTTG 
     ATTACGAGCAGATTTGAAAAGATGCCCTACTTACCCGATTTCGGTTTGCAAAACTTATCATTTAACCATC 
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Anhang 3: Flybase-Informationen zur Durchführung einer inversen PCR 
 

 
Inverse PCR & Cycle Sequencing of P Element Insertions for STS Generation  

 
For recovery of sequences flanking PZ, PlacW and PEP elements 

 
E. Jay Rehm 

Berkeley Drosophila Genome Project 
 

I. Quick Fly Genomic DNA Prep Standard fly mini prep (30 flies) resuspended in 150 ul TE  

1) Collect 30 anesthetized flies in eppendorf tube and freeze at -80°.  
2) Grind flies in 200 µl Buffer A with disposable tissue grinder (Kontes).  
3) Add an additional 200 µl Buffer A and continue grinding until only cuticles remain.  
4) Incubate at 65° for 30 minutes.  
5) Add 800 µl LiCl/KAc Solution and incubate on ice for at least 10 minutes.  
6) Spin for 15 minutes at RT.  
7) Transfer 1 ml of the supernatant into a new tube, avoiding floating crud.  
8) [If crud transfers, respin.]  
9) Add 600 µl isopropanol, mix, spin 15 minutes at RT.  
10) Aspirate away supernatant, pulse, aspirate, wash with 70% ethanol, dry.  
11) Resuspend in 150 µl TE.  
12) Store at -20°.  

Buffer A  

100 mM Tris-HCl, pH 7.5 
100 mM EDTA 
100 mM NaCl 
0.5% SDS 

LiCl/KAc Solution Mix 
1 part 5 M KAc stock : 2.5 parts 6 M LiCl stock 

II. Digestions (Sau3A I, HinP1 I, or Msp I--done separately) Set up 2 separate digestions:  

Genomic DNA (~2 flies) 10.0ul 

10X buffer (NEB Sau3A or NEB 2) 2.5ul 

100 ug/ml RNase 2.0ul 

ddH2O 8.0 or 9.5ul 

Sau3A I, HinP1 I, or Msp I 10 units 

1) Incubate 2.5hrs at 37°. 
2) Heat for 20min to 65°. 
3) [Optional: Check 10ul of each digest on a 0.8% agarose gel.] 

III. Ligations  

digested genomic DNA (~1 fly) 10.0ul 

10X ligation buffer (+ATP)  40.0ul 

ddH2O 350.0ul 

ligase (2 Weiss units) 2.0ul 

1) Incubate O/N at 4°.  
2) Ethanol precipitate on ice, 10min.  
3) Spin, aspirate, pulse, aspirate.  
4) Speed Vac briefly to dry pellet.  
5) Resuspend in 150ul TE (~1/150 fly per ul).  

IV. PCR Set up PCR reactions with primers appropriate for the type of P element and the end of the element from which you want to 
recover genomic sequence (see table below and Figures).  

ligated genomic DNA (~1/15 fly) 10.0ul 

2mM each dNTP 2.0ul 

10uM forward primer 1.0ul 

10uM reverse primer 1.0ul 

10X Pharmacia Taq buffer 5.0ul 

ddH20 31.0ul 
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2 units Taq 0.4ul 

Primers for PCR:  

type of P element 5' or 3' end forward primer reverse primer  annealing temperature  

PZ P-element  5' end  Plac4  Plac1  60° 

PZ P-element  3' end  Pry4  Pry1  55° 

PZ P-element  3' end  Pry2  Pry1  60° 

PlacW P-element  5' end  Plac4  Plac1  60° 

PlacW P-element  3' end  Pry4  Plw3-1  55° 

PlacW P-element  3' end  Pry2  Pry1  60° 

PEP P-element  5' end  Pwht1  Plac1  60° 

PEP P-element  3' end  Pry4  Pry1  55° 

PEP P-element  3' end  Pry2  Pry1  60° 

The Pry2/Pry1 combination has a higher annealing temperature than the Pry4/Pry1 and Pry4/Plw3-1 combinations, but the resulting PCR 
products do not allow sequencing directly off the 3' end of the P-element. The latter primer combinations are therefore used in all initial 
experiments; the Pry2/Pry1 combination can be used in those cases where strong and unique bands do not result.  

Cycle on MJ Research Thermal Cycler using the following parameters (~3hr run):  

1X: 95° 5 min. 
35X: 95° 30 sec./(see above) 1 min./68° 2 min. 
1X: 72° 10 min. 
4° hold 

Note that these parameters have been optimized for the MJ Research cycler; other thermal cyclers have different cycling profiles and 
adjustments may be necessary to achieve optimal results.  

Examine 5 ul of the PCR reactions on 1.5% agarose gel.  

PCR Primer Sequences (5' to 3')--also see Figures: 

 

Plac4  (27)    - ACT GTG CGT TAG GTC CTG TTC ATT GTT 
Plac1 (24) - CAC CCA AGG CTC TGC TCC CAC AAT 
Pry4 (23) - CAA TCA TAT CGC TGT CTC ACT CA 
Pry1 (26) - CCT TAG CAT GTC CGT GGG GTT TGA AT 
Pry2 (28) - CTT GCC GAC GGG ACC ACC TTA TGT TAT T 
Plw3-1 (19) - TGT CGG CGT CAT CAA CTC C 
Pwht1 (19) - GTA ACG CTA ATC ACT CCG AAC AGG TCA CA 
 

V. Sequencing Generally strong and unique bands result from the above PCR conditions, which can be directly sequenced without 
extensive purifications. Prior to sequencing, simply pass PCR reactions through Qiagen PCR purification columns (P/N 28104) to remove 
primers and nucleotides and elute in 50-80 ul of 10 mM Tris. This step is essential when dye terminator or standard S-35 chemistry is used 
for sequencing and helpful when dye primer chemistry is used; although in this latter case it may not be essential when the primers used 
for sequencing are internal to those used for PCR. Cycle Sequencing Protocol Cycle sequence using protocols appropriate for your 
sequencing method. The following cycle sequencing protocol is used by Garson Tsang of BDGP (garson@fruitfly.berkeley.edu). Currently, 
we are using ABI 377XL Automated Sequencers, FMC Bioproducts Long Ranger gel solution (P/N 50611), and the Perkin Elmer ABI 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (P/N 4303154).  

The use of other thermal cyclers and sequencing strategies will require different cycling parameters and sequencing protocols.  

1) Mix the following in 200 ul PCR tubes: 

  ABI BigDye Mix         3.0 ul 
  PCR Template         2.5 ul 
  Primer (1 uM)         1.5 ul 
                                         5X ABI dilution buffer               1.5 ul 
  ddH2O                                      6.5 ul 
 
2) Cycle Sequence in a Perkin-Elmer 9700 (~2.5 hours) 96° 10 sec./ 50° 5 sec./ 60° 4 min. cycle 25 times followed by 4° hold 
3) To purify reactions add cold 70% EtOH, let stand 20 minutes at RT, centrifuge for 30 minutes, discard EtOH and dry 
4) Resuspend in 2.5 ul of the following: 
    5 parts (Deionized formamide) to 1 part (25 mM EDTA; 50 mg/ml Blue Dextran) 
5) Load 1.9 ul onto gel 

Pharmacia ALF Sequencers have also been used for direct cycle sequencing of PCR products using dye primer technology. Good results 
were obtained using the inexpensive Silver Sequencing System (Promega P/N Q4131 - for DNA Sequencing reagents only). It should be 
noted that the buffer and dideoxy/deoxy nucleotide mixes that come with this kit are not proprietary and can be easily prepared from stock 
reagents. The ALF sequencers are apparently more sensitive to excessively strong signals therefore the amount of PCR product added to 
the cycle sequencing reactions may need to be adjusted, especially in the case of very small products, in order to obtain acceptable 
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sequence reads.  

Standard S-35 sequencing should work as well; however, cycle sequencing protocols should be used for the sequencing reactions.  

Sequencing primers--also see Figures.  

The following primer sets are designed to sequence both ends of PCR products recovered from PlacW and PZ strains:  

• Splac2 and Sp1 - for use with the Plac4/Plac1 5' PCR primer combination with either PZ or PlacW P-elements; allows 
sequencing of both ends of the PCR fragment  

• Spep1 and Sp3 - for use with the Pry4/Pry1 3' PCR primer combination with PZ P-elements; allows sequencing of both ends of 
the PCR fragment  

• Spep1 and Sp6 - for use with the Pry4/Plw3-1 3' PCR primer combination with PlacW P-elements where Sau3a digestion was 
performed; allows sequencing of both ends of the PCR fragment  

• Spep1 and Sp5 - for use with the Pry4/Plw3-1 3' PCR primer combination with where HinP1 digestion was performed; allows 
sequencing of both ends of the PCR fragment  

The PCR products recovered from PEP strains are sequenced with only one primer:  

• Sp1- for use with the Pwht1/Plac1 5' PCR primer combination with the PEP element  

• Spep1- for use with the Pry4/Pry1 3' PCR primer combination with the PEP element  

Primer Sequences (5' to 3')---also see Figures: 
 
Splac2(25) - GAA TTC ACT GGC CGT CGT TTT ACA A 
Sp1 (22) - ACA CAA CCT TTC CTC TCA ACA A 
Sp3 (24) - GAG TAC GCA AAG CTT TAA CTA TGT 
Sp6 (23) - TGA CCA CAT CCA AAC ATC CTC TT 
Sp5 (25) - GCA TCA CAA AAA TCG ACG CTC AAG T 
Spep1 (19) - GAC ACT CAG AAT ACT ATT C 

 

Melting temperatures of sequencing primers:  

Splac2 60.1° 

Sp1  50.6° 

Sp3  49.3° 

Sp6  54.9° 

Sp5  60.3° 

Spep1  44.8° 
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Anhang 4:  Exemplarische EJPs aller Mutanten im csp-Nullmutanten- 
  Hintergrund CspU1 roc bei 18°C und 32°C 
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Erratum 
 
 
1) Auf S. 77, 79, 93, 94, 97, 118, 121 und in den Abbildungen 4.31, 4.33, 4.43, 4.49 
"CG14505" durch "CG11523" ersetzen. 
 
2) Auf S. 121, Zeile 8: "CspU2 " durch "CspX1 " ersetzen. 
 
3) Auf S. 123, 7. letzte Zeile: "Synapse für die" durch "Synapse ein ideales Modell-
System für die" ersetzen. 
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