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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die fehlerfreie Verteilung des genetischen Materials wéahretet Zellteilung ist eine
fundamentale Vorausetzung, um die Genomstabilitataufrechtzuerhalte. Die
ordnungsgemale Trennung und Segregatien replizierten Chromosomearfordert eine
drastischeUmorganisation des Chromatins in eir@uste Transportform. Wahrend dieses,

als Chromosomenkondensation bezeichneten Prozesses, wird das tge§&anom einer
Zelle um das 200 bis0Q00fache komprimiert und zu robusten, stdbchenférmigen
Strukturen, den libtmikroskopischsichtbaren Chromosomen, verpackt. Die evolutionar
hoch konservierten, heteropentameren Proteinkomplexe, Condensin | und Condensin II,
spielen eine entscheidende Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung der
Chromosomenstruktur. Die Iaen Structural Maintenance ofChromosomes (SMQG)
Untereinheiten bilden zusammen méiner Untereinheit aus der Familie der Kleisigiae
dreigliedrige Ringstruktur aus, welche DS#énge topologisch umschlieRen und dadurch
intrachromosomale Verknipfungenund Schlaufenstabilisieren kann. Die funktille
Relevanz beider Condengfiomplexe fir die mitotische sowie meiotische
Chromosomensegregation konnte in allen wichtigen Modellorganismen, darunter
D.melanogaster beschrieben werden.Lediglich die Rollevon Condensim fir die

Spermatogenese iBrosophila melanogastest nach wie vounklar.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse und akkenisierung potentieller
Funktioren des kanonischen CondendiKomplexes wahrend der mannlichen
Keimzellbildung in D.melanogaster Um die Lokalisation spezifischer Condensin
Untereinheiten eruieren zu konnen, stellen Fusionen mit fluoreszierendeteiRen ein
wertvolles Instrumentdar. Zu diesemZweck wurdedas kurzlich entwickelte CRISER$
System eingesetztuim, durch prazisknocknsan deren endogenen Genlo&GFHnarkierte
CondensirAllele  zu erzeugen. Mit Hilfe des CRISPR/C&ystens werden
Doppelstrangbriicheortsspezifischim Genom erzeugt und auf Basis einer D\W#trize
durch homologe Rekombination wieder repariert Es wurde eine zuvor etablierte
Screeningsategie validiert und dahingehendoptimiert, positive Rekombinationsereignisse
eindeutig und verlasslich identifizieren zu kénnéurch die Integrationexogener DNA
Sequenze einschlief3lich konditionaleryisualisierbarer Markemwurde eine transiente,

gewebespezifische Expression von E@FRlen Augen adulter Fliegemduziert Unter
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ZUSAMMENFASSUNG

Verwendung dieserMethode wurden transgene Fliegenlinienetabliert, welche die
Huoreszenzmarkierte Condensinl-spezifische KleisinrUntereinheit Barren, sowie die
assoziierte nichBMGCUntereinheit CapGexprimieren.Durchin vivo Mikroskopie primérer
Spermatoyten wurde das rdumlichzeitliche Lokalisationsprofidieser und weiterer EGFP
fusionerter CondensidJntereinhaten in Meiose verfolgt Die einzelnenUntereinheiten
offenbaren eine transiente Assoziation mit dem meiotischen Chromatin von Prometaphase
bis Anaphase Fluorescece recovery after photobleachingFRARExperimente deuten
daraufhin, dass lediglich eine Subfraktion der CondeKsimplexe stabil mit dem Chromatin
assoziiert, wahrend eimaf3geblicher Anteidynamisch mitder Ioslichen Proteinfraktion
ausgetauscht wirdAnders als in Mitose, scheint die Chromatinassamiaton Condensihin
Meiose nichtoder nur teilweisedurch AuroraB Kinaseabhéngige Phosmnylierung reguliert
zu werden Zurfunktionellen Analyse des CondensirKbmplexesvurde dieserkonditionalin
der mannichen Keimbahn inaktiviertDie RNAivermittelte Depletion der Condensin-I
Untereinheiten SMC2, Barren undCapG fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der
mannlichen Fertilitat Der Fertilitdtsverlust konnte auf eine verminderte Produktion reifer
Spermien in Folge einer gestorten Keifa&lung zuriickgefihrt werderim Verlad beider
meiotischer Teilungen treten schwerwiegende Defekte wahrend  der
Chromosomensegregatioauf, welche sich pmér in Formvon Chromatinbrickerdul3ern
und zu Aneuploitt der betreffenden Keimzellen fuhrerDurch klassische genetische
NondisjunctiorAnalysen konnteeine erhOhte Frequenzautosomaler und gonosomaler
Fehlsegregationgeignissesowohl in Meiose | als auch MeioBenachgewiesen werden.
Konsistent damit sind Befunde, die zeigen, d&mermienkernenach Suppressionvon
Condensin vermehrt durch @&e abnormale Kernmorphologie und numerische
Chromosomenaberrationemgekennzeichnetsind Eine abweichende Chromosomenanzahl
konnte sowohl durch Quantifizierung centromerischer Cid/CeSkale als auch durch
Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH) mit einer gegeX-chromosomale Sequenzen
gerichteten DNASonde demonstriert werden Die reduzierte mannliche Fertilitdt nach
Depletion von Condensin | wurde auch durch induzierte migtesche Spaltung und
induzerte proteasomale Degradation von Barreestétigt Zusammenfassendeuten diese
Datenerstmalsdaraufhin,dass der kanonische Condensikdmplexeine wichtigeRolleflr

die Chromosomenseggationin der mannlichen Meiose vdd. melanogastespielt.
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ABSTRACT

Abstract

Condensin | in meiosis:
Charaterizing an essential role famale gametogenesis dD. melanogaster

An errorfree distribution of the genet material during cell division represents a
fundamental prerequisite tomaintain genomic stability. The proper separatioand
segregation of the replicated chromosomesquires a drastic reorganizationof the
chromatin into a robusttransport form. During this process, callechromosome
condensation, the whole emome of a cellgets compressed200 to 2000-fold and is
packaged into solid, redhaped structures, the light microscopically visible chromosomes.
The evolutionary highly conserved, hatpentameric protein complexesondensin | and
condensin Il, play particular roles in establishargl maintainingthe chromasome structure.
The Structural Mintenance of Chromosomes (SMC) subunits together avithember otthe
protein family of kleisindorm a tripartite ring structure,which is able to topologically
embrace DNA fibres arthus stabilize intrachromosomaloops andinkages.Thefunctional
requirement of both ondensin complexes for mitotic as wedk meiotic chromosome
segregation has been described for all relevant model organisms inclDdinglanogaster

Only the role of ondensin | durind>. melanogasteispermatogenesis is yeinclear.

The present @idy thus focuses on the analysis awtiaracteriation of potential functions of
the @anonical ondensin | complex durin®. melanogastemale gametogenesigzusions
with fluorescent proteins represent a valuable tdot unravelirg the localization of specific
condensin subunitsFor this pupose | made use of the recently developed CRISPR/Cas
system to generat&eGFRused ondensin alleles througEGFRnockns precisely at their
endogenous gene locWith the aid of the CRISPR/Casstem sitespecific double strand
breaks are inducedvithin the genome and subsequently repaired through homologous
recombinationbased ona specifictemplate DNA.I first focused on thevalidation and
optimization ofa previouslyestablishedscreening strategy whichllows us to clearlyand
reliably identify pasitive recombination eventsThrough the incorporation of exogenous
DNAsequences including conditionalsible markerdransient and tissuespecific expression

of EGFP is achievea the eyes of adult flieBy the use of the educenhethod fly strains
were established expressing the fluorescently labelbeddensin | specifi&leisin subunit
Barren or the associated neéBMC subunit Cap&mployingin vivomicroscopy the spatio

Seite |11l
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temporal localization pattern ahese and othelEGFRused condensin subunit$n meiosis
was traced. fie ondensin | subunitglisplay a transient associatiomith chromatin from
prometaphase until anaphaseFluorescence recovery after photobleachinFRARP
experiments indiate that only a subfraction of chromai-bound @ndensin complexes
stably associates with the chromatin whereas a second fractisramially exchangesvith
the soluble protein pool In contrast to mitos the chromatin association obrdensin |
seems notor only partly to be dependent ophosphorylation by Aurord kinaseFor its
functional analysis theandensinl complex was conditionallyactivated in theDrosophila
male germline. RNAmediated depletionof the condensin | subunitSMC2, Barren and
CapGled to a significantreduction inmale fertility. The fertility loss can bascribed toa
diminished production of mature sperm as a result of a perturbed gametogeri#siaects in
chromosome segregation during both meiotic divisions leatht formation of ©iromatin
bridgesand the production of aneuploid germ cellClassicagenetic nondisjunction assays
gave evidencdor an increased rate oadutosomal and gonosomahissegregationduring
meiosis | as well as meiosis@bnsistentlyfluorescence microscopic analysis reestperm
nucleishowingan abnormal morphology as well as numerical chromosome aberratifies
condensin | sppression An abnormal number of chromosomes was confirmed through
guantification of centroméc Cid/CenH3oci as well a fluorescencein situ hybridization
(FISH) specifically targetingcKromosomal sequencednduced proteolytic cleavage or
proteasomal degradation of Barren also leads to male infertii@gfirming the significance
of condensin | for male meiosis. Our data indicate the faithmeiotic chromosome
segregation inD.melanogastemales ctiically relies on the @ndensinl complex probably

due toits function inshaping meiotichromatin.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Der eukaryontische Zellzyklus

Die Grundlagefur die Entstehung und den Fortbestaatler multizellularen Organismen ist
die Zellteilung und-proliferation. Zwischen zwei aufeinanderfolgenden Zellteilungen
durchlauft jede Zé¢ eine periodische Abfolge spezifischer Ereignidse unter demBegriff
Zellzyklus zusammegefasst werderfAbb. 1). Die Hauptaufgabe des Zellzyklustbas darin
die Reproduktion eineZellezu steuern und zu koordinieren, um die genetische Kontinuitat
Uber zahlreiche Generationen hinweg erhalten.Die akkurate Taing der Zelle in zwei
erbgleicheTochterzellen erfordert ein extremnohes Mal3 an Prazision. Um die Integritat der
Zellteilung zu gewéahrleistemussen in dererVorfeld sukzessivererschiedenepréparative
Prozesse innerhalb der Zelleatfinden: Zellwachsim in Koordinationmit der Duplikation
samtlicher zellularer Komponente (z.B. DNA undOrganellen) und schlie3lich deren
Verteilung auf beide neu entstehenden TochterzellEntsprechend desich ereignenden
Prozesse wird der Zellzykl in mehrere charakristische Phasen unterteilt. Die
markantesten Ereignisse fiad in S(SynthesePhase sowie in M(Mitosé)hase stattDie S
Phase dientprimar der DNAReplikation,ein Vorgang, bei dendas Genom derZelle
dupliziert wird. Am Endeder Replikationspase liegt jedes Chromosom in Form zeei
identischer als Schwesterchromatidemezeichneter, Kopiewor, welcheschlieZlichin der
M-Phaseim Rahmen derKaryokinese segregiert werderZwischen Sund M-Phase
durchlauft die Zelleeine vonzwei sogenannte Gap-Phasen, Giund G2Phase(Abb. 1) In
diesenfinden neben extensivenZellwachstumviele metabolische Prozesse statt, darunter
die Synthese von Proteinen, RNA sowie zahlreicher weiterer zellularer Makromolekiile und
ZellorganellenDie Gap-Phasenerfillen vorwiegend eine préaparative Funktion udinen
der Bereitstellung essentielleraktoren fur die bevorstehende®rozesse vorReplikation
und Mitose. Zugleichgreifen in ihnen wichtige Regulationsmechanismen, durch dige
Progression in die unmiétbar folgende Zetlyklusphase durch eine Vielzahl intrand
extrazellularer Signalkontrolliert wird. Als Folge ungtinstiger Wachstumsbedingungerd
intrinsischerinhibitorischer Signale kdnnezellen ausgehend von der &hase in die GO
Phase eintreten Die GOPhase charakterisiert einemuhenden, proliferationsinaktiven
Zustand der Zelle. Einige Zelltypenzeichnen sich dadurch aus, dass diesch ihrer

vollstandigen Differenzierung irreversibel in @érsistieren(z.B. Nervenzellen), wahrend
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EINLEITUNG

andere das Potentiabesitzen diesen als Quieszenz bezeichneten Zustavidder zu
verlassen und erneut teilungsaktiv zu werdenBzLymphozytenDie Periode zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Mitosen wird generell als Interphase bezeichnet. Diese dauein
Vielfaches langer als die Mitoper seund kann mitunter mehr al90 % der gesamten Zeit

des Zyklus einer Zelle beanspruchen.

Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase
Mitose
GO0-Phase
G2-Phase G1-Phase
S-Phase

Abbildung 1 | Zellzyklus einer eukaryontischen Zell®ie zentralen Ereignisse im Verlauf eines Zellzyklus
reprasentierendie identische Replikation des genetischen Materials Rh&se und dessen gleichmafige
Verteilung auf beide eu entstehenden Tochterzellen in-Fhase.lm Vorfeld dieser Prozesse durchlauft die
Zelle jeweils ein@on zweiGap-Phasen, Glbzw. G2Phase. Diese Phasen sind durch extensives Zellwachstum
sowie eine hohe metabolische Aktivitder Zellegekennzeichnet. Als Antwort auf bestimmte Signale kann die
Zelle ausgehend von G1 in die proliferationsinaktiveRBBse (Quieszenz) eintretdn.der M-Phase erfolgtiie
Teilung des Zellkernsiit der Verteilung der Chromosomen sowie die Cytase (fir weitere Details siehe
Text).

Um den ordnungsgemalen und zeitlich koordinierten Ablauf der einzelnen Prozesse zu
gewabhrleisten verfigt die Zelle tbe ein komplexes, regulatorisches Netzweck das
Zellzykluskontrollsystem.Zwei Gruppen von Proteinen spielen dabei eine zentrale Rolle:

Cycline und Cychabhangige Kinasen (Cdljorgan, 1997 Murray, 2004. Letztere kénnen
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durch Phosphorylierungvon spezifischen fur verschiedene Prozesse des Zellzyklus
notwendigenProteinsubstrate deren enzymatische Aktivitat oder den Bindungsaffinitat

zu andereninteraktionspartnern modulieren. Diinasedtivitat der Cdksselbstberuht auf
der Assoziation mit spezifischen regulatoischen Proteinen, den Cyclinen, deren
intrazellulare Konzentrationn den meisten FallerZellzyklusabhangig oszilliert(Murray,
2004). Besondere Kontrollpunktecheckpoint¥ stellenden zeitlich und funktionell korrekten
Ablauf des Zellzyklus sicher, indem das Voranschreiten des Zellzykldamuermaéglicht
wird, wenn alle Vorgange der vontgehenden Phase vollstandignd fehlerfrei abgelaufen

sind(zur Ubersicht sieh#lorgan, 2007; Klug, 2012)

1.2 Prinzipien derMitose

Um aus einer Zelle zwei genetisch identische Tochterzellen hervargebti muss die
gesamte Erbinformation in Form von Chromosondepuivalentauf diese aufgeteilt werden.
Die Segregation des genetischen Materials geschiehtVenlauf der Mitose, welche
entsprechend bestimmter morphologischer Kriterien in weitere funf Ph&dassifiziert wird
(Abb.1). Die initiale Pase wird als Prophase bezeichnet. In sketzt die Chromosomen
kondensation ein. Die langenfaserartigen Chromatinstrangeaverden zu kompakten,
lichtmikroskopisch sichtbaren Strukturen, den Chromosomen kompakfeif diese Weise
wird die zellulare, genomische DNA in eine physiologisch inakévdransportform
konvertiert. Gleichzeig wird durch die Migration der Centrosomen zu den
gegentberliegenden Zellpolen die Assemblierung der mitotischen Spindel initiigigr sich
anschlielRenden Prometaphase erfolgtdien meistenMetazoen die Auflosung der Kernhlle
(nuclear envelope breakdowNEBD). Dieser Schritt ist unerlasslich fur die Anheftung der
Chromosomen amlie Mitosespindel. Die von derefitrosomen ausgetnden Mikrotubuli
assoziieren mit speziellen, an den Centromeren der Chromosomen befindlichen
Proteinstrukturen den KinetochorerfMusacchio and Desai, 201 %on nun ankdnnen die
Chromosomen durchlie Dynamik der Mitosespindélewegt und transportiertwerden bis
diese schlieRlich zentral in der Aquatorialebene der Mitosespindel angeordnetBiese
charakteristische Anordnung der Chromosomen wird als Metaphaseplatte bezeiohdet
gilt als hauptséhliches Merkmal der MetaphaseBis zu diesem Zeitpunkt werden die beiden

identischen  Schwesterchromatiden eines Chromosonasirch den ringférmigen
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Proteinkomplex Cohesin physikalisch verkni(pfaering et al., 20Q8Losada et al., 1998
Michaelis et al., 1997 Die so vermittelte Schwesterchromatidkohasion verhinderine
frihzeitige Separationder Schwesterchromaten und garantiert dererkorrekte bipolare
Anheftung an die Spindelmikrotubuli. Die protgtische Spaltung der CohedRingkomplexe
fuhrt unmittelbar zur Trennung der Schwesterchromatidend kennzeichnet de Beginn
der Anaphas€Uhlmann et al., 1999Uhlmann et al., 2000In Folge eineDepolymerisation
und Verkirzungder Spindelmikrotubuliwerden die getrennten Chromatiden zu den
entgegengesetzten Spindelpolen gezogén.Telophaseschliellich lasst sich erstmals die
durch cytoskelettale Proteineermittelte Einschniirung der Zelle im Bereich der Spindelmitte
beobachten Gleichzeitiy kommt es zur Dekondensation der Chromosomen,
Disassemblierung der Spindel sowie zur &semblierungler KernhilleNach Beendigung
der Mitose erfolgt diesigentliche Teilung der Zel(€ytokinese)Die Zelle elongiertind ein
kontraktiler Ring aus Myosin und Aktinfilamentersowie zahlreiche weitere Komponenten
vermitteln die Teilung und Abschniirung der beiden Tochterzelfmr Ubersicht siehe
Mclintosh et al., 201R

1.3 Prinzipien der Meiose

Die Meiosestellt eine spezielle Art der Zellteilung im Verlauf der Keimzellbildung sich
geschlechtlich fortpflanzendéndividuendar. Sie bildet die fundamentale Voraussetzung fur
die sexuelle Reproduktion. Diese gilt als eines der Grundprinzipien der Evolution und
ermdglicht durch die Steigerung der genetischen Vielfalt die Entstehung komplexer
Lebensformen. Die sexuel®rtpflanzung basiert auf der Fusion einer mannlichen und einer
weiblichen Keimzelle zur Zygote. Um den Ploidiegrad eines Organismus konstant zu halten
und einer Verdopplung des Chromosomengehalts in jeder Folgegeneration
entgegenzuwirken muss bei der Etstehung der Keimzellen eine Reduktion der
Chromosomenzahstattfinden. Die Halbierung des Chromosomenbestandg®lgt wahrend

der Meiose, wobei ausgehend von einer diploiden Vorlauferzstheoder mehrerehaploide
Gameten erzeugt werdeiZu diesem Zwedadkrfolgen zwei aufeinanderfolgende Zellteilungen
(Meiose | und Meiose lIphne dazwischenliegendeDNAReplikation. Ein besonderes
Kennzeichen der Meiose jstassnicht nurdie beidenShwesterchromatidensondern auch

beide homologen Chromosomeroneinaner getrennt werden missen Wahrend im
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Verlauf der ersten meiotischen Teilufl@eduktionsteilung) die beiden Homologen segregiert
werden, erfolgt in der zweiten meiotischen Teilung (Aquationsteilung) die Segregation der
Schwesterchromatider(Page and Hawley, 200®etronczki et al., 2003 Obwohl beide
meiotische Teilungen grundséatzlich auf denselben mechanistischen Prinzipien beruhen wie
die Mitose, weist die erste meiotische Teilung dennochinige konzeptionelle
Besonderheiten aufAnders als in Mitosenlissenneben den Schwesterchromatideauch
die homologen Chromosomen physikalisclverbunden werden, um deren Kkorrekte
Verteilung in Meiose | zu gewahrleistddie Paarung der homologen Chromosomen erfolgt
zumeistin der ersten meiotischen Prophase im Rahmen der meiotischen Rekombination
(Szekvolgyi and Nicolas, 201Mit Beginnder ersten meiotischen Prophaseird die
Konjugation der Homologen initiiert. Die Achsen der homologen Chromosomezden
parallel und in gro3er rAumlicher Nahe zueinander ausgerichtet (Synéjgsikee, 2004
Bislang ist dieexakte molekulare Grundlage diesérihen Homologenparung nicht
eindeutiggeklart. Ausgehendson definierten chromosomalerLoci wird der Synaptonemale
Komplex (SC) assembliert, eine komplepeoteinreiche Struktur, welche die beiden
Homologen schliel3lich Uber ihre gesamte Lange zusamme(itage and Hawley, 20pDie
Uber den SC verbundenghomologen Chromosomen werden als Bérde oder Tetraden
bezeichnet. Drch die enzymatisch katalysiertdnduktion von DNA Doppelstrangbriichen
wird der Prozess der meiotischen Rekombination eingeléKeeney et al., 199%5zekvolgyi
and Nicolas, 2010 Die Reparatur dentiger Doppelstrangbriiche erfolgt durch
Rekombinationsereignisse mit den komplementaren EBéfuenzen des jeweiligen
homologen Chromosoms. Dabdibnnen als Rekombinationsintermediate sogenannte
Qossingover entstehen welchelichtmikroslopischals Chiasmata innerhalb eines Bivalents
erkennbar sind(Szekvolgyi and Nicolas, 2QMckler and Kleckner, 2013ie meiotische
Rekombination ermdglicht so dereziproken Austauschvon DNAAbschnitten zwischen
beiden homologen Chromosomen und tragt folglich zur Entstehoager Gern bzw.
Allelkombinationen und zur genetischen Variabilitdt innerhalb einer PopulationNzaih
Disassemblierung des SC bé& die Homologen bis zu ihrérennung in Anaphase | lediglich
an den Stellen derCrossingpver durch CohesinARinge distal der Rekombinationsstellen
verbunden (Carpenter, 1994 Petronczki et al., 2003 Die Schwesterchromatiden eines
Chronmosoms bleiben ebenfalls durch Cohesimproximal dr Rekombinationsstellen

verknupft. Aufgrund der konzeptionellen Unterschiede zur Mitosayss die Freisetzung von
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Cohesinn Meiose unterschiedlichen Anforderungen gerecht werden. Wahren&digision
entlang der Chromosomenarmbereits in Anaphasé aufgelost werden muss, um die
Separation der Homologen zu erméglichen, muss die Kohéasion in der Centromerregion bis
zum Eintritt in Anaphase Il kontinuierlich erhalten bleib@asmyth and Haering, 2009
Petronczki et al., 20Q3Watanabe, 2004 Ein weiteres charakteristisches Merkmal der
Meiose ist dieals Monoorientierung bezeichnete Anheftung deBchwesterchromatide
eines Chromosomsan die Meiosespindelin Meiose |(Moore and OrdWeaver, 1998
Watanabe, 2006 2012. Da im Verlauf der reten meiotischen Teilung beide
Schwesterchromatide simultanzu einemder beiden Zellpole transportiert werden, dirfen
deren Kinetochore nur mit den Mikrotubuli eines Spindelpols assoziiert wekemutlich
basiert die Monoorientierung auf einer physikalischen Verknupfung der beiden
Schwesterlnetochore(Goldstein, 198] Erste Hinweise auf potentielle Mechanismen liefert
die Identifikation des Kinetocheaassoziierten Monopoli#iKomplexes it8. cerevisiagCorbett

et al., 201QToth et al., 200Psowieder Meiosespezifischen Kinetochorkomponente Meikin

in MausOocyten(Kim et al., 201p welche zwar in Meiosknicht jedoch in Meiose Il oder

Mitose funktionell zu sein scheint

1.3.1 Meiose inDrosophila melanogaster

In der weiblichen Meiose vobD. melanogasteunterliegen Paarung und Segregatiaer
Chromosomenden konventionellen Mechanismen von Rekombination, SC Formation und
Ausbildung von Chiasmathake and Hawley, 201®rr-Weaver, 199h Daneben existiert

ein zweiter,rekombinationsunabhéngiger Mechanismus fir die Homologenpaarung. Trotz
der Inhibition vonQrossingoverund Genkorersion kann ein voll funktionelt SC zwischen

den homologen Chromosomen assembliert werdgiMicKim et al., 1998 Die
rekombinationsunabhangige Segregatitnitt Uberwiegend im Fall des IV. Chromosgm
seltener im Fall des-Bhromosoms aubDie beiden homologen IV. Chromosomerelche im
Vergleich zu den anderen Chromosomen malf3geblich kleiner sind und nur etWa S
gesamten Fliegengenoms ausmaci{gaon et al., 2000konnen korrekt und ordangsgeman
segregiert werden, obwohl nachweislich keine Chiasmata zwischen diesen ausgebildet
werden. Dieses Ph&dnomen, welches als achiasmatische Segregation bezeichnet wird, stellt in

D. melanogastesomit einen Sekundarmechanismus der Homologensegregatidvieiose |
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dar (Hawley and Theurkauf, 199®ie Segregation achiasmatischer Chromosomen beruht
auf mehreaen unterschiedlichen mechanistischen Prinzipien, unter anderem auf der Paarung
der Chromosomen uber deren Homologie in heterochromatischen DNA Redidaarburg

et al., 1996 Hawley et al.,, 1992Karpen et al., 1996 Die mannliche Meiose iD.
melanogaster hingegen unterscheidet sich wesentlicvon den Gesetzmaligkeiterder

klassischen Meiose.

1.3.2Spermatogenese iDrosophila melanogaster

Da die mannliche Meiose im Kontext der Keimzellbildung ablauft, und viele morphologische
Besonderheiten der mannlichen Keimdrise von Relevanz fur die vorliegende Arbeit sind,
wird zunachst die Spermatogenese vbnosophilandher beleuchtetDie Spermatogesse

von D.melanogaster erfolgt in den paarweise im hinteren Bereich des Abdomens
befindlichen Hoden. Adulte Mannchen besitzen schlauchférmige, schneckenartig
gewundene Hoden, die mit de®amenausfiihrgang und Anhangsdaniserbunden sindin

den larvalen swie frihen pupalen Stadien erscheinen die Hoden linsenformig und liegen
bisweilenohne Verbindung zu anderen Organen Mérst in der spaten Puppenphase wird
der Kontakt zu demweiteren Organen des mannlichen Genitaltrakts etabli@odenstein,
1950) De Entwicklung der Keimzellen beginnt stets in der apikalen Spitze des HQieses
enthdlt ein Cluster ausetwa 20 somatischen, nichproliferativen Apikalzellen, den
sogenanntenHub Zellen. Adharent mit diesen sind zwei weitere Zelltypen: die gonialen
Stammzellen und die ZystenvorlauferzellefAbb. 2) Zusammen bilden dieseine
StammzellnischéHardy et al., 1970 Die ®matischen Apikalzellewerkdrperneine wichtige
Signalzentrale und erfullen vorwiegend regulatorische Funktionen in Bezug auf die
Proliferation und Oferenzierung der StammzellenMit Beginn der Spermatogenese
durchlauft jede Keimbahnstammzelle und Zysterlauferzelle unter homeostatischen
Bedingungereine rdumlich orientierte, asymmetrische Teilu@bb. 2) Dabei entsteht aus
jeder Zystenvorlauferzelle eine neue Zystenvorlauferzelle sowie saneatischeZystzelle.

Aus einer Keimbahnstammzelletetehendurch die asymmetrische Teilung je eine weitere
Stammelle und einsogenannte GonioblasiYamashita et al., 20Q0:3Diejenige Tochterzelle,

die sich dabei lateral vom Keimzentruentfernt, differenziert zum Gonioblasterwahrerd

die Tochterzelle,welche die Adharenzzu den zentralen Apikalzellen aufrechterhalt,
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Stammezellcharakter behéalt. Der Gonioblaktfundiert aus der Stammzellnische und wird
unmittelbar von zwei somatischen Zystzellen umgeben. Im Innern jeder Zyste finden
schlief3lich alle weiteren Prozesse d@efnatogenese bis hin zur Bildung reifer Spermien
statt. Der Gonioblast durchlauft im Folgenden eine Amplifikationsphase aus vier
unvollstandigen Mitosen, an deren End&6 Spermatogonien vorliegen, digiber
Plasmabriicken, sogenannt®ingkanale, verbunden bleiben und alle nachfolgenden

Entwicklungsschritte synchron durchlaufékbb. 2)

(/ $<‘v©
S
L @ f% i\\ R\
1 ‘
>/ S @
Meiose | Meiose ll Spermiogenese/Differenzierung

Abbildung 2| Ubersicht tiber die mannliche Keimzellbildung . melanogasterin der apikalen Spitze jedes
Hodens befindet sich eine Stammzellnische, welahrei haptséchliche Zelltypen enthélt: Somatische
Apikalzellen(SA) gonialeStammzellen (GS) und Zystenvorlauferzellen. @\)cheine asymmetrische Teilung
entsteht aus jedegonialen Stammzelle eegnneue Stammzelle und ein Gohlast (GB), welcher unmittelbar
von zwei somatischen Zystzellen (ZZ) ummantelt wigr Gorioblast durchlauft im Anschluss eine
Amplifikationsphase ausier Mitosen mit unvollstandiger Cytokinese, an deren Ende 16 Spermatogonien
vorliegen, dé Uber Plasmabriicken verbunden bleibé&tach einer ausgepragten Wachstumsphase treten di
primaren Spermatozyten in die Meiose ein. Durch zeufeinanderfolgendemeiotische Teilungen entsteht
schlie3lich ein Biindel aus 64 haploiden Spermatidiereiner Phase extensiver Differenzierung veréndert sich
die Morphologie der Spermatidenkerne, Flagellen werden ausgebildetdiemdeifen Spermierschliel3lich
vereinzelt.

In dea frihen Phase des 1BellStadiums erfolgt die prameiotischePhase, an deren Ende

die Keimbahnzellen im Inneren der syncytialen Zyste als primére Spermatozyten bezeichnet
werden. In der sich anschlielBenden-BRase und ersten meiotischen Prophase findigt
Grof3teil der Entwicklung der primaren Spermatozyten statt. Wahrend dieser Phase, welche
einen Zeitraum von bis zu 90 Stunden beanspruchen kann, wachsen die Spermatozyten auf
das 25fache ihres Volumens an (Lindsley and Tokayasu, 1980) und transkmileare

Vielzahl von Genen, um essentielle Faktoren flr die anschlieRende Meiose sowie
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postmeiotische Differenzierungsprozesse zu akkumulig¢@ivieri and Olivieri, 1965 Aus

jeder Gruppe von 16 reifen Spermatozyten entsteht durch die zwei meiotischen Teilungen
ein Bindel aus 64 haploiden Spermatiden, welche im Rahmen der postmeiotischen
Spermiogenese extensiven Differenzierungsprozessen unterzogen werden (zur Ubersicht
Uber die Spermatogenese siehe Fuller, 1993). Neben der Ausbildung der Spermienflagellen
kommt es hierbei zu einer tiefgreifenden Reorganisation des Chromatins (Alurgh den
Austausch von somatischen Histonproteinen gegen Tesgiegifische Protaminventen

wird ein enormer Kompaktierungsgrad des Spermienchromatins erreicht, welcher mit einer
markanten Umgestaltung der Kernform einhergeht. Durch sukzessive Elongation nehmen die
zunachst spharischen Spermienkerne eine fur sie charakteristische, dradigé und somit
hydrodynamischgtinstige Morphologie an. Der finale Schritt der Spermiogenese umfasst die
Individualisierung der reifen Spermien durch Auflosung der interzellularen

Cytoplasmabriicken (zur Ubersicht iiber die Spermiogenese Bahian and Brill, 20)2

1.3.3Besonderhé&en der ménnlichen Meiose iDrosophilamelanogaster

Ein wesentliches Merkmal, welches die mannliche Meios®.inmelanogasteivon den
konventionellen Mechanismen derMeiose anderer Eukaryonten unterscheidet, ist das
Ausbleiben der meiotischen Rekombination urdths Fehleneines Synaptonemalen
Konplexes (McKee et al., @12). Um dennoch eine flr die ordnungsgeméalle Segregation
erforderliche Homologenpaarung zu gewahrleisten, missen andersartige Mechanismen
existieren, welche das Fehlen von Chiasmata und SC kompensieren. Im Verlauf der ersten
meiotischen Prophase kommtsezu drastischen Umstrukturierungen des Chromatins.
Obgleich das Chromatin zu diesem Zeitpunkt noch in dekondensiertem Zustand vorliegt,
wird es in Form drei separater Chromatinmagsesogenannten Chromatinterritorien,
assembliert, welcheler inneren Kernnembran anlagerr{Cooper, 1965; Cenci et al., 1994)
Jades der drei Chromatinterritorie korrespondiert mit einem der grof3en Bivalente a@en
beiden Il., 1ll. und Geschlechtschromosomen. Das Bivalent der wederkleineren V.
Chromosomen kanmentweder als einzelne Chromatinmasse in der Mitte des Zellkerns zu
finden seinoder liegtassoziierimit einem der anderen Territorien, gewohnlich mit dem der
Sexchromosomen, vgCenci et al.,, 1994Tsai et al., 2001 Durch die Sequestrierung der

einzelnen Bivalente in sutukledre Kompartimente wird vermutlich deren stabfdhasion
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und Paarung begunstigi{Cenci et al., 1994 Eine molekulare Grundlage fur die
achiasmatischd?aarung ist die Interaktion der Homologen Uber Afische chromosomale
Bereicle, sogenanntd®aarungsregionen. Da dmreteromorphenGeschlehtschromosomen,
anders als diutosomen, mit Ausnahme der NORu¢leolus organizing regipriiber keine
homologenSequenzabschnitte verfligen, musdeaarung ud Separation des-X-Bivalents
Uberandere Mechanismen reguliewerden ImFall der Sexchromosomen fungieren 240 bp
lange, repetitiveSequenzen im Bereich der heterochromatischen ribosomalen®éihk als
PaarungsregioneCooper, 1964McKee et al., 1992McKee and Karpen, 1990wvahrend
die fur die Autosmenpaarung verantwortlichen Bereichgenomweit innerhalb des
Euchromatingrerteilt liegen(McKee et al., 1993ramamoto, 197 Dariiber hinaus konnten
bereits mehrere in trans agierende Faktoren identifiziert werden, welch&Cunabhangig
eine stabile Adh&sion der honmgen Chromosomenvermitteln. Zwei grundlegende
Faktoren sind die Proteine MNMVfdifier of Mdg4 in Meios)sund SNM Gtromalin in
Meioisig (Thomas et al., 20Q5deren Inaktivierungeine erhohte Rate an chromosomaler
Nondisjunctionin Meiosel nach sich ziehtSNM undMNM sind chromosomale Proteine,
welche im Verlauf vonMeiose | mit allen vier Homologenpaardwlokalisieren und rih
beginnenderSegregation der Homologen in Anaphasédder dissoziierenDas auffalligste
Lokalissionsmuster beider Proteine lassen die Geschlechtschromosomen erkerinen.
diesem Fall kann eine Anreicherung im Bereich fderdie Paarung relevanten repetitiven
rDNA $quenzenbeobachtet werdenDie chromosomale Lokalisation von SNM und MNM
beruht auf einer gegenseitigen Abhangigkeit und, im Fall von MNM, auf der Prasenz von
teflon (Thomas et al., 20Q5teflonkodiert fur ein Nuleinséure-bindendesZinkfingerprotein.
Die Mutation dieses Gens bewirkeine vorzeitige Separatiomnd Fehlsegregatiorder
autosomden Bivalente hicht jedoch des X-Bivalents(Tomkiel et al., 2001 Beziiglich dr
molekularen Wirkungsweisevon SNM, MNM und é&flon existieren bislang keine
verlasslichen Daten.Gemal3 der aktuellen Vorstellung konnten diese kollektiv als
HomobgenKonjugationsKomplex fungieren, der, ahnlich d&virkungsweise des SC, die
Homologen eines Bivalents physikalisch verknipft und desedtkurate Segregation

ermoglicht(McKee et al., 2012
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1.4 Chromosomenkondensation

Im Verlauf eines Zellzyklus wird das Chromatin einer Reihe von erheblichen strukturellen
Umordnungenunterzogen. Diese dynamischen Verdnderungen der Chromatinorganisation
sind unerlasslich, um fir die Zelle lebensmendige Prozesse zu ermdéglichedie
vollstandige Duplikation des genetischen Materials wéahrend der -R&j#ikation, die
Expres@in von Genen sowiedie Reparatur von DNAchéden. Die massivsten
konformationellen Anderungen erfahrt das Chromatin beim Eintritt in die Mit@sediesem
Zeitpunkt wird das gesamt&enomeiner Zelle um das 20Mis 20006fache komprimiert

und zu robusten, stabchenartigen Strukturen, den lichtmikroskopisch sichtbaren
Chromosomen, kompaktieti et al., 1998(Abb. 3) Dieser als Chromosomenkondensation
bezeichnete Prozess erflllzugleich mehrere ZweckeDie enorme Verdichtung des
Chromatns fuhrt zu einer raumlichen Kompaktierung des genetischen Matarradsbildet

die Grundlagelafir, dassdessenSegregationnnerhalb der Dimension einer einzelnen Zelle
bewaltigt werdenkann Daruber hinaus werden durch dstrukturelle Umorganisation de
Chromatinsdie physikalische Eigenshaften der Chromosomemaodifiziert Chromosomen
mussen sowohl starr und robustals auch elastisch genug sein um widerstandsfahig
gegeruberdenvon den Mikrotubulider Mitosespindehusgehenden Zugkréaftezu sein um
DNASchaden zu verhinder@Gerlich et al., 2006 SchlieR3lichfihrt die chromosomale
Kondensation zusammen mit deFopoisomerasd-vermittelten DNADekatenierung zur
Individualisierungder Schwestechromatiden (sister chromatid resolutigrund Entfernung
topologische Verflechtungen zwischen einzelnen DS#éngen die im Verlauf der DNA
Replikation entstehenHolm, 1994. Obwohl die Restrukturierung des Chromatins beim
Eintritt in die Mitose cytologisch auf3erst markant ist und bereits Ende des 19. Jahrhunderts
erstmals beschrieben wurd@lenmming, 1882) sind bis heute wededie exakte strukturelle
Architektur der Chromosomenochdie der Chromosomenkondensation zugrundeliegenden
molekularenMechanismereindeutig aufgeklart Trotz ectensive Bemihungen den Aufbau
mitotischer Chromosomen uz charakterisieren existieren bis heute basierend auf
mikroskopischen, biochemischen und genetischen Daten, unterschiedliche, teils
kontroverse, Modelle beziglich der Assemblierung vd&hromosomen. Als am

g1 KNEOKSA YTt A OKigrarcBigafF A 6 RMogeff iniRdasy { @ I Vbl (Abb.

3). Die grundlegende Struktureinheit bildet in beiden Fallen das Nukleosom. Dabei werden

146 bp doppelstrangiger DNA Ubeexakt 1,7 Windungen um ein Okbter aus
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Histonproteinen gewunder(Davey et al., 20Q2Kornberg, 1974 Luger et al., 1997 Ein
Histoncktamer besteht jeweils aus zwei Kopien der Proteine H2A, H2B, H3 u(itldddush
and Moudrianakis, 1998 Zwei benachérte Nukleosomen werden durchine ca. 50 bp
lange LinkeiDNA verbundenDie lineare Anordnung der Nukleosomen verleiht der BNA
Faser einen Durchmesser von etwa 11 nm und ein perlenkettenartiges AusEebier3)
(Olins and Olins, 1974Als nachsthohere Organisationsebertes Chromatins wird eine
30nm-DNAFaser diskutiert, die durch weiteres Aufwickelder 11 nmFaser entsteht
(Abb.3).

DNA-
Doppelhelix

Nukleosomen-
Filament

30 nm
DNA Faser

Scaffold / \ Hierarchical folding

—~

Y7

Chromosom

Abbildung 3 | Schematische Darstellung der Chromosomenkondensatibie doppelhelikale DNA wird in
zwei linksgerichteten superhelikalen Windungen um ein Oktamer aus iisitsinen gewunden. Durch
Assoziation des Linkétistons H1 kommt es zur weiteren Faltung des Nukleosomenfilanzenéner 30 nm
DNAFaser. Fir die weitere Strukturierung des Chromatins ausgehend von der -BINARaser bis zu den
mikroskopisch sichtbarerMetaphasechromosomen existieren unterschiedliche Modellvorstellungen: Das
oScaffoldra 2 RSt f  Higfdkchitalfalding a2 RSt f OFNNJ 6SAGSNE 5SGFAfa
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Dies wird mutmaRlicleinerseits durch die Interaktion einzelner Nukleosomen untereinander
und andererseits durch die Assoziation des Histonsniitlder LinkerRegion zwischen
benachbarten Nukleosomevermittelt (Li andReinberg, 201 1Robinson and Rhodes, 2006
Die Existenz der 30 nibdNAFaserin vivo ist jedoch fragich und wird stark debattiert
Neuae Cryeelektronenmikroskpische Untersuchungen von HeZeallkernen sowie
isoliertenhydratisieten, mitotischen Chromosomen lieferten keine Beweise fiir die Existenz
einer derartigen StruktuJoti et al., 2012Maeshima et al., 203(Razin and Gavrilov, 2014
Das ol A SNJ NOKA-®odell postlierR Adassa die DNA  Uber mehrere
aufeinanderfolgende Organisationsebenen stufenweise durch helikales Aufwickeln zu
konsekutiv lbher geordneteren Strukturehis hin zu den sichtbaren Chromosomen verpackt
wird (Belmont et al., 1987Sedat and Manuelidis, 198 | &Scaffold-Model hingegen
suggerierf basierend auf elektronenmikroskopischen Untersuchungeme Assemblierung
des mitotischen Chromatirs in Form vonSchlaufenvon jeweils mehreren 10 kbwelche
radial an einem zentralen proteinreichen Gerust entlang der Chromosomenachse
angehefet sind (Marsden and Laemmli, 197%aulson and Laemmli, 19/ 7ie hoéher
geordnete, zylidrische Struktur metaphasisch&hromosomen kann nicht allein durch
ChromatinChromadin-Assoziation generiert werden, sondern bedakér synergistischen
Aktivitat multipler FaktorenKurzlich gelang es eMinimum an erforderlichen Faktoren zu
identifizieren, um mitotische Chromosomenin vitro zu rekonstruieren. Als fur die
Chromosomenkodensation erforderlicheSchliisselkomponenten wurden dabeben den
drei Histon Chaperome Nucleoplasmin, Napfnucleosome assembly proteir) ind FACT
(facilitates chromatin transcription Topoisomerase Il sowider Proteinkomplex Condensin

identifiziert (Shintomi et al., 2016

1.5Condensin

Condensinesind hochkonserviertemultimere Roteinkomplexe, die fur viele Prozesse des
Chromosomenmetabolismus essentielle Funktionen erflll€ondensinoder Condensin
ahniche Komplexe konnten in allen bislang sequenziegekaryontischen Genomen sowie
in den Genomen fast allgorokaryontiscler Spezies nachgewiesen werd@araumann and
Knust, 2009 Hirano, 2012 Archaen und Bakterien (wobeBacillus subtiligsn diesem

Zusammenhang am besten untersucht ig8rfiigen Uber einen heterotrimeren Komplex
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bestehend aus den Untereinheiten SMC, ScpA und ,Se@Brend ! -Proteobakterien,
einschlief3lichE. coli den entfernt verwanten Komplex MukBEF besitz¢@raumann and
Knust, 2009Rybenkov et al., 2034Die meisten Metazoefsenomehingegen kodieren fir
zwei unterschiedliche Condengifomplexe, Condensin | und Condensin II, welche eine hohe
strukturelle sowie funtionelle Ahnlichkeit aufweisenDie erstmalige Beschreibung von
Condensi erfolgte im Rahmen von Chromosomdtekonstitutonsexperimenten in
zellfreien Eiextrakten aus<enopus laevisDabei wurde eine fur den Proteinkomplex
essentielle Funktion bei der Chromosomenkondensation und der Aufrechterhaltung der
Struktur kondensierter Chromosomen vitro nachgewieserdzy R R S NJ 2y RFSy aoA v &
gepragt (Hirano et al., 1997Hirano and Mitchison, 1994 Unabhangig davon wurde
Huhnerzellen dasScaffold Praeinll, Scll,als Kompnente des Chromosomengerusts
charakterisiert welches spéater als die Condensintereinheit SMC2 identdiert wurde
(Saitoh et al., 1994 EinigeJahre spategelang exeitgleichsowohlin HeLaZellen alsauch
XenopusEiextraktendie Existenz eines zweitenmveniger abundante CondensirFKomplexes
(Condensin 1) zu belegé@no et al., 2003Yeong et al., 2003Dieserbesitzt zum einen zwei
identische Unteeinheiten wie Condensin |, wédnd die restlichen Untereinheiten eine hohe

Homologie zu den kanonischen Conderdittereinheitenaufweisen

1.5.1Aufbau undStruktur von CondensirKomplexen

Eukaryontische Condensine sincheteropentamere Proteinkomplexe mit einem
durchschnittlichenMolekulargewicht von 650 kDéHirano et al., 199)¢ Das Grundgerust
bilden die beidenStructural Maint@ance of Chromosonse(SMC)Proteine, SMC2 und
SMC4, aus der Familie d&TPRbinding casette (ABC)ATPasen(Abb. 4) SMCGProteine
besitzen eine charakteristischiopologie undDomanenstruktumit speziellenmolekularen
Eigenschaften An ihrem G sowie N-terminalen Ende befinden sich zwei globulare
Nukleotidbindedoménen, die entsprecheénihrer Konsasus&quenz alsWalker A und
Walker BMotive einzuordnen sind. Wahrend dig-terminale Doméanesin NTPBindemotiv
(Walker AMotiv) tragt, besitzt der @erminus eine DBoxmit potentieller ATFHydrolyse
Aktivitat (Walker B (Akhmedov et al., 1998&trunnikov and Jessberger, 19%alker et al.,
1982. Die beiden Nukleotidbindedoméanen sind Uber zweng@ flexible h-helikale

Domé&nen (300400 Aminosaten) miteinander verbunden, welche ihrerseits durch eine
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etwa 150 Aminosauren grofie Domane getrennt sind,altshinge-Region bezeichnet wird
(Jessberger et al., 1998trunnikov and Jessberger, 1998in besaderes Charakteristikum

der SMGProteine istdie Eigenschaft ddveidenh -helikalenSegmente Uber intramolekulare
Wechselwirkungen antiparal auf sich selbst zurlicku falten und soeine stibchenartig
aussehendecoiled coilStruktur auszubildenDabei kommt es durctie Assoziation von-N

und GTerminus zur Entstehung einer funktionellen ATPase an einem Ende sowie einer
Scharnierregion am andeneEnde des gefalteten Proteitl&nderson et al., 20Q2Melby et

al., 1998. Die beiden SM®roteine (SMC2 und SMC4) dimerisiecemch Interaktion ihrer

Scharnierregionen unter Bildung eing$ormigen KomplexefAnderson et al., 2002

Condensin | Condensin I
Chinge
coiled

coil

ATPase

CapD2 CapG CapD3 CapG2

Abbildung 4 | Aufbau und Architektur eukaryontischer Condensitomplexe. Die meisten Metazoen
kodieren fir zwei paraloge, heteropentamere Condert§omplexe, Condensin | und Condensin Il. Beiden
Komplexen sind di§tructural Maintenance of Chromosorddatereinheten, SMC2 und SMC4, gemein. SMC
Proteine besitzen eineharakteristische Proteinstrult bestehend aus einer globulardmnnge Doméne an
einem Ende, einer zentralen, flexiblailed coilRegion, sowie einer globuldren Kopfdoméaregd mit
ATPas Aktivitdt am andereiicndedesgefalteten Proteins. Beide SM&oteine dimerisieren durch Interaktion
ihrer hinge Doménen und werden durch Assoziation der Kopfdom&nen mit einer weiteren Untereinheit
(CapHBarren bzw. CapH2) aus der Familie der Kleisineeimander verbriickt, wodurch eine dreigliedrige,
ringformige Struktur entsteht. Uber die Kleidimtereinheit werden jeweils zwei weitere akzessorische
Proteine (CapG und CapD2 bzw. CapG2 und CapD3) an den Komplex rekrutiert. Condensine sind dynamische
Praeinkomplexe und treten in mehreren physiologischen Konformatiorauf, welche sich ineinander
umwandeln kdnnen. Neben einer offenen-fafmigen Konformation (links) gibt es Beobachtungen von
Condensin in einer geschlossenen, stabchenférmigen Konform@tchts), bei der dieoiled coilSegmente

der beiden SMroteine durch intermolekulare Wechselwirkungen miteinander assoziiert sibie
Konformationsanderung istiér reprasentativ fir Condensihgezeigt.
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Neuere auf Elektronenmikroskopie umthstekraftmikroskopiebasierende Daten von SMC
Dimeren sowie CondensirHolokomplexen aus Vertebratenund Hefezellen lieferten
wichtige Indizien Uber die exakte Geometrie dieser Komplexe. DemnactSsi@Dimere

hoch flexible und dynamische Polymere, die unterschiedliche dreidimensionale
Konformationen einnehmen konngieftens et al., 200)6Neben ihrer charakteristischen V
formigen Struktur(V-shapd konntenCondensifY 2 YLJX SES 3ISKNdzZFiG Ay SAy S
Konformation beobachtet werde(-shapg (Abb. 4) In diesem Fall tretedie beidencoiled

coil Arme der beteiligten SMe@roteine Uber ihre gesamte Lange in groRe raumliche Nahe
zueinander, was dem Komplex ein stabchenférmiges Aussehen mit einer Lange von 45 nm
dzy R SAYSNI . NBAGS @2y y NKS NakyKardogratom fezeichbgt Y'Y €
wird (Anderson et al., 2002 Barysz et al., 2035 CrosdinkingExperimente und
kristallographischeRekonstitutionen von bakteriellen SMdbmodimeren lestatigen die

enge Assoziation beider SMRZoteine entlang derewoiled coiRegionenDieboldDurand et

al., 2017. De dynamischeKonformation von Condensiwerleiht dem Komplexmutmalflich
wichtige mechanochemischeEigenschaften flrdessen physiologische Funktiorbei der
ChromatinorganisationDie beden ATPase Kopfdoméanen des SPi@ers interagieren im
Holokomplex mit einer weiteren Proteinuntereinhgéus der Familie der Kleisirf@bb. 4)
KleisinProteine sind durchwinged helixDomanen(WHD)an beiden Terminisowie eine
zentrale ungeordne Region gekennzeichne{Schleiffer et al.,, 2003 Die Kleisin
Untereinheiten der CondensiKomgexe (CapHBarren in Condensin | bzwCapH2 in
Condensin llassoziieren Uber ihren-Merminws mit demals onecld bezeichneten, proximl

zur Kopfdomane gelegenamiled coiBereich von SMC2 und mit ihrerAT€rminus mit der
Kogpfdomane von SMC@urmann et al., 203,30nn et al., 200§ Schlief3lich verfliigen beide
Condensirkomplexe Uber je zwei weitere akzessorische Untereinheiten, die durch
Interaktion mit demjeweiligenKleisin an den Komplex bindgéAbb. 4) CapG und CapD2

bzw. CapG2 und CapD3 sind durch das Vorhandenseilkwoingtin, elongation factor 3,
A-subunit of potein phosphatase 2A, TOR lipid kinagelEAT}-repeat Motiven
3S1Syyil SAOKYySiG=Z Tt SEAoHelRes, walthB ik €rste LirieYPLdfeiR LIK A f A
Protein-Interaktionen vermitteIn(Andrade and Bork, 199B5leuwald and Hirano, 200@nn

et al.,, 2007. Die peripheren HEAUntereinheiten besitzen zudenwesentliche DNA
bindende Eigeschaften und erfullerine signifikante Funktion bei der initiateRekrdierung

von Condensin an die DNNeuesta Erkenntnissen zu Folge wird diNA zunéchst in einer
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von denUntereinheiten CapG unBarrengeformten, positiv geladenen Furclgebunden
und in dieserdurch eine Peptigschlaufe der KleisirUntereinheit eingeschlossen. Dieser
a23Syl yyiS -Meshanis@us@rhindledttlié sofortige Dissoziation der DNAd

sorgt fur eine stabile CondensiNAInteraktion(Kschonsak et al., 201Piazza et al., 20}4

1.5.2Subzellulare_okalisation und Dynamikler CondensirKomplexe

Trotz ihrer hohen Konserviertheit besteht eine enorme Variabilitat hinsichtlich der
Lokalisation und Dynamik der CondenKiomplexe unter den verschiedenen Spezies.
Unizellulare Organismen, wie die PiRecerevisiaeind S. pombebesitzen einen einzelnen
universelen CondensitKomplex.Wahrend dieser be. pombem Verlauf der Interphase
cytoplasmatisch lokalisiert unérst in Mitoseam Chromatinakkumuliert ist er im Fall von
S.cerevisiaewadhrend desgesamten Zellzykluevlaufs im Zellkern prasenfFreeman et al.,
2000 Sutani et al., 1999 Auch n Vertebraten unterscheiden sich die beiden Condensin
Komplexe, Condensin | und Condensin Il, deutlichhiar zeitlichen sowie raumlichen
Verteilung innerhalb der ZellAbb. 5) Condensinllist in Interphase nukér angereichert
und kann bereits in der frilhen Prophase am Chromatin nachgewiesen werden
Demgegenuber sind Condensispezifische Proteineunahst im Cytoplasma sequestriert.
Erst nach Zusamenbruch der Kernhillen Prometaphase sind diedeeféahigt mit dem
Chromatin zu assoziiere(Hirota et al., 20040no et al, 2009. Lediglich eine geringe
Fraktion von Condensinsktheintauch in interphasischen Zellen nukldékalisiert zu sein.
Korrespondierenddaten aus humanen und Huihnerzellen suggerieren, dass Condensin | in
GI-Phase inKern persistiert und erst im Vauf vonS und G2Phase graduell verschwindet
(Li et al., 2015Schmiesing et al., 200@hang et al., 20)6Im Zeitraum von Metaphase bis
Telophasekdnnen beide Condensikomplexe gleichsamam Chromatin nacheyiesen
werden und lokalisieren in einermoharakteristischenalternierenden Muster entlang der
zentralen Achse kondensierter Chromosomé®no et al., 2004 Ono et al.,, 2008
Genomweite Analysen auf der Basis \ywmrkommlichenmicroarray (ChP-chip) oder ChP-
segExperimenten liefern detailliert&rkenntnisse tber die chromosomale Lokalisation und
Distribution von Condensi Zwar scheinen die Condendimdestellen nicht mit spemschen
DNASequenzmotiven zu korrelieren, jedoch gibt estinesite genomische.oci, an welchen

sich Condensin préaferentiell anzureichern scheinazdd gehdren centromerische und
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pericentromerische Bereiche, Telomerregionen sowie repetitive Regionen wie tD&A

(D'Ambrosio et al., 2008 anaka et al., 2012Vang et al., 2006

G2-Phase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase

¥ ¥ e Condensin |
LAWE) LAWE)
. S S > . ® Condensin I
= 2 SR
a
L 2
Tt t -» @
Axiale Verkirzung Laterale Kompaktierung

Abbildung5 | Lokalisation und Dynamilder CondensiFKomplexe.Die Lokalisation der Condendimmplexe
unterliegt Zellzyklusbhangigen Veranderungen und variiert zwischen den beiden Kompl&ardensin I
(violett) bleibt Uber den gesamten Zellzyklus im Kerkalisiert und tragt nach Bindung an die DNAder
frihen Prophase zur axialen Verkiirzung der Chromosomenarme bei. Condensin isf(rot) Interphase
grolenteils cytoplasmatisch angereichert und assoziiert erst nach Aufpsier Kernmembran mit dem
Chramatin. Es vermittelt eine weitere laterale Kompaktierung der Chromosomenarme. Von Metaphase bis
Telophase sind beide Condengiomplexe in einem charakteristischen Muster entlang der zentralen Achse der
kondensierten Chromosomen dlweisbar Das Zusammeni& beider durch Condensin | und Il vermittelter
Beitrage zur Strukturierung des Chromatins ist notwendig um in Metaphase zwei vollstandig aufgeldste
Schwesterchromatiden zu erhalten.Diese werden bis zu deren Segregation in Anaphase durch den
Proteinkompex Cohesirfblau) physikalisch verknupfiModifiziert nach Hirano, 2012.

Fluorescence recovery after photobleachif§RAREXxperimente deuten zudem auf
differentielle Bindedynamikenund -kinetiken der beicen CondensifKomplexe hin.
Condensin lkzeichnet sib durch eine sehr stabile Assa#on mit dem Chromatin aus,
waéhrend die Chromatinassoziation vo@ondensin hochdynamisch ist unevéahrend der

Mitose einemkontinuierlichenturnoverunterliegt (Gerlich et al., 20080 liveira et al., 2007
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In Ubereinstimmung mit dererheblichen Unterschiede in Lokalisationssrhalten und
Dynamik konnte gezeigt werdedass Condesin | und Condensin zlvar nichtredundante
jedoch teilweise Uberlappendéunktionen bei der Assemblierung mitotischer Chromosomen
erfillen (Abb.5). Wahrend Condensin llbereits in die anfanglichen Schritte der
Chromosomenkompaktierung eingreift undeine initiale axiale Verklirzung der
Chromosomen bewirktscheintCondensin krst spater an die Chromosaeen rekrutiert zu
werden undeine weiterelaterale Kompaktierungu vermitteln(Green et al., 20L,2Shintomi
and Hirano, 2011

1.5.3 Mechanismen der Chromatitrukturierung durch Condensin

Lange Eit herrschte Unklarheit Uber die Natur der Interaktion zwischen Condensin und
seinem natdrlichen Substratlem Chromatin. Mittlerweile jedoch gilt es als erwiesen, dass
Condensin doppelstrangigeNAringformig umschlieRekann (Cuylen et al., 203 Wilhelm

et al., 2015. Experimentean Minichromosomenzeigen dass dieartifizielle Offnung der
CondensirRingstruktur durch proteolytische Spaltung einzelner Untereinheiten zu einer
Ablésung von deDNA fihrt. Umgekehrt fuhrdie Linearigerung der Minichromosomen zur
Dissoziatiorvon CondensiiCuylen et al., 20)1Die topologische Art der Chromatinbindung
bildet die Grundlage fur die Formation grolR&hromatinghlaufen Unbeantwortet bleibt
dabei jedoch der Aspekt wie die DMrange in das Innere des dreigliedrigen Condensin
Ringes gelangerkin vorstellbares Szenario ware ein Wirkprinzip &hnlich dem des Ceohesin
Komplexes. Im Fall des CoheEiomplexegyeschieht dies durch Offnung des Ringes infolge
transienter Dissoziation jeweils einer der dreProteininteraktionsflachen. Die
Schwesterchroratiden gelangen durch Offnung dinteraktionsflache zwischeder Kleisin
UntereinheitScl undder Kopfdomane vosmc3 in den Ringnd verlassen diesesbenfalls
Uber dieseKontaktselle (Buheitel and Stemmann, 201Blurayama and Uhimann, 20L%Es

ist denkbar, dass derartige DMEtritts- dzy’ R ! dza O NJE & i)&addh $i Falbyon o a
Condensin existieren. Konsistelamit sind Beobachtungeranhand von bakteriellem
Condensin, wonach die ABEBhangige Assoziation der beiden Kopfdomardsr SMC
Untereinheiten eine transiente Oftmg desRingesdurch Lésen der SMKleisininteraktion
bewirkt (Woo et al., 2009
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Gereingte CondesinKomplexe binden unterschiedliche Di$fbstratein vitro (Kimura and
Hirano, 1997 Strick et al., 2004 Wahrend die intrinsischen DNBinde&tivitaten der
einzelnen Untereinheiten scheiabld | dza NS A OK Sy R D&A 30RindégKimuray I O1 G S
and Hirano, 199y scheinen flireine stabileAssoziationvon Condensimit dem Chromatin

die ATPas&opfdoméanen eine zentrale Rolle zu spielém.zwei unabhégigen Studien
konnte gezeigt werden, &as das Einfuhren von ABthdenutationen in die
hochkonserviertenWalker Abzw. Walker BMotive von SMC2 und SMC4 dsendung von
Condensinan Chromosmen inhibiert (Hudson et al., 20Q8Kinoshita et al., 2015 Die
Unterdrickung der ATRydrolyse hingegeerlaubt zwar das Laden vabondensin an die
Chromo®men, resultiert jedoch in einer abnormalen Struktur der Chromosof(émoshita

et al.,, 2019. Somit scheint die ATBindung fur das korrekte Laden von Consia
verantwortlich zu sein, wéhrend die AHydrolyse fur die Etablierung rer héher
geordneten Chromosomestruktur essentiell istUm diese Befunde zusammen mit der
Tatsache, dass Condensin DSi#ange topologisch umschliel3t, mechanistisch zu vereinpigen
braucht esein detaillierteres Verstanais von den unmittelbaren Auswirkungen der ATP
Bindungund Hydrolyse auf die Molekilgeometrie des Conde#®mplexes. Ausgehend
von Mutageneseexperimenteder ATPas®omanen konnte eimuniversellerATPase&yklus

fur die SM@roteine beschrieben werdeie Bindung von ATP (jeweils ein Molekll ATP pro
SMGCProtein) fuhrt, bedingt durch eine erhdhte Bindeaffinitat, zur Assoziation der beiden
Kopfdomé&nen des SMRimers.Dieser Schritt triggertie Hydrolyse der ATMolekile, was
wiederum dieneuerlicheDissoziation der beiden Kopfdomanen bewifkirano et al., 2001
Hirano, 200% Die ATFBindung vermittelt zugleich eine konformationelle Reorganisation
innerhalb der coiled coil Bereiche der SMGProteine und damit eine ubergreifende
Umordnung demMolekilgeometrie von CondensiiieboldDurand et al., 201,7Minnen et

al., 2016. Diese Konformationsé&nderung bildet die Grundlage fur eine stabile Bindung an die
5b! dzy R £ ASTSNI | dz3dieS AuodungR Soyf CluomasichRuMeh. F
VerschiedenéBefundeunterstitzen die Hypothesedass die dreidimensionale Organisation
eukaryontisber Chromosomen mal3geblich mh die Extrusion von DN3chladen
vermittelt wird (Goloborodko et al., 2038Naumova et al., 20)3Anhand desogenannten
loop extrusioAModells kdnnen Formmechanische Eigenschaften und Kompaktierungsgrad
mitotischer Chromosomen erklart werd€khlarko, 2008 Marko and Siggia, 199Zhang and

Heermann, 201}l Kirzlich konnte eine neuartige Modellvorstellung postuliemverden,
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welche die Formation von ChromatinschlaufenRelation zumATPase&yklus beschreibt
(Abb. 6) Diese beruht auf der Annahme, dass Condensin als eine Art Doppelka@iiter
Komplex fungiert. Das Modell stutzt sich auf Daten, die nahe legen, dasms diro
vorherrschende Form von Condensin eine gerade stabchenférmige Struktur ist, bei der die
beiden ATPase Kopfdomanen zwar nebeneinander, aber in falscher Orientierung zueinander
liegen. Durch die Assoziation der beiden Kopfdomanen, welche die Energie dBnAuirg

nutzt, wird ein konformationeller Wechsel der Kopfdomanen und infolgedessen der
Ubergang zu einer offen, ringférmigen Konformation des $d@plexes bewirkt. In dieser
offenen Form, wird der Eintritt von Chromatinschlaufen in den Inter&aum zwidten

beidenSM@ NP G SAYSY I RASIY¥YIQHECYy SHE| @af NBOKG @

Stab- Ring- Pro-Kammer Meta-Kammer
Konformation Konformation geladen geladen
g ) ;gQX
(& d - Pro-Kammer _§ Cd
5 cics
‘45 ATP-Bindung \ ATP-Hydrolyse
5 — ‘ pael
%
=%

9 Meta-Kammer __

Abbildung 6| Aktuelles Modell der Wirkungsweise des Condensiomplexes beLadung von DNAStréngen
und Extrusion von DNASchlaufen CondensirKomplexe liegen unter den physiologischen Bedingungen der
Zelle praferentiell in einer stdbchenférmigen Konformation vor, bei dercdikedcoil Domanen beider SMC
Proteineentlang ihrer gesamten Lange SeiteSeite eng aneinander liegen. Medung zweier AFWlolekile
durch die Kopfdoméanen vermittelt eine konformationelleansformation der SM@roteine und bewirkt den
Ubergang in eine ringférmige Struktur. In der offen@imgKonformation kénnen DNA&trange in der Pro
Kammer des Komplexesingefangen und geladen weed. ATFHydrolyse fuihrt zurDestabilisierung der
ringférmigen Konformation unéhfolgedesserrur Wiederherstellungler geschlossenen Konformation. Durch
diese erneute Konformationsénderung wird die fammer zwischen den Armerder SMGEProteine
geschlossen und der DMN#trang aktiv in die Met&ammer zwischen den Kopfdoméanen und der Kleisin
Untereinheit transportiert Modifiziert nach Dieboldurant et al., 2017.

Durch anschlieRende AFBR/drolyse und Dissoziation der Kopfdomanen wird die

Ringstruktur von Condensin destabilisiert und die Rickkehr in die geschlossene Stabstruktur
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begunstigt. Der InterarsRaum schlie3t sich und der Chromatinstrang wird in die
sogenani S o-¥ B WY SNH 1 ¢ KapldehByen yna Kleisin translozigRiebold
Durand et al., 2017

CondensiFKomplexe besitzen nachweislich zwei experimentell charakterisierte
enzymatische Aktivitaten, dizum Teilauf der DNAstimulierten ATPase Aktivitat der SMC
Proteine beruhen.Eine von beidenst die Befahigung (Afihabhangig) komplementéare
einzdstrangige DNA in doppelstrangige DNA zu konverti¢pd@i et al., 2011Sakai et al.,
2003 (Abb. 7)

(a) DNA Re-Annealing

NN Y

Komplementare ssDNA dsDNA

Stabilisierung

replizierte und Doppelstrangiger DNA

katenierte ds DNA

(b) DNA Uberspiralisierung

Unterstitzung der
(b), (c) ung
Dekatenierung

zirkulare dsDNA Uberspiralisierte dsDNA
Ausbildung chiraler

Chromatinschleifen

(c) DNA Dekatenierung

Assemblierung der
Chromosomenachse

zirkuldre und dekatenierte und
katenierte dsDNA berspiralisierte dsDNA

Abbildung 7 | Ubersicht iiber die enzymasichen Aktivitiaten des Condensitomplexes und deren Einfluss
auf die Assemblierung mitotischer Chromasien. (a) Mittels seiner intrinsischen DNReAnnealingAktivitat

ist Condensin in der Lage kompilentdre ssDNA in dsDNA zu konvertieren. Die StabilisiedenglsDNA ist
vermutlich eine Voraussetzung fir nachfolgende StrukturierungsprozesseCdijlensin vemsacht ATP
abhangig pasive Uberspiralisierung zirkularer dsB.. (c) Die Einfiihrung pitiger, superhelikaler Spanmg in
katenierte DNA der Schwieschromatiden begiinstigt die Dekatenierung durch Topoisomerase Il und damit
die Auflésung der beiden Schvieschromatiden. (d) Die Oligomerisierung mehrerer Condersomplexe
stabilisiert eine weitere Awfindungder Chromatinschleifen zu einer héher geordnet@ruktur und definiert
vermutlich die Ausbildung der proteinreichen Chromosomenachielifiziert nach Hirano, 2012.

Mdoglicherweise stellt diese ReAnnealingAktivitat einen praparaven Schritt fur

nachfolgende Strukturierungsprozesse des Chromatins ddirano, 2012 Sutani et al.,
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2015. Am prominentesten dagegen ist jedoch die Fagitgkon Condensin ATRydrolyse
abhangg DNA strukturell zu rekonfigurieren. So ist Condensin in der Lage in Anwesenheit
von Topoisomerase Typ | positive Uberspiralisierungen in relaxieitgulare DNA
einzufihren (Kimura and Hirano, 1997Abb. 7) eine konservierte Fahigkeit die neben
X.laevis bereits in einer Reihe weiterer eukaryontischer Spezies charakterisiert werden
konnte (Hagstrom et al., 20QXimura et al., 2001StPierre etal., 2009. Durch das Potential
multiple Uberspiralisierungen in einer geordnetemjenoiden Form zu organisier@kimura

et al., 1999 ist Condensin in der Lage chirale Chromatinschleifen in den®iAgen der
beiden Schwesterchromatiden zu assemblieren und damit eine hdher geordnete
Strukturierung der Chromatinfasern zu begunstig&wedlow and Hirano, 2003Um die
Chromatinschleifen in der fur mitotische Chromosomen charakteristischen
stabchenfoérmigen Struktur zu assendoén bedarf es weiterer Struktierungsprozesse.
Gemalder favorisiertenModellvorstellung fuhren Interaktionerzwischen benachbarten
CondensirFKomplexen zu deren l@Qomerisierung und zur Formation der proteinreichen

I OK a %0 | 6F)F raitbtiBcher Chromosomen(Abb. 7) (Swedlow and Hirano, 2003
Tatsachlich gibt es erste Hinweise auf die Eigenschaft von Condensin Multimere zu
assenblieren (Badrinarayanan et al., 201Barysz et al.,, 2013-uentesPerez et al., 2012
Keenholtz et al., 2037 Durch single moleculeMikroskopie des bakteriellen MukBEF
Komplexes konnte ein@unktférmige Akkumdation 810 einzelner Condensikomplexe
beobachet werden (Badrinarayanan et al., 20L2Ein weiterer Anhaltspunkt fudas
Vorhandersein vonCondensirOligomeren ist das Auftretevon héhemolekularen Banden

in Préazipitatiosexperimenten unter nativen Bedingung@®arysz et al., 2035

Eine weitereelementare Funktion derCondensirvermittelten Uberspiralisierung der DNA

ist die Stimulation derDekatenierung durch Topoisomerase(Mbb. 7) Katenierte und
positiv Uberspiralisierte Plasmiderlauben eine weitaugffizientere Auflosung von DNA
Katenierungerdurch Topdsomerasell als jene ohne UlmspiralisierungBaxter et al., 2011
Charbin et al., 2004 Konsistent damit sind Beobachtungen in Bé&ckerhefed
D.melanogaster wonach die Lokalisation von Condensin die Rekrutigruvon
Topoisomerasél entlang der zentralen Chromosomenachssgtinstigt(Coelho et al., 2003
Leonard et al.,, 2015 Die enorme Bedeutung von Condn auf die Topoisanerase
abhangigeAuflosung von Katenierungen zwischen zwei Schwesterchromatidegt sich

insbesonderean den Phanotypen, die aus dénaktivierung der Condensitomplexe
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resultieren Nach Depletion von Condensin kommt es zu schwerwiegenden tBefek
wahrend der Chromosomensegation in Anaphase, was sich haufig durch das Auftreten
von Chronatinbricken zwischen den segregierenden Chromosomen au(®rat et al.,
1996 Green et al., 201 Hagstrom et al., 200Bavvidou et al., 2005

1.5.4Regulationvon Condensin

Das breite Spektrum an diversen Funktionen zum einen und das charakteristische, Zellzyklus
abhangige Lokalisationsverhalten zumnderen setzen die Existenz eines elaborierten
Regulationssystems voraus, welches die Aktivitdtt von Condensin strikt reguliert. Ein
fundamentales Prinzip bei der Regulation der Proteinaktivitat stellen dabei
posttranslationale Mdifikationen dar, insbesondere durch Phosphorylierung. Condensin
liegt wahrend des gesamten Zellzyklus in einem konstitutiv phosphorylierten Zustand vor,
wobei die Phephorylierungsmuster zwischen Interphase und Mitose deutlich variieren
(Hirano et al., 1997 Takemoto et al., 2004 Bislang konnten einige wenige Faktoren
identifiziert werden, welche die Unterschiede im Phosphorylierungsmuster stausirdie
Aktivitat von Condensin pds/ oder negativ beeinflussen. Dazu @gebn die mitotisten
Kinasen Cdk1, P{Rolclike kinasg und Auora B Kinase sowie die Kinas@ @&asein kinase

2) (Hirano, 2012 Piazza et al., 20)3Fur die Regulation der Condengihtivitat in Mitose

wird ein mehrstfiges Modell postuliert, welches die Initierung und die Aufrechterhaltung
des kondensierten Status mitotischen Chromatins bis zum Austritt aus der Mitose
gewabhrleistet(Bazile et al., 2000 Demnach fuhrt die Cdkdbh&ngige Phosphorylierung
beim Eintritt in die Mitose zu einer initialen Aktivierung des CondeKsimplexegBazile et

al., 2010. De Mitose-spezifische Phosphorylierung durch Cyclin B/Cdk1 konnte in mehreren
Spezies, darunter Hefe und Mensch, nachgewiesen we¢dba et al., 2011Kimura et al.,

1998 StPierre et al., 2009Sutani et al., 1999Ubersax et al., 2003 So konnte in Heka
Zellen gezeigt werden, dass die frihe Phase der Chromosomenkondensation die
Phosphorylierung von CapD3 an #os T1415 durch Cdk1 erfordeffbe et al., 2011 Um
Condensin ach nach dem Metaphas&naphaseUbergang, zu dem die Cdiktivitat
rapide abnimmt, in einem aktiven Zustand zu erhalten, ist die Phosphorylierung durch (eine)
weitere Kinase(n) erforderlichDiese Funktion wird mutmaBh von Plk1l Gbernommen
(Bazile et al., 2000 Unterstutzende Daten stammen aus der BackertfeerevisiaeEine

Plk (@c5)abhangige Phosphorylierung der drei nk&i¥IGUntereinheiten von Condensin in
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friher Araphase vermittelt die ordnungsgemalfe Kondensation von HoiiAn vivo (St
Pierre et al.,, 2000 In Interphase schlieRlich wird Condensin durCi2-abhangige
inhibitorische Phosphorylierung (und gleichzeitig durch ein niedriges-Celdl) inaktiviert,
um vorzeitige Chromosomenkondensation zu verhind@akemoto et al., 2006 Daruber
hinaus haufen sich Indizien aus verschiedenen Modellorgamsmelche eine Rolle von
AuroraB Kinase, neben ihrer Funktion beird&egulation der SpindeldynamiédsModulator

der Condensishktivitat beschreiben. ID. melanogaste(Giet and Glover, 20Q1C.elegans
(Collette et al., 201 1Kaitna et &, 2003, X. laevigTakemoto et al., 2007S. pombgTada et
al., 2012 sowie humanen ZellefLipp et al., 200ykdnnensignifikante Effekte von Auroi
Kinase auf die Rekrutierung und chromosden&okalisation von Condensin beobteth
werden. Das Ausmald der AuroraaBhangigen Regulation jedoch variiert deutlich zwischen
unterschiedliclen Spezies und Zelltypen. v melanogastefiihrt die Depletion von Aurora

B zu signifikanten Defekten bei d&hromathassoziation von Condensin mit mitotischen
Chromosomen (Giet and Glover, 2001 Ahriche Beobachtungen wurden auch nach
Inaktivierung von Aurora B i§. pombeund HelLaZellengemacht(Tada et al., 2011 Im
Gegensatz dazu ist die Auroraddhangige Modifikationan Ycgl (CapG) in Backerhefe fur
das Laden von Condensin an das Chromatin nicht notwendig, dennoch aber flr korrekte
Kompaktierung der rDNA Bereicfiewvoie et al., 2004

Neben der Phosphorylierung der einzelnen Condensin Untereinheiteregibtinweise auf
das Vorhandensein water posttranslationaler Modifikationgnwie Acetylierung und
Sumoylierung(BachellierBassi et al., 2008Bazile et al., 2010 Die funktionelle Relevanz
dieser Modifikaionen ist jedoch bislang unklar.

Die Regulation des Proteinlevels innerhalb der Zelle stellt einen weiteren
Regulationsmechanismus der Protditigitat dar. Durch Veranderungen des Gleichgewichts
zwischen Proteinexpsesion und Degradation konnen zeitund gewebespezifisch
unterschiedliche Proteinlevel geschaffen werden und die ProteinaktivitaeBobergreifend
gesteigert oder verringert werdenlatséchlichgibt es auch im Fall von Condengrste
Hinweise auf derarge RegulationsmechanismenEinzelne CondensiAUntereinheiten
konnen ubiquitiniert und proteasomal abgebautverden Die Condensin -Wntereinheit
CapH2 wird nachweislich Uber das Ubim-ProteasoraSystem abgebau{Buster et al.,
2013 Kagami et al.,, 2037 Ene kdirzlich erschienene Studie zeigt, dass das zellulare

Proteinlevel von CapH2 wahrend des Zellzyklus fluktuiert und durch-aBhdngige

Seite |25



EINLEITUNG

Phosphorylierungpositiv reguliert wird (Kagami et al., 2037 Dabei bestht ein klarer
Zusammenhang zwischen der Abundanz einzelner Untereinheiten und der Aktivitdt von
Condensin. Ein Blockieren des CapH2 Abbaus fuhrt folglich zu einer partiellen
Chromosomenkondensation in Interphaf®uster et al., 2013 Auch das Proteinlevel der
Untereinheit Ycgl (CapG) unterliegt Zellzykhmhangigen Schwankungen und stellt einen
limitierenden Faktor fur die Komplexbildung und falglidie effekive Menge an aktiven

CondensirKomplexen da(Doughty et al., 2016

1.5.5Funktionsspektrum der @densinKomplexe

Beide CondensiKomplexe sind mal3geblich an der Strukturierung mitotischer
Chromosomen beteiligt. Jedodind sie mit Ausiahme vonX. laevisEextrakten (Hirano et
al., 1997 Hirano and Mitchison, 1994fur den Vorgang der Chromosomenkondensaten
se nicht essentiell.Trotz Depletion einzelner Condenspezifischer Untereinheiterst die
Kompaktierung des Chromatins nur unwesatftl beeintrachtigt, wenngleich die
resultierenden Chromosomen eine abnormale Morphologie aufwe(skmson et al., 2003
Jager et al., 20Q50no et al., 2003Savvidou et al., 20055teffensen et al., 2001 Diese
Beobachtungen suggerieren dieistenz alternativer Condensimabh&ngiger Mechanismen
fur die Chromosometkompaktierung. Dahingen fuhrt die Inaktivierung von Condensim
allen untersuchten Falleau einer aberrantenChromosomensegregatian AnaphaseBhat
et al., 1996 Green et al., 20L,2Hagstrom et al., 20Q2Jager et al., 20Q55avvidou et al.,
2005. Als Ursahe fur dieEntstehungvon Anaphasebrickeim Zellen ohne funktionelles
Condensirkdnnen zweigrundsatzlicheSzenarien in Betracht gezogen werd&mtweder ist
die fehlehafte Chromosomenseggation das Resultat einerinsuffizienten DNA
Dekatenierunglurch Topoisomerase uind somit einer ungenigeden Individualisierunger
SchwesterchromatidéBhat et al., 1996Coelho et al., 2003oder aber das Ergebnisiner
beeintrachtigtenstrukturellen Integritat der Chromosomem®urch diedefekte Organisation
als Resultat der Condendidepletion verlieren die mitotischen Chromosomewnchtige
mechanischeigenschaftenEine erhthte Elastizitat wirde ldeRlich dazu fihrendass die
Chromosomenarmgedehnt und nicht ordnungsgeman auseinandergezogen wenrdenn
die Centromee zu entgegngesetzten Spindelpolen gezogen werd@uylen et al., 2011

Gerlich et al., 2006 Gleichzeitig werden die Chromosomen weniger robust gegeniber den
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Zugkraften der Mitosespindgelvas erhebliche DN&chaden zur Folge haben ka@erlich et
al., 2006. Daruber hinaus kanrdie gestorte Chromosomensegregatioim Condensin
depletierten Hintergrunddurch denfehlenden positivenEinfluss von Condensin adfe
Ablésung der Cohesitomplexe vom Chromatitbegrindet werden Bei Eintritt in die
Anaphase werden diemeisten CohesirKomplexe drch gezielte Proteolyse wo den
Centromeren der Schwestgiromatiden entfernf um deren Trennung zu gewahrleisten
(Nasmyth and Schleiffer, 20D4Einige CohesiKomplexe entkommen dabejedoch der
Separasabhangigen proteolytischen Spaltungind bleiben bisweilermit dem Chromatin
assozert, wodurch eined w S-Boh&sion zwgchen den Schwesterchromatidedrestehen
bleibt. Durch die Condensebhangige Chromosomenspiralisierung in den betroffenen
Bereichen werden physikathe Kréafte generiertwelche die komplette Dissoziation
Uberschissiger CohesiKomplexe begunstige(Hirota et al., 2004Renshaw et al., 200
5ASaS LISNBEA a-Kohdidds kot fio wragha®rucken nach Condensin
Depletion verantwortlich sein.

Es zeichnet sich ab, das¥ondensin zusdizh ein breites Spektrum nicimitotischer
Funktionen erflllt. So scheinen die Condendfomplexe auch einen Einfluss auie d
Organisation des Interphasemmatins zu nehmen. Jedoch handelt es sich dabei, @nals

in Mitose nicht um eine @nom-Ubergreifende, als vielmehr um eine lokal begrenzte
Aktivitat von Condensin an spezifischegenomischen Loci. Die Modulation der
Chromatinstruktur stellt einen wichtigen Mechanismus der Regulation der Genexpression
dar. Ein funktionder Zusammenhang zwischen der @ensinabhangigen
Chromosomentpologie und der Regulation der Genfunktion wurde urspringlichC.
elegans durch die Entdeckung eines dritten, Condensimnlichen Komplexes
(Condensin®9 demonstrert. Dieser Condensin -l ahnliche Dosikompensationskomplex
vermittelt die Transkriptionsrepression-ckromosomal lokalisierter Gen@huang et al.,
1994). In D. melanogaster ist Condensin erwiesenermaflien in den Prozess der
Positionseffekdvariegation (PEV) involviert. Mutante Allele Condesgiezifischer
Untereinheiten sind in der Lage die Positionseffélriegation zu verstarken oder zu
supprimieren(Cobbe et al., 20Q@ej et al., 2004und die Stilllegung homeotischer Gene zu
beeinflussenLupo et al., 20011 Dartiberhinauskonnte gezeigt werden, dasker Condensin
[I-Komplex inD.melanogastertrans-chromosomale Inteaktionen eguliert und auf diese

Weise der Transvection entgegenwvijrieinem Phanomen, bei dem bestimmte Allele eines
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Gensdurch Assoziation mit ihrem homologen Genlocus transkriptionell Ilesst werden
(Hartl et al., 2008p Weitere Hinwese auf die Beteiligung von Condensin an der Regulation
der Genexpressiostanmen ausverschiedenen Modellorganismen, darunter Héfaeusler

et al., 2008 lwasaki et al., 200Qund vershiedenenproliferierendenZelltypen wie Zellen

und Erythrozyter(Rawlings et al., 201Xu et al., 2006

Der Condensin verwandte SmcB®mplex spielt eine substanzielle Rolle bei der DNA
Reparatur. Aufgrund der hohen strukellen Ahnlichkeit beler SM@omplexe ises nicht
Uberraschend, dass auch fir Condensigine Beteiligung an zellularen DNA
Reparaturmechanismen und der Erhaltung der genetischen Stabilitdt beschrieben wurde
(Wu and Yu, 2012 Temperatursensitive Mutanten der Kleisidntereinheit Cn@ in S.
pombe weisen eine erhdhte Sensitivitdt gegenudeNAschadigendn Agenzien, widJV,
Hydroxyharnstoff(HU) sowie Methylmethansulfonat (MMS) a(Aono et al., 200R Im
humanen System kdnnen differentielle Funktionen der Condensin Komplexe | und I
beobachtet werdenWéhrend Condensin lireen nachweislicherkEffekt auf de Reparatur
von DNA Einzelstrangbriichen hateale et al., 2008Kong et al., 2011 ist Condensin Il in
der Reparatur vo Doppelstrangbriichen involvief¢Vood et al., 2008

Ahnliche Funktionen von Condgin wie die in Mitose, konnteauch in meiotischen Zellen
identifiziert werden.In beiden meiotischen Teilungen konne&ach CondensHDepletion
vergleichbare Effekte auf die Chromosomenkompaktiersogie -segregation festgestellt
werden (Hagstrom et al., 20QHartl et al., 2008pSiddiqui et al., 2003Yu and Koshland,
2003. In MausOocytenscheint dafir lediglich Condensin Il von funktioneller Relevanz zu
sein, nicht jeloch der kanonische CondensiKdmplex. Zwar weisena@@H depletierte
Oocyten atypisch aussehende Chromosomen auf, deren Segregation verlauft jedoch normal.
Der Verlust von CapH2dagegen fuhrt zu einer unvollstadigen Kondensation der
Chromosomen sowie zu massivenhien bei der Trennung der hormagen Chromosomen

in Anaphase (Houlard et al., 2016

Zwei der bekannten Condensifomplexe inC. elegansind beteiligt an der Regulation von
Crossingpver Ereignissenzwischen homologen ChromosomeDBie Inaktivierung beider
Komplexe fihrt zu einer erhéhten Anzahl und zugleich zu detderhaften Verteilung von
Doppelstrangbriichen entlang der Chromosomenarfikets and Meyer, 2009Tsai et al.,
2008. Diesbeziglichwird angenommen, dass die Position von Doppelstrangbriichen

wesentlich durch die Struktur des Chromatins beeinflusst wide weitere Meiose
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spezifische Funktion von Condensin wurdenabhangig voneinander sowohl in
D.melanogasterals auch inS. cerevisiaédentifiziert. Beide Studien demonstrieren einen
Effekt von Condensin auf die Assemblierung bzw. Disassemblierung deso8gnagden
Komplexes(Resnick et al., 2009%Yu and Koshland, 20p3Ein Grolteil dieser in Meiose
beschrebenen Funktionen von Condensin basiert auf experimentellen Daiten
Modellsystem der weiblichen Meiose. Gleichwohl ist die physiologische Relevanz von
Condensin in der mannlichen Meiose rnunzureichend beschrieben. Eine der wenigen
Studien hierzu stammt auBrosophila melanogastelDemnach besitzt demutmalliche
Condensin {Komplex einen essentiellen Einfluss auf die Assemblierung des Chromatins in
Form von Chromatierritorien in Prophase ICondensin imutante Individuen sind stdri

und produzieren eine erh6htAnzahl aneuploider Spermien als Folge einer beeintréishtig

Chromosomensegregatiqitartl et al., 2008p

1.5.6Medizinische Relevanz der Condendflomplexe

Da Condensin | und NielseitigeFunktionen invielen wichtigen Prozessen im Verlauf des
gesamten Zellzykluseeinflussen, konnen sichsaFolge emer Dysfunktion beider Komplexe
diverse klinische Symptome manifestieren. Aufgrund ihrer diffizilen Rolle bei der
Assemblierung und anschlielenden Segregation der Chromosomen in Mitose wurde lange
Zeit vermutet, dass die Fehlfunktion von Condensin gendmisdnstabilitdt und
Tumorentstelung beglnstigt. Genomische Instabilitat sihes der Hauptcharakteristikaon

Krebs. Darmkrebs ist eine der am haufigsten auftretenden bésartigen Krebsarten mit etwa
1,2 Millionen Neuerkrankungen und 600 000 Todesféllen pro Jahr wel(Betiner et al.,

2014). Tatsachlich demonstriert eine kurzlich erschienene Studie einen signifikanten
Zusammenhang zwischeler Expressionsrate der Kleidimtereinheit CapH von Condengin

mit der Pathologie von Darmkrel§¥in et al., 201} Entartete Darmkrebszellen ween ene

um ein Vielfaches hohere Expression von CapH auf als normale Darmepithelzellen.
Konsistent damit kann durch Depletion von CapH in diesen Zellen deren Proliferation und
Migration inhibiert und gleichzeitig der apoptotische Zelltod sowie Zellzyklusaanest2/M
Ubergang induziert werde(Yin et al., 201Y Gleichzeitig belegt eine zweite, unabhangige
Studie eine Korrelation zwischen dduberexpression der Condsin lspezifischen
Untereinheit CapG2 undder Entstehung vorLungenkarzinomer(Zhan et al., 2017 In

ahnlicher Weisewie die fehlerhafte Chromosomensegregation in Mitose zu genomischer
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Instabilitat fuhrt, beglnstigen Chromosomensegregasibefekte in Meiose die Ausbildung
aneuploider Keimzellen. Numerische Chromosomenaberrationen in Keimzellen sind die
Hauptursache flscdwerwiegende Erbkrankheiten wie etwa Trisomie BPbWnSyndrom).

Ein direkter Nachweis fur eine Fehlfunktion von Condensin als Ursache derartiger vererbter
Anreuploidien ist jedoch noch nicht bekannt

Dahingegen existieren Hinweise auf die Manifestatiassiver Entwicklunggsungen als
Resultat Condensibetreffender Gendefekte Biallelische Mutationen in den fur CapH,
CapD2 und CapD3 kodierenden Genen verursachen Microceliaién et al., 2016. Die
primare Microcephalie ist eine neuronale Entwicklungsstérung Messchen und aul3ert

sich durch einen aufféallig verringerten Kopfumfaagfgrund einer Fehlentwicklung des
Gehirns sowigeistige Retardierunder betroffenen PatienterfThornton and Woods, 2009

Erste wegweisendeAnhaltspunkte um ein besseres Verstandnis der Atiologie dieser
Krankheit zu erlangen, stammen aus zellfrexeaevi€iextrakten. Die Nerminale Domane

von MCPHImicocephalin 1)fungiert als kompetitiver Bindepartner von Condensin Il um die
chromosomalen Bindestellen und inhibiert dessen Aktivitatitro (Yamashita et al., 20)1
MCPH1 wird wéahrend der fotalen Gehirnentwicklung exprimiert und determiniert
maf3geblich die GrolRe der GroRRhirnrin@ackson et al., 2002Die physikalischenteraktion

von MCPH1 und Condensin suggeriert ein potentielles Zusammenspiel beider Komponenten
innerhalb eines zellularen Signalnetzwerks, dessen Fehlregulation die Pathogenese von

Microcephalie beeinflusst.

1.5.7Besonderheiten delCondensirRKomplexein Drosophila melanogaster

Wahrend Condensin | unter allen eukaryontischen Spezies ubiquitar verbreitet zu sein
scheint, konnten in einigen Invertebtan, darunterS. cerevisigeS. pombeund N. crassa
bislang keine Condensindpezifischen Proteine mhgewiesen werdeiHirano, 2012 InD.
melanogasterkonnten zwar Homologe fir di€ondensin ispezifischen Untereinheiten
CapD2 und CapD3 idertiert werden, jedoch nicht fir CapG2. Lange Zeit wualelgvegen
spekuliert, das®rosophilaCapG, ahnlich wie SMC2 und SMC4, eine iategfomponente
beider CondensiKomgdexe sei. Proteiinteraktionssudien lieferten jedoch keinerlei
Hinweise auf eine gsozation von CapG mit Condensirsfezifschen ProteinenHerzog et

al.,, 2013. Daruber hinaus war es, im Gegensatz zu Condensin |, nicht mdglich durch
Immunpréazipitation das Vorhandense@ines Condensin-Komplexeseindeutig zu zeigen
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(Herzog et al., 2003 Dies wirft Zweifel an der Existenz eines aburtda und I6slichen
Condensin tKomplexes irD. melanogasterauf (Herzog et al., 2093 Uberdies scheint sich

der mutmalliche Condemsll-Komplex hinsichtlich seiner physiologischen Funktion deutlich
von dem der Vertebraten zu unterscheiddrossof-function Mutationen in den fir CapD3

und CapH2 kodierenden Genen haben weder einen nachweislichen Effekt auf die
Lebensfahigkeit der Flieggper senoch auf die mitotische Progressid8avvidou et al.,
2005). Folglichscheint Condensin lin D.melanogasterentbehrlich fur Mitose zu sein.
Allerdingserfillt es mutmalflich eine essentielle Funktiorder méannlicherMeiose (Hartl et

al., 2008h. Diese besondere Aufgabenteilung der Condef®mplexe spiegelt die Situation

in der primitiven RotalgeC. merolaavieder, bei der Condensin | einehBisselrolle irMitose

spielt, wahrend Condensihfir Meiose essentiell zu sein schejRujiwara et al., 2013

Unter allen Condensintereinheiten weistDrosophilaCapG eine aufféllige Besonderheit
auf. Im Rahmen voim vivo Analysen kioreszenzmarkierter CondensiUntereinheiten in
syncytialenD. melanogastefEmbrynen stellte sich heraus, dass CapG ein von denrande
Condensin-bpezifischen Proteinen abweichendes Lokalisationsverhalten aufweist.edihr
CapD2 undCapHBarren in Interphae cytoplasmatisch angeréiert sind, ist CapG wéahrend
dieser Zellzyklusphase bereits praferentiell im Zellkern lokalisiert und kann folglich schon vor
NEBD am Chromatin nachgewiesen wer@darzog et al., 2013liveira etal., 2007. Dies

wirft die Fage nach einer vom Condenstildlokomplex unab&éingigen Funktion von CapG
auf. Die physiologische Relevanz dieses aul3erordentlichen Lokalisationsmusters von CapG

muss jeloch nochhinreichend untersucht werden.

Seite |31



EINLEITUNG

1.6 Zielsetzung

Die beiden Condensikomplexe, Condensin | und Condensin Il, sndlutiondr hoch
konservierte Proteinkomplexe mit essentiellen Funktionen im Chromosomenmetabolismus
einer Zelle. Zu ihren fundamentalen Aufgaben gehort die Strukturierung des Chromatins in
Mitose und Meiose. Mitoseund Meiosespezifische Funktionen beid€ondensifKonplexe
konnten in allen bedeutsameNodellorganismen, darunteD. melanogasterbeschrieben
werden. Lediglich die Rolle von Condensin | in der mannlichen Meiosb.vmielanogaster

ist bislang géanzlich unbekannt.

Die vorliegende Arbeit beséhigt sich mit der Analyse und Charakterisierung potentieller
Funkionen des kanonischen Condensiomplexes wéahrend der mannlichen
Keimzellbildung iD. melanogasterim ersten Teil der Arbeit sollte d&érzlich entwickelte
CRISPR/C&ystem etabliertverden, um Fluoreszennarkierte CondensiUntereinheiten
durchEGFHFusion an deren endogenen Genlocezrmeugenlm Fokus standabeizunachst

die Validierung und Optimierung eines robusten Screeifegiahrens um positive HBR
Ereignisse eindeutig idéfizieren zu konnen. Die mittels CRISPR/Cas erzelgB#tAllele
soliten, neben herkémmlichen EGFHnarkierten Transgenen, als Werkzeuge fur
weiterfuhrende Lokalisationsowie Funktionsanalysen herangezogen werden. Durelivo
Mikroskopieder meiotischen Teilungen solltdas spezifische Lokalisatigprofil sowie eine
maogliche Chromatinassoziation einzelner Condetbitereinheiten untersucht werden. Im
Falle einer nachweislichen Assoziation mit dem meiotischen Chromatin sollte die
zugrundeliegade Dynamik in FRAExpeimenten detailliert betrachtetwerden. Fur die
funktionelle Analyse des CondensiKdmplexes sollte dieser in der mannlichen Keimbahn
gezielt inaktiviert und die Auswirkungen unter Verwendung genetischer und
molekulabiologischer Methoden phéanotypisch charakterisiert werden. Durch RNAI
vermittelten Abbau sollte eine gewebgezifische und effiziente Depletion der Condensin
Untereinheiten SMC2, CapG und Barren erzielt werd&enetisch salen die méannlichen
Individuen zunachst auhiie Fertilitdt hin untersucht werderEine dirch denknockdown
hervorgerufene Sterilitat lieBe auf eine essentielle Funktion von Condensin | bei der
mannlichen Keimzellbildung HHeelRen. Fertile bzw. subfertildannchen sollten durch
klassischéondisjunctiorAnalysen auf eine erhéhte Rate chromosomaler Fehlsegregationen
wahrend der meiotischen Teilungen Uberprift werden. Schliel3lichesokinzelne Stadien

der Keimzellbildungdurch cytologische Betrachtungetailliert analysiert werden.Das
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Haytaugenmerksolite dabeiauf die Formation der chromsomalen Territorien in Prophase
| sowiedie meiotischeChromosomensegregatiogelegtwerden, da fir diese Prozesse eine

Beteiligung deparalogen CondensinKomgdexes bereits beschrieben ist.
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2 Ergebnisse

2.1 Etablierung der CRISPR/@dsthode zur gezielten Genommanipulation in

D. melanogaster

Die Fusion mit fluoreszierenden Markerproteinen ist ein wertvolles molekudisches
Instrument, um die Lokalisation und Dynamik von Proteinen innerhalb der Zelle zu verfolgen.
Zwar existieren bereits etablierte, transgene Fliegenstamme, welche die Expression EGFP
markierter Condenshuntereinheiten unter der Kontrolle deren gemischer,
regulatorischer Sequenzen ermoglichen, jedoch sind Transgeninsertionen, welche durch
konventionelle Transgeneseverfahren erzeugt wurden, mit diversen Risiken behaftet. Ein
haufig auftretendes Problem ist eine hohe Variabilitat des Expressionsmsudtrch
unterschiedliche genomische Insertionspositionen. Gleichzeitig ka@oht in jedem Fall
sichergestellt werden kann, dass samtliche genomische Bereiche fir die Expression im
Transge enthalten sind. Zuderkann die Fitness der Populati@owohl durch eine hohe
genetische Last infodg multipler Transgeninsertionenals auch durch etwaige
Sekundarmutationen infolge der Transgenese negativ beeinflusst werderknDelin einer
EpitopMarkierung im mtiven genomischen Locus durclorhologe Rekombination bietet

eine potentielle Mdglichkeit derartige nachteilige Effekte zu umgehen. Im Folgenden sollte
die CRISPR/Ga&ethode herangezogen werden, um-t€minale EGHFusionen von

CondensirAUntereinheiten prazise an deren endogenem Gensogorzunehmen.

2.1.1 Validierung und Optimierung eines Screenvigrfahrens fur die CRISPRasbasierte

Genommodifikationin D. melanogaster

Das CRISPR/Gagstem aus Streptococcus pyogenesst ein programmierbares,
sequenzspezifisches Manipulatesystemzur gezieltenGenomeditierung Es beruht auf der
artifiziellen und ortsspezifischen Induktion von Doppelstrangbrichen durch die
Endonuclease Cas9 und deren anschlieBender Reparatur durch No#ERbgnologous end
joining) oder HDRHomology directedepair). Durch die Bereitstellung einer synthetischen
DonorDNAMatrize kann die Reparatur durch homologe Rekombination beglnstigt werden.
Die Rekrutierung von Cas9 an den designierten Genlocus erfolgt durch
Basenkomplementaritat der mit der Endonuclease assidem chiRNA. Durch Modifikation

der chiRNASequenz kann die Endonuclease Cas9 an nahezu jede gewtinschte Stelle in der
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ZietDNA dirigiert werden (Jinek et al., 2012). Ein absolut notwendiges Kriterium fir eine
effiziente Bindung und Spaltung durch die Emddease Cas9 ist lediglich die Prasenz einer
proximalen PAMsite (Protospacer Adjacent Mif), einem drei Nukleotide umfassenden
Sequenzmotiv der Form NGG. BigMsiteist essentiell fir die produktive Bindung von Cas9
an die DNA und stellt somit einemmitierenden Faktor fur potentielle Zielsequenzen
innerhalb eines Genoms dar. Geeignete -DiBIASequenzen, welche urspringlich als
Protospacerregiorbezeichnet wurden, umfassen insgesamt 20 nt, wobei lediglich die 12
unmittelbar der PAMsite angrenzenderNukleotide, die sogenanntseedSequenz, fur die
Bindungsspezifitat verantwortlich sind. Durch-@gektion eines fir die chiRNA kodierenden
Plasmids und einer spezifischen HD&0rDNA in CasfransgeneDrosophilaEmbryonen
kénnenknockns der fir EGFPddierenden Sequenan den endogenen Condensienloci
stimuliert werden. Da eine derartige Genomeditierung phéanotypisch nicht unmittelbar
erkennbar ist, war es erforderlich eine Strategie zu entwickeln, um erfolgreiche HDR
Ereignisse identifizieren zu kéam. Eine universelle Methode ist die Inkorporation exogener
DNASequenzen einschlieRlich konditionalersualisierbarer Marker(BaenalLopez et al.,
2013 Gratz et al., 2014Xue etal., 2014 Zhang et al., 2004 Zu diesem Zweck wurde in der
Arbetsgruppe ein ahnliches Verfahren entk&dt (Abb.8) und eine fir die dmologe
Rekombination geeignete Don@NA mit integrierteFRT3xP3FRTEGFHReporterkassette
(F3FE konfiguriert (Jordan, 2015). Diese umfasst neben der fir EGFP kodierenden Sequenz
den vorgeschalteten,augenspezifischer83xP3Promotor, welcher beiderseits von jeweils
einer FRT (flippase recognition targé)-site flankiert wird (Abb8). Eine essentielle
Voraussetzung fur die Verwendung einer DNA als Matrize fir die HDR ist das Vodemden
@2y 1 dz R-Brnglendes DSByhanmblogen Sequenzbereichen. Um dies zu gewéhrleisten,
muss die Reporterkassette innerhalb der Matrize von homolpgenomischen Sequenzen

des betreffenden Gensupstream und downstream der Rekombinationsstelle) flareki
werden. Die3xP3abhéngige, gewebespezifische Expression von EGFP in den Augen adulter
Fliegen erlaubt, nach erfolgreicher Integration der Reporterkassette in das Fliegengenom,
die Selektion positiver HBReignisse anhand griiner Augenfluoreszenz (8bbin einem
zweiten Injektionsschritt wird durch eine HRekombinase (Flippaskatalysierte Excision

ein Teil der Reporterkassette FRTF(SV40B8xP3 wieder entfernt, wodurch die
Transkriptionseinheiten des jeweiligen Gens ua@FMusioniert und ein dwchgehender

Leserahmen zwischen Gen uBGFRrzeugt wird (Abb. 8).
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Abbildung 8| Strategie des CRISPR/Gamittelten EGFFPknockins am Beispiel desCapGGenlocus.Die
chiRNA vermittelt sequenzspezifisch die CalsBangige Induktion eines DSB inndthdes sechsten Exons von
CapG upstream des Stopodons. Die Plasmibasierte HDRMatrize enthélt die EGFHReporterkassette
bestehend aus der fir EGFP kodierenden Sequenz (grimptenalenSV4@Terminatorsequenz (violett) und
der 3xP3Promotorregion(braun) sowie zwei palindromischen F&fes(rot) in gleicher OrientierungFlankiert
wird die HSV3FEKasette beiderseits von z€CapGhomologen Sequenzbereichégestrichelte Linien)welche
die Grundlage fir diedmologe Rekombination bilden. Die Regtar des artifiziellen DS&ber HDRUhrt zur
Integration der Reporterkassette an der designierten Position im nativen Genlocu€am@ Die optionale
SV4QTerminatorsequenz  vermittelt die  Transkriptionstermination und effiziente Initiation der
augenspeifischen EGFExpression durch derdownstream gelegenen 3xP3Promotor. Durch die Fip
Rekombinase induzierte Excision dewon FRTites flankierten SequenzFRF(SV40BxP3 wird ein
durchgehender Leserahmen zwischen deme@minus vornCapGund EGFRyeneriert welche Uber eine kurze
Linkerregion in Form einer FRife fusioniert sind.

Unter Verwendung dieser Strategie konnte in der Arbeitsgruppe im Vorfeld dieser Arbeit ein
knockn von EGFAmM endogenen Genlocus von CapG erzeugt werden (Jordan, 2015). Als
problematisch erwies sich dabei jedoch ein schwaches Fluoreszenzsignal von EGFP,
insbesondere im heterozygoten Zustand derlfdividuen, welches die prazise Selektion
positiver Rekombinatinsereignisse deutlich erschwerte. Eine potentielle Ursache fur die
geringe Fluoreszenzintensitat ist die unmittelbare Nahe der TranskriptionseiBkR8FRT

EGFRr W RSNJ ¢ NI y a1 NJapQiDarehydie SivekfekKABdranzurg ¥@xP3FRT

EGFP an den CapGGenlocus wird die Transkription ausgehend von d@apG
regulatorischen Sequenzen nicht terminiert und unterbindet so mutmalilich eine effiziente

Transkriptionsinitiation undregulation vonEGFRIurch den3xP3Promotor.

Auf Grundlagedieser Annahme dite der Versuch unternommen werdemlie Mehode

dahingehend zu optimierergine verbesserteEGFHEXpression zu erzielen. Zu diesem Zweck
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sollte die F3FEReporterkassette durch Einfigen der R&KIerminatorsequenz des Simian
Virus 40 $V40( upstreamdes 3xP3Promotors modifiziert werderfAbb. 8) Durch Insertion
der SV46Sequenzsollten beide Transkriptionseinheiteiunktionell voneinander getrennt
werden Auf diese Weise wird dieon den CapGregulatorischen Sequenzesusgehende
Transkriptioneffektiv terminiertund die Transkriptionsinitiation deftir EGFFRodierenden
Sequenausgehend voldxP3mutmaRlicherhoht. Nach Cenjektion der PlasmideSICap&
NoPAMFSV3FE (HEBbnorDNA) und pUhiIRNAGEG6 (chiRNA) in syncytiateosCas9
Embryonenwurden die sich entwickelnden Mosaikannchen mit jungfraulichen Weibchen
des Genotypsv'; Sco/CyO, P[fyftz lacZJausgekreuztin der F:Generation wurden in 2%
der Kreuzungsansatze Individuarit grinfluoreszierenden Augeidentifiziert. Tatsachlich
konnte durch die Integration deSV4@Terminatorsequenz eine erhebliche Steigerung der
EGFHExpression erzielt werderkin direkter Vergleich der Augenfluoreszenz unter den F1
Individuen zeigt eine um ein Vielfaches hohere Fluoreszenzintensitat nach Integration des
SV4@Terminators(Abb. 9 A) Quantitative Analysen im Western Blot deuten auf mehr als
neunfachhdheres Kpressionslevel von EGR&ch Integration vorsV4thin (Abb. 9 B).

+SV40 -SV40
uv 1:3 1.9 127 1:81 uv

- e @ anti-EGFP

o TR i
LY ~ {3
5 o, ¥ ¥
. % v s ’
| il | |

.. - o

Abbildung 9| Die Integration derSV4@Terminatorsequenzhat eine erhdhte 3xP3abhéngige Expression

von EGFRur FolgeDurch die Integration deBV40Terminatorsequenz in diEGFHAReporterkassetteupstream
des3xP3Promotors kann die augenspezifische Expression von EGFP signifikant gesteigert werden. A) Direkter
Vergleich der Augenfluoreszenz nach CRISPRAZasttelter Integration derEGFFReporterkassette in den
Genlocus vornCapGmit und ohne SV4@Terminatorsequenz bei gleicher BelichtungsdauwerFliegen ohne
spezifische Augenfluoreszenz wurdsa Negativkontrolle dokumentiert (ctrlB) Western Blot zur Abschéatzung

der EGFEXxpressionslevel. Es wurden Proteinextrakte aus jewetéhn Kopfsegmenten von Fliegen der
Genotypenw*; CapGF3FE/CyO, P[ryftz lacZ](-SV40) undw*; CapGFSV3FE/CyO, Plnftz lacZ](+SV40)
erzeugt. Die Proteinextrakte wurden unverdiinnt (uv) oder in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (1:3, 1:9,
1:27 ocer 1:81) geladen. Die Sondigrg erfolgte mit gegen EGFP undubulin gerichteten Antikorpern.
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Durch Integration deSV4@Terminatorsequenkonnte die zuvor etablierte Methode somit
optimiert werden um Locusspezifische knockns zu generieren und posite
Rekombinationsereignisse effizient und verlasslich zu selektionieren. In weiterfihrenden
Experimenten sollte das System schlief3lich verwendet werden, um derartige Modifikationen

an anderen Genloci als den f@apGrorzunehmen.

2.1.2 CRISRCasvermittelter EGFFknockn im endogenenBarrenLocus

Um eine stabile Fliegenlinie zu generieren, welche die Expression eteenmi@alen EGFP
Fusion der Condensidntereinheit Barren ausgehend von deren endogenem Promotor
ermdglicht, mussten zunach®ine geégnete chiRNAsowie ein geeigeter HDRDonor
Vektor (pSBarrerf-noPAMFSV3FE) konzipiert werden. Um eine kontrollierte
Genomeditierung ortsspezifisch an dem definierten Locu®i(@inales Ende voBarrer) zu
garantieren, muss die verwendete BMNA einige wichtige Kriterien erfllleffrir eine
effiziente Rekombination sollte der artifiziell induzierte DSB eine maximale Entfernung von
40 bp zur designierten Rekombinationsstelle nicht Uberschrefiéenley et al.2014). Die
chiRNA wurde daher so Roipiert, dass diese eirerotospaceiRegion innerhalb des dritten
Exons vorBarrenerkennt und den DSB gezielt 35 uptstreamdes Stopcodons vermittelt.
Daruber hinaus sollte die chiRNmOglichst keine oder wenigeff-target-Sequenzen
innerhalb desDrosophilaGenoms aufweisen, da andernfalls ein erhéhtes Risiko fur die
Entstehung etwaiger Sekundarmutationen in Folge Gddfngiger Doppelstrangbriiche
besteht. Um das Risiko potentielleff-target-Sequenzen zu minimieren, wurde die Sequenz
der verwenctten chiRNA (E3) mit der Sequenz des gesamten Fliegengenoms unter
maximaler Stringenz in der online verfligbaren SoftWirERISPR target findabgeglichen.
Potentielle off-target-Sequenzen wurden nach Position und Anzahl von Fehlpaarungen
innerhalb derseedSequenz sowie nach der BasensequenzRiktsite ermittelt. Fur die
konfigurierte chiRNA B3 (5-GCTAATTCCGCAGGAGGACTBG®urden keine riskanten
off-target-Sequenzen innerhalb des Fliegengenoms identifiz&ig. weiteres Kriterium flr
eine effizente Rekombination gilt die L&dnge der Homologiebereiche innerhalb der Bonor
DNA. Homologe Sequenzen ab einer Lange von 1 kb erwiesen sich als optimal fur die
Effizimz der HDRBeumer et al., 2013 Als Homologiearme wurden eine 1182 bp lange

Sequenaipstreamund eine 1160 bp lange Sequetawnstreamder Rekombinationsstelle
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gewdahlt. Um die Rekombinationseffizienz Gberdies zu erhéhen, wurdeedidSequenz in

der DonorDNA urter Beibehaltung des genetischen Codes mutiert. Die Mutationsesd
Sequenz bzwPAMsite unterbindet die Cas@bhangige Hydrolyse der HIMRtrize und
verhindert deren friihzeitigen Abbau. Unter diesen Parametern wird im Rahmen der HDR das
Stopcodon von Barren gegen die FSV3FReporterkassette ausgetauscht ohne den

genomischen Locus zusatzlich zu manipulieren.

Nach Cdnjektion von DonoDNA (pSBarrerf -noPAMFSV3FE) und chiRNA in syncytiale
nosCas9Embryonen wurden einzelne mannliche Moskllegen (G) mit Jungfrauendes
Genotypsw*; Sco/CyO, P[ry+, ftz lacggkreuzt. Um die Effizienz der Keimbahntransmission
abschatzen zu konnen, wurden samtliche-Ikdividuen auf griine Augenfluoreszenz hin
untersucht. In 11 von 39 Kreuzungsansatzen der-Mafnchen konnten positive
Rekombinationsereignisse nachgewiesen werden. Dies entspricht einer GRISE&ten
Rekombinationsfrequenz von 28 (Abbl0 A). Uber analytische PCR ausgehend von
genomischer DNA aus heterozygotenlfdividuen (v*; BarrenFSV3FE/Cy®][ry, ftz lacZ)

wurde die Integritat der CRISPR/@asmittelten Mutagenese Uberprift. Die geeignete
Wahl der fur die PCR verwendeten Oligonukleotide (ein Oligonukleotid hybridisiert im
zweiten Exon vorBarrenauf3erhalb des HomologiebereiclikS11), das zweite in der-3’
untranslatierten Region (KS102)) erlaubt eine Aussage darlber, ob die Integration der
Reporterkassette tatsachlich an der definierten PositiorBianrenLocus stattgefunden hat.

Die ortsspezifische Integration wird durch dasftfaten eines hochmolekularen PER
Produkts nachgewiesen, \ehes im Fall der GBliegen(y!, w*M[nos-cas9,w]ZH2A) fehlt

(Abb. 10 C)Fur das AlleBarrenFSV3FRvird ein charakteristisches Amplifikat der Grol3e
2940 bp erwartet, wahrend das Produkt deddtypischen Allels nul628 bpbetragt. Ein
charakteristisches Produkt nach Amplifikation mit KS11 und KS 102, gleichbedeutend mit
einer Integration imBarrenLocus, konnte in allen untersuchten Linien detektiert werden.
Folglich ist davon auszugehen, dass alle Linien die gewlnschte IntegratidfSV@irkmn
BarrennLocus enthaltenEinedieserLinien Linie Nr5) wurde im Folgenden herangezogen,
um die Sequenzevon SV40und 3xP3rekombinationsabhangig zu entfernen und dabei die
kodierenden Bereiche fur Barren und EGFP zu einem durchgehenden Leserahmen zu

fusionieren.
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Abbildung 10| Molekulare Charakterisierung der AllelBarrenFSV3FEnd BarrenFE A)Reombinations

raten nach G-Injektion von chiRNA (pUéhiRNAB-E3) und HROonorDNA (pSBarrer?—noPAMFSV3FE) sowie

nach Injektbn von FIpmRNA in syncytial®. melanogater-Embryonen. Angegeben ist die Gesamtzahl aller
angesetzten und davon fertilekreuzungen ausgehend von einzelnen Mo$aidanchen (GO0). Der Anteil von
positiven Rekombinationsereignissen an der Gesamtanzahl fertiler Rekombinationskreuzungen ergibt
Rekombinationsfrequenzen von 28 % bzw. 81 Pésitive Rekombinationsereignisse sind idlieft als
Kreuzungsansatze mit mindestens einem Individuum mit fluoreszierenden Augen (CRISPR/Cas) bzw. nicht
fluoreszierenden Augen (FEekombination)B) Schematischer Uberblick tber den Genlocus Bamren
Gezeigt ist die Exe8truktur des endogenermBarren Locus (unten) sowie nach Integration dESV3FE
Reporterkassette (oben) und anschlieRender Entfernung $¥d0und 3xP3(Mitte) Die gestrichelten Linien
kennzeichnen das Ende der HomologiebereicheM@gkulare Kartierung der CRISPR/Zesnittelten
Mutagenese durch PCR auf Basis genom@s DNA von Flhdividuen aus fiinfinabhéngigen Linien. Die PCR

mit den Primern KS11 und KS102 erlaubt die spezifische Amplifikation eines genomischen DNA
Sequenzbereiches innerhalb des Genlocus Banren Die Integation der ReporterkassetteSV3FEihrt zum
Auftreten eines hohermolekularen P@®Rodukts zusatzlich dem Produkt der endogenen Sequenz. D)
Molekularer Nachweis der Fhbhéngigen Excision dERTSV463xP3Sequenz durch PCR mit dem Primerpaa
KS13 und K82 ausgehend von funfnabhéngigen Linien. Je nach zugrundeliegender-Bétpuenz (vor bzw.

nach Excision) werden unterschiedliche Gro3en der Amplifikate erwartet. Als Kontrolle (ctrl) wurde genomische
DNA aus noe€as9 Fliegen verwendet.

Die Excision deSequenzabschnitt&RTSV463xP3 erfolgte durch Injektion vonn vitro
synthetisierter Flp kodierender mRNA in syncytiale Embryonen des GenetyBarren
FSV3FE/CyO, PJritz lacZ] Einzelne Mosaikannchen wurden gege@yOselektioniert und
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mit w*; S©/CyO, P[r}ftz lacZ]Jungfrauen gekreuzt, um das modifizierte ABakrenFEzu
isolieren und an die Flachkommen zu vererben, wo es ubiquitér in allen Zellen prasent
sein sollte. Positive Rekombinationsereignisse lassen sich in diesem Fall durch den Verlust
der grinen Augenfluoreszenz identifizierém.43 von 53 fertilen Kreumgsansatzen wurden
Nachkommen ohne grin fluoreszierende Augen hervorgebracht. Dies entspricht einer
Rekombinationsrate von 8% (Abb. 10 ADaruber hinaus kann die erfolgreiche Excision der
Reportersequenz durch einedownshift des amplifizierten PCGRrodukts nachgewiesen
werden. Durch die Flippaseermittelte Reaktion wird ein 489 bp umfassender
SequenzabschnittFRTSV4@3xP3 rekombinatorisch deletiert. Nach erfolgreichefipout

wird folglich ein um 489 bp verkirztes Amplifikat gebildet, welches sigithd ein

schnelleres Laufverhalten bei gelelektrophoretischer Auftrennung auszeichnetbX).

Fir einegenaue Charakterisierung wurdetie etablierten Fliegenlinienw(; BarrerFE/CyO,
P[ry, ftz lacZ] durch Western BloAnalysen zunéchst adie Exyression undschlieBlich auf

Funktionalitat wn BarrenFE hin getestefAbb. 11).

& &
& o
i v
& Barren-FE IS Barren-FE
& &
L 1 2 3 4 5 & 1 2 3 4 5 Linie Nr.
— 170 — ’
—— —— W— — _— S — S w—— —— QSRS )
ANt-BaITEN | e S S o * 130 - anti-EGFP
100 T
anti-Tubulin anti-Tubulin

Abbildung 11| BarrenFE wird in der Keimbahn vo. melanogasteexprimiert. Immunologischer Nachweis
der Expression von BarrdfE in meiotischem Gewebe vinmelanogaster Geladen sind Proteinextrakte aus
jeweils zwei Ovarien von heterozygoten Individuen der GenotwénBarrenFE/CyO, P[fy ftz lacZ] bzw.
W BarrenFSV3FE/CyO, PJnftz lacZ] Der Nachweis der Proteine erfolgte iiber Barrand EGFPsowie h -
Tubulinspezifische Antikérper als Ladekontrolle. Durch Sondierung mit dem Bgpemifischen Antikdrpern
wird neben der Bande fur BarrefE auch esiogenes Barren (*) detektiert.

Da das Fusionsprotein Barriic in nachfolgenden Experimenten fir Lokalisaticmsvie
Funktionsanalysen von Condensin in der Meiose verwendet werden soll, wurde die

Expression in der Keimbahn analysiént.den flinf untersuchten Linien konnte eine stabile
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und effiziente Expression von BarrEiE nachgewiesen werdefAbb. 11) Neben dem
spezifischen Signal fir endogergarren kann in allen Fallen eine zweite, héhermolekulare
Bande detektiert werden. Die Sondierung mit gegen EGFP gerichteten Antikérpern belegt,
dass es sich dabei um die modifizierte Version BaRErandeltDer unmittelbare Vergleich

der Bandenintensédten von BarrefFE mit denen von endogenem Barreseutet
vergleichbare Expressionslevel beider Varianten an. Dies ist bei einer prazisen Insertion am
genomischen Locus auch erwartet.

Schliel3lich war egroblemlos méglich die erzeugten BarrdrEAllele in lomozygotem
Zustand stabil zu etablieren. Die entsprechenden Fliegen sind dadurch gekennzeichnet, dass
diesen als einzige verfiigbare Quelle fur die Condendmereinheit Barren die @&rminal

mit EGFP fusionierte Variante zur Verfigung steht. Fir Bd&dmomozygote Fliegesind

voll lebensfahig und weisekeine reduzierte Fitness aufn mitotisch proliferierendem
Gewebe von D.melanogastetfEmbryonen konnte zudem ein fir Barren typisches
Lokalisationsmuster am mitischen Chromatin von Prophases zum Ede der Anaphase
nachgewiesemwerden (siehe Anhang, Abb. B&-olglich kann davon ausgegangen vesrd

dass das mittels CRISPR/Cas erzesgsgonsproteirBarrenFEphysiologisch voll funktionell

istund sich in weiterfihrenden Experimenten zunktionsanayse von Barren eignet

2.2 Lokalisation und Dynamikies Condensin FKomplexes in der mannlichen Meiose von

D. melanogaster
2.2.1 CondensinUntereinheiten lokalisieren am meiotischen Chromatin

Wahrend fur Condensin 1l eine essentielle Rolle in der mannlichen Meiose von
D.melanogastersehr wahrschinlich ist (Hartl et al., 2008 exstieren bislangkeine
publizierten Daten, dieauf eine Funktion des CondensiKomplexes in der mannlichen
Keimbahn hinweisen. Um potentielle Funktionen von Condensin | wahrend der mannlichen
Keimzellbildung irD.melanogasterzu identifizieren, sollte utnachst die Lokalisation der
Condensin -bpezifischen Untereinheiten im Verlauf der Meiose untersucht werden. Uber
gualitative Fluoreszenzanalysen sollte die Assoziation des Condemsiplexes mit dem
meiotischen Chromatin evaluiert werden. Durgh vivo Mikroskopie an kultivierten
Spermatozyten kann die meiotische Progression unter physiologischen Bedingungen in

Echtzeit verfolgt werden. Um das raumkizéitliche Lokalisationsverhalten des Chromatins
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sowie einzelner Condenslontereinheiten simultan beobznten zu kdnnen wurden
Fliegenlinien generiert, dieneben EGFHnarkierten Untereinheiten des Condensin
Komplexes eine rot fluoreszierende Variante des Histons (BWs2AvmRFP) exprimieren.

Die Expression von EGfRionierten Varianten der Untereinheiten SMC2, CapD2, Barren
und CapG erfolgt in allen Fallen unter Kontrolle deren genomischeegigatorischer
Sequenzen, wodurch die Vergleichbarkeit mit den korrespondierenden, wildtypischen
Proteinen gewéabhrleistet wirdDie Proteine CapD2 und SMC2 wurden an ihreffeNninus
(EGFFCapD2) bzw. innerhalb der zentraleimge-Region (SMGZEGFP) mit EGFP fusioniert
und werden von einer transgenen Quelle aufRerhalb des endogenen Genlocus exprimiert
(Herzog et al., 2003 BeideTransgene kodieren fur funktionelle Genprodukte, da diese die
Letalitat, welche mitlossof-function Mutationen der jeweiligen Gene assoziiert ist,
komplementieren Die Allele fur CapGE und BarreffE kodieren fir -@rminal mit EGFP
markierte Fusionsproteine und wurden durch CRISPR/Gas@rte Modifikation des
endogenen Locus erzeudilr diein vivoMikroskopie wurden Zysten identifiziert, die sich in
der spaten Prophase der ersten meiotischen Teilung befinden. Die Identifizierung derartiger
Zysten geschieht dabei anhand der fur dieses Stadium der Meiose charakteristischen
Chromatinterritorien der cfomosomalen Bivalente. Zu Beginn der ersten meiotischen
Teilung sind alle untersuchten Condenklgntereinheiten vornehmlich cytoplasmatisch
angereichert (Abbl2). Erst nach NEB@uclear envelope breakdowmvird das Chromatin

fur die CondensuProteinezuganglich. Nach NEBD kagine Kolokalisation der Signale far
His2AvmRFP und CondensitlGFP beobachtet werden, welche Uber den gesamten Verlauf
von Metaphase persistiert (Abh2). Der Zeitpunkt des NEBKann durch die plétzlich
eintretende Dispersion vo nukledr angereichertem, rdtuoreszierendem His2AmRFP
identifiziert werden, das nicht Chromatgebunden vorliegt Auffallig dabei ist, dass die
Condensin -Untereinheiten erst nach Initiation der Chromosomenkondensation (ICC) mit
dem Chromatin zu aegiieren scheinen. Die Condensibtereinheiten kbnnen erst dann
eindeutig am Chromatin nachgewiesen werden, wenn die gepaarten Chromosomen
beginnen in die Aquatorialebene zu wandern, obwohl diese zu diesem Zeitpunkt bereits

weitgehend kondensiert singighe zB. Barren und CapD2 Prometaphase
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Diese Beobachtung ist konsistent mit der Annahme, dass der Conddfmnplex erst in

einer spaten Phase der Chromosomenkompaktierung involviert ist, wahrend Condensin Il die
initialen Schritte der Kondensation vermitte{Green et al., 2012Shintomi and Hirano,
2011).

Alle Condensin-Untereinheiten dissoaren vom Chromatin in spater Anaphase/friher
Telophase (Abb. 12). Das cytoplasmatisch erscheinende Fluoreszenzsignal, welches in allen
Meiosel-Stadien detektierbar ist, entspricht sehr wahrscheinlich einem unspezifischen
Hintergrundsignal, da dieses audh Spermatozyten wildtypischew-Individuen auftritt
(Daten nicht gezeigt). Obwohl SMC2, anders als CapG, Barren und CapD2, sowohl in
Condensir- als auch CondensiikKomplexen prasent sein sollte, weist SMEBFP ein
vergleichsweise schwaches Fluoesszsignal am Chromatin auf. Eine denkbare Ursache
dafur ist, dass SMGEGFP mit dem endogenen SM@&dtein um diverse
Proteinbindestellen kompetitiert. Da die Expression von SMEZFP und EGRRpD?2,
bedingt durch die. C3%Integrasevermittelte Integraton, ausgehend von Transgenen im
Hintergrund des jeweiligen endogenen Proteins erfolgt, kann ein geringfligig vermindertes
Potential von SMGZEGFP Condenskiolokomplexe zu assemblieren, dazu fuhren, dass das
endogene Protein die Bindestellen im Komplexétigt.

Ein &aquivalentes Lokalisationsverhalten der Condendimtéreinheiten kann auch in
Meiosell beobachtet werdenAnhang, Abb. 37 Die Chromatinassoziation von Condensin
wahrend beider meiotischer Teilungen liefert somit erste Anhaltspunkte fiir eine Rolle dieses
Komplexes bei der Organisation des meiotischen Chromatins wahrend der ménnlichen
Keimzellbildung vol. melanogaster Die augenscheinlich sehr spat eintretende Lokalisation
der Condensin-Untereinheiten am Chromatin erst nach NEBD und ICC deutet jedoch darauf
hin, dass Condensin | fur die initialen Schritte der Chromos&orapaktierung entbehrlich

ist.

Abbildung 12| CondensindUntereinheiten lokalisieren am meiotischen Chromatin im Verlauf von Meiose I.

In vivo Mikroskopie von kultivierten, primédren Spermatozyten, die neben den EGfKerten Condensin
Untereinheiten SMG2EGFPR(oben rechty, EGFRapD2(unten links), BarrenrFE (oben linky und Cap&-E
(unten recht3 rot-fluoreszierendes Histon 2AHis2AvmRFP) exprimieren. Es sind reprasentative Aufnahmen
aller Meiose 4Stadien gezeigt. Zysten wurden aus den Hoden friher Pupalstadien isoliert und kultiviert. In
Prophase | befindliche Zystenstadien wurden anhawoh Kernmorphologie und Anwesenheit von
Chromatinterritorien identifiziert und mikroskopiert. Die Aufnahme einzelner Bilder erfolgte in zeitlichen
Intervallen von jeweils 3 min. MaR3stab: futh
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2.2.2 Der meiotischen Chromatinassoziation von Condenksiiegen dynamische

Wechselwirkungen zugrunde

Unabhangige Studien aus verschiedenen Modellorganismen belegen, dass es sich bei der
Chromatinassoziation des Condenskomplexes in Mitose um eine dynamnhsclinteraktion
handelt. Chromatirgebundene CondensiArKomplexe unterliegen in Prometaund
Metaphase einem kontinuierlichen Austausch mit der cytosbéscProteinfraktion(Gerich

et al., 2006 Oliveira et al., 2007 Um die dynamischen Eigenschaften von Condensin | auch
in Meiose zu charakterisieren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeitvo FRAP
Analysen an primaren Spermatten durchgefiuhrt (Abb. 13)DrosophilaSpermatozyten
stellen aufgrund derSynchronitat der meiotischen Teilungen ein ideales System fur die
Durchfiihrbarkeit von FRAfRnalysen dar. Ein zum untersuchten Spermatozytenkern
benachbarter Kern kann unmittelbaisaReferenz fur das Bleichen und die nachfolgende
Fluoreszenzregeneration herangezogen werden.

Um eine Aussage Uber die Stabilitdt der Chromatinassoziation von Contlérefien zu
konnen, wurde das Fluoreszenzsignal der Ef@&iBnierten Condensin-Wntereinheiten
CapD2 und Barren durch einen kurzen Laserimpuls gebleicht und die Regeneration des
Signals Uber die Metaphase hinweg verfolgt. Die R&Jidn of interest wurde dabei so
gewahlt, dass die Metaphaseplatte in ihrer gesamten Dimension durchBiigichimpuls
erfasst wird. Die Auswahl der ROI nach diesem Kriterium kompensiert Veranderungen der
Assoziation des jeweiligen Proteins mit der DNA durch chromosomale Umlagerungen und
stellt somit sicher, dass eine etwaige beobachtete Fluoreszenzregeneratisschliellich

die Inkorporation neuer Fluoreszenzmolekile des cytoplasmatischen Proteinpools
reflektiert. Der Bleichimpuls wurde genau dann ausgelost, wenn alle Chromosomen
vollstéandig in der Metaphaseplatte assembliert waren. Unter der Annahme, dadigsem
Zeitpunkt ein Sattigungsund Gleichgewichtszustand erreicht ist und kein zuséatzliches
Condensin mehr an das Chromatin rekrutiert wird, kann davon ausgegangen werden, dass
als Anderung der Fluoreszenzintensitat lediglich der dynamische Austaudchiaitt das
initiale Laden von Condensin an das kondensierende Chromatin erfasst wird. In Mitose
konnte zuvor gezeigt werden, dass die Chromatinassoziation der Condkdhdigreinheiten

(mit Ausnahme von CapG) in Metaphase ihr maximales Level erreicab(Hst al., 2013).

Unter den gewahlten Bedingungen kann eine Reduktion des S{gRRIs bis auf maximal

40 % der urspriinglichen Fluoreszenzintensitat erzielt werden (Abb. 13
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Ausgehend davon wurde die RFI (relative Fluoreszenzintensitat) bis zum Emtdig¢

Anaphase verfolgt
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Die RFI entspricht dabei dem Verhaltnis aus der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat des
gebleichten Metaphasechromatins und der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat des
ungebleichten  Metaphasechromatins ines  benachbarten  Kontrollkerns. Als
Negativkontrolle wurde das dyndsthe Verhalten von His2AnWRFP visualisiert.
Erwartungsgemal lasst sich fur diesen Fall kein Wiederanstieg der Fluoreszenzintensitat
nach dem Photobleichen messen (Abb. 18n Fall der untersuchen Condensin
Untereinheiten CapD2 und Barrehingegen kann eine signifikante Zunahnder RFI
beobachtet werden (Abkl3). Es wurde eine Regeneration des Fluoreszenzsignals bis auf ca.
83 % (BarresrE) bzw. 63 % (EGERpD2) der anfanglichen Fleszenzintensitat gemessen.

Dies lasst den Schluss zu, dass nach dem Bleichen eine Neurekrutierung von Condensin | an
das kondensierte Chromatin stattfindetAufgrund der Tatsache, dass trotz der
Neurekrutierung die initiale Fluoreszenzintensitat von 100i€kat erreicht wird, muss davon
ausgegangen werden, dass lediglich eine Subfraktion der Chregetitmdenen Condensin
Komplexe dynamisch ist, wahrend eine zweite Fraktion stabil mit dem Chromatin assoziiert.
Um quantitative Aussagen Uber die Bindungskkeind den Anteil der mobilen Fraktion
treffen zu konnen, wurden die Messwerte in eine [BfParameterEinfach
Exponentialfunktion umgewandelt (Oliveira et al.,, 2007). Die durchgefihrte
Regressionsanalyse verdeutlicht, dass die Mehrheit der Chrorgaboneen EGFHZapD2
Molekile (59 %) dynamisch mit der DNA assoziiert und mit einer Halbwertszeit von 693 sec
ausgetauscht wirdDahingegen machtid mobile Fraktion von BarrelRElediglich ein Viertel

(25 %) der gesamten am Chromatin gebundenen Proteinfraktiosn Bie Halbwertszeit
betragt in diesem Fall 990 sec. Die FRA&RIysen mit einzelnen Condendimtereinheiten
implizieren, dass auch der meiotischen Chromatinassoziation von Condensin | dynamische
Interaktionen zugrunde liegen und sich Chromajgbundene Condensin -Komplexe im

Austausch mit der cytosolischen Proteinfraktion befinden.

Abbildung 13| Die Chromatinassoziation der CondensiUhtereinheiten Barren und CapD2 in Meiose | ist
dynamisch.FRAPAnalysen an kultivierten, priméaren Spermatozytdie neben EGFmarkierten Condensin |
Untereinheiten (BarresFE und EGFRapD2) rofluoreszierendes Histon 2AHis2AvmRFP) exprimieren. Die

ROI (weilBer Kreis) wurde definiert und die Metaphaseplatte durch einen Laserimpuls gebleicht. Es sind
reprasentdive Aufnahmen eines FRARperiments vor dem Bleichepré bleach und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach dem Bleichen gezeigt. Die Aufnahme einzelner Bilder erfolgte in zeitlichen Intervallen von 30
sec (EGFRapD2) oder 60 sec (BarrEix) Zur quantiativen Analyse wurde die RFI gegen die Zeit aufgetragen.
Die RFI wurde als Verhéltnis aus der durchschnittichen Fluoreszenzintensitdt des gebleichten
Metaphasechromatins und der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat des ungebleichten Metaphase
chromains errechnet. Die Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung. n = 7 féCEQIFPuUnd n =

4 fur BarrenFE. Mal3stab: 16m

Seite |48



ERGEBNISSE

2.2.3 AuroraBKinase spielt eine untergeordnete Rolle bei demeiotischen Chromatin

assoziationvon Condensin |

Die Wechselwirkung der Condengfiomplexe mit dem Chromatin stellt ein kritisches
Ereignis fur die Assemblierung von Chromosomen sowie deren Segregation in Anaphase dar.
Folglich miussen sowohl der Zeitpunkt als auch die Dauer der Chromatinassoziatibn strik
kontrolliert werden. Trotz der enormen Relevanz der Chromatinassoziation von Condensin
sind die zugrundeliegenden Mechanismen, welche diesen Prozess steuern, nur unzureichend
aufgeklart.

Fur eine Reihe mitotischer Kinasen konnte gezeigt werden, dase die Lokalisation von
Condensin phosphorylierungsabhéngig regulieren. Genetische und cytologische Analysen in
diversen Modellsystemen, daruntdd.melanogaster weisen ubereinstimmend auf einen
funktionellen Zusammenhang zwischeaser AuroraB KinaséAktivitat und der Chromatin
assoziation von Condensin hiDie Inaktivierung von Aurofa fihrt zu einer fehlerhaften
Rekrutierung von Condensin an das mitotische Chron{&iat and Glover, 20QHagstrom

et al., 2002 Kaitna et al., 2002Lipp et al., 200;/Tada et al., 2001 Sowohl inS. pombeals

auch in humane HelLaZellen beruht die AurorB-abhéngige Chromatinassoziation von
Condensirl maf3geblich auf der Phosphorylierung der Kleiimtereinheit Cal2 bzw. CapH
(Tada et al., 2001 Die Nterminale Region dieser Proteine zeichnet sich durch das
Vorhandensein  mehrerer  AuroBtKonsensussequenzen aus. Durchn  vitro
Phosphorylierungsexperimente  konnte  in S.pombe eine  AuroraB-abhangige
Phosphorylierung an drei konservierten Aminosaureposéio (S5, S41 und S52)
nachgewiesen werden, wahrend in humanen Zellen ein einzelner Serinrest (S70) als Aurora
B-Phosphorylierungsstelle fungiert (Tada et al., 20El). vergleichendeSequenalignment

mit humanem CapH identifiziertdie Aminosure Threonin 43 als entsprechende
Phosphorylierungsstelle de®.melanogaster Orthologs Barren, dadiese unmittelbar
innerhalb eines Konsensusmotivs fur A@BKinase in einem stark konservierten
Sequenzabschnittegt (Abb. 14 A).

Zur Untersuchung deBignifikanzler AuroraB-abhangigen Phosphorylierung von Barren fir

die Chromatinassaation von Condensin | in Meiosaeyurden transgene Fliegenlinien
generiert, welche eine EGHRarkierte Variante von Barren (Barr&GFPI43A)
exprimieren, die durch den Austausch v@hreonin 43 zu Alanin an dieser Position nicht

mehr durch Auroa B phosphoryliert werden kann.
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Aurora B Konsensus [K/R]-X-[S/T]-[ILV]
hCapH MGPPGPALPATMNNSSSETRGHPHSAS----SPSER-VFPMPLPRKAPLN 45
DmCapH —-————-————— MTLPRLETPLRRSAVG-—-—- SYQEGVS-——————————— 23

IPGTPVLEDFPQONDDEKERLQ-RRRSRVFDLQFS-TDSPRLLASPSS-RSIDISA-T 98

DNA Barren Uberlagert

Wildtyp

T43A

C

Barren-
T43A

Barren-
T43A

DNA

Abbildung 14| Die Phosphorylierung von Barren an Position T43 ist nicht erforderlich fur die
Chromatinassoziation von Condensihin Meiose A) Sequenzalignment der-tdrminalen Bereiche von
humanem CapH un®.melanogasterBarren. Die Aurora -Bonsensusequenz ist grau hinterlegt. Diote
Pfeibpitzemarkiert die potentielle Phosphorylierungsstelle durch Aurora B Kinase (Serin 70 bzw.if#&pn

Stark konservierte Sequenzbereiche sind grun unterstrichen. B) Immunhistologischer Nachweis der Lokalisation
von BarrerREGFP und BarrdBGFPT43A in Metaphse tSpermatozytenAdulte Testesder Genotypen+/+;
UASPBarrenEGFP/barGal4VP16 und +/+; UASPBarrenrEGFPT43A/bamGal4VP16 wurden préapariert,

fixiert und mit geger -Tubulin (weifl3) und EGFP (griin) gerichteten Antikdrpern gefarbt. Die Farbung der DNA
(rot) erfolgte mit Hoechst 33258. @) vivo Mikroskopievon Meiose I.Es sind reprasentatAufnahmen
einzelner Meiose-Stadien gezeigtDie untersuchten Zyste@/+; UASHBarrerEGFPT43A/His2AMRFP 111.1,
bam-Gal4VP16)exprimieren His2AMRFP (rot) sowiBarrenrEGFPT43A (griin). MaRstali5 pm

Seite |50



ERGEBNISSE

Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen zeigen, dass die Chromatinassoziation der
Mutante BarreAaT43A im Vergleich zur wildtypischen Variante nicht wesentlich
beeintrachtigt ist (Abbl4B). Trotz Mutation der mutmalllichen Aurdéa
Phosphorylierungstelleann eine deutliche Akkumulation von Barr@d3A am Chromatin in
Metaphase | beobachtet werden. Das finale Level an Chrorgetoundenem Barreif43A

ist dabei mit dem von wildtypischem Barren vergleichiban eine detaillierte Untersuchung

der chromosomale Lokalisation von Barrei43A im Verlauf von Meiose wurden vivo
mikroskopische Analysen an Meios8Ermatozyten durchgefihrt (Abld4 C). Auch diese
weisen auf ein unveréndertes Lokalisationsverhalten von Bard8A in Meiose hin. Die
initiale Ladug von Barrerl43A erfolgt nach NEBD in Prometaphase. Bis zur beginnenden
Dekondensation am Ende von Anaphase bzw. friher Telophase bleibt es stabil mit dem
Chromatin assoziierDie mutmallich nicht phosphorylierbare Variante reflektiert somit das
Lokalistionsmuster des wildtypischen Barrdtroteins (vglAbb. 12). Die Phosphorylierung

von Threonin 43 scheint demnach fur eine Chromatinassoziation von Condensin | in Meiose
nicht notwendig zu sein. Dabei bleibt jedoch unklar, ob die Aurorablingige
Phosplorylierung von Barreper sefiir die Chromatinassoziation von Condensin | in Meiose
hinfallig ist oder ob es der Phosphorylierung anderer Rester anderer Untereiheiten

durch Aurora BKinase bedarf.

Um die Frage zu beantworten, ob die Kinaseaktiviah Aurora B generell fir die
Chromatinlokalisation von Condendim Meiose relevant ist, wurde der Effekt der Aur@a
Inaktivierung auf die Lokalisation der Kleikintereinheit Barren analysiert. Durch
Expression einer spezifisch gegen Aurora B geteh siRNA wurde Aurora By der
mannlichen Keimbahn depletiert (Abb. 15 A). Zwar war es nicht mdglich die Effizienz der
Depletion immunologisch nachzuweisen, da kein geeigneter Antikdrper zur Verfligung stand.
Ein eindeutiges Indiz fur eine effiziente Detpn von AuroraB jedoch ist das Auftreten von
multipolaren Spindeln (Abbl5 A). Die Inaktivierung von Aurora B scheint jedoch lediglich
einen moderaten Effekt auf die Chromatinlokalisation von Barren auszuuben. In
immunfluoreszenzmikroskopischen Arggy von MetaphaséSpermatozyten kann keine
Delokalisation von Barren am Chromatin nachgewiesen werden, wenn auch das Level an
Chromatingebundenem Barren im Vergleich zu unbehandelten Spermatozyten geringfligig

reduziert zu sein scheint (Abb. 15 A).
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A Tubulin DNA Barren Uberlagert

Aurora B
RNAI

Barren

- Binuclein

Barren

+ Binuclein

Abbildung 15| Die Inaktivierung von Aurora B Kinase hat einen schwachen Effekt auf Cheomatin-
assoziation von Barren in Meiosd) Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Spermatozyten in
Metaphase | zum Vergleich der Chromatinassoziation voreBamit und ohne Expression von Aurora B siRNA
unter Kontrolle vonbam-Gal4 Adulte Hoden wurden prapariert, fixiert und mit geg&rlubulin (wei3) und
Barren (gruin) gerichteten Antikorpern gefarbt. Die Farbung der DNA (rot) erfolgte mit Hoechst 33R25@vB)
Mikroskopie von Meiose I. Die untersuchten Zysten exprimieren HisfRWP (rot) sowie BarrdbGFP (grin).
Zysten wurden aus pupalen Hoddes Genotyp$is2AvmRFP [1.2/CyMarrerREGFP/TM%erpréapariert und

unter Zugabe vorb0 pM Binuclein 2 fur 1h kultiviert. Die Aufnahme einzelner Bilder erfolgte in zeitlichen
Intervallen von jeweils 3 min. Die angegebenen Zeitpunkte reprasentieren die Zeitpunkte nach Start der
Aufnahme. MaRstab: 1am.
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Um die Auswirkungen der AuroBa Suppression im Hinblick fadie Dynamik der
Chromatinassoziation von Condensin detaillierter untersuchen zu kdnnen, wurde Aurora B
Kinase durch Zugabe von Binuclein 2 inaktiviert und der Ablauf der Meiose in Echtzeit
verfolgt (Abb. 15 B). Bei Binuclein 2 handelt es sich um einéorns-spezifischen Inhibitor

von D.melanogasterAurora B Kinase, welcher mit ATP um die Bindung in deren aktivem
Zentrum kompetitiert(Smurnyy et al., 20)0Die erfolgreiche Inaktivierung von Aurora B
nach Behandlung der Zysten nBinuclein 2 wurde durch eine starke Verzogerung der
meiotischen Rogression angezeigtDie Inaktivierungvon Aurora B fuhrt in mitotischen
Zellen nachweislich zu Segregationsdefekten und infolgedessen zu einer transienten
Aktivierung des mitotischertheckmpints (Giet and Glover, 20Q01Smurnyy et al., 2020
Binuclein 2behandelte Zellen persistieren Uber einen langeren Zeitraum in Metsplads
unbehandelte Zellen und unterliegen einer veitgen Chromosomendekondensation ohne
vorhergehende Segregatiomrotz Inhibition der katalytischen Aktivitat v@xurora B Kinase
kann eineAssoziation von Barren mit de@hromatin dokumentiert werden (Abb. 15 Bje
Lokalisation von Barren entspricht dabei dem fur Barren beschriebenen, charakttes
Lokalsationsprofil beginnend von Prometaphase bis zu beginnender Dekondensation des
Chromatins (vgl. Abb. 12). Im Mdkeich zu unbehandelten Zellést das Level des Chromatin
gebundenen Proteinsjedoch augenscheinlich geringfligig reduziert. Um eine exakte
Ausssage uber die Menge des Chromatisoziierten Proteins treffen zu kdnnen, musste die
Fluoreszenzintensitat in emeren unabh&angigen Experimenten determiniert werden. Auf
Grundlaye der hier gezeigten Daten musgvon ausgegangen werden, dass Auroiifiase

keine oder lediglich eine untergeordnete Rolle bei der Chromatinassoziation von Condensin |

in Meiose spielt.

2.3 Funktionelle Charakterisierung von Condensin ih der mannlichen Meiose von

D. melanogaster

2.3.1 Charakterisierung des RNyermittelten Abbaus der mRNA von Condensin

Untereinheiten in der Keimbahn

Um zu untersuchen, ob der kanonische Condensimniplex in D.melanogastereine
funktionell relevante Rolle in der mé&nnlichen Meiose ausibt, sollte dieser in der mannlichen

Keimbahn inaktiviert und die phanotypischen Auswirkungen charakterisiert werden. Da es
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sich bei den fur die CondensifUhtereinheiten kodierenden Gene um fir die mitotische
Proliferation und Viabilitdt der Fliegen essentielle Gene handelt, erweisen sich klassische
lossof-function Mutationen als ungeeignet, um potentielle Effekte auf die meiotische
Progression untersuchen zu kénnenteativ sollte die Inaktivierung von Condensin daher
Uber die Methode der RNhaterferenz erfolgen. Durch Expression spezifischer siRNAs unter
Kontrolle des bindren Gal4/UASstems wird eine konditionale und gewebespezifische
Geninaktivierung ermoglichtEdr die Inaktivierung von Condensl sollten die Proteine
SMC2, reprasentativ flmeiden SM&Jntereinheiten, CapG, reprasentativ fur gieripheren
HEATUntereinheiten, sowie die Kleisldntereinheit Barren depletiert werdenUm eine
grundlegende Aussage uber die Funktionalitéat der verwendeten siRNAs treffen zu kénnen,
wurden diese zunachst unter Kontrolle des Promoteyslessn mitotisch proliferierendem
Gewebe wahrend der frihen Augeand neuronalen Hirnentwidung exprimert (Halder et

al., 1995 Hazelett et al., 1998 Die Inaktivierung von Condensin | sollte in proliferierendem
Gewebe erwartungsgemal eine hohe Toxizitdt aufweisen, da die mitotische
Chromosomensegregation dth das Fehlen von Condensin stark beeintrachtigt e
ektopische Expression dgegen SMC2, Barren und CapG gerichteten siRNAs fuhrt in allen
Fallen zu pupaler Letalitdt der betreffenden Individuéml. Abb.17), was flir eine
erfolgreiche Inhibitionder Condenis-Aktivitat als Folge des RNvermittelten Abbaus der
einzelren Untereinheiten spricht. Zur Depletion von Condensiin Ider mannlichen

Keimbahn wurden disiRNAs unter Kontrolle vdvam-Gal4VP16exprimiert

SMC2 CapG Barren

RNAI = + 3 * = M

= e —— anti-Condensin

A L — - S Sl | anti-Tubulin

Abbildung 16| Depletion von CondensitUntereinheiten durch RNAvermittelte Degradation in der
mannlichen KeimbahnEFir den immunologischen Nachweis der Proteinlevel von SMC2, CapG und Barren nach
Expression der jeweiligen siRNAs wurden Proteinextrakte aus jewespgilen Hoden der GenotypddAS
BarrenRNAI/+; barGal4VP16/+und +/+; UASSMC2RNAIi/bamGal4VP16und +/+; bamGal4VP16/UAS
CapGRNAisowie bam-Gal4VP16(-) geladen. Die Sondierung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen
SMC2, CapG und Barren soWi&@ubulin als Ladekontrolle.
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Die bam-Gal4 getriebene Expression beginnt ab derZ@&8lkStadium der sich mitotisch
teilendenSpermatogonien und sinkt im Lauder Spermatozytenreifuy langsam aljWhite-
Cooper, 2012 Bei Eintritt in die Meiose sollten die Condensintereinheiten somit
erwartungsgemal&ffizient depletiert sein. Zur Abschatzung der Depletionseffizienz wurden
Proteinextrakte aus Hoden erzeugt und die Proteinmenge mit und ohne Expression der
entsprechendersiRNAs irmunologisch untersuchDurch Expression der siRNAs kann eine
signifikante Reduktion der endogenen Proteinlevel von SMC2, CapG und Barren in der

mannlichen Keimbahn hervorgerufen werdgkbb.16)

Ein weiteres Kriterium fur die Qualitat von siRNAs ist, neben einer ausreichend hohen
Depletionseffizienz, die Spezifitdit des RM&mittelten Abbaus. Andernfalls wirden
hervorgerufene Phanotypen als Resultat von etwaigéirtarget-Effekten fehlinterpretiert
werden. Um die Spezifitat der Depletion zu verifizieren, solkBRNAesistente Varianten

der Gene fUISMC2 CapGsowie Barrenerzeugt und die durch den RN&bhangigen Abbau
hervorgerufenen Phéanotypen durch deren Expression gerettet werdém zu
gewabhrleisten, dass eine mRNA nicht mehr durch die korrespondierende siRNA degradiert
werden kann, muss bei siRMdésistenten Transgean der zur siRNA komplementéare
Sequenzabschnitt durch gerichtete Mutagenese modifiziert werden ohne die physiologische
Funktionalitat des translatierten Genprodukts zu beeinflussen. Die Degeneriertheit des
genetischen Codes ermdglicht es, die kodierendguSez durch einzelne Basenaustausche

zu modifizieren, ohne das Kodierungspotential und die Priméarstruktur des resultierenden
Proteins zu verandern. Die unterschiedliche Beschaffenheit der verwendeterRNAS
Konstrukte stellt zugleich unterschiedliche @mferungen an die die Resistenz
vermittelnden Sequenzmodifikationen. Wahrend die fir den Abbau von SMC2 und CapG
verwendeten Linien kurze, 21 Nukleotide langRBIAs kodiere(Ni et al., 201}, erfolgt im

Fall von Barren die Synthese einer landrairpin RNA (530 bp), welche erst innerhalb der
Zelle zu mehreren aktiven siRNAs prozessiert wird. Um eine vollstandige Resistenz gegen alle
potentiell prozessierten siRNAs zu gewéhrleisten, musste folglich der gesamte 530 bp
umfassende Sequenzabschnitt Barren mutiert werden. Im Fall von SMC2 und CapG
hingegen geniig die Basenmodifikation der 21t langen siRNA Zsdquenzen (siehe
Anhang, Abb. 38
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Da sich aufgrund dd€omplexitatder erforderlichen Kreuzungsschritettungsexperimente

in der mannichen Kanbahn aul3erst schierig gestalten, solltediesesowohl in miotischem
Gewebe als auch in der weiblichereikhbaim durchgefuhrt werdenZuerstsollte versucht
werden durch ektopische Expression der siRBBEstenten Transgene die durch die RNAI
vermittelte Depletion von Condensin | in der Augenimaginalscheibe hervorgerufene pupale

Letalitat zu retten(Abb. 17)

A

. ey-Gal4 Condensin-EGFP-(siRNA™s)  + UAS-Condensin-RNAi ey-Gal4 Barren-EGFP-siRNA™s UAS-Barren-RNAI +
Finale Kreuzung: . — - X

Cyo TM3, Sb + ' UAS-Condensin-RNAi Cyo ' TM3-Ser UAS-Barren-RNAi * +

siRNA Transgen / \l l

Expression Expression

+  UAS-SMC2-RNAi + UAS-CapG-RNAi UAS-Barren-RNA +
) B Cyo ' TM3,Sb cyo TMS3,Sb cyo * TM3,Ser
ey-Gal4  UAS-SMC2-RNAi ey-Gald UAS-CapG-RNAI ey-Gal4 +
+ - + ' TM3sh P TM3,Sb UAS-Barren-RNAi * TM3,Ser
+ SMC2,-EGFP-(siRNA™=) + ) CapG-EGFP-(siRNA™s) UAS-Barren-RNAi  Barren-EGFP-(siRNA™s)
+ CyO * UAS-SMC2-RNA CyO ' UAS-CapG-RNAi cyo ’ +
ey-Gald SMC2,-EGFP-(siRNA™s) ey-Gal4  CapG-EGFP-(siRNA™) ey-Gal4 Barren-EGFP-(siRNA™s)
+ + + ' UAS-SMC2-RNAi +  'UAS-CapG-RNAI UAS-Barren-RNAi +
siRNA Transgen SMC2,-EGFP- CapG-EGFP- Barren-EGFP-
Expression  Expression SMC2,-EGFP siRNAres CapG-EGFP siRNAres Barren-EGFP siRNAres
- - 22 (42 %) 54 (38%) | 36(51%) 39 (27 %) 97 46%) 107 (28 %)
+ - - - - - 1(0,5 %) 1(0,3 %)
- + 31 (58 %) 51 (35 %) 34 (49 %) 54 (38%) 108 (51%) 103 (27 %)
+ + - 39 (27%) - 49 (35 %) 5(2,5 %) 165 (44 %)

Abbildung 17| Komplementation der Letalitdt nach RNAvermitteltem Abbau von Condensin
Untereinheiten durch ektopische Expression siRIESistenter TransgeneA) Finale Kreuzungsschritte zur
Durchfiihrung des Rettungsexperiments. Die fir CapG und SMC2 durchgefuhrten Kreuzungsschritte sind analog
dzy R 6 dzZNRSy |k Acdnigngefagsi Dig erwarteten Genotypen einer jeden Kreuzung sind
unten aufgelistet. Zur Vereinfachung wurden diese nach Expression des Transgens und Expression der siRNA
mit + bzw.- kategorisiert. Die Bezeichnung ConderB@FHRSIRNA®) indiziert optonal die wildtypische oder
siRNAresistente Variante. B) Quantifizierung der Nachkommenschaft aus den finalen Kreuzungen
entsprechend der jeweiligen Genotypen. Angegeben sind sowohl die absoluten Zahlen als auch der errechnete
prozentuale Anteil gemessennader Gesamtzahl aller quantifizierten Individuefnzahl und prozenzualer

Anteil der geretten Individuen sind durch fettgedruckte Zahlen hervorgehoben.
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Eine Suppression dieses Phanotyps wirde sich durch eine Aufhebung der Letalitat und dem
Auftreten vonlebensfahigen Individuen auf3ern. Dazu wurden Fliegen generiert, die neben
dem Gal4Treibertransgen €y-Gal4 und dem jeweiligen UABNAiKonstrukt UAS
CondensifRNA) das korrespondierende siRM@ésistente Transgen CondensitEGFP
SiRNA®) besitzen(Abb. 17 A). Als Kontrolle wurde ein analoges Experiment mit einem
wildtypischen, nichtesistenten EGFmarkierten TransgerQondensifEGFPdurchgefihrt.

In allen drei Fallen kann die pupale Letalitdt durch Integration des jeweiligen -SiRNA
resistenten Trarmgens komplementiert werden (Abb. 17 B). Die geretteten Individugn (
Gal4/+; SMGREGFRIRNAYUASSMC2RNAI oder ey-Gal4/+; CapEGFRIRNAYUAS
CapGRNAioder ey-Gal4JJASBarrenRNAI; BarrefleGFRBIRNAY+) treten mit annahernd

der nach Mendel zuerwartenden Haufigkeit von 33 % auf. Individuen, welche eine
wildtypische Kopie des Transgens anstelle der siRRNiAtenten Variante exprimieren,
treten unter den Nachkommen entsprechend den Erwartungeicht auf (Abbl7B).
Lediglich im Fall von Barreonnten auch solche IndividuereytGal4/UASBarrenrRNAI;
BarrenEGFP) nachgewiesen werden, wenn auch mit einer geringen Haufigkeit von 2,5 %.
51 RS NEstapekl@biduan auch nach RNili Abwesenheieines weiteren Transgens

zu verzeichnen wareney-Gal4/UASBarrenrRNAI; +TM3,Se), deutet dies auf einen
ineffizienten Abbau der mRNA von Barren hitinAnteil der geretteten Individuemon etwa
10-20% in allen drei Fallenweist zudem eine abnormale Augenmorphologie auf. Das
Auftreten des deformierten Augenphanotyps spricht daftir, dass der durch Expression der
Condensirspezifischen siRNAs erzeugte Phanotyp in diesen Individuen durch Einbringen des
entsprechenden Rettungstrsgens nicht vollstdndig gerettet, sondern lediglich teilweise
supprimiert wird.

Um die Spezifitat der Depletion auch auf molekularer Ebene bestatigen zu kénnen, wurden
die jeweiligen RNAXonstrukte fur derknockdowrnvon SMC2, CapG und Barren wahrend der
weiblichen Oogenese unter Kontrolle des maternatefubulin Promotors exprimiert und

die Proteinlevel der wildtypischen und siRMSistenten Varianten immunologisch im
Western Blot verglichen (Abb. 18\)&hrend die EGFRarkierten, wildtypischen Variaah
(SMC2-EGFP undCapGEGFP nach Induktion des RN®érmittelten Abbaus effizient
depletiert werden, bleibt das Proteinlevel der siRMAistenten Varianten (SMGEGFP
SiRNA® und CapGEGFRIRNA®) konstant (Abbl8). Da die Rettungstransgene im

endogenen Hintergrund des jeweiligen Proteins exprimiert werdd&ann durch die
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Sondierung mit Antikorper, die gegen die CondensiAUntereinteiten gerichtet sind,
gleichzeitig das jeweilige endogene Protein detektiert wetdBie endogenen Proteine

werden nachExpression der siRNA erwartungsgemalf ebenfalls abgebaut.

SMC2,-EGFP SMC2,-EGFP- SMC2,-EGFP SMC2,-EGFP- CapG-EGFP CapG-EGFP-
siRNAres siRNAres siRNAes
RNAI - + - + - + - + RNAI < + 7 +
— —
anti-SMC2 - - GEd @ anti-EGFP -— - anti-EGFP
anti-Tubulin p— — | onti-Tubulin s e amsmn | 201-Tubulin

Abbildung 18| Die Depletion von Condensibdntereinheiten in der Keimbahn kann durch Expression siRNA
resistenter Transgene gerettet werdenFir den immunologischen Nachweis wurden Proteinextrakte aus
Ovarien der Genotypeh n -Gala¥/P16/+; SMGZEGFRsiRNA%/UASSMC2RNAI(+) oder+/CyO; SMG2
EGFRsiRNAS/UASSMC2RNAI(-) oderh n -Galay/P16/+; Cap&GP-(SiRNA®)/UASCapGRNAI ¢) oder
+/Cy0O; Cap&GFHRsiRNA9/UASCapGRNAI(-) hergestellt. Es wurden jeweils 2 Ovarienaquivalente pro Bahn
geladen. Die Sondieruregfolgte mit gegen SMC2,D Ct & Rubufin§jerichteten Antikérpern.

Fiur den Fall der RN&ermittelten Depletion von Barren konntn analogeiNachweis nicht
erbracht werden, da das UA®nstrukt flr die gegen Barren gerichtetairpin RNA als
Antwort auf Gal4 keine produktive Transkription in der weiblichen Keimbahulgrl®AS
Konstrukte auf Basis von pKG2éktoren sind bezliglich des enthaltenen Basalpromotors
(hsp70) sowie derregulatorischen3-UTRSequenzen (SV40) nicht fir die Expression
wahrend der Oogenese optimier(Rorth, 1998) Lange Sequenzen, wie die 530 bp
umfassende, kodierende Sequenz fur den Batraimpin, lassersichmutmallich kaum oder
gar nicht exprimierenZwar sind auch id fur die @pG und SMCzpezifischen shRNAs
kodierenden UA%onstrukte, welcheauf Grundlage von Wlium20 bzw. Valium20
Plasmi@n basieren nicht expliziert fir eine Expression in der weiblichen Keimbahn
modifiziert. Kurze shRNAs kdnnen mit diesem Sysaegenscheinlicldlennoch erfolgreich
transkribiert werden.Um die Spezifitat der Barrebepletion denwoch verifizieren zu
kénnen,sollte die hairpin RNA zuklnftig zygotisch odeéhrend der Embryasentwicklung

exprimiert werden und deAbbau der unterschiedlichen Barr&farianten verfolgt werden.

Anhand der gezeigten genetischen umdmunologischen Daten lasst sislehlussfolgern,

dassdie Expression der siRNAs eine spezifische Depletion der Condlerisneinheiten
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vermittelt und dasgdie Phanotypendie nachRNAiabhéngiger Depletion von SMC2, CapG
und Barren auftreten, zumindest in mitotischem Gewebegdurch Expresion der
korrespondierenden siRNwesistentenTransgene gerettet werden kdnneSomitkann die
Existenz unspezifischeoff-target-Effekte weitgehend ausgeschlossemerden. Da die
Spezifitat der siRNAS sowohl in mitotischem Gewebe als auch in der weilielrabahn
verifiziert werden konnte, ist davon auszugehen, dass die Spezifitat auch in der mannlichen

Keimbahn gegeben ist.

2.3.2Die Inaktivierung von Condensin | fihrt zu einer Reduktion der m&nnlichen Fertilitat

Um potentielle Effekte der RNA&ermittelten Inaktivierung des CondensiKémplexes auf

die mannliche Keimzellbildung zu identifizieren, erfolgte die Expression der -SiRNA
Konstrukte erneut unter der Kontrolle vobhamGal4VP16in den frihen Stadien der
Sermatogenese. Mannliche Individuen wurden genetisch auf ihre Fertilitdt hin untersucht.
In zehn unabhéangigen Experimenten wurde jeweils ein einzelnes Mannchen mit drei
wildtypischen, jungfraulichen Weibchen verpaart und die gesamte Nachkommenschatft nach
Elablage Uber einen definierten Zeitraum von drei Tagen quantifizi2it. Depletion von
SMC2, CapG und Barren fiihrt in allen drei Fallen zu einer signifikanten Reduktion der
mannlichen Fertilitat (Abb. 19). Wahrend Mannchen nk&obckdownvon CapG und Bame
relativ zu den Kontrollindividuen 3% bzw. 8% weniger Nachkommen hervorbringen, hat

die Depletion von SMC2 eine vollkommene Sterilitat der betreffenden Individuen zur Folge.
Um auszuschlieRen, dass die Zeugungsunfahigkeit einzelner Paarungen aefilitiét Ser
weiblichen Fliegen zurtckzufiihren ist, wurden diese im Anschluss mit wildtypischen
Mannchen verpaart und das Auftreten vitaler Nachkommen untersucht. Da in allen
Paarungsansatzen Nachkommen auftraten, konnte eine weibliche Sterilitdt alghdrsa
ausgeschlossen werden. Neben der unterschiedlich starken Reduktion der Fertilitat nach
Depletion der einzelnen Condendimtereinheiten ergeben sich teils erhebliche
Schwankungen bezuglich Fertilitdt in den zehn unabhangigen Kreuzungsansatzen desselben
Genotyps (Abb. 19). Diese kénnen sowohl durch die natirliche Variabilitat in der
Fruchtbarkeit der Individuen als auch durch die allgemeine Fitness einzelner, verpaarter

Fliegen bedingt sein.
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Abbildung 19| Die Depletion von Condensihin der mannlichen Keimbahn hat eine signifikante Reduktion
der mannlichen Fertilitat zur FolgeQuantifizierury der Nachkommenschaft aus d€reuzung wildtypischer
Weibchen ) mit Mannchender GenotypenUASBarrenRNAI/+; barmGal4VP16/+oder +/+; UASSMC2
RNAi/bamGal4VP160oder +/+; bamGal4VP16/UASCapGRNAI Als Kontolle (ctrl) wurden Mannchen des
Genotyps bam-Gal4VP16 analysiert. Die Balken représentieren das arithmetische Mittel aus der
Nachkommenschaft von zehiingelnen Mannchen e#s Genotyps. Die statistische Auswertung erfolgte durch
dzy LJ- A NB R -testi{*qrf0 $5/ 1+p<€0,001).

Im nachsten Schritt wurde abgeklamb die fir die Zeugungsunfahigkeit der Paarungen
ursachlichen Defekte vor oder erst nach der Kopulation atdtreZu diesem Zweck wurde

untersucht, ob Mannchen nach Condensiaktivierung in der Lage sind reife Spermien zu
bilden. Mannliche Individuen wurden in Abwesenheit von Weibchen gehalten, um zu

gewahrleisten, dass die produzierten Spermien in den Samseblakkumulieren. Nach

zehn Tagen wurden die Samenblasen prépariert, fixiert und deren durchschnittliche Grofe

guantifiziert. Im Gegensatz zu wildtypischen Mannchen sind die Samenblasen Condensin

depletierter Individuen deutlich kleiner und mit weniger fesi Spermien angereichert

(Abb.20 A).Die massivste Auspragung ist erneut im Fall der SDK}fetion zu beobachten.

Lediglich in vier Fallen waren die Samenblasen als solche identifizierbar. In einem Grol3teil

der Praparate jedoch konnten diese, aufgruresdyeringen Volumens, nicht eindeutig vom

Gewebe des Samenausflihrganges unterschieden und somit nicht in die Auswertung

einbezogen werden. Das Defizit an reifen Spermien weist daraufhin, dass die beeintrachtigte
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Fertilitat durch Defekte wahrend der manrien Keimzellbildung verursacht wird und sich

folglich bereits vor der Kopulation manifestiert.

50000000
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20000000

10000000

durchschnittliche GréRRe der Samenblase [AU]

Abbildung 20| Die Inaktivierung von Condensihwahrend der Spermatogenese fihrt zu einem Defizit an
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reifen Spermien und einer erhéhten Anzahl unbefrueter Embryonen A) Mannchen der GenotypadAS

BarrerRNAIi/+; bardGal4VP16/+oder +/+; UASSMC2RNAi/bamGal4VP16oder +/+; bamGal4VP16/UAS
CapGRNAi wurden zehn Tage lang in Abwesenheit von Weibchen in Futterréhrchen gehalten. Oben:
Repréasentative Aufnahmen von Samenblasen. Die Samenblasen wurden préapariert, fixiert, mit Hoechst 33258
gefarbt und mikroskopisch durch Aufnahme veBtapeln analysiert. BK3stab: 50um Unten: Quantifizierung

der durchschnittlichen GréRe von Samenblasen. Diejenigbene, in welcher die Samenblasen den grofliten

Durchmesser aufweist, wurde ausgewahlt und die Flache unter Verwendung der Sditveeyelguantifiziert.

Die Balke reprasentieren die durchschnittliche Flache der Samenblasen. Die Fehlerbalken reprasentieren die
jeweilige Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte dim¢gH.J- A NB R -testi(*daR0DY: (i W &
*** n<0,001). B) Quantifizierung des Arite anunbefruchteten Embryonen auBaarungsansatrevon pweils

30 Mannchen des entsprechenden Genotyggehe oben)mit 70 wildtypischen Weibchenw(). 0-3 h alte
Embryonen wurden gesammelt, fixiert und die DNA mit Hoechst 33258 gefarbt. Befruchtete Embryonen
kdnnen anhand stattfidender mitotischer Proliferatiordentifiziert werden, unbefruchtete Embryonen weisen

als einzige Chromatinmasse den Oozytenkern auf. Mal3staljarh00
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Daruber hinaus wurden die Embryonen der unterschiedlichen Paarungen auf etwaige
Anomalien hin untersucht. Es wurden30h alte Embryonen gesammelt und die DNA mit
Hoechst 33258 visualisiert. Eine detaillierte Betrachtung der abgelegten Embryonen macht
deutlich, dass nach Depletion von SMC2, CapG und Barren eine erhdhte Anzahl vietmeintl
unbefruchteter Embryonen abgelegt wird (Al#fB). Entsprechende Embryonen sind
dadurch charakterisiert, dass in diesen keine embryogenesespezifischen, mitotischen
Proliferationsprozesse ablaufen, sondern der weibliche Oozytenkern als einzig®1&8s$A
persistiert (Abb20 B).

Allerdings ergibt sich, mit Ausnahme von SMC2, eine deutliche Diskrepanz zwischen der
Anzahl der Nachkommenschaft und der Quantitat an unbefruchteten Embryonembigl

19 und 20). Entsprechend der dRéktion der Nachkommenselft ware ein mafgeblich
hoherer Prozentsatz an unbefruchteten Embryonen zu erwarten gewesen. Folglich muss in
Betracht gezogen werden, dass es eine Subfraktion von Embryonen gibt, welche zwar
befruchtet ist, jedoch im Laufe der Embryonalentwicklung stiBahe maogliche Ursache fur

die eingeschrankte Vitalitat und die embryonale Letalitdt sind genetische Defekte der
betroffenen Embryonen, welche durch Gendosiseffekte in Folge einer Befruchtung mit

aneuploiden Spermien hervorgerufen werden.

2.3.3 Die Inaktivierung von Condensin | hat eine aberrante Chromosomensegregation zur

Folge

Eine haufige Ursache von numerischen Chromosomenaberrationen in Keimzellen sind Fehler
im Verlauf der Meiose, speziell wahrend der Segregation des genetischen Materials in
Anaphase | und Il. Um die Ursache des beobachteten Fertilitdtsverlusts genauer
identifizieren zu kénnen, sollte der Prozess der Keimzellbildung auf cytologischer Ebene
analysiert werden. Um die meiotische Progression in Abwesenheit eines funktionellen
Condensin-Komplexesn vivobeobachten zu kénnen, wurdeniégenlinien erzeugt, welche

die rot-fluoreszierende Variante des Histons 2Av exprimieren und zugleich einzelne
CondensirUntereinheiten Uber RNAIi depletieren. Die unmittelbar auf den NEBD folgende
Phase ist durch zwei grundlegende Prozesse gekennzeichnet: die Chromosomen der vier
meiotischen Bivalente werden zunehmend kondensiert und in der Metaphaseplatte

innerhalb der Meiosespindel ausgerichtet. Beide Prozesse, Chromosomenkondensaton
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alignment, scheinen trotz der verminderten Funktionalitdt von Condensin nicht merklich

beeintrachtigt zu sein (Abb. 21).

Prometaphase Metaphase Anaphase

SMC2-RNAI

CapG-RNAi

Barren-RNAI

Abbildung 21| Die keimbahnspeifische Depletion von CondensirUntereinheiten fuhrt zu einer
fehlerhaften Chromosomensegregation in Meiosén vivo Mikroskopie von primdaren Spermatozyten aus
Ménnchen der GenotypetJASBarrenRNAIiA; His2AvmRP 111.1,bam-Gal4VP16/+ oder +/+; UASSMC2
RNAIiHiIs2AvmRP 11I.1,bam-Gal4VP160oder +/+; UASCapGRNAIHis2AvmRFP lll.1bam-Gal4VP16sowie
+/+; His2AvmRFP lll.Jham-Gal4VP16+ (ctrl). Zysten wurden aus den Hoden friiher Pupalstadien isoliert und
kultiviert. Es ist der Verlauf von Meiose | mit reprasentative Aufnahmen verschiedener Megiadidn
gezeigt Auffallige Anaphasefiguren sind mit einem Pfeilkopf markMefRstab: 2Qum

Obwohl nur mild ausgepragte Veranderungen der Chromosomenmorphologie mit dem
experimentellen System nicht detektiert werden kénnen, deutet dies daraufhin, dass
Condensin fur die grundlegende Assemblierung meiotischer Chromosomen entbehrlich zu
sein sbeint. Dies ist konsistent mit sich in der Literatur hdufenden Daten, wonach eine
CondensirDepletion zwar die Struktur mitotischer und meiotischer Chromosomen

beeinflusst, die Kompaktierung des Chromatins jedoch nur unwesentlich beeintrachtigt
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(Hagstrom gal., 2002; Hudson et al., 2003; Jager et al., 2005; Ono et al., 2003; Savvidou et
al., 2005; Steffensen et al., 2001; Yu and Koshland, 2003). Folglich muss davon ausgegangen
werden, dass auch in der mannlichen Meiose von D. melanogaster alternative h&Tiea
existieren, welche den Verlust von Condensin kompensieren und Chromosomen
kondensation vermitteln.Im Gegensatz zu einer unbeeintrachtigten Prometand
Metaphase offenbaren sich nach Depletion von SMC2, CapG und Barren sichtbare
Auswirkungen auf @ Chromosomensegregation in Anaphase. In einer Vielzahl sich teilender
Spermatozyten im Condensdepletierten Hintergrund treten aufféllige Anaphasand

Telophasefiguren auf (Abb. 21).

Tubulin Uberlagert

SMC2-RNAI

CapG-RNAi

Barren-RNAI

Abbildung 22| Die Depletion von SMC2, CapG und Barren fihrt Amaphasebriicken zwischen
segregierenden Chromosomen in Anaphase Mergleich von Anaphadd-iguren im wildtypischen und
Condensirdepletierten Hintergrund. Testes aus adulten Ma&nnchen der Genotyp&8BarrerRNAI/+; bam
Gal4VP16/+oder +/+; UASSMC2RNAi/bamGal4VP16oder +/+; UASCapGRNA/bam-Gal4VP16sowie w

(ctrl) wurden prapariert, fixiert und immunhistologisch gefarbt. Die Farbung von Tubulin erfolgte mit einem
anti-n -TubulinrAntikdrper (weil3). Die DNA wurde mit Hoechst 33258 gefédi). MaRstab: 10 pm
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Obwohl der Eintritt in die Anaphase zunachst korrekt erfolgt, werden die beiden
Chromosomenmassen nicht ordnungsgemald voneinander getrennt. Um héher auflésende
Aufnahmen individueller Anaphasd-iguren zu erhalten, wurden fixierferaparate adulter
Testes hergestellt und immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. [22). IF
Aufnahmen offenbaren persistierende Verbindungen von Chromatinstrangen in Anaphase |
nach Depletion von SMC2, CapG und Barren (Abb. @Bjomatinbricken zischen
Schwesterchromatiden in Anaphase Il kbnnen ebenfalls beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Das Auftreten von Anaphasebriicken nawckdownvon SMC2, CapG und Barren
reflektiert den Phanotyp der Condendiyepletion in mitotisch proliferierendenellen (Bhat

et al., 1996 Green et al., 201,2Hagstrom et al., 20Q2Savvidou et al., 2005)ager et al.,
2005) Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass der Conddfamplex inD. melanogaster
Méannchen zwar nicht fir die Chromosomenkompaktierung, jedoch fur eine fehlerfreie

Chromosomensegregatn inMeiose erforderlich ist.

2.3.4 Fehler bei der meiotischen Chromosomensegregation filhren zintstehung

aneuploider Keinzellen

Chromosomensegregationsdefekte stellen eine potentielle Quelle genomischer Instabilitat
dar und kénnen zu DNBrichen, chromosontan Fehlverteilungen und infolgedessen zu
numerischen Chromosomenaberrationen fuhren. Um zu untersuchen, ob die durch
Condensidnaktivierung hervorgerufenen Segregationsdefekte in Meiose chromosomale
Fehlverteilungen nach sich ziehen, wurden klassidtbradisjunctionAnalysen durchgefuhrt
(Abb. 23) Bei diesen auf Kreuzungsexperimenten basierenden, genetischen Tests kann
nachgewiesen werden, ob mannliche Individuen eine erhéhte Anzahl aneuploider
Keimzellen bilden. Fehler bei der meiotischen Chromosomeagagon konnen bei diesen
Tests anhand von phanotypischen Veranderungen in der Folgegeneration detektiert werden.
Durch die Befruchtung mit aneuploiden Spermien entstehen abnormale Nachkommen, die
sich von den normalen, durch Befruchtung mit euploiden r8peEn gezeugten
Nachkommen, differenzieren lassen. Um die Fehlsegregation im Fall von Autosomen
analysieren zu konnen, wurden die zu untersuchenden Mannchen mit genetisch
manipulierten WeibchenverpaarE ¢ St O f[CBmpdritd&hromosom C(4)RM¢it ey?

tragen.
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IV.Chromosom Nondisjunction X-Y-Nondisjunction
Genotyp Phéanotyp Genotyp Phanotyp
[o/+ wt ] XX Weibchen, wt
C(4)RM, ci’ eyR/ + wi XY.B® Mannchen, B*®
0/0 letal X0 Mannchen, wt
C(4)RM, ci' ey® /0 ey” XXY,B: Weibchen, B®
0/++ wt
[ C(HRM, ci' ey® 7 ++ wt ]
B
mannlich weiblich gesamt
n wt eyR n wt eyR n ey® % eyR
ctrl 677 677 0 680 679 1 1357 1 0,07
Solo 226 176 50 185 159 26 411 76 18,49
CapG | 1020 800 220 | 492 399 93 1512 313 20,50
Barren | 341 286 55 196 174 22 537 77 14,34
mannlich weiblich gesamt
n XY,B* X0 n XX XXY,B* n NDJ % NDJ
ctrl 1138 1137 1 1312 1309 3 2450 4 0,16
CapG | 498 382 116 486 474 12 984 128 13,01
Barren | 852 778 74 892 871 21 1741 95 5,46
25,00%
®  2000%
©
E m ctrl
n=
L 15,00% ond
8 @ Solo™
2
3. 10,00% B CapG-RNAi
0 -
S 1781 O Barren-RNA
S 500%
n= n=
1357 2450 na.
0,00% e

IV-Chromosom

X-Chromosom

Abbildung 23
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S ompoundChromosomen handelt es sich um synthetische Chromosomen, welche
durch die Fusion zweier homologer Chromosomen, in diesem Fall der beiden IV.
Chromosomen, gekennzeichnet sind. Durch chromosomale Umlagerung wurden die
homologen Chromosomenarme so manipuljedass diese sich ein Centromer teilen und
nicht mehr getrennt voneinander segregiert werden kénnen. Uber dieGgjRMci' ey?
befindliche, rezessive Markermutatioey® welche sich in Form einer verkleinerten
Augenmorphologie mit irregularen Facettenanifestiert, kann eine Aussage uber den
spezifischen Ploidiegrad des IV. Chromosoms getroffen werden. Die Eizellen derartiger
Weibchen verfiigen entweder uber beide (digh bzw.C(4)RM, &iey?) oder iiber keines
des beiden IV. Chromosomen (nulé bzw.0). Durch Befruchtung solcher Eizellen mit
normalen, haploiden Spermien des Mannchens treten Nachkommen der Gendiypend
Q4)RM, ciey¥+ auf (Abb. 23 AHingegen kénnen durch eine Befruchtung mit aneuploiden
Keimzellen (0 oder ++) vier aulerordéfie Genotypen entstehen:0/0 oder
C(4)RMc¢i' eyy0 oder 0/++ oder C(4)RMgitey¥++ (Abb. 23 A). TriplolV Individuen
(Q4)RM, diey¥+) sind vital, ferti und unterscheiden sich hinsichtlich der
Augenmorphologie aufgrund des wildtypischen Allels vey auf dem paternalen
Chromosom nicht von wildtypischen FliegeNullolV Indivduen @/0) treten unter
Nachkommen nicht auf, da dagtten beider IV. Chromosomen ketalitat fuhrt. TetralV
(C(4)RMci* ey¥++) sowie haplolV Q/+) Fliegenweisen einesehr geringe Uberlebensrate
auf und sind unter den Nachkommen stark unterreprasentieBezuglich des
Augenphénotyps sind diessbenfallsvon normalen Nachkommen nicht zu unterscheiden
(Harris et al., 2008

Abbildung 23| Erhéhte Fehlsegregationsrate von Autosomen und Gonosomen nach Inaktivierung von
Condensin | in der mannlichen Keimbah#fir die NondisjunctiorAnalysen des IV. Chromosoms wurden
mannliche Individuen der GenotypdoASBarrenrRNAI/+; barGal4VP16/+oder +/+; bamGal4VP16/UAS
CapGRNAioder sold?*%¥s0l0”2%*® (solo”) oder w™ (ctrl) mit jungfraulichen Weibchen des Géyps C(4)RM,

ci' eyY0 verpaart.Firr die Segregationsanalyse der Geschlechtschromosomen wurden Mannchen des Genotyps
X/Dp(1;Y)Bry; bamGal4VP16/UASCondensisRNAImIt jungfraulichen wildtypischen Weibchen verpaart. A)
Potentiell erwartete Genotypen sdes Phanotypen der Nachkommenschaft der angegemekreuzungen bei
Befruchtung mit hploiden und aneuploiden Spermieifliegen der Genotypelti:(zl)F{Mci1 ef/++ und 0/+

(eckige Klammernyeten nur selten und erratisch auf und wurden bei der Quantifizieroioht beriicksichtigt.

B) Klassifizierung und Quantifizierung der Nachkommenschaft der angegebenen Kreuzungen. Die Tabelle
reprasentiert die absoluten Zahlen nach Auszahlung aller Nachkommen. Die Balken reprasentieren den
prozentualen Anteil an Nachkommenwglche aus der Befruchtung mit aneuploiden Spermien hervorgegangen
sind. Die Genotypen, welche nach Befruchtung mit aneuploiden Spermien entstehen sind jeweils grau
hinterlegt.
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Als einzige Klasse vavondisjunctiorEreignissen lassen sic®(4)RMgi* ey¥ 0-Individuen
nachweisen, da nur Nachkommen dieses Genotyps aufgrund der Auspragung der rezessiven
Markermutation ey® phanotypisch eindeutig identifiziert werden koénnen. Alle anderen
Klassen bleiben unbemerkt, da diese entweder ein wildtypisches Erschebilthgufweisen

oder im Fall vor0/0-Embryonenletal sind (Abb. 23 A). Als Positivkontrolle und um die
Funktionalitdt des Systems zu bestatigen, Fehlsegregationsereignisse wahrend der
Spermatogenese nachweisen zu konnen, wurde N@ndisjunctiorRate solo-mutanter
Individuen bestimmt. SOLGigters on the loogevurde erstmals als kohasives Protein in der
mannlichen Meiosevon D.melanogasteridentifiziert (Yan et al., 2010 solo-mutante
Individuen offenbaren einen frihzeitigen Verlust der centromerischéohasion und
infolgedessen hohe Frequenzehromosomaler Fehlsegregationeowohl in Meiose | als
auch Meiose I{Yan et al., 2010 Tatsachlich kann fisolemutante Mannchen eine erhhte

Rate (18,4%0) IV. chromosomaléiondisjunctiorbestatigt werden. (Abb. 23 B)lach RNAI
vermittelter Depletion von CapG und Barren treteg-Individuen mit einer vergleichbar
hohen Haufigkeit von 14,34 % bzw. 20%Guf (Abb23 B).Da mit dem hier durchgefiihrten

Test nicht alle Klassen von Fehlsggtionsereignissen eindeutig erfasst werden kénnen,
reprasentiert der ermittelte Prozentsatz an Fehlsegregationen eine Unterbewertung des
reellen WertesWeil die zweite Klasse an dipld Fliegen0/++), die nach Befruchtung mit
aneuploiden Spermien aufiten konnen mit statistisch derselben Haufigkeit auftreten
sollte, muss davon ausgegangen werden, dass die tatsadchliche Raloragtisjunction

Ereignissen mutmallickis doppelt so hockinzuschétzen ist.

Um neben der autosomalen Segregation eine Aussadper die Segregation der
Geschlechtschromosomen in Abhangigkeit von Condensin treffen zu kdnnen, wurden
transgene Mannchen erzeugt, welche neben den beiden Transgéhe8GondensirRNAI

und bam-Gal4VP1§ fur den RNAvermittelten Abbau der Condensldntereinheiten ein Y
Chromosom tragen, welches die dominante Markermutat®hbesitzt. Diese M&nnchen
wurden anschlieBend mit wildtypischen Weibchen verpaBeiB® handelt es sich, ahnlich

wie ey® um einedie Augenmorphologie betreffende Mutation, welche zu einer Reduktion
der Ommatidienanzahl fuhrt und die Augen kleiner und nierenférmig erscheinen lasst. Im
Falle einer unbeeintrachtigten Segregation der Geschlechtschromosomen wirden aus der
Kreuzung nur @lche Mannchen mit reduzierten AugeKY,B) und wildtypische Weibchen

(XA hervorgehen. Das Auftreten von wildtypischen Mannché® ¢der augenphanotypisch
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auffalligen WeibchenXXYB® wiirde eine Fehlsegregation der Geschlechtschromosomen
wahrend dermannlichen Meiose indizieren. Tatsachlich l&sst sich nach-WRiAittelter
Depletion von CapG und Barren eine signifikant erhéhte Rate (13,01 % bzw. 5,41 %) an
NondisjunctiorEreignissen des XYPaares nachweisen (AbR3B). Eine detaillierte
Betrachtungder Nachkommen lasst auf3erdem Ruckschlisse dartber zu, ob durch Depletion
von Condensin | die Homologemder die Schwesterchromatidtrennung préaferentiell
betroffen ist. Aneuploide X¥permien konnen ausschliellich durddondisjunction
Ereignissedn Meiose | entstehen. Das Auftreten von Nachkommen des Genot)pss’
bestétigt somit eine fehlerhafte Trennung der homologen Chromosomen nach Depletion von
Condensin |. Falls Fehlsegregation nur in Meiose | auftritt, sollten -8pkomien
erwartungs@maf mit der gleichen Haufigkeit entstehen wieSférmien. Da jedoch solche
Nachkommen, die auf eine Befruchtung mit nefipermien zurickgehenX@), um ein
Vielfaches haufiger auftreteAbb. 23 B) kann davon ausgegangen werden, dass die
Inaktivierung wn Condensin | zu Fehlsegregatmmwohlwahrend der ersten als audther

zweiten meiotischen Teilung flhrt.

Uber die chromosomale Fehlsegregation in Anhangigkeit von SMC2 kann im Rahmen der
durchgefiihrten Tests keine Aussage getroffen werden, da aufgdenddurch den SMC2
knockdownhervorgerufenen Sterilitat keine vergleichbaren Analysen durchgefihrt werden
kénnen. DieNondisjunctiorAnalysen fir die Depletion von CapG und Barren belegen
jedoch, dass die durch Condensiraktivierung in Meiose hervorgemiien Defekte eine
nachweisliche Fehlsegregation von Autosomen sowie Gonosomen nach sich ziehen und

infolgedessen aneuplde Keimzellen gebildet werden.

Um das Auftreten aneuploider Spermienkerne cytogenetisafifizieren zu kdnnen, wurden

die Chromosomemmmunfluoreszenzmikroskopisaichtbar gemachtDurch Quantifizierung

der Chromosomenanzahl pro Spermienkern kénnen Abweichungen von der normalen
Chromosomenanzahl unmittelbar erfasst werden. Die Visualisierung der Chromosomen
erfolgte zuné&chst durch spéache Farbung des Proteins @@dntromee identifier), welches
praferentiell in der centromerische Chromatinregion lokalisiertCid reprasentiert eine
Centromerspezifische Variante Histon HBnlicher Proteine und bildet dd3. melanogaster

Homolog zum Cenp Protein der Vertebran (Henikoff et al., 200D
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Abbildung 24| Abnormale Anzahl an Cid/CenkHci in Spermienkernen nach RN@érmittelter Depletion
einzelner CondenshtUntereinheiten in der mannlichen KeimbahnA) Immunhistologische Farbung an
Quetschpraparaten von adulten Testes ndshm-Gal4VP16abhangiger Expression Condenspezifischer
siRNAs. Als Kontrolle wurden Individuen der Genotylpam-Gal4VP16(ctrl) und sold”>***¥solo”***® (solo™)
untersudit. Die Farbung von Cid erfolgte durch einen gegen Cid gerichteten Antikdrper (grun), die Farbung der
DNA mit Hoechst 33258 (rot). Es sind reprasentative Aufnahmen einzelner Spermienkerne gezeigt, die eine
abweichende Anzahl an Cid/CenBRjnalen aufweiserMal3stab: 5um B) Quantifizierung der Anzahl an Cid
Signalen pro Spermienkern. Die Balken reprasentieren den prozentualen Anteil von Spermienkernen mit 1, 2, 3,
4, 5, 6 oder 7 Cid/Cenk&ignalen an allen untersuchten Spermienkernen.
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Aufgrund ihres haploiden, insgesamt vier Chromosomen umfassenden, Chromosomensatzes
sollten pro Spermienkern erwartungsgemalf’ vier Signale fur Cid/CenH3 detektiert werden
konnen. Tatsachlich kénnen in den Nuklei wildtypischer Individuen maximal drei bis vie
Cid/CenHsSignale nachgewiesen werden (Abb. 24). Das Auftreten von drei anstelle von vier
erwarteten Signalen ist vermutlich durch ein zufélliges Clustering der Centromere bedingt,
sodass diese nicht mehr als einzelne Signale aufgelést werden konneh. Rd&i
vermitteltem Abbau der Condensspezifischen Untereinheiten SMC2, CapG und Barren
tritt ein erhéhter Anteil an Keimzellen mit mehr als vier oder weniger als drei Cid/GenH3

Signalen auf (Abb. 24), was auf einen abnormalen Karyotyp dieser Kerneteinde

Schlie3lich wurde die chromosomale Fehlverteilung gezielt im Fall eines indemduel
Chromosoms betrachte(Abb.25) Mit Hilfe von Fluoreszenin situ Hybridisierung (FISH)
kann die Anwesenheit individueller Chromosomen diagnostiziert werden. dSidrt auf

der Visualisierung chromosomenspezifischer Sequenzbereiche durch Hybridisierung mit
Fluoreszenznarkierten DNASonden. Fir den sequenzspezifischen Nachweis des X
Chromosoms wurde eine DMNgonde herangezogen, welche in 359 bp repetitiven,
centromernahen DNARegionen des -Khromosoms bindet. Es wurden Quetschpraparate
von Hoden adulter Mannchen erzeugt und die DNA nach Denaturierung mit der X
chromosomalen  Sonde hybridisiert. Bei einer akkuraten Segregation der
Geschlechtschromosomen im Verlaufrddeiose werden Gameten gebildet, welche eine
singulare Kopie jeweils eines der beiden Gonosomen (X oder Y) tragen. Erwartungsgemar
kann unter normalen Bedingungen in 50 % der Spermatidenkerne €hrofnosorm
spezifisches Signal nachgewiesen werden (26)b.Nach RNAiermittelter Degradation von
SMC2, CapG und Barren hingegen verschiebt sich dieses Verhaltnis zugunsten von Kernen,
die mehr als ein XChromosom enthalten. Kerne mit zwecKromosomalen Signalen kénnen

mit einer Haufigkeit von 7,4 % (SMRRAI), 2,6 % (CapBNAIi) und 8,2 % (BarrdtiNAI)
identifiziert werden. Das Auftreten von zweicKromosomalen Signalen pro Kern im Fall des
RNAivermittelten Abbaus einzelner Condendimtereinheiten weist erneut auf eine
fehlerhafte Trennung der Geschlectiisomosomen hin. Der Nachweis einer abnormalen
Zahl an Cid/CenHSignalen sowie die Beobachtung Giberzahlig&ihxomosomen bestatigen

den Anstieg der Aneuploidiefrequenz nach Inaktivierung des CondeRKsimplexes in der

mannlichen Keimbahn. In Ubereinstnung mit den Ergebnissen de¥ondisjunction
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Analysen unterstreichen diese Daten eine essentielle Funktion des Condéfminplexes

bei der meiotischen Chromosomensegregation.

A

0 Signale 1 Signal 2 Signale dispers

B
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Abbildung 25| ChromosomaléNondisjunctionnach Condensin Depletion fuhzu einer abnormalen Anzahl

an xChromosomen in SpermienkerneirlSH an Quetschpréaparaten von adulten Testes baokGal4VP16
abhéangiger Expression Condenspezifischer siRNAs. Als Kontrolle wurden Individuen des Genbtps
Gal4VP16(ctrl) untersutit. A) Reprasentative Aufnahmen von Spermatidenkernen mit 0, 1, 2 bzw. dispersen
FISHSignalen. Der Nachweis desCKromosoms erfolgte durch Hybridisierung mit einer gegen X
chromosomale Sequenzen gerichteten DSi@nde (griin). Die DNA wurde mit Hoechst B82jefarbt (rot).
Mafstab: 2um B) Quantifizierung von Spermatidenkernen mit 0, 1, 2 oder disperserSkg8alen. Die Balken
reprasentieren den jeweiligen prozentualen Anteil an der Gesamtzahl aller untersuchten Spermatidenkerne pro
Genotyp.

Auffallig st zudem, dass ein mal3geblicher Anteil an Spermatidenkernen eine nicht
uniformes, sondern zerstreutes und dispers@einendes FISEignal aufweisf(Abb. 25). In
diesen Féllen konnte keine zuverlassige Aussage Uber die exakte AnzaBhesm$somen

getroffen werden. Die Frage nach der Ursache fir die Zerstreuung des Signals konnte jedoch
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im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht endgiltig geklart werden. Auf Basis der Chromatin
strukturierenden Funktion der Condenditomplexe kénnte ein beeintrachtigter
Kordensationsstatus des Spermatidenchromatins als potentielle Ursache in Betracht

gezogen werden.

2.3.5 Die Inaktivierung von Condensin | beeintrachtigt die Morphologie von

Spermienkernen

Neben den nachweislichen Chromosomenanomalien lassienSpermatidenkerne nach
knockdown von SMC2, CapG und Barren morphologische Auffalligkeiten erkennen.
Unmittelbar nach Beendigung des meiotischen Programmes treten die geblndelten
Spermatidenkerne in den postmeiotischen Differenzierungsprozess ein,sseudeéeVerlauf
drastische Umformungen des Chromatins sowie der Kernform stattfinden. Durch sukzessive
Restrukturierungen wird die rundliche Gestalt der Spermatidenkerne zu der flr Spermien
charakteristischen nadelformige  Struktur elongiert. Zwischenzeitligbnnen die
Spermatidenkerne als schmale, einer Kd&uorm &ahnelnden, Form erkannt werden. Als
Bestandteil eines funktionellen Syncytiums durchlaufen die insgesamt 64 Kerne alle
Differenzierungsprozesse in synchroner Weise. Anders als im wildtypischewdisdin die
Spermatidenkerne nacknockdowneinzelner Condensibntereinheiten keine einheitliche
Morphologie auf, sondern variieren in Form und Grole (A&B). Unter den
Spermatidenkernen kdnnen drei vorherrschende Phanotypen charakterisiert werden:,Kerne
die grof3er bzw. kleiner als die wildtypischen Spermatiden erscheinen, Kerne, welche nicht
das typische, langliche Aussehen, sondern eine inhomogene Gestalt offenbaren sowie Kerne,
bei denen zwei individuelle DN¥lassen augenscheinlich tber feine Chromiatiicken
miteinander fusioniert sind (Abb. 26Rie enorme Heterogenitéat jedoch erschwert in den
meisten Fallen eine eindeutige Zuordnung zu einem der beschriebenen Phanotypen,
wodurch eine Quantifizierung nicht sinnvoll erschien. Uber den Hintergrund der
unregelmanigen Kernmorphologie kann auf Basis der zur Verfigung stehenden Daten nur
spekuliert werden. Wéhrend eine abnormale Grof3e sich auf einen veranderterdeNait

' ySdzLdt 2A RSN YSNYS 1T dzNNO]T FNKNBYy fASGST {1 yy
DNAMassen das Resultat einer unvollstandigen Segregation in Meiose sein. Die inhomogene
Gestalt der SpermatideNuklei wiederum koénnte mit einer beeintrachtigten

Chromatinorganisation in Folge der Conder3&pletion in Zusammenhang gebracht
Seite |73



ERGEBNISSE

werden. Dies war&onsistent mit dem oben gezeigten Phanotyp, wonach die Hybridisierung

mit einer centromernahen DNSonde des XChromosoms uneinheitliche, disperse Signale
liefert (Abb. 25).

Abbildung 26| Morphologie von Spermatidenkernemach Depletion einzelner Condensluntereinheiten.
Reprasentive Aufnahmen von Spermatidenkernarach knockdownvon Condensirntereinheiten in der
mannlichen Keimbahn. Hoden aus adulten Mannchen der GenotypenbamGal4VP16/UASMC2RNAI
oder +/+; bam-Gal4VP16/UASCapGRNAioder UASBarrenRNAI/+; barmGal4VP16/+oder bamGal4VP16

(ctrl) wurden prapariert und Quetschpraparate angefertigt. Die Farbung der DNA erfolgte mit Hoechst 33258.
MaRstab: 5qum (Ubersicht) bzw. fm (VergréRerung)

2.3.6 Die Inaktivierungvon Condensin | hat einen friihzeitigen Zeffaler gebiindelten

Spermatiden wéhrendler Spermiogenese zur Folge

Neben den nachweislichen Defekten bei der Chromosomensegregation scheint die
Inaktivierung von Condensin | auch die Spermiogenssgativ zu beeinflussen. Die im

Verlauf der Meiose gebildeten, haploiden Spermatiden bleiben tGber den gesamten Zeitraum
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der postmeiotischen Differenzierungsphase durch Cytoplasmabriicken in Bindeln zu je 64
Kernen fusioniert, welche im terminalen Dritteésl Hodens akkumulieren. Erst nach deren
vollstandiger Differenzierung werden diese in einem Apop#iselichen Prozess
individualisiert. Nach Depletion von SMC2, CapG und Barren jedoch ist die Integritat der
Spermatidenbiindel nachweislich beeintrachtigtbbA 27). Dies wird besonders dadurch
deutlich, dass die Bundel aus weit weniger als 64 Nuclei bestehen. Stattdessen sind die
Hoden in ihrer gesamten Dimension mit einzelnen, bereits individualisierten
Spermienkernen angereichert. Ob es sich bei dem vagesitZerfall der Spermatidenbindel

um eine direkten Effekt der Condendimaktivierung handelt, oder ob dieser lediglich einen
Sekundareffekt der beeintrachtigten Spermatogenese darstellt, kann anhand der

durchgefiihrten Experimentbislangnicht eindeutigbeantwortet werden.

ctrl SMC2-RNAI CapG-RNAI Barren-RNAI

Abb. 27| Vorzeitiger Zerfall gebundelter Spermatidenkerne nach keimbahnspezifischer Depletion von
SMC2, CapG und BarreRluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Spermatidenbiindeln aus adulten Hoden
der Genotypen+/+; bamGal4VP16/UASSMC2RNAI oder +/+; bamGal4VP16/UASCapGRNAioder UAS
BarrenRNAI/+; bamGal4VP16/+sowie bam-Gal4VP16(ctrl). Die DNA wurde mit Holst 33258 gefarbt.
MaRstab: 5qum (Ubersicht) bzw. fim (VergréRerung)

2.3.7 Proteolytische Spaltmg der CondensitUntereinheit Barren wéhrend der

Spermatogenese iD. melanogaster

Das grundlegende Prinzip der RNAI ist die Manipulation der Genexpression durch Regulation
des mRNA.evels. Derartige Methoden wirken folglich beraiggstreamdes Proteinlevels.
Eine effiziente Depletion der Zielproteine erfordegshalbeine moglichst hohe Umsatzrate
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der Zielproteine Aus diesem Grund war es wiinschenswert eine Methode anzuwenden, mit
der Proteine direkt auf posttranslationaler Ebene inaktitviwerden kdnnen. Als nitzliche
Strategie erweist sich das TPYbtease System, welches eine konditionale Suppression der
Condensin Funktion auch in lebenden Fliegen ermdglicht. Die Funktionalitdit des TEV
Systems fur eine robuste Inaktivierung der Conde#®mplexe wurde bereits in
verschiedenen Modellsgemen erfolgreich verifizier{Cuylen et al., 201; Houlard et al.,
2015 Piskadlo et al., 20)7Das TE¥Protease Systemadsiert auf der artifiziellen Spaltung
designierter Proteine durch die exogene Protease TEdbacco Etch VirusDurch die
Gal4/UASabhangige Expression der FTEkotease kann der proteolytische Abbau ebenfalls
zeit- bzw. gewebespezifisch reguliert werdelm das TEYrotease System fir die
Inaktivierung von Condensin | zu nutzen, wurden transgene Fliegenlinien generiert, welche
modifizierte CondensiKomplexe exprimieren, die sensitiv gegentber -PEMease sind

und proteolytisch inaktiviert werden konnen.Zu diesem Zweck wurden zwei
unterschiedliche Varianten der Kleidimtereinheit Barren erzeugt, welche durch drei
konsekutive TEBchnittstellen an unterschiedlichen Aminosaurepositionen tFEbzw.
TEV®Y in der zentralen Proteinregion gekennzeichnetdsiAbb.28A). Die Auswahl der
Aminosaurepositionen fur die Integration der FEMIsequenzen erfolgte nach diversen
Kriterien: Um die Zuganglichkeit der Zielsequenzen fur diePrBMase zu gewahrleisten,
muss zum einen die Oberflachenexponiertheit datreffenden Bereiche gegeben sein. Zum
anderen wurden die Positionen dahingehend ausgewéhlt, dass diese weder innerhalb
vorhergesagter Proteinteraktionsflachen noch in stark konservierten Sequenzbereichen
liegen, um zu verhindern, dass wichtige fur ¢Henktionalitdt des Proteins erforderliche
Sequenzmotive beeintrachtigt werden. Beide modifizierte Proteinvarianten (Bareat®

und BarreARTEV®) scheinen voll funktionell zu sein, da diese die Letalitat im Barren
depletierten Hintergrund komplementien (Daten nicht gezeigt). Die Inaktivierung von
Condensin | in der mannlichen Keimbahn erfolgte dubdm-Gal4VP16 vermittelte
Expression von TERfotease imBarrenmutanten Hintergrund. Zunachst wurde Uberprift,

ob die TE\ProteaseExpression eine effiziente Spaltung der Barren Varianternvivo
induziert. Western Blot Analysen zeigen, dass beide Proteine nach Expression von TEV
ektopisch gespalten werden, was durdas Auftreten einer zusatzlichen, mit einem der

beiden Spaltprodukte korrelierenden, Bande indiziert wird (Abb. 28 B).
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Abbildung 28| TEVProteasevermittelte Spaltung der Condensintereinheit Barren in der Keimbahn von
D.melanogaster fihrt zu ener Reduktion der mannlichen FertilititA) Schemasche Darstellung des
Condensir-Komplexes mit artifiziellen TERfotease Schnittstellen (Stern). Drei konsekutive-SEhhittstellen

sind an den Aminosaurepositionen 156 bzw. 591 der Kielstereinheit Barren integriert. B) Spaltung der
modifizierten BarrerVarianten nach Expression von TBidtease in der mannlichen Keimbalim viva
Proteinextrakte aus adulten Testes der GenotypBf(2L)Exel7077UASPTEV" Il.1/bart*® bamGal4
VP16/BarreATEV(+) undDf(2L)Exel7077UASPTEVY Il.1/bar** +/BarrenTEV(-) wurden im Western Blot
analysiert. Es wurden jeweils 10 adulte Hoden pro Bahn geladen. Die Detektion der Volfédogsne sowie
Spaltprodukte (*) erfolgte durch einen Barrspezifischa Antikérper. h-TubulinProteinlevel wurden als
Ladekontrolle dokumentiertC) Quantifizierung der Nachkommenschaft aus einer Kreuzung wildtypischer
Weibchen mit Mannchen nach Tiduzierter Spaltung von BarreDf(2L)Exel707JASPTEV Il.1/bar-3%2
bam-Gal4VP16/BarrerTEY. Als Kontrolle (ctrl) wurden wildtypische Mannchem)(analysiert. Die Balken
reprasentieren das arithmetische Mittel aus der Nachkommenschaft von acht einzelnen Mé&nnchen des
jeweiligen Genotyps. Die statistische Auswertung erotijirchdzy” LJ- A NB R -testif*tizp<B,900)¥a

Die TEWrotease vermittelte Proteolyse verursacht die Spaltung von Barren in zwei
Proteinfragmente. Da die TESthnittstellen beider BarreWarianten in &hnlichem Abstand
zum C bzw. Nterminalen Ende dedProteins integriert sind, weisen die entstehenden
Spaltfragmente eine vergleichbare GroRe auf (Baf&EW°® 17,6 kDa und 65,2 kDa; Barren
TEV®: 66,7 kDa und 16,1 kDa). Da das kleinere der beiden Spaltprodukte nicht von dem

gegen Barren gerichteten Ahktirper erkannt wird, kann lediglich das gro3ere Fragment
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detektiert werden. Einschrankend muss jedoch erwéhnt werden, dass in beiden Fallen keine
vollstéandige Spaltung von Barren erzielt werden kann. Dies wird besonders dadurch deutlich,
dass das Proteimlel von ungespaltenem Barrd?rotein im Western Blot nicht sichtbar
verringert wird. Trotz der limitierten Spalteffizienz wurden die betreffenden mannlichen
Individuen auf ihre Fertilitat hin untersucht. Tatsachlich tet proteolytische Spaltung von
Concensin | wahrend der frihen spermatogonialen und meiotischen Teilungen eine
signifikante Reduktion der Nachkommenschaft zur Folge (Abb. 28 C). Das Ausmald der
Fertilitdtsminderung scheint dabei unabhéngig von der Position der proteolytischen Spaltung
zu sein Die Spaltung beider Varianten (Baw€BV*° und BarrerTEV®Y) fiihrt zu einer
vergleichbaren Reduktion der Nachkommenschaft di$ 43% bzw. 3% Folglich kann
durch die artifizielle Spaltung von Barren der Phanotyp nablAivermittelter Depletion
einzelner Condensibntereinheiten reproduziert werden. Allerdings ist der hier
beobachtete Effekt auf die Fertilitdt hinsichtlich dessen Intensitdt eher unerwartet,
berucksichtigt man die geringe Spalteffizienz in den Western Blot Analysenr dete
Annahme, dass ein Grof3teil der Condersamplexe nicht von der proteolytischen Spaltung
durch TEMProtease erfasst wird, ware ein milderer Phanotyp auf die mannliche Fertilitat zu

erwarten gewesen.

2.3.8 Proteasomaler Abbau von Barren bestatigten Einfluss von Condensihauf die

meiotische Chromosomensegregation und mannliche Fertilitat

Zwar ist der durch TERroteaseSpaltung verursachte Phanotyonsistent mit denjenigen
Effekten, die nach RN&ermitteltem Abbau beobachtet werden kénnen, fth kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden, dass dieseif dominantnegative Effekte der
entstehenden Baltprodukte zurlckzufihren ist Um eine Fehlinterpretation der
resultierenden Daten auf ein Minimum zu reduzieren, wurde das DeG+&gl§tieém als ditie
Methode verwendet, um die Funktion von Condensin konditional zu inhibieren. Das
DeGradFFSystem beruht auf dem zielgerichteten, proteasomalen Abbau BtFRerter
Fusionsproteine. Die Proteaseabhangige Degradation ist ein zentraler und universeller
Mechanismus flir den selektiven Proteinkatabolismus in Eukaryonten und erfordert die
Ubiquitinierung designierter Proteine durch Ubiquikonjugiererde Enzyme, wie den SCF

Komplex(Cardozo and Pagano, 2Q08ei diesem handelt es sich um eine M#&ltotein E3
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Ubiquitin-Ligase bestehendus den drei Kernkomponenten [@k Cullin und BoxProtein
(Cardozo and Pagano, 2004)-Bé&xProteine sind durch divergente ProtelRrotein
Interaktionsmotive gekennzeichnet und infolgedessen fir die Erkennung von Zielproteinen
sowie die Substratspezifitat des B®omplexes verantwortlictiSkowyra et al., 1997 Das
DeGradFfSystem nutzt eine modifizierte Variante (NShaith-GFP) de®. melanogasteF~
BoxProteins Simb, welches durch die direkEusion der Nerminalen FBoxDomane von
SIimb mit einem gegen EGFP gerichtesamgle domairAntikbrperfragment erzeugwurde
(Caussinus et al., 20L1Durch die spezifische Erkennung E@GFkierter Proteine kdnnen

diese gezielt dem zellularen, Ubiquiitbhangigen Abbauweg zugefihrt werden (Abb. 29 A

A
+
NSimb-vhh-GFP E’gz;mniemng Ofgo Q
- - il
) Proteasomaler
Anti-GFP Abbau
Antikérperkette
B
heterozygot homozygot heterozygot homozygot
- + - + - + - +  NSImb-vhh-GFP
e Bk B —_—— ="}
anti-Barren anti-EGFP

- — -

ANM-TUDUIN | e A —— G S O o - Tubulin

Abbildung 29| DeGradFFRrermittelter Abbau von Barren in der mannlichen Keimbahn vbn melanogaster
A) Schematische Reprasentation der Funktionsweise des DeG#&3dkMs. Der S&omplex, besteheth aus
den Kernuntereinheiten $, Cullin und BoxProtein (SImb) sowie weiteren Untereinheiten katalysiert die
kovalente Verknupfung von Zielproteinen mit Ubiguititolekillen. Die Substratspezifitat fur EGRBrkierte
Fusionsproteine wird durch eine modifizierte Variante (NSUinb-GHP) des MoxProteins gewahrleistet,
welches eine Fusion der-fdrminalen Doméane von Simb und der Antiggindenden Doméne eines GFP
Antikorpers darstellt. Ubiquitinierte Proteine werden schlie3lich proteasomal abgelBummunologischer
Nachweis der Abdeffizienz von BarresE in der ménnlichen Keimbahn vbn melanogasterWestern Blot
von Proteinextrakten aus adulten des Testes der GenotyBamenFE/BarrefFE oder QY bamGal4
VP16/UASINSImMb I11.1+) bzw.BarrenFE/BarrerFE oder @Y, bamGal4VPL6/TM3,Sh(-). Es wurden jeweils
10 Hoden pro Bahn geladen. Die Detektion von Barren und B&fenrfolgte durch Barrersowie EGRP
spezifische Antikorper. Der Nachweis der TubBlinteinlevel erfolgte durch -Tubulinspezifische Antikdrper
als Ladekontille.
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Durchbam-Gal4VP16vermittelte Expression von Nslmihh-GFP wirddie EGFenarkierte
Condensirl-Untereinheit Barred-E keimbahnspezifisch abgebaut. Um eine vollstandige
Degradation des gesamten verfigbaren BarReoteins zu erzielen, wurden Fliege
verwendet, welche homozygot fir die EGRBrkierte Form von Barren (Barrdtk) sind und
kein endogenesBarrenAllel mehr tragen. Um eine Aussage uber die Spezifitat des
verwendeten Systems treffen zu kénnen, wurden die Proteinlevel endogenen Barrens in
heterozygoten Fliegen vergleichend analysiert (Abb. 29 B). Wéhrend H&granerklich
abgereichert wird, bleibt die Proteinmenge von endogenem Barren auch naaksSxm

von Nslmbvhh-GFP unverédndertDie selektive Depletion von BarrEie spricht fur die
Spezifitat des Systems fur die E@Rétkierte Proteinvariante. Bei der Praparation der
Proteinextrakte fur den Western Blot konnte ein erster offensichtlicher Phanotyp registriert
werden. Im homozygoten ZustanBdrrenrFE/BarreAFE; barmGal4VP16/UASRSInD 111.7)

fuhrt der Abbau von BarreRE zu einem veranderten Erscheinungsbild der adulten Testes.
Diese sind sehr viel kleiner im Vergleich zu denjenigen aus Kontrollindividueninoder
heterozygoten Zustand, was bereitauf eine verminderte Proliferationsi@ der

spermatogonialen Teilungen zuriickzufuhren ist.

Der Fertilitatstest zeigt, dass der proteasomale Abbau von Barren in der mannlichen
Keimbahn die Fertilitdt der betreffenden Individuen herabsetzt. Méannchen, welche NSImb
vhh-GFP exprimieren kdnnen dingchnittlich nur etwa halb so viele (54 %) Nachkommen
zeugen wie entsprechende Kontrollméannchen ohne Exgioesvon NSImivyhh-GFP (Abb.
30A). Obwohl die statistische Auswertung suggeriert, dass es sich um eine nicht signifikante
Abnahme der Fertilitdt hatrelt, ist eine deutliche Tendenz dennoch erkennbar. Die enorme
Varianz der Kreuzungsansatze innerhalb eines Genotyps kann entweder auf eine
schwankende Expression von NSiuhiGFP oder eine unterschiedliche Fitness der
verpaarten Fliegen zuriickgefuhrt velem. Um eine Aussage Uber die Funktionalitat der
meiotischen Chromosomensegregation treffen zu kénnen, wurden einzelne Anaphase |
Figuren immunfluoreszenzmikroskopisch betrachtet (A3fbB). Analog zur RNAI
vermittelten Depletion von Barren kdnnen Chronmriicken zwischen den segregierenden

Chromosomen beobachtet werden, welche eine fehlerfreie Trennung inhibieren.
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Abbildung 30| Der proteasomale Abbau von Barren in der méannlichen Keimbahn fihrt zu einer aberranten
meiotischen Chromosomensegregatio und einer verminderten Fertilitat. A) Quantifizierung der
Nachkommenschaft aus einer Kreuzung wildtypischer Weibchénnjit Mannchen der GenotypeBarren
FE/BarredFE; UASRSImbvhhGFP/bammGal4VP16 (+ NSImb) und BarrenFE/BarrenFE, banGal4
VP16/TMB, Sh(- NSImb). Die Balken reprasentieren das arithmetische Mittel aus der Nachkommenschaft von
18 einzelnen Mannchen des jeweiligen Genotyps. Die statistische Auswertung erfolgte uhpeired

& ( dzR Stgsti(¥eE0,0541). B) Immunfluoreszenzmikroslksmie Betrachtung einzelner Anaphasgiduren.
Hoden aus adulten Mannchen der GenotypBarrenFE/BarreA-E; UASRSImbvhh-GFP/bammGal4VP16(+
NSImb) und BarrenFE/BarredFE, bardfGal4VP16/TM3Sb (-NSImb) wurda prapariert, fixiert und
immunhistologisch gefarbt. Die Farbung von Tubulin erfolgte mit einem@mtibulinAntikdrper (weiR). Die
DNA wurde mit Hoechst 33258 gefarbt (rot). Malstib>m

Anhand drei unabhangiger Inaktivierungsstrategien konnte damit ein Einfluss der Condensin
Inaktivierung auf die mannliche Fertililitat bestatigiverden. Die vorliegende Arbeit
demonstriert somit erstmals eine essentielle Funktion des kanonischen Condénsin
Komplexes bei der mannlichen KeimzellbildungDn melanogaster Die Funktion von
Condensirl  scheint dabei primar fur einen korrekten Ablauf der meiotischen
Chromosomensegregation erforderlich zu sein. Eine aberrante Segregation der
Chromosomen in Meiose | und Meiose Il nach Inaktivierung von Condensin fuhrt zur
Entstehung aneuploider Keimzelle und schadlichen Erbgutveranderungen der
nachfolgenden Generation. Dies unterstreicht zudem dierme Relevanz des Condenkin

Komplexes flr die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat.
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3 Diskussion

Die beiden hochkonservierten, heteropentameren SM{bmplexe, Condensin und
Condensirll, spielen tragende Rollen bei der funktionellen und strukturellen Organisation
des Chromatins in allen Plasdes ZellzyklugHirano, 2012. Ihre prominenteste Funktion
liegt in der Etablierung und Erhaltung der Chromatinstruktur in Mitose und Meiose. Die
Integritat mitotischer sowie meiotischer Chromosomen ist unabdingbar fiir deren fehlerfreie
Segregation in beiden Prozessétine aberrante Chromosomensegregation kann zu -DNA
Schéaden und genetischer Instabilitat fihretdauptursachen fur die Entstehung von Krebs.
Die funktionelle Relevanz beider Condersomplexe fir die mitotische und meiotische
Chromosomensegregation ist inallen bedeutsamen Modellorganismen, darunter

D.melanogasterpeschrieben (zur Ubersicht siehe Hirano, 2012).

Die ordnungsgemalle Assemblierung und Distribution mitotischer Chromosomen in
D.melanogastererfordert die Funktionalitdt de Condensin-Komplexas (Bhat et al., 1996

Dej et al., 2004 Savvidou et al., 2005Seffensen et al., 2001 wahrend der putative
Condens II-Komplex fur die mitotische Proliferation in diesem Organismus eine
untergeordnete, nichiessentielle Funktion zu erfillescheint (Savvidou et al., 2005Im
Gegensatz dazu offenbaren genetische Studien eine Beteiligung von Condensin I
spezifischen Proteinen an diverseMeiose-spezifischen Prozessen der weibliche und
mannlichen Keimbah(Hartl et al., 2008aHartl et al., 2008 Die Funktion de Condensin-1
Komplexes in diesen Prozessen ist bislang jedoch nur unzureichend untersucht. Zwar wurde
initial eine Oogenesspezifische Funktion der peripheren Untereinheit CapG bei der
Disassemblierung des SC und bei der Aufrechterhaltung der Chromod¢omnéiguration in
Meiose | nabhgewiesen(Resnick et al., 2009beziiglich der Funktion von Condensin | in der
Spermatogenesexistieren dagegen keine zuverlassigen Daten. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollten deshalb potentielle Funktionen des Condensforhplexes im Kontext der

mannlichen Keimzellbildung analysiert und charakterisiert werden.

3.1 Vorteile derCRISPR/Cagermittelten Genommodifikation

Um Eigenschaften und Funktionen von Condensin | untersuchen zu kdénnen, sollten einzelne
Untereinheiten des Komplexes mit fluoreszierenden Markerproteinen fusioniert werden. Die

Moglichkeiten der Genommanipulation urden durch die Entdeckung der CRISPR/Cas
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Technologie in allen gangigen Modellongamen, wie MaugLi et al., 2013Wang et al.,
2013, Pflanzern(Shan et al., 20)3Piken(DiCarlo et al., 20)3und D. melanogasterBassett

and Liu, 2014aBassett andil, 2014 sowie in humaner ZellkultCong et al., 2013Mali

et al., 2013 grundlegend revolutioniert. Das CRISPR/&gstem ermdglicht die gezielte
Manipulation der endogenen Genloci und offenbart einige entscheidende Vorteile
gegeriber den gangigen, in der D. melanogastefsenetik verwendeten,
Transgeneseverfahren. Bislang wurden Transgene entweder durch Transmusatielte
Integration (Lobo et al., 1999 Loukeris et al., 1995Spradling and Rubin, 1982n
weitgehend zufalligen Positionen eingefihrt oder durch Rekombuahééingige Verfahren

an vordeterminierten Zielsequenzen das Genom integrier(Bischof et al., 207; Groth et

al., 2004. In beidenFallen wird die Expression des Transgens zumeist von Positionseffekten,
d. h. durchdie unmittelbare genomische Umgebung des Transgens beeinflusst. Die Folge ist
eine starke Variabilitat in Bezug auf Expressionsmuster und ExprdesgnsDie
funktionelle Analyse modifizierter Proteinvarianten erfordert die Depletion der
korrespondierenden wildtypischen, endogenen Allele. Daher missen entsprechende
mutante Allele durch konsekutive und meist zeitaufwandige Kreuzungsstratdgiafg
nachtraglich in den genetischen Hintergrund integriert werden. Die Kombination multipler
Transgeninsertionen innerhalb eines Fliegenstammes kann, infolge der hohen Mutationslast,
die Fitness und Viabilitat derdividuen enorm beeintrachtigerDes Weiteen berge die
herkbmmlichen Trargeneseverfahren ein erhohtes Risiko von unerwinschten
Sekundarmutationen. Derartige adgcond site hitbezeichnete Lsionen kdnnen bei der-P
Elementvermittelten Keimbahntransformation mit einenohen Frequenz voniber 30%
auftreten (Kahsai et al., 201&alzberg et al., 199./Second site hitsbnnen essentielle Gene
inaktivieren (rezessivd_etalmutationer) oder in ihrer Ativitat einschranken und somdie
Fitness und Viabilitdt der etablierten Stamme zusatzlich reduzieren. Durch die préazise
Modifikation an den endogenen Genloci kdnnen derartige Effekte auf eininldm
reduziert werden. Die kodierten Transgenaterliegen derselben transkriptionellennd
posttranskriptonellen Kontrolle wie deren korrespondierende endogene Genprodukte.
Dadurch wird eine Expression auf nahezu physiologischen Leveln sichergestellt. Um sich
diese Vateile zu Nutze zu machen, wurde in der vorliegenden Arbeit das CRISFR&Tam
etabliert und verwendet, umEGFRnarkierte CondensHA\llele durch prazis&nockns an

deren endogenen Genloci zu erzeugen.
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3.2 Erzeugung EGFHRarkierter CondensidJntereinhdaten durch CRISPR/Gasrmittelte

Genommanipulation

Das CRISPR/Gashangige endogentagging basiert auf der ortsspezifischen Induktion von
DSB und der anschlielenden Integration heterologer DSkguenzen durch den
zelleigenen HfReparaturmechnismus (Sander and Joung, 2014Die fundamentale
Voraussetzung fur eine Genommodifiken auf Basis der homologen Rekombination ist die
Prasenz einer DonddNA mit den vordefinierten genetischen Veranderungen sowie
homologen Sequenzbereichen auf beiden Seiten RekombinationsstelléBeuner et al.,

2008 Beumer et al., 2013 Aufgrund der stetig wachsenden Anzahl an Publikationen,
welche die CRISPR/Gasmittelte Genommanipulation inD.melanogasteradressieren,
konnte bereits eine Vielzahl an Parametediagnostiziert wedlen, diedie Effektivitat der
Mutagenese mal3geblich steuern. Um optimale Bedingungen fur die-abb&hgige
Modifikation vonCapGund Barrenzu schaffen, wurden sowohl DorBMNA als auch chiRNA
unter Bertcksichtigung mehrerer dieser Paramater konfiguriert. Die DDA kann in
unterschiedlichen Konfigurationen bereitgestellt werden: als lineare, einzelstrangige DNA
(ssDNA) oder circulare, dpelstrangige DNA &DNA)(Bedell et al., 201;2Beumer et al.,

2013 Cong et al.,, 2033Wang et al., 2013 Fur eine effiziente Integration langer
Gensequenzen, wie der kodiemen Region fir EGFP (>700 bp), lassen sich mit Pkasmid
basierten, doppelstrangigen DMNfonstrukten nachweislich héhere Rekombinasoaten
erzielen(Beumer et al., 2008Port et al., 2014 Eine weitere Determinante fir die Effizienz
der HDR stellt nachweislich die Lange der Homologiebereiche dar (Beumer et al., 2013). Der
Mechanismus der homologen Rekombination erfordert eine Mindestlange an homologen
Sequenzen zwischen Dorand EmpfangeDNA, da nur so eine adaquate Stabilitdt der
Rekombinationsintermediate nach Stranginvasion sichergestellt werden kann. Studien, in
denen die Anforderungen an die Homologiebereiche detailliert untersucht wurden,
verdeutlichen, dass homologe Semzen von weniger als 1 kb beiderseits der
Integrationsstelle nicht geeignet sind, um hohe Rekombinationsraten zu erzielen (Beumer et
al., 2013) Fur die Konfiguration der Don&lasmidepStCapG-FS\BFEund pSiBarrerf-
FS\BFEwurden daher homologe Regionampstreamund downstreamder DSBStelle von
mindestens 1 kb gewéhlt. Auch die Auswahl geeigneter Zielsequenzen ist fir den Erfolg der
CRISPR/Caermittelten Genommodifikation ausschlaggebend. Bei der homologen

Rekombinationkann beobachtet werden, dass die Inkorporation der DeBequenz mit
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zunehmender Distanz zur Rekombinationsstal@immt (Beumer et al., 201;3Paques and
Haber, 1999 Fur die @erminale Fusion von Proteinen sollte der artifiziell induzierte
Doppelstrangbruchm Optimalfall nicht mehr als 4@ upstream oder downstreamdes
Stopcodons erzeugt wden. Die fur dastagging von CapGund Barren konfigurierten
chiRNAs (&6 bzw. BEE3) ermdglichen die Cas®héngige Spaltung 47 bzw. 35ugstream

des jeweiligen Stopcodons. Die gemal3 den genannten Beschaffenheiten konfigurierten, far
chiRNA undDonorDNA kodierenden Plasmide vden in syncytialeEmbryonen des
Genotyps nosCas9 co-injiziert, welche die Endonuclease Cas9 unter Kontrolle des
keimbahnspezifischen Promotor&inosexprimieen (Ren et al., 2013 In D. melanogaster
wurden verschiedenartige Methoden erprobt, die Endonuclease fur die CRISRRAR=se
Genomeditierung bereitzustellen. Cas9 kann entwedkrrch Injektion vonin vitro
transkribierter Cas9 mRNBassett et al., 2013ru et al., 2018 durch Injektion von Plasmid

DNA (BaenalLopez et al., 2013Gratz et al., 2018oder ausgehend an einer transgenen
Quelle (Ren et al., 2013Sebo et al., 20D4bereitgestellt werden. Als effektivste Variante
unter diesen hat sich die Transgabhangige, keimbahnspezifische Expression von Cas9
erwiesen. Zum einen konnen durch die Injektion in Gas@sgene Fliegen hohe
Mutationsraten von tber 40 % erzielt werden, zum anderen wird das Risiko der Mutagenese
somatischer Zellen durch das limitierte, gewebespezifische Expressionsmuster von Cas9 auf
ein Minimum begrenzt (Ren et al., 2013). Die somatische Mutagenese kann die Viabilitat und

Uberlebensrate der injizierten G@adividuen negativ beeinflussen (Ren et al., 2013).

Wenn sich die Integration der designierten Sequenz nicht phanotypisch manifestiert,
gestaltet sich die ldentifikation positiver Rekombinationsereignisse schwierig. éits w
verbreitete Technik positive HBEReignisse zu selektionieren, hat sich die Inkorporation
exogener Sequenzen mit konditionalen, leicht visualisierbaren Markergegt@abliert
(BaenaLopez et al., 2013Gratz et al., 2014Xue et al., 2014Zhang et al., 20D4 In der
vorliegenden Arbeit wurde die fir EGk&dierende Sequenz daher zunachst als Bestandteil
einer aus mehreren DNElementen zusammengesetzten Expieaskassette FRIV40
3XP3FRTEGFP (FSV3FE) in den designierten Genlocus rekomb{Aieb. 8). Eine
erfolgreiche CRISHRJuzierte Genomeditierung kannso unmittelbar durch grine
Augenfluoreszenz der @fhdividuen identifiziert werden. Unter den gegebenen Parametern
konnten fir die Mutagenese voapGund Barrenin der GiNachkommenschaft von

injizierten M&nnchen (GO) positive HIEReignisse von 2% im Fall vorCapGFSV3Fknd
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28% im Fall voBarrenFSV3FErzielt werden (Abb. 10). Neben der Modifizierung GapG

und BarrenGenloci gelang es in der Arbeitsgpe weitere Condensinnabhéngige Gene,
teflon und brahmag Uber CRISRRduzierte HDR -@rminal mit EGP zu fusionieren
(Simmler 2016 und unveréffentlichte Daten). In beiden Féllen lag die zugrundeliegende
Rekombinationseffizienz fur deknockinder Repaterkassette mit 106 bzw. 124 jedoch
deutlich unter der fiir die Condensapezifischen Gene. Eine zusatzliche Steigerung der HDR
Effizienz lieRe sich mutmallich durch Injektioigd-mutante Fliegenstdmme erzielen. Die
DNA Ligase IV fungiert als eimentrale Komponente des NHRdthwaysindem sie die
Verknipfung der freien DSBnden ktalysiert(Gorski et al., 2003 Durch Eliminierung von

Lig4 kann die Reparatur von DSBs durch NHEJ supprimiert und die Reparatur zu Gunsten der
homologen Rekombination verschoben werden. Gemal} bereits veroffentlichten Daten kann
durch Injektion inLig4-mutante Embryonen eine Effektivitatssteigerung von bis zu 40 %
erreicht werden (Zhang et al., 2014; Beumer et al., 2013). Auch im Rahmen dieser Arbeit
wurden initiale Versuche unternommen die Integrationseffizienz auf diese Weise zu
modulieren. Es wurden DonorDNA und chiRNA in Embryonen injiziert, welche die
Endonuclease Cas9 unter Kontrolle des ubiquitdren Act5C Promotors exprimieren und
zugleich zwei Nullalleldig®) fur Lig4 tragen (Zhang et al., 2014). Anders als bei Zhang et
al., 2014 und Beumaest al., 2013 konnte hier jedoch kein positiver Einfluss auf die Haufigkeit
der CRISRPRduzierten HDFEreignisse beobachtet werden. Obwohl die HRéparatur
durch Deletion von Lig4 deutlich favorisiert sein sollte, konnten positive
Rekombinationsereignisdediglich mit einer Rate von% beobachtet werden (Daten nicht

gezeigt).

In dem von uns verwendeten experimentellen System muss ein zweiter Injektionsschritt
erfolgen, bei dem der von beiden FRiles flankierte Sequenzbereich der Reportsgette

wieder entfernt wird unddabeidie kodierenden Bereichdesgewlnschten Gesund EGFP
fusioniert werden Die ds Rekombinationsprodukt entstehden Allele sind dann durch

einen offenen LeserahmemwischenGen undEGFRmit einer kurzen Linkerregion in Form
einer der beiden FRTsites gekennzeichnet(Abb. 8). Die klassische Methode, um -Flp
Rekombinase zur Verfiigung zu stellen, ist die Kreuzung mit Fliegen, welche Flippase unter
Kontrolle eines Hitzeschoékduzierbaren Promotors exprimieren. Durch
Hitzeschockbeharldng der Nachkommen im Larvalstadium kann die Expression der Flp

Rekombinase ubiquitdr in somatischen und Keimbahnzellen aktiviert werden. Da sich in
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initialen Versuchen herausstellte, dass die -a&ffinangige Rekombination unter diesen
Umstanden mitunter nur sehr inefizient ablauft und sich zum Teihur geringe
Rekombinationsfrequenzen von % ezielen lieBen(Simmler, 201§ sollte eine alternative
Mdglichkeit erprobt werden FHRekombinase zu exprimieren. Die Fusion &@FRan das
3-Ende vorBarrenerfolgte daher durch Injektion voim vitro synthetisierte Flippase mRNA

in Embryonen deFlisgenstammen*; BarrenFSV3FE/CyO, P[ritz lacZ] Die Flpabhingige
Excision vofrRTSV4@3xP3gelang in diesefall mit einer Rekombinationseffizienz von%1

(Abb. 10). Eine ahnlich hohe Rekombinationsrate liel3 sich bei der Erzeugung des Allels

teflon-FEerzielen (Daten nicht gezeigt).

ScreeningMethoden, die auf der voriibergehenden Integration von Markergenen basieren,
sind aufwendig und zeitintensiv. Die Entfernung dE&SFRMMarkergens durch die
ortsspezifische Rekombination erfordert einen zusatzlichen Zeitaufwad mehreren
Generationszeiten. Um zuklnftig auch subtile Verdnderungen innerhalb einer Gensequenz
ohne zusatzliche Integration eines Markergens erzeugen zu kdnnen, ware es winschenswert
alternative Verfahren zu nutzen,mupositive CRSPRnduzierte Rekombinationsereignisse
detektieren zu koénnen. In unabhangigeStudien wurden alternative, Markeifreie
Screeningstrategien erprobt. Als effiziente Methode erschelas ceCRISPRerfahren
(Arribere et al., 2014 Kane et al., 201 Kim et al., 2014Ward, 2015. Dieses bedient sich

der Tatsache, dass zugle mehrere CRISHReignisse innerhalb einer einzelnen Zelle
stattfinden kénnen (Cong et al., 2013; Wang et al., 2013) und beruht auf dgloGiikation
zweier unabhangiger genomischer Loci: dem des Zielgens sowie dem eines optionalen
Markergens. Als gegnete Markergene inD. melanogastererweisen sichGene, deren
Mutation in einfach zu erkennenden Phanotypen resultiert aber gleichzeitig die Fitness der
mutierten Individuen kaum einschranktBeispiele sind Genewelche bestimmte
Korpermerkmale wiAugenfarbe \(hite) oder Kérperfarbegbony) determinieren(Ge et al.,

2016 Kane et al., 2017 Durch multiple CRISHReignisse kann risichtbarer Phanotyp
erzeugt und simultan die gewtnschte Verdnderung im Zielgen generiert werden. In ersten
diesbeziglichen Studien konnte eine hohe Koinzidenz beider GRi€igRisse verzeichnet
werden. Nachkommen mit CRISPRuzierten Mutationen inndralb des Markergens
weisen eine signifikant erhéhte Wahrscheinlichkeit fir eine gleichzeitige Modifikation des

Zielgens auf(Kane et al.,, 2017 Durch den leicht identifizierbaren Phanotyp kann eine
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Vorselektion getroffen werden und die Anzahl zu screenender Individuen malf3geblich

reduzert werden.

3.3 Lokalisationsprofil von CondensidUntereinheiten in Meiose

Entsprechend ihrer Chromatiorganisierenden Funktion lokalisieren und assoziieren die
beiden CondensHKomplexe mit dem Chroatin und zahlen zu den abundasten Nicht-
HistonKomplexen an mitotischen undeiotischen Chromosome{Chan et al., 20Q4Cuylen

et al., 2011 Hirano et al., 19970no et al., 2003Viera et al., 2007Yuand Koshland, 2003
Durch immunfluoreszenzmikrkspische Analysen an HeEKellChromosomen gelang es
erstmals deren Lokalisation an mitotischen Chromosomevisuialisieren(Ono et al., 2008
Condensin -l und Ikspezifische Untereinheiten konnten dabei hochauflésend in einem
alternierenden Muster erlang der zentralen Achse kondensierter Chromosomen
nachgewiesen werden (Ono et al., 2003). Aucb.rmelanogasteist die Anreicherung der
Condensin-Proteine am mitoschen Chromatin evider{Herzog et al., 2013liveira et al.,
2007). Trotz ihrer nachweislichen Beteiligung an diversen Chromatmkturierenden
Prozessen iD. melanogasteMeiose (Hartl et al., 2008pResnick et al.2009 wurde die
Lolalisation von CondensiRroteinen am meiotischen Chromatin in keiner der
korrespondierenden Studien adressiert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die
Chromatinassoziation einzelner Untereinheiten des Condengianiplexes wahrend der
meiotischen Teilngen untersucht. In vivo mikroskopische Analysen an kultivierten
Spermatozyten demonstrieren eine transiente Kolokalisation der Untereinheiten SMC2,
CapG, CapD2 und Barren mit dem meiotischen Chromatin von NEBD bis zur spaten
Anaphase/friha Telophase (Abld2 und Abb. 37Anhang). In Spermatogonien von Mausen
konnte eine aquivalente Chromatinassoziation der NBNMCUntereinheiten von Condensin

| ab Prometaphase beobaiet werden (Viera et al., 200 Die beobachteten
Lokalisationsprofile der Condengitntereinheiten sindauf3erdemkonsistent mit den in der
Literatur fir Condensin | und Il beschriebenen Lokalisationsmustern in somatischem Zelle
Wahrend Condensin | in der Interphase préaferentiell cytoplasmatisch angereichert ist und
erst nach NEBD Zugang zum Chromatin erhélt, ist Condensin Il bereits in Interphase nuklear
lokalsiert (Gerlih et al., 2006Hirota et al., 2004Maeshima and Laemmli, 2008no et al.,
2004). Basierend auf der Annahme, dass SMC2 eine raleed’roteinkomponente beider
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CondensirKomplexe darstellt, ware zu erwarten gewesen, dass ein signifikanter Anteil von
SMC2 bereits vor dem NEBD sichtbar am Chromatin akkumuliert. Das entgegen den
Erwartungen auftretendgrimar cytoplasmatische Lokalisatismuster von SMC2 bekratftigt
bestehende Zweifel an der Existenz eines Condendiortiplexes inD.melanogaster
(Herzog et al., 2093In vivoAnalysen an embryonalen KernteilungenDrosophilazeigen
Ubereinstimmend, dass die einzelnen Untereinheiten des Conde#iséimplexes wahrend

der Interphase im Cytoplasma lokalisieren und erst in der frihen Prophase rapide mit dem
Chromatin assoziieren (Oliveira et al., 2007; Herzog et al.,)2@®iBe Ausnahme unter
diesen bildet dabei die periphere HEMMtereinheit CapG, welche auch in Interphase
Chromatinassoziier vorliegt (Herzog et al., 200)3 Die spezifische subzellulakekalisation

von CapG in Interphaseird maf3geblich durch mehrere, imt@minalen Drittel befindliche
Kernimportsequenzen reguliert. Es wird spekuliert, dass CapG, basierend auf seiner friihen
Chromatinassoziation, als Rekrutierungsfaktor fungiert und alsp#sdProtein die
chromosomale Lokalisation der verbleibenden Condensintéreinheitendirigiert (Herzog

et al., 2013. Die im Gegensatz zur Mitose erst spéat eintretende Ladung von Cap@san
Chromatin suggeriert folglich, dass die Rekrutierung des CondeKsimplexes in Meiose
unabhéngig von einer vorausgehenden CdpRalisation erfolgt. Basierend auf dem
differenziellen Lokalisationsmuster in Mitose und Meiose muss die Existenz &herna
Regulationsmechanismen postuliert werden, welche die Lokalisation von CapG in Meiose
steuern. Ein potentielles Szenario ware ein gerichteter Kernexport in der Interphase unter
dem Einfluss etwaiger Kernexportsequenzen (NES), welche in diesem R&lrldiag der
Kernlokalisierungssignale egalisieren wirden. Tatsachlich enthalt die Aminosauresequenz
von CapG zweidurch Computelgestiitzte Programme vorhergesagtéernexportsignale
(Herzog, 2011). Durch gezielte Mutagenese konnte in zukinftigen Experimenten die
funktionelle Relevanz der NES fur die Metspezifische Lokalisation von CapG determiniert

werden.

3.4 Dynamik der meiotischen Chromatinassoziation von Condensin |

In initialen Experimemn, in denen die Stabilitdt der Chromatinassoziation von Condensin
wahrend der Mitose thematisiert wurde, zeichnete sich ab, dass diese nicht auf einer

statischen Wechselwirkung beruht. Stattdessen kann eine Vielzahl der Chrematin
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gebundenen CondensiFKanplexe dynamisch mit der cytosolischen Proteinfraktion
ausgetauscht werder{Gerlich et al., 20060liveira et al., 200/ Celmmunprazpitations
experimente, in denen nachgewiesen wurde, dass alle Condebkitereinheiten aus
I6slichen, mitotischen Extrakten guazipitiert werden kénnen, legen nahe, dass Condensin
Holokomplexe bereits im Vorfeld der Chromatinassoziatiolistandig assmbliert werden
(Hirano et al., 1997 Savvidou et al., 2005 Das dynamische Verhalten einzelner
Untereinheiten reflektiert somit sehr wahrscheinlich das Verhalten des gesamten
CondensirKomplexes. Durch FRARperimente an Condenslgntereinheiten konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Chromatinassoziation des Condensin
Komplexes in Meiose ebenfalls dynamisch ist. Reprasentativ wurden die dynamischen
Eigenschaften der Condensisgezifischen Proteine BarrdfE und EGFPapD2 untersucht.

In beiden Falle kann nach Fluoreszenzbleichung an Metaphasechromosomen eine
Wiederherstellung des Fluoreszenzsignals gemessen werden (Abb. 13), was fur die Neu
Rekrutierung der cytosolischen Proteine an das kondensierte Chromatin spricht. Um
guantitative Aussagen Uber i@ Bindungskinetik treffen zu koénnen, wurden
Regressionsanalysen durchgefihrt. Fir die periphere HEAdreinheit EGREapD2 wurde

eine mobile Fraktion von 59 % ermittelt, die mit einer Halbwertszeit von 693 sec
ausgetauscht wird. Im Fall von BartER shkeint lediglich eine Subpopulation von 25 %
dynamisch zu binden und mit einer deutlich langeren Halbwertszeit von 990 sec umgesetzt
zu werden, wahrend die Mehrheit der Barr&it Molekile stabil mit dem Chromatin
assoziiertDie auffallend geringere Dynamikn Barrerkdnnte ein Indiz dafur sein, dass die
aus den Kernuntereinheiten SMC2, SMC4 wded KleisirUntereinheit Barren gebildete
zentrale Ringstrukturvon Condensirstabiler am Chromatin bindet als die peripheren HEAT
Untereinheiten CapD2 und CapGm diese Hypothese zu Uberprifen, misste im Folgenden
das dynamische Verhalten weiterer Untereinheiten charakterisiert werden. Einschrankend
muss jedoch erwahnt werden, dass die hier bestimmten Bindungsdynamiken lediglich als
naherungsweise Abschatzung zawerten sind und nur bedingt den reellen Wert
widerspiegeln. Aufgrund des limitierten Zeitfensters zwischen Photobleichung und Eintritt in
die Anaphase war es nicht moglich, die Fluoreszenzregeneration bis zum Erreichen des
Maximums zu detektieren. DiesHit dazu, dass sich das wiederkehrende Fluoreszenzsignal
in der Exponentialfunktion nicht asymptotisch dem Grenzwert nahert, was einen

Ungenauigkeitsfaktor bei der Berechnung von Halbwertszeit und Austauschrate darstellt.
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Um die Dynamik Uber eine langereidpanne verfolgen zu kdnnen, erscheint es als sinnvall,
die zu untersuchenden Kerne zukinftig durch Inkubation mit Mitosehemmstoffen in
Metaphase zu arretieren. Hierbei konnte der Hemmstoff Demecolcin verwendet werden,
dessen inhibitorischer Effekt aufedmeiotische Progressidn vivobereits bestatigt werden
konnte (Daten nicht gezeigtitinen weiteren Ungenauigkeitsfaktor bei der Auswertung stellt
die ausgepragte Hintergrundfluoreszenz im Detektionsbereich von B&tRelche bei der
Sigalverarbeitug zu einem stérenden Rauschsignal fuhbadurch kénnen subtile
Fluoreszenzveranderungen womdglich  nichtnehr eindeutig erfass werden.
Nichtsdestotrotz lassen sich anhand der gewonnenen Daten erste Rickschlisse ziehen. So
scheint sich die Dynamik der Chratinassoziation von Condensin | in Meiose deutlich von
der in Mitose zu unterscheiden. In mitotischen Teilungen BomelanogastefEmbryonen
konnte fur Barren eine mobile Fraktion von 84 % und eine Halbwertszeit126nsec
(Oliveira et al., 200y fur CapD2 eine mobile Fitadn von 40% sowie eine Halbwertszeit von

36 sec (Stefan Heidmann, pers. Mitteilung) gezeigt werden. Diese bemerkenswert schnelle
Regenerationsrate ist hochstwahrscheinlich das Resultat der enormen Geschwindigkeit der
syncytialen Teilungen wéhrend der fren D.melanogasterEmbryogenese, welche mit

rapiden Umstrukturierungen des Chromatinstesngehen(Oliveira et al., 2007

3.5Die Rolle von Aurora B Kinadei der Chromatinassoziation von Condensin | in Meiose

Die Interaktion der Condensitomplexe mit dem Chromatin wird durch synergistische
Effekte zahlreicher regulatorischer Proteine und posttranslationaler Modifizierungen
gestetert (zur Ubersicht siehklaering and Gruber, 2016lirano, 2012 InD. melanogaster
und zahlreichen weiteren Orgamen wurde eine funktionelle Relevanz der Kinase AuBora
fur den Vorgang der Chromosomenkondensation sowie die Assoziation von Condensin mit
dem mitotischen Chromatin geschildgiet and Glover, 200Kaitna etal., 2002 Lipp et

al., 2007 Petersen and Hagan, 2003ada et al., 20%1Takemoto et al., 2007 Immun
prazipitationsexperimente in Helzellen zeigten erstmals, dass die dmdichtSMG
Untereinheiten von Condensinin vitro und in vivo AuroraB-abhéngig phosphotiert
werden (Lipp et al.,, 200¢ In weiterfihrenden Experimenten konnte schlieflich
nachgewiesen werden, dass die Aur@&abhangge Phosphorylierung von CapEfid2 fur

die Chromatinassoziation von Condenkirsowohl in humanen als auch Hefezellen
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erforderlich ist. Durch die Aurora-Brmittelte Phosphorylierung wird die Interaktion der
KleisirUntereinheit mit der Nlerminalen Doméne des Histons H2A bzw. desganante
H2A.Z begunstigt und Condensin so an diAD&krutiert(Tada et al., 201)1 Die Mutation

der evolutionar konservierten AuroBPhosphorylierungsstelle an Position T43 des
D.melanogasterCapHHomologs Barren (Tada et al., 2011) hat jedoch keinen Effekt auf
dessen Chromatinlokalisation in Meiose (Abb. 14). Durch bioinformatische Sequenzanalysen
(http://prosite.expasy.org) wurde die Aminosauresequenz von Barren deshalb auf da
Vorhandensein zusatzlicher Aurdd&onsensusmotive ([KRJST][ILV]) hin untersucht.
Dabei konnte eine zweite potentielle AuroraPBosphorylierungsstelle an Position T194
vorhergesagt werden. Um die Funktionalitat digsend eventuell weiterermutmalilicher
Phosphorylierungsstelifezu analysieren, wurdeim vitro Phosphorylierungsexperimente mit
rekombinant hergestelltelD. melanogasterAuroraB Kinase durchgefiihrt. Bislang konnte
keine experimentelle Evidenz fur die Phosphorylierung von Barren diuntra B Kinasi

vitro erhalten werden (D&en nicht gezeigt). Dies deutedaraufhin, dass die Aurora B
abhangige Chromatinassoziation von Condensin auf anderen Mechanismen als der
Phosphorylierung der Kleislontereinheit Barren beruht. Ein mdgliches &ago ware die
Rekrutierung von Condensin durch posttranslationale Modifikation von Histonproteinen. Der
Prozess der Chromosomenkondensation geht mit einer Mitose und Mspsafischen
Phosphorylierung der Histone H&d H1 einherBradbury, 1992de la Barre et al., 2000
Hendzelet al., 1997 Wei et al.,, 1998 Wei et al., 19989 Zudem konnte eine DNA
unabhéngige Interaktion des Condengiomplexes mit ldton H3 sowie die Kolokalisation
beider Komponenten in lokal kondensierten Chromatinregionen wahrend der frihen
Prophase am G2/M Ubergang identifiziert werden. Basierend auf diesen Daten wurde
bereits ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Chromekirutierung von
Condensin und der Phosphorylierung von Kiistonen patuliert (Schmiesing et al., 2000
Tatsachlich fuhrt die Mutation der mitotischen &3phorylierungsstelle von Histon H3 (Serin
10) inTetrahymenazu einer eingeschréankten Chromosomenkondensation 1sedregation

(Wei et al., 1999 Auf ahnliche Weise fiihdie Inhibition der Histon H®hosphorylierung
durch RNAdvemittelte Depletion von Auror® Kinase inDrosophilaS2Zellen zu einer
unvollstandigen Chromosomenkondensation sowie zu einer verminderten Rekrutierung von
Barren an da Chromatin (Giet and Glover, 2001 Da &aquivalente Histon H3

Phosphorylierungen auch in Meiose stattfinden, ware auch hier ein mechanistischer
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Zusammenhang mit der Rekrutierung von Condensin denkbar. Weder dievRitAitelte
Depletion noch die chemischeaktivierung von Aurora B Kinase durch Binuclein 2 jedoch
fuhren zu einer signifikanten Delokalisation der KleldirtereinheitBarrenvom meiotischen
Chromatin(Abb. 15).Eine Minderung des Levels an Chromag@bundenem Barren kann
anhand der vorliegetien Datenallerdingsnicht ganzlich ausgeschlossen werden (Abb. 15).
Subtile Veranderungen der Chromatinassoziation kdnnten in zukinftigen Experimenten
durch Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von BaffEnidentifiziert werdenDie in
dieser Arbeitgewonnenen Daten suggerieren dahdass die Funktion von AuroBaKinase

fur die chromosomale Assoziation von Condensin | wahrend der méannlichen Meiose in
D.melanogasterkeine oderlediglich eine untergeordnete Rolle spielin vergleichbarer
Phanotypwurde bereits zuvor in der Meiose vo@. elegandeschrielen (Collette et al.,
2011). Demnach ist Aurora B in Meiose nicht fur die initiale Chromatinassoziation von
Condensirl notwendig, sondern dirigiettediglichdessen korrekte Verteilung dnraumliche
Lokalisation entlang der Gimosomen(Collette et al., 201)L Es ist somit vorstellbar, dass
Aurora B Kinasspeziesspezifischinterschiedliche Rollen beim chromosomaltrgeting

von Condensin | in Mitose und Meiose spielt.

3.6 Die Rolle von Condensin | bei der meiotischen Chromosomensegregation wahrend der

mannlichen Keimzellbildung iD. melanogaster

Die Assoziation mit dem Chromatin in Meiose liefert ein erstes Indiz flr eine potentielle
Funktion von Condensin | wahrend diedesozesses. In weiterfuhrenden Experimenten
sollte die Funktion bei der méannlichen Keimzellbildung genauer charakterisiert werden.
Klassischéossof-function Mutationen sind fur Genfunktionsanalysen in der Keimbahn nicht
geeignet, da die fur die Condengibintereinheiten kodierenden Gene fir die mitotische
Prolifergion essentiell sindBhat et al., 1996Dej et al., 2004Jager et al., 2005 Daher
musste Condensihgezielt in der mannlichen Keimbahn inaktiviert werden. Durch RNAI in
Kombination mit dem binaren Gal4/UAystem kdnnen die entsprechenden Gentranskripte
konditional degradiert undlossof-function Phanotypen ausschlief3ticin designierten
Geweben erzeugt werdendm die zentrale Frage zu beantworten, ob der Condelrsin
Komplex fur die mannliche Meiose D.melanogasteressentiell ist, wurde die Fertilitat
Condensirdepletierter Individuen untersucht. Wahrend Mannchen naafockdownvon

Barren und CapG relativ zum Wildtyp signifikant weniger Nachkommen hervorbringen, fihrt
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die Depletion von SMC2 zu vollkommener Sterilitdt der betreffenden Individuen (Abb. 19).
Ein vergleichbarer Effekt auf die mannliche Fertilitdt konrderch proteasomale
Degradation sowie preblytische Spaltung der Kleidimtereinheit Barren reproduziert
werden (Abb. 28 und 30). Diese Beobachtung indiziert erstmals, dass der Condensin |
Komplex in der Spermatogenese vbBn melanogastezwar eine wichtge, aber dennoch
nicht unverzichtbare Funktion innehaDie massive Auspragung des Phanotyps im Fall des
SMC2knockdownsist vermutlich darin begriindet, dass der Abbau der zellularen SMC2
MRNA mit der Funktionalitdt beider putativer ConderAsomplexe inteferiert. Dieser
vermeintliche additive Effekt der doepletion von Condensin | undsliggeriert, dasbeide
Komplexe wahrend der Meiose zwar teilweise Uberlappende, aber -néchindante
Funktionen erfiillen Tatsachlich isauch fir Condensin-fipezifiche Proteine bereits eine
essentielle Funktion bei der Chromatinorganisation in der mannlichen Meiose von
D.melanogasterbekannt CapH2 und CapD3ossof-function Mutationen fuhren ebenfalls

zu mannlicheiSterilitat (Hartl et al., 2008p Untersuchungen beziglich der Funktion beider
CondensirKomplexe in der Meiose von Mausen liefern jedoch widersprichliche Befunde.
Demzufolge besitzt lediglich der CondensiKdmplexeine essentielle meiotische Funktion.
Condensin | erfili Gberlappende Funktionen, ist jedockonst redundant. Wahrend die
konditionale Depletion von Ncaphth M&usenkeine oder nur milde Effekte hervorruft, hat

die Depletion von NCaph2 eine komplette Sterilitat zur Folge (Houlard et al., 2015).

Befunde, womch Condensindepletierte Mannchen eine dezimierte Menge reifer Spermien

produzieren und durch deren Kreuzung mit wildtypischen Weibchen ein erhdhter Anteil
unbefruchteter Embryonen abgelegt wird (Aldf), belegen zweifelsfrei, dass der

beobachtete Feititatsverlust bereits im Vorfeld der Kopulation durch Defekte wahrend der
mannlichen Keimzellbildung verursacht wird. Der Anteil unbefruchteter Embryonen
reflektiert dabei jedoch nicht die korrespondierende Schlipfrate im Fertilititstest. Gemaf
der Quantiat der Nachkommenschaft ware eine deutlich héhere Anzahl unbefruchteter
Embryonen zu erwaein gewesen. Dies veranlasste m@hzunehmen, dass eine weitere

Subpopulation von Embryonen existiert, die befruchtet ist, aber im Verlauf der
Embryonalentwicklungabstirbt. Eine falsche Anzahl an Chromosomen kann infolge von
Gendosiseffekten ursachlich fur die verminderte Vitalitét und embryonale Letalitat sein.
KlassischeNondisjunctiorAnalysen bestatigen eine erhthte Frequenz chromosomaler

Fehlsegregationseignisse nach RNAdermittelter Inaktivierungvon Condensin | (Abb. 23).
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Mit bis zu 25 % im Fall des IV. Chromosoms und bis zu 10 % im Fall der
Geschlechtschromosomen konnte in dieser Arbeit ein wesentlicher Anstieg chromosomaler
NondisjunctiorEreignisse verghen mit wildtypischen Fliegen nachgewiesen werden.
Analoge Exgrimente mit hypomorphen Alleleneinzelner Condensin {Untereinheiten
lieferten dagegen keine Indizien fir eine abnormale Segregation diégsemGsomen(Hartl

et al., 2008D. Lediglich im Fall des II. und Ill. Chromosoms konnten offensichtliche Effekte
auf die meiotische Chromosomensegregation erfasst werdeng@&steigerte Sensitivitat des

II. und Ill. Chromosoms gegenuber Fehlsegregation beruht mutmaflich auf den strukturellen
Beschaffenheiten dieser Chromosomen. Durch ihre enorme GrofRe und dem damit
verbundenen Mehrgehalt an DNA (Il. Chromosd0,8 Mb; Ill. Cltomosom: 68,8 Mb)
verglichen mit dem IV. Chromosort4,4 Mb wird fir deren Kompaktierung und
Individualisierung ein hoheres Level funktioneller CondelKsimplex bendtigt(Hartl et al.,
2008h. Die Depletion von Condensin wirde sisbmit negativer auf die strukturelle
Integritat der Il. und Ill. Chromosomen auswirken und infolgedessen deren Fehlsegregation
beglnstigen. Die hohere Seirsvitdt der beiden Autosomen 11 und Il gegeniber
Fehlsegregation als die der Gonosomen beruht vermutlich auf wenschiedenartigen
Mechanismen der Homologenpaarung. Wahrend die Autosomenpaarung uber die gesamte
Lange der Chromosomen erfolgt, ist die Rem der Gonosomen auf repetitive,
heterochromatsche rDNA Sequenzen beschraficKee et al., 1992McKee and Karpen,
1990 McKee et al., 1993Folglich ist die an der Paarung beteiligte relative DNA Menge im
Fall des II. und Ill. Chromosoms als gré3er anzunehmen, als im Fall der Gonosomen. Hartl et
al., 2008b postulieren eine direkte Korrelation zwischen der fir die Paarung
verantwortlichen DNAVienge und der erhdhten Sensitivitat gegentber Fehlsegregation.
Basierend auf der Hypothese, dass eine ordnungsgemalie Funktionalitdt von Condensin flr
die Homologenpaarung ausschlaggebend ist, mus®endisjuncion-Ereignisse schom
Anaphase | auftretenTatsachlich konnte fir Condensineine essentielle Rolle bei der
stabilen Adhéasion der homologen Chromosomen demonstriert werden. Entsprechend den
Erwartungen fuhrt die Mutation Condendikspezifischer Gene in diesen Individuen
vermehrt zu Fehlsegregansereignissen wahrend der ersten meiotisohTeilung(Hartl et

al., 2008h. Anhand derdurchgefuhrten NDAnalysen konntébestatigtwerden, dass auch

die Depleton von Condensin |, neben einer chromosomalen Fehlsegregation in Meiose I, zu

einer fehlerhaften Segregation d&onosomerin Meiose | fuhrt (Abb. 23). Um auch im Fall
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der Autosomerewischen einer defekten Chromosomensegremain Meiose | oder Meiose

Il differenzieren zu konnen, missten die zu untersuchenden Mannchen zusétzlich
heterozygot fur eine rezessive Markermutation auf dem untersuchten Chromosom sein. Im
Falle einer C&egregation der beiden Homologen in Meiose | wirdSpermien gebildet
werden, die heterozygot fir diese Mutation sind (ritt). Bei defekter
Chromosomensegregation ausschlief3lich in Meiose Il hingegen, wirden aufgrund-der Co
Segregation beider Schwesterchromatide Spermien auftreten, die entweder hontdzygo

das wildtypische Allel (+/+) oder fur das mutante Allel sind {imuit’). Da sowohlidie
Befruchtung mit +/+ Spermien als audtie Befruchtungmit mut/+ Spermien ein
wildtypisches Erscheinungsbild hervorruft, muss, um beide phanotypischen Klassen
voneinander unterscheiden zu kdnnen, die Prasenz des mutanten Alles anschliel3end durch
geeignete PGRnalysen nachgewiesen werdefinalog zu den fir das IV. ©mosom und

die Gonosomen durchgefiuihrten egetischaé NondisjunctiorAnalysen sollte auchdie
Segregation des Il. undtd. Chromosoms untersucht werden. Derartige genetische Bastls

fur diese Chromosomeaufgrund derin unserem Falerforderlichen Allelkmbinatioren

sehr komplex und nur schwer durchfuhrbar. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit versucht die zweitund drittchromosomale Segregation cytologisch durch FISH
nachzuweisen. Zur Visualisierung beider Chromosomen wurderSeisdé¢n varvendet, die

in repetitiven, genomischen Bereichen dieser Chromosomen hybridisi®ansich diese
DNASonden fir einen Nachweis in den Spermatidenkernen als nicht funktionell erwiesen
und keine eindutig auswertbarenSignale liefertenkonnte die Segregain des Il. und lIl.

Chromosomgedochnicht beurteilt werden.

Als molekulare Ursache fur die Aneuploidie der Keimzellen konnte eine aberrante
Chromosomensegregation in Meiose identifiziert werden. Die Depletion von SMC2, CapG
und Barren verhindert die effiente Separation der Homologen und Schwesterchromatiden

in Anaphase | und Anaphase Il und fuhrt zur Ausbildung von Chromatinbriicken zwischen den
segregierenden DNMassen (Abb21 und 22). In Anbetracht der Tatsache, dass die
mannliche Meiose iDrosophia auf einer achiasmatischen Homologenpaarung beruht, ist
die aberrante Chromosomensegregation nach CondebDsipletion wahrscheinlich das
Resultat einer defekten Chromosomenstruktur und beeintrachtigten Auflésung
chromosomaler Verflechtungen. Es ist bekgn dass der Condensiomplex die

Topoisomerasd-abhangige DNMekatenierung begunstigt und dadurch die Entstehung
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schadlicher Chromatinbriicken wahrend der Chromosomensegregatidnindert (Charbin

et al., 2014. Um die Frage zu beantworten, ob die hier beobachteten Chromatinbriicken
tatsachlich auf unvollstandig aufgeloste DKatenierungen zurtckzufiihren sind, bedarf es
jedoch weiterer Untersuchungen. Ein erstes Indiz liefert die Depletion von Topoisomerase |I.
Die Inaktivierung von Topoisomerase |IDmmelanogastelSpermatozyten spiegelt den nach
Condensin-Depletion zu beobachtenden Phéanotyp und das Auftreten von Anaphasebriicken
im Verlauf beider meiotischer Teiluag wieder(Mengoli et al., 201% Ein synergistischer
Effekt von Condensin und Topoisomerase Il bei der -Dbldatenierung und
Individualisierung von Chromosomen in Meiose gilt somit als sehr wahrscheinlich.

Auch in weiteren Modellorganismen konnte eine Rolle von Condensin in diesgresB
demonstriert werden(Hagstrom et al., 2004_ee et al., 2011Siddiqui et al., 2003vu and
Koshland, 2008 Obgleich die zugrundeliegden Daten tbereinstimmend eine Funktion von
Condensin auf die meiotische Chromosomensegregation bestatigen, liefern diese jedoch
kontroverse Befunde bezlglich des exakten Wirkmechanismus von Condensin bei der
Homologen bzw. Schwesterchromatidtrennungn Arabidopsis thaliandiihrt die Mutation

von AtCAFE1, einem funktionellen SM&2rtholog, ausschlielich zu einer beeintrachtigten
Segregation der Homologen Meiose I(Siddiqui et al., 2003 wahrend eine Depletioron
SMC4 inC.elegans die Schwesterchromatidtrennung in Meiose I, nicht jedoch die
Homologentrennung bdeflusst (Hagstom et al., 2002 In S.cerevisae hingegen kann
beobachtet werden, dass die Expression mutanter Allele der Condeimsereinheiten Ycgl

und Ysc4 sowohl die Chromosomensegregation in Meiose | als auch Mestde (Yu and
Koshland, 20083 Letzteres ist konsistent mit den hier gezeigten Beobachtungen, wonach die
Depletion einzelner Condenskihtereinheiten zu-ehlsegregationsereignissardhrend der
ersten und zweiten metischen Teilung fuhr(Abb. 23). Yu and Koshland postulieren, dass
dem Einfluss von Condensin auf die Segregation von Homologen und Schwesterchromatiden
unterschiedliche mechanistische Aktivitaten zugrunde liegen. Demnach wird die
ordnungsgemalle Schwesthiiromatidtrennung durch die Condensabbhangige DNA
Dekatenierung und Individualisierung der Schwesterchromatiden sichergestellt, wahrend die
Segregation der Homologen durch den Einfluss von Condensin auf die Paarung der
homologen Chromosomen gewahrleistavird. Diese Argumentation stutzt sich auf die
Feststellung, wonach der CondensirKdmplex eine regulatorische Funktion bei der

meiotishhen Rekombination innehafMets and Meyer, 2009Tsai et al., 2008Yu and
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Koshland, 2008 So konnte ir5.cerevisiaesine Beteiligung von Condensin an der Auflosung
von rekombinationsabangigen Verkntpfungen zwischen homologen Chromosomen gezeigt
werden. Durch Depletion der Meiospezifischen Endonuklease Spoll, die die Induktion
von DSB initialisiert, kdnnen Anaphasebriicken in Meiose | im Condemsitanten
Hintergrund weitgehend untelrickt werden (Yu and Koshland, 2003). Auch in
D.melanogasterist die Beteiligung beider Condendflomplexe an der Paarung homologer
Chromosomen evident. So besitzt die Condendimtereinheit CapG in der Oogenese eine
spezifische Funktion bei der Disamblierung des SC und der Konfiguration der homologen
Chromosomen in MetaphadeLetzteres aul3ert sich durch das Auftreten multipler, vorzeitig
getrennter Chromatinmassen in Cajp@tanten Oocyten(Resnick et al., 2009Trotz der
erheblichenUnterschiede der Homologenpaarung Ih melanogasteMéannchen ist eine
Beteiligung von Condensin auch in diesem Prozess aul3erst waintsthedn Condensin-Il
mutanten Individuen ist die Sequestrierung der chromosomalen Bivalente in Form der
charakteristischen Chromatinterritorien in Prophdsenhibiert (Hartl et al., 2008b)Die
Ausbildung der Chromatinterritorien in Prophase | jedodt eine entscheidende
Voraussetzung fir eine stabile Adhasion der homologen Chromosamenfir deren
fehlerfreie SegregationEin erstes Indiz fur eine Beteiligung von Condensin | an der Paarung
der Homologen liefert der Befund, wonach die Inaktivieruag €ondensin Nondisjunction
Ereignisse in Meiose | nach sich zieht (Abb. @8).die Fragendgultigzu beantworten, ob
auch der CondensinKomplex als zusatzlicher Faktor fir die Homologenpaarung in der
mannlichen Meiose benotigt wird, wurde die Fornwat der chromosomalen Territorien
nach RNAvermittelter Degradation von SMC2, CapG und Barren fluoreszenzmikroskopisch
analysiert (siehe Anhang, Abb.)3% der vorliegenden Arbeit konnte keine beeintrachtigte
Ausbildung von Chromatinterritorien trotz @densin {lnaktivierung nachgewiesen werden.

An dieser Stelle muss daraufhin gewiesen werden, dass mit dem experimentellen Setup auch
der Effekt einer Condensin-IHaktivierung auf die Territorienbildung nicht reproduziert
werden konnte. Das Ausbleibermes Phénotyps nach Condenskiindktivierung ist jedoch
sehr wahrscheinlich auf eine unzureichende Depletion von CapH2 bzw. CapD3 durch RNAI
vermittelten Abbau zuriickzufihren. Bimockdownvon CapH2 und CapD3 konnte wahrend
dieser Arbeit nicht experimeptl bestatigt werden. Die Daten sprechen somit gegen eine
Rolle des CondensinKlomplexes bei der Strukturierung des Chromatins wahrend der

meiotischen Prophase. Dies ware konsistent mit den Erkenntnissen der Lokalisationsstudien,
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die zeigen, dass die Cagkin tUntereinheiten erst nach NEBD am Chromatin assoziieren
(Abb. 12). Anders als im Fall von CapG und Barren ware ein Effekt defD®jdl€Ron auf

die prophasische Chromatinorganisation allerdings zu erwarten gewesen, da SMC2 als
Bestandteil des Condesin [tKomplexes fungiert, fir den eine essentielle Funktion bei der
Ausbildung der Chromatinterritorien bereits beschrieben ist (Hartl et al., 2008b). Folglich
scheint fir die Funktion CapH2 und Cé&pDbei diesem Prozess eine stringente
Komplexbildung nitt erforderlich zu sein. Die Condensinspiezifischen Untereinheiten
kénnten in der Keimbahn eine Komplarabhangige, Chromatistrukturierende Rolle

ubernommen haben.

3.7 Der Einfluss von Condensin | auf digegritat des Spermienchromatins

Nach derDepletion von Condensin weist eine Vielzahl von Spermatidenkernen zudem eine
vom physiologischen Erscheinungsbild abweichende Morphologie auf (Abb. 26). Die
betreffenden Kerne variieren in Grof3e und Gestalt oder sind augenscheinlich tber feine
Chromatinbricken miteinander verbriickt, obwohl diese nach Vollendung von Anaphase Il
vollstdndig voneinander getrennt sein solltdferne mit abnormaler GréR&nd vermutlich
durch die Variation des DNBehalts zu erklaren. Aneuploide Kerne besitzen mehr oder
weniger als die Ubliche Anzahl an Chromosomen, was sich in Form einer abnormalen GroR3e
wiederspiegeln kannEine von der Norm abweichende Anzahl an Chram@n konnte
sowohl durch die Quantifizierung von centromerischen-&ghalen als auch durch FISH m
einer XChromosormspezifischen Sonde bestatigt werdéibb. 24 und 25)Haufig kdbnnen

als Folge einer fehlerhaften Chromosomensegregation zudem sogendviitenuclei
beobachtet werden. Diese kdnnen entstehen, wenn einzelne Chromosomen oder DNA
Fragmente nicht zu einem der beiden Spindelpole transpdntverden(Fenech et al., 2031

Um die Prasenz von Micronuclei zutensuchen und die Grof3e einzelner Spermatidenkerne
exakter bestimmen zu kénnen, wurden Spermatidenkerne unmittelbar nach Beendigung von
Meiose Il analysiert. Zu diesem Zeitpunkt kénnen die Spederakerne durch die Prasenz

der sogenannten Nebenkerne im &senkontrast leicht identifiziert werden. Als Nebenkern
versteht man eine spezielle mitochondriale Struktur, welche sich in den postmeiotischen
Spermatiden vieler Insekten formiert. Die Mitochondrien fusionieren dabei zu einem
sphéarischen Aggregat, welchasunmittelbarer Angrenzung an den Kern lokalisiert (Fuller,

1993). Da die Spermatidenkerire diesem Stadium eine kreisrunde Morphologie aufweisen,
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kann durch die Bestimmung des Durchmessers, deren Grof3e naherungsweise quantifiziert
und vergleichend beteilt werden. Allerdings konnten in diesem Stadium weder
Micronuclei noch wahrnehmbare Unterschiede in Bezug auf die Grol3e der Kerne nach
CondensirDepletion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Andernfalls lie3e sich die
ungleichméafige GrofRe der Nek auf einen unterschiedlichen Kondensationsstatus des
Chromatins zurtickfuhren. Dies konnte zugleich das heterogene Erscheinungsbild der
Spermatiden erklaren. Im Verlauf der Spermiogenese wird das Spermienchromatin einer
drastischen Reorganisation untegen, um in einen hoch kompaktierten und
transkriptionsinaktiven Zustand Uberfihrt zu werden. Basierend auf der Schltisselfunktion
von Condensin bei der Strukturierung des Chromatins ware es denkbar, dass nach
Inaktivierung von Condensin auch die Strukturiieg des Spermatidenchromatins
beeintrachtigt ist. Eine physiologische Funktion von Condensin bei der Strukturierung des
Spermienchromatins ist bislang jedoch unbekannt. Eine Lokalisation von Condensin | am
Chromatin reifer Spermien ist zudem nicht evidef(daten nicht gezeigt). Um den
Kondensationsstatus des Spermatidenchromatins in Abwesenheit von Condensin zu
untersuchen, konnten FISEkperimente durchgefihrt werden, bei denen durch
Hybridisierung mit  sequenzspezifischen  DB8Sknden der Abstand  zweier
intrachromosomaler DNAoci determiniert werden kann.

DNAMassen, welche auch nach Beendigung von Meiose verbunden bleiben, kénnten das
Resultat einer unvollstdndigen Abschnirung der Spermatiden sein. Chromatinbriicken,
welche auch Uber Anaphase hinaus perseten, kdnnen unterschiedliche Folgen haben.
Einerseits konnemSBs verursacht werden, wenn ein Chromodmim Zusammenziehen

der Teilungsfurche durchtrennt wirdandererseits kann die Abschniirung beider Zellen durch
Ruckbildung der Furche verzégert odehibiert werden (Ganem and Pellman, 201Per
NoCut Pathwayst eine Signalkaskade, die erstmaligHelaZellen und Hefe identifiziert
wurde und die Vollendung der Cytokinese als Antwort auf AnapbDe$ekte inhibiert
(Mendoza et al., 2009Steigemann et al., 2009Die Retention einzelner Chromatinfasern
innerhalb der Teilungsfurche bzwapindle midzonést hinreichend, um de NoCut Pathway

zu aktivieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Herstellern
Abcam (Cambridge, UK), AppliChdidarmstadt, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland), GE Healthcare (Munchen, Deutschland), Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Pierce/Thermo Fisher Scientific
(Bonn, Deutschland), Serva (Heidetiper Deutschland), Sigma Aldrich (Minchen,
Deutschland) oder VWR (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die eingesetzten Enzyme
stammten von Fermentas/Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland), New England Biolabs
(Frankfurt am Main, Deutschland) und Roche Diatjne (Mannheim, Deutschland)

4.1.2 Bakterienstamme
DerE. coliXL1Blue Stamm wurde fir die Proteinexpression, die Stare&meolDH10B sowie
E.colb | ph FNNJ YE2YASNHzy3aSYy dzyR RAS +SNIIASEt FNE O,

Tabelle 1| Bakterienstdmme
Bakterienstamm | Genotyp

F endAlginV44thi-1 recAlrelA1gyrA96deoRnupGpurB20. y taé%h a M |

i h
E.cols 1 p N BCZYAarghU169, hsdR1TEMID £ <
: F endAldeoR recAlgalE15galK16nupGrpsLn(lac)X74 ytnt O%n a m
E. coliDH10B
araD139n(ara,leu)769ncrAn(mrr-hsdRMSncrBC Bt <
E. colXL1Blue enqu gy[Agg(na thl_—l recAl vrerAl lac glpV44 ETn10 tef proAB lacf
nofl Ow%dampng) KaRwMT 0 NJ
4.1.3 Plasmide

Die folgende Tabelle enthéalt sowohl kommerziell verfligbare Vektoren alsRlasmide der
laborinternen Plasmidkollektion, welche in der vorliegenden Arbeit nicht selbst hergestellt
wurden.

Tabelle 2| Plasmide

Plasmid/Bezeichnung Quelle/Referenz

pAS 1834 O. Stemmann, persorVitteilung
pattB Bischof et al., 2007
pattB-CapG-EGFP Riemer, 2012
pattB-SMC2-EGFP S. Heidmann, persoMitteilung
pQE3CEGFP Ddrr, 2004
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pQE36dSccl Heidmann et al., 2004
pLITMUS28 New England Biolabs

pRSHA O. Stemmann, persorVitteilung
pslfall80fa Horn and Wimmer, 2000
pStCapG-F3FE Jordan, 2015

pUASH-A S. Heidmann, persi. Mitteilung
pUAST Brand and Perrimon, 1993
pU6-BbsichiRNA AddgeneGratz et al., 2013
pU6-chiRNAG-E5 Jordan, 2015

cDNA Klon RE48802 BerkeleyDrosophilaGenome Project

4.1.4 DNAOligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden ausschlie8lich zu Klonierungszwecken verwendet.
Samtliche Oligonukleotide wurden von den Firmen Microsynth/Seglab sowie Sigma Aldrich
synthetisiert.

Tabelle 3] DNAOIligonukleotide

Name | Sequenz und Verwendung

5-GCTGAACAGCCGGCTGGATAECEHGC
Molekularer Nachweis des Alld@arrenFSV3ERybridisiert inssenseOrientierung
5- CTAAACGCTGTGCCGGAGGAGACG
Molekularer Nachweis des All@sarrenFE hybridisiert insenseOrientierung
5-ATAAAAGGACCTTGGTGAGATTGGEXLTC

KS27 | Einfligen einer PpuMschnittstelle durch inverse PCRBarren(C)hybridisiert in
sense0rientierung
5-ATAAAAGGTCCTTCGCGGACACGTILAT

KS28 | Einflgen einer PpuMschnittstelle durch inverse PCRBiarren(C)hybridisiert in
antisenseOrientierung
5-ATAATGTACACAAGGTGAACAGGCTAELTG

KS29 | Einflugen einer Bsr&chnittstelle durch inverse PCRBiarren(N) hybridisiert insense
Orientierung
5-ATAATGTACAGGGGCCATCATCATCEICG

KS30 | Einfugen einer Bsr&dchnittselle durch inverse PCRBarren(N) hybridisiert in
antisenseOrientierung
5-ATAATGTACAACTAGGGCTAGAGAGAABITG

KS35 | Amplifikation der TENSchnittstelle; hybridisiert isenseOrientierung; enthalt BsrGl
Schnittstelle
5-ATAATGTACAACTAGCTCCCTGERMAAGS

KS36 | Amplifikation der TENSchnittstelle; hybridisiert iantisenseOrientierung; enthalt
BsrGiSchnittstelle

KS11

KS13
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KS37

KS39

KS40

5-ATAAAAGGACCTTACTAGGGCTAGAGAGAATTTG

Amplifikation der TEXNchnittstelle; hybridisiert isenseOrientierung; enthalt PpuMI
Schnittstelle

5-GCGGTTAATTAAACGTTAAAATAATTGAATGAANGC

Flankierender Primer fiir die Erzeugung von p8tBC2-EGFRiIRNA®; hybridisiert
in senseOrientierung; enthalt Pae$chnittstelle
5-ATAAACGCGTATGACGCAGCTCGATCTCTGABGTC

Flankierender Primer fiir die Erzeugung von p8tBC2-EGFRiIRNA®; hybridisiert
in antisenseOrientierung; enthalt MiuSchnittstelle

KS41

KS42

KS43

KS44

KS45

KS46

KS47

KS48

KS66

KS67

KS89

KS90

5-GGCAAAAATAAATTTCTGATTAATGGCAAGCTGBTGC
Mutageneseprimer fur di€rzeugung von pattBMC2-EGFRIRNAS; hybridisiert in
senseOrientierung
5-CCATTAATCAGAAATTTATTTTTGCCTCCGACAAGCAC
Mutageneseprimer fur die Erzeugung von pa8BIC2-EGFRIRNAS; hybridisiert in
antisenseOrientierung

5-ATAAGCGGCCGCATGACTCTGCCCCGEITAG

Amplifikation vorBarren hybridisiert insenseOrientierung; enthalt Star€odon und
Notl-Schnittstelle

5-ATAAGGCGCGCCTGAATCCAACACCTGBGCG

Amplifikation vonBarren hybridisiert inantisenseOrientierung; enthalAsct
Schnittstelle

5-ATAATCTAGATTACTTGTATAGCTCGIXCC

Amplifikation vorEGFPhybridisiert inantisenseOrientierung; enthalt Stopodon
und XbalSchnittstelle

5-GCCCGACGTCGCGCGCTCCTTCAGCAGCATC

Mutageneseprimer fir die Mutation von T43 Barren; hybridisiert isense
Orientierung

5-CTGCTGAAGGAGCGCGCGACGTCGGGRETTCC

Mutageneseprimer fiir die Mutation von T43 in Barren; hybridisiedritisense
Orientierung

5-ATAAAAGGTCCTTACTAGCTCCCTGGAAATARAG

Amplifikation der TE¥&chnittstelle; hybridisiert iantisenseOrientierung; enthalt
PpuMLSchnittstelle

5-ATAAAGATCTGATCATAATCAGELA

Amplifikation der SV4Terminatorsequenz, hybridisiert senseOrientierung; enthalt
BglltSchnittstelle

5-ATAAGGATCCGATCCAGACATGAT

Amplifikation der SV4Terminatorsequenz, hybridisiert in aséinseOrientierung;
enthalt BamHiSchnittstelle

5-GTACCACGTACGTACGCGTAACTAGTTAC

Modifikation der MCS in pSLapG-F3FE; komplementar zu KS90; enthalt Ate6
BsiWi, Mlul-, Spelund NcolSchnittstellen
5-CATGGTACTAGTTACGCGTACGTAGCETG

Modifikation der MCS in pSLapG-F3FE; komplementar zu KS89; enthalt Ace651
BsiWi, Mlul-, Spelund NcolSchnittstellen
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5-ATAAACGCGTGGAAGAGCTCACTGCCGATGGAG
KS91 | Klonierung von pSBarreri-o Q | -bRAMFSV3FE; hybridisiesénsen BarrenExon 2;
enthalt MlukSchnittstelle

5-ATAAGGTACCGGCAAACATGGAAATCTGATCG
KS92 | Klonierung von pSBarreri-o Q | -bRAMFSV3FE; hybridisieahtisensean Barreno -W
UTR; enthalt Acc65%chnittstelle
5-ATAAGCGGCCGCATCCAACACCTGGCGARTITTG
KS93  Klonierung von pSBarreri-o Q | -bRAMFSV3FE; hybridisieahtisense upstream
von BarrenStoppCodon; enthalt NotSchnittstelle
5-ATAAGCGGCCGCATTTCTTTAATTATTTBTC
KS94 | Klonierung von pSBarrerf-o Q ! -bMAMFSV3FE; hybridisiesensen Barreno -WTR
downstreamvon StoppCodon; enthalt NotBchnittstelle
5-GCAAGAGGATCTGGAGGACTTTIEAA
KS95 | Mutageneseprimer fir die Mutation der PABtein BarrenExon 3; hybridisiert in
senseOrientierung
5-CCAGATCCTCTTGCGGAATTAGBCG
KS96 | Mutageneseprimer fir die Mutation der PABtein BarrenExon 3; hybridisiert in
antisen® Orientierung
5-CTTCGCTAATTCCGCAGGAGGACT
KS97 | gRNA fir die Modifikation voBarren hybridisiert mit KS98; kompatible Enden zu
Bbsl
5-AAACAGTCCTCCTGCGGAATTARGC
KS98 | gRNA fir die Modifikation voBarren hybridisiert mit KS97; kompatible Enden zu
Bbsl
5-CAGCATTTAAGGGCAACTA@
KS102 | Molekularer Nachweis der AllearrenFSV3FEnd BarrenFE hybridisiert in
antisenseOrientierung
5-ATAAGGCGCGCCAATGGTGAGCABRGGG
Amplifikation vonEGFPhybridisiert insenseOrientierung; enthalt Asebchnittstelle
5-ATATCCTAGGGGCTGAGGAGGGCAATIGAG
IHO1 | Flankierender Primer fiir die Erzeugung von patG-EGFRiIRNA®; hybridisiert
in senseOrientierung; enthalt AvASchnittstelle
5-CCAGGTACTCGGACAGGCATTGCCAATATAACABRCAGC
IHO2 | Mutageneseprimer fiir die Erzeugung von pa@BpG-EGFRiIRNA®; hybridisiert in
antisenseOrientierung
5-ATTGGCAATGCCTGTCCGAGTACCTGGAGACGGHAGCG
IHO3 Mutageneseprimer fir die Erzeugung von pa@BpG-EGFRBIRNAS; hybridisiert in
senseOrientierung
5-ATCACTAAGTGAAAGTTAATTAAGTIAG
IHO4 | Flankierender Primer fiir die Erzeugung von paltbG-EGFRIRNAS hybridisiert
in antisenseOrientierung; enthéalt Paedchnittstelle
SH381 5-CGATCATAATACGACTCACPHEIGGGTCACAACATGGGCCCAAAAAAGAARA,
Amplifikation von Flp; enthalt FTPromotorsequenz
5-ATGGCGCGCCTTATATGCGTC
SH382 et
Amplifikation von Flp

EU 87
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4.1.5 Antikorper

Tabelle 4| Primére und sekundare Antikorper fir Western Blot (WB) und Immunfluoreg#enz

Antikorper Verdinnung Quelle/Referenz

priméare Antikorper

Kanincheranti-Barren 1IS004 WAB: 1:3000 S. Heidmann, pers. Mitteilung
Kanincheranti-Barren 1S023 IF:  1:3000 S. Heidmann, pers. Mitteilung
Kanincheranti-CapG(N) WAB: 1:3000 Herzog et al., 2013
Kanincheranti-Cid (IS1) IF:  1:500 Jager et al., 2005
KarincherEGFP (1528) . 13000 afintatsgereinigt
Kanincheranti-SMC2Z1S04 WB: 1:3000 Herzog et al., 2013
Mausanti-Tubulin U\:/B 1128880 Sigma Aldrich

sekundare Antikdrper

PODZiegeanti-Kaninchen WAB: 1:3000 Jackson Immunoresearch
PODZiegeanti-Maus WAB: 1:3000 Jackson Immunoresearch
Alexa488Ziegeanti-Maus IF:  1:600 Molecular probes
Alexa488Ziegeanti-Kaninchen | IF:  1:600 Molecular probes
Cy3Ziegeanti-Kaninchen IF:  1:600 Molecular probes

4.2 Methoden im Umgang mib. melanogaster
4.2.1 Fliegenstamme

Tabelle 5| Gal4Treiber und Balancierstamme

Genotyp Referenz/Quelle

w*, (4 tub-Gal4VP16 Micklem et al., 1997

w*; P[w', ey-Gal4] Hazelett et al.1998

w*; P[w', bamGal4VP16] Chen and McKearin, 2003
w*; prd-Gal4/TM3,Sh, P[iyUbxlacZ] Brand and Perrimon, 1993
w*; Sb/TM3,Ser Lindsley ad Zimm, 1992
w*; Sco/Cy0, PJ[fyftz lacZ] Lindsley ad Zimm, 1992
w*; Sco/CyO, PJiyftz lacZ] D/TM3,Sb, P[ly UbxlacZ] Lindsley ad Zimm, 1992
w*; K'Y/CyO; DITM3,Ser BDSC Nr.: 7198
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Tabelle 6] Transgene Fliegenstamme

Genotyp

Referenz/ Quelle

w*: Sco/CyO, P[fyftz lacZ]; RadZ*, tubpr<Rad21 (3TEX71)
myc10 (AP360)

C(4)RM, ¢iey¥0

w/Dp(1;Y)BYy

w*; P[w', His2AvmRFP1]il1.1

w*; P[w", His2AvnRFP1].2

w*; pBac[w, CapGEGFRII.1, P[w, His2AvnRFRA]I.1/ TM3,Ser

w*; M[w”, EGFRCapD2]ZFp1D/CyO; P[Wy His2Av
mRFP]II.1/TM3,Sb
w*; P[w', His2AvmRFP]I1.1; M[iy gSMCREGFP]Z496E

w*; P[w", UASPTEVY{I1.1/CyO, P[ry+, ftz lacZ]

w*; P[w', UASNSImbvhh-GFP4]I.1

w*; P[w", UASCapGRNAI 20.2]ZH6E (UASCapGRNAI)
P{KK101679}ViFB0B (UASBarrenRNAI)

y' sc* V; P[IRiP.GLO8B5|attP2/TM3,Sb (UASCapH2RNAI)
y*' sc* V; P[TRiP.GL00575]attP@QJASCapD3RNAI)

y' sc* V; P[TRiP.HMS00360]attPRQJASSMC2RNAI)

y' sc* V; P[TRiP.GL00202]attP@QJASAuroraBRNAI)

y' w* M[vas-int.Dm]ZH2A; M[3xP3RFP.attP]Z468E

y' w* M[vas-int.Dm]ZH2A; M[3xP3RFPattP]ZH86Fb
y',w* M[nos-cas9,w]ZH2A

Tabelle 7| Erzeugte Fliegenstamme

Genotyp

Pauli et al., 2008

BDSC Nr.:

1785

S. Heidmann, pers. Mitteilung
Schuh et al., 2007
Schuh et al., 2007
Herzog et al.2013

S. Heidmann, pers. Mitteilung

Herzog et al., 2013

Urban et al., 2014
Urban et al., 2014
Hafner, 2012

VDRC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:
BDSC Nr.:

110433
38196
36615
32369
35299
24485
24749
54591

Mutagenese

w*; P[w", His2AvmRFP]II.2/CyO; M[wBarreREGFP]Z88E /TM3, Ser

w*; M[w”, BarrenTE\}'SﬁZHGSE/TMS, Ser

w*: M[w*, BarrenTEVV*|ZH68E/TM3, Ser

w*; P[w', UASPBarrerEGFP]/TM3,Ser

w*; P[w', UASPBarrenEGFPT43A]/TM3,Ser

w*; M[w*, SMCREGFRIRNAYZH86Fb/TM3,Ser
w*: M[w*, CapG-EGFRBIRNAIZH68E/TM3,Ser
w*; M[w®, BarreREGFRIRNAZH68E/TM3,Ser
w*; CapGFSV3FE/CyO, PJritz lacZ]

» C3ZLIntegrase

» C3ZLIntegrase

» C3LIntegrase

P-Element

P-Element

» C3kIntegrase

» C3LIntegrase

» C3LIntegrase
CRISPR/Cas
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w*; CapGFE/CyO0, PJ[fyftz lacZ] CRISPR/Cas
w*; BarrenFSV3FE/CyO, Pfrftz lacZ] CRISPR/Cas
w*; BarrenFE/CyO, P[fyftz lacZ] CRISPR/Cas
w*; P[w', His2AvnRFP] I11.1, P[wbamGal4VP16])/TM3,Ser Rekombination
w*: Df(2L)Exé&1077, P[W, UASPTEV/'11.1)/CyO Rekombination

Tabelle 8] Mutante Fliegenstamme

Genotyp Quelle/Referenz
wt Lindsley ad Zimm, 1992
w*; Df(2L)Exel7077/CyO BDSC Nr.: 7850
y'w*; barr=*ICyO BDSC Nr.: 4402
sold°**¥CcyO Yan et al., 2010

4.2.2 Standardmethoden

Die Haltung vonDrosophila melanogasteerfolgte in Futterréhrchen mit Futtermedium
(0,8% (w/v) Fadenagar; 2% (w/v) Rubensirup; & (w/v) Malzin; 86 (w/v) Maismehl; %
(w/v) Sojamehl; 1,86 (w/v) Trockenhefe; 0,6% (v/v) Popionsaure in kD) bei 1825°C.
Jegliche Kreuzungsexperimente wurden wie Brieenspan, 1997, Roberts, 1998 und
Sullivan 2000beschrieben, durchgefuhrt. Spezifische Angaben zur genetischereiklatur
sind bei Lindsley andimm, 1992 oder in der onlineesfiigbaren Datenbank FlyBase (FlyBase
Consortium, 2003) nachzuschlagen.

4.2.3 Allgemeine genetische Methoden im Umgang mitmelanogaster
4.2.3.1 Balancierchromosomen

Um Transgene Uber vielzdhlige Generationen hinweg stabil vererben zu kénnen und zu
verhindern, dass zusammengekreuzte Allelkombinationen durch Rekombination verloren
gehen, werden in deD. melanogasteGenetik Balancierchromosomen eingesetzt. Diese
sind durch invertierte Sequenzbereiche gekennzeichnet, wodurch die Rekombination und
der Austausch von Genen zwischen den homologen Chromosomen weitgehend
unterbunden wird. Rezessive Letalmutationen verhindern zudem, dass die
Balancierchromosomen selbst homozygtabliert werden kdnnen. Balancierchromosomen
tragen dominante Markermutationen, welche meist bestimmte Kdrpermerkmale betreffen
und konnen somit phéanotypisch sichtbar gemacht werden. Um eine einheitliche
Terminologie und eindeutige chromosomale Zuordgurzu gewahrleisten, werden
Balancierchromosomen mit Kurzbezeichnungen @O (Curly of Gter) und TM3 (Third
multiple #3 und den auf ihnen befindliche Markermutationen,Bz.Sb (Stubblg und Ser
(Serratg bezeichnet. Fur Kreuzungsexperimente in deri@genden Arbeit wurden die
zweitchromosomalen  BalancierchromosomerCyO und die drittchromosomalen
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BalancierchromosomefM3, Sbsowie TM3, Sernverwendet. Detaillierte Angaben zu den
einzelnen Balancierchromosomen kdnnen FlyBase entnommen werden.

4.2.3.2 K@nbahntransformation von D.melanogasterEmbryonen durch Mikroinjektion
und anschlieRende Kartierung von Transgeninsertionen

Fur die Erzeugung transgener Fliegenstamme wurden dideentvermittelte und die

. | evermittelte Keimbahntransformation verwerad. Beide Methoden beruhen auf der
Mikroinjektion von PlasmidDNA in den posterioren Pol syncytial&.melanogaster
Embryonen, wo sich die Vorlaufer der spateren Keimbahnzellen befinden. Die Injektion in
dieses Gewebe gewahrleistet eine Vererbung der efilgten DNASequenz an die
Nachkommenschaft und somit die Etablierung transgener Fliegenstamme. Detaillierte
Angaben zu den Mikroinjektionsversuchen finden sich bei Herzig, 1999. Fur die Herstellung
der Injektionslésung wurden 1223 RSNJ 2S¢ S-DXNA $Big (bei -FlendeM A R
vermittelter Keimbahntransformation) 23 RS a nZ-8 Nhndpds&se kodierenden

t £ aYAR& »® gufgenarmmerrund zlusatzlich mit 2 M dlatriumacetat (pH 5,2)

und 250> 9GO KFy2f @GSNESGHT (i mindedtedK15 Qinlthel0dsy/ vlurddlkR SNJ 5 b
diese durch Zentrifugation fur 15 min bei°@ und 14000 rpm (Centrifuge 5415 R,
Eppendorf) pelletiert. AnschlieBend wurde das DBDRENet mit 80 % (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 20 & G S NA f T Jofispuek @ MEAMSNaP, Bnfe S 1 G A
KCI; pH 6,8) aufgenommen. Die Injektion erfolgte mit der InjektionsappaFamntoJeder

Firma Eppendorf odePressure Injection System Accessdftesvard Apparatus).

P-Elementvermittelte Keimbahntransformation

Das System deP-Elementvermittelten Keimbahntransformtgon (Spradling and Rubin,
1982 erlaubt die Integration gewurhter DNASequenzen an einen zufalligémcusim
Genom und beruht auf beD.melanogaster naturlich vorkommenden transposablen
Elementen. Bei der Verwendung dieses Systems zur Erzeugung transgener Individuen wird
eine Mischung aus zwei Plasmiden in symdgtiEmbryonen injiziert. Eines der beiden
Plasmide tragt die fur das Transgen kodierende Sequenz flankiert von funktionellen P
ElementEnden, welche durch charakteristische gegenlaufige Wiederholungssequenzen
(inverted repeaty gekennzahnet sind(Beall and Rio, 1997 Dartber hinaus verfiigt das
Transgertragende Plasmid Uber ein Markergewhite "), welches die Selektion positiver
Transgeninsertionen uber die Augenfarbe ermoglicht. Das zviddemid kodiert fur eine
modifizierte Form der Transposas@2{3), welche das rekombinante-Eement Uber
spezifische Erkennungssequenzen erkennt und schlie3lich dessen Transposition und
Integration in das Fliegengenom bewirkt. Die zuféllige Integratios @ensgens in das
Genom erfordert eine anschlieBende Lokalisation der Transgeninsertion durch
Kartierungsexperimente. Kartierung sowie Etablierung transgener Fliegenstamme erfolgte
wie beiKramer, 199%eschrieben.

. | oevermittelte Integration

5 a .IntegraseSystem(Bischof et al., 20Q7Groth et al., 200%ermoglicht eine orts

bzw. sequenzspezifische Integration des Transgens in das Fliegengenom. Dieses System

Ol AaASNI dzZNBLINNYy3If AOK FdzF SAYySY aSOKIFyAaYdza |
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PhagenDNA in das Wirtsgenom, bei dem eine ortsspezifische, unidirektionale
Rekombination zwischen der im Phagengenom vorkommerate&athmentsite (attP) und

der im Bakteriengenom befindlichesttachmentsite (attB) stattfindet. Die Rekombination
beruntdatS A I dzZF RSNJ ' {GABAGNG SAYySN) &aSljdzSy 1T aLiSi .
Integrase (Thorpe et al., 2000 Um das System fir die Veranderung des Genoms in
D.melanogaster nutzbar zu machen, wurden diverse Fliegenlinien etabliert, die -attP
Sequenzen an verschieden Positionen im Genom aufweisen. Gleichzeitig besitzen diese
Fliegen die kodierende Sequenz fur die Integrase unter Kontrolle des Pronvaisasder

eine keimzellspezifisehExpression gewadleistet (Bischof et al., 2007 Durch Mikroinjektion

von Plasmiden, welche neben der zu integrierenden Gensequenz sowie einem Markergen
(white") die attachmentsite attB tragen, kan eine ortsspezifische Integration in das
Fliegengenom erzielt werden. Eine erfolgreiche Integration kann tber die duraluhizs -

Gen hervorgerufene Rotfarbung der Augen nachgewiesen werden.

4.2.3.3 Gal4/UASSystem

Mit Hilfe des GHEI/UASSystems(Brand and Perrimon, 199%6nnen beliebige Gene in
D.melanogasterzeit- und gewebespezifisch exprimiert werden. Die Gal4/AdB&angige
Genexpression erfordert das Vorhandensein zweier KomponerianGAL4Transgen und

ein UASTransgen. Die Aktivierung des Systems erfolgt durch Kreuzung der sogenannten
Treiberlinie mit einer entsprechenden Responderlinie. Die Treiberlinie kodiert fir den
hefespezifischen Transkriptionsfaktor Gal4 unter Kontrolle eines stadieder
gewelespezifischen nativen Promotors. Die Responderlinie besitzt eineBradingsstelle
(UASSequenz) mitownstreamgelegener kodierender Sequenz des Zielgens. Nachkommen,
die aus dieser Kreuzung hervorgehen, exprimieren den Transkriptionsfaktor Gal4, dier an
UASSequenz bindet und dadurch die Expression des Zielgens induziddt. ldelanogaster
selbstkeine Zielgene fir eine Gagbhéangige Expression besitzt und dl&4SSequenz von
Drosophilaspezifischen Transkriptionsfaktoren nicht erkannt wird, habedie Einzel
komponenten keine Auswirkung auf die Genexpression.

4.2.3.4 RNAnterferenz inD. melanogaster

Die Methode der RN#nterferenz erméglicht die gezielte und spezifische Herunterregulation
bzw. Inaktivierung von Genen auf posttranskriptionaler Ebene durch Abbau deren
spezifischer mRNAs. Fir den RMN&mittelten Abbau inD. melanogastemwerden spezied
RNAiKonstrukte unter Kontrolle des Gal4/U&S$stems exprimiert. Zu diesem Zweck
wurden jeweils jungfrauliche Weibchen der URBAiLinien mit Mannchen einer
gewebespezifischen Treiberlinie verpadie Kreuzung der Fliegen erfolgte stets bef@5
Die fur die RNAnterferenz in D. melanogasterverwendeten RNAI Linien exprimiere
entweder langehairpin RNAs (dsRNA[Dietzl et al., 200)oder kurzeshort hairpinRNAs
(shRNA), welche auf der Basis endogener micAaR{iniRNA) beruhen und durch kurze
inverted repeatBereiche eines Genfragments (80 bp) gekenzeichnet sind(Ni et al.,
2011).
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4.2.3.5 DeGradFRDegrade green fluorescent protejsSystem

Das DeGradFBystem ist eine Methode zudirekten, zielgerichteten Depletion EGFP
markierter Fusionsproteine und basiert auf dem ubiquitinabhangigen, proteasomalen
Proteirabbauweg(Caussinus et al., 20L1Der SGRomplex (Skpl, Cullin;Box Protein),
eine MultiProtein E3 UbiquitikLigase, katalysiert digbiquitinierung der Zielproteine und
markiert diese fur den proteasomalen Abbau. Die Substratspezifitat wird dabei durch
verschiedene ProtedProteininteraktionsmotive des -BoxProteins vermittelt. Als Box
Protein fungiert beim DeGraBRSystem ein sagnannter GFfanobodybestehend aus der
FBox Domane von NSImb, einerB&xProtein audD. melanogaste(Jiang ad Struhl, 1998

in Fusion mit einensingledomain Antikorperfragmem vhhGFP4(Saerens et al., 2005
VhhGFP4 erkennt GFP, Venus, YFP seali@ancedGFP (EGFP). Bei der Anwendung in
D.melanogasterwird der GFPnanobody NsImbvhhGFP4 unter Kontrolle des Gal4/UAS
Systems exprimiert und ermdglicht somit einen zeder gewebespezifischeAAbbau EGFP
markierter Proteine.

4.2.3.6 TE\ProteaseSystem

Das TENProteaseSystem wird in der Molekularbiologie verwendet, um Proteine durch
gezielte Proteolyse zu inaktivieren. Es basiert auf der Aktivitét einer viralen Cysteinpeptidase
der pflanzenpathogenen Potyvine(Carrington et al., 1989%han et al., 2002 Bei dieser
handelt es sich um die 27 kDa grol3e katalytische Domaneaidear inclusiora-Proteins

(Nla) aus dem Tabakéatzvirusopacco Etch Viru$EV). Die TERfotease zeichnet sich durch
eine stringente Sequenzspezifitdt aus und erkennt lineare Epitope mit der sieben
Aminosauren umfassenden Sequenz EXXYXQ(G/S), welche zwischen den Aminoséauren
Glutamin und Glycin bzw. Serin hydrolysiert werdenaZwerden an den Positionen X
unterschiedliche Aminosauren toleriert, die hochste Spalteffizienz liefern jedoch Sequenzen
der Form ENYFQS(Carrington and Dougherty, 198®ougherty and Parks, 19p1Zur
gezielten Inaktivierung von Proteinen muss die Erkennungssequenz fir dierdtesse an
geeigneterPosition in die flr das Zielprotein kodierende Sequenz integriert werden. Um eine
maoglichst hohe Spalteffizienz zu erzielen, wurde eine modifizierte Version deProEése,
TEV#® etabliert. Diese Variante ist durch einen Aminosaureaustausch innerhelb
Autoproteolyseschittstelle gekennzeichnet und weistinfolgedessen eine geringere
Empfindlichkeit gegentber Autoinaktivierung und gleichzeitige eesteigerte Aktivitaauf
(Kapust et al., 2001 Zur Anwendungn vivowurden transgene Fliegenlinien verwendet mit
welchen die TEYProtease konditionell Gber dasa@/UASSystem exprimiert werden kann.

4.2.3.7 Flp/FR-Bystem

Das FIp/FR®Bystem kann inD.melanogaster verwendet werden, um DNA&equenzen
ortsspezifisch zu manipulieren. Es beruht auf derAgfombinase (Flippasegrmittelten
Rekombination zwischen jeweils zwei artifiziell eingefigten HRIpase recombinase
target)- Sequenzen. Durchdie Orientierung dr beiden FRBequenzen kann der
Mechanismus der Rekombination gezielt beeinflusst wardgei Vorliegen der beiden FRT
Sequenzen in gleicher Orientierung kommt es zur Deletion des dazwischenliegenden
Sequenzbereichs im Rahmen der Rekomtiam (Golic and Lindquist, 1989 Die
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rekombinationsabhangige Excision der von -BiR&sflankierten 3xP3 (F3F) bzw. S\W3KP3
(FSV3F) Kassetten erfolgte durch Injektion von Flp mRNA in syncytiale Embryonen des
entsprechenden Genotyps. Einzelne aus der Mikroinjektion hervorgegangene Mosaik
Mannchen wurden mit jeweils drei jungfraulichem; Sco/CyO, P[fyftz lacZ]Weibchen
verkreuzt, um die modifizierten Alle zu isolieren und an die nachste Generation zu
Ubertragen.

4.2.3.8 Mannlicher Fertilitatstest

Um mannliche Individuen eines designierten Genotyps auf ihre Fertilitat hin zu Uberprifen,
wurde ein Fertilitdtstest durchgefiit. Hierfir wurden 24 Tage alte Mannchen des zu
untersuchenden Genotyps mit-B Tage alten wildtypischen, jungfraulichen Weibchen
gekreuzt. Es wurden jeweils 3 Weibchen mit einem einzelnen Mannchen in einem beheften
Futterréhrchen verpaart. Nach 4 Tagevurden die Weibchen entnommen und in ein
frisches beheftes Futterréhrchen tberfuhrt. Die Weibchen wurden nun fur weitere 4 Tage
zur Eiablage in dem Futterrdhrchen gehalten. Schlie3lich wurden die Weibchen aus dem
Futterréhrchen entfernt und das Rohrchemkubiert, um eine Entwicklung der Embryonen

zu gewabhrleisten. Nach dem Schlupfen der ersten Individuen wurden samtliche
Nachkommen Uber einen Zeitraum von 10 Tagen gezahlt. Die Haltung sowie Kreuzung der
Fliegen erfolgte permanent bei 2&. Pro Genotyp wden jeweils 10 Mannchen auf ihre
Fertilitat untersucht. Die statistische Auswertung erfolgte duddy LJ- A NB R -tésti dzR Sy
(www.graphpad.com

4.2.3.9NondisjunctiorAnalyse

NondisjunctionTests sind genetische Analysen um zu bestimmen, ob Mannchen eines
bestimmten Genotyps eine erhéhte Anzahl aneuploider Spermien produzieren.

Um die Segregation des IV. Chromosoms verfolgen zu kénnen, wurden etwa Page alte
Mannchen des zu untersuchden Genotyps mit etwa 30 jungfraulichen Weibchen des
GenotypsC(4)RM, & eyY0 (Abb. 31)verpaart und bei 25C gehalten. Die Elterntiere
wurden dabei im Abstand von drei Tagen in neue Futtergefal3e dberfuhrt. Nach
beginnendem Schlipfen der Nachkommen dem diese taglich ausgezahlt. Die fur den
Nondisjunction¢ S& G KSNJ y3ST 23SySy 2 SiAoOK®nypouddNI ISy
/ KNP Y 2 a 2hY di& beied homologen I\Chromosomen sind (ber bestimmte
Genombereiche miteinander fusioniert und kdnnen nicht mehrrgett voneinander
segregiert werden(Abb. 31) Durch die auf demCompoundChromosom befindliche
rezessive Mutatiorey* kanndie Fertilisation mit aneuploiden Spermien identifiziert werden.
Durch die Befruchtung vo(4)RM, ¢& ey*-Oocyten mit nullelV Spemien kommt es zur
phanotypischen Auspragung vey®, was sich in einer veranderten Augenmorphologie der
Nachkommen &aul3ert.

Fur XY NondisjunctionAnalysen wurden Mannchen durch konsekutive Kreuzung generiert,
die neben dem keimbahnspezifischen Treibamsgenbam-Gal4VP16und dem jeweiligen
UASRNAiTransgen ein modifiziertes-Ghromosom Dp(1;Y)Bry) (Abb. 31)tragen. 20
Méannchen des angegebenen Genotyps wurden mit etwa 30 jungfraulish&deibchen wie
oben verpaart. Die Transmission desChromosoms lasst sich anhand der auf ihm
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befindlichen dominanten Markermutatior8®> verfolgen (Abb. 31) Das Auftreten von
Mannchen mit wildtypisch erscheinenden Augen (X0) oder Weibchen BhiAugen
(XXDpP(1;Y)BYY) reprasentiertNondisjunctiorEreignisse des-X Paares.

Abbildung31 § Genkarte der fir dieNondisjunctiorAnalysen verwendeten Chromosomelhp(l:Y)@Yy+ und
C(4)RM,dey’. Abgebildet sind die Geschlechtschromosomen (X und Y)Geestypsw'/Dp(1:Y)BYY (links)
sowie die IV. Chromosomen des Genotmé)RM,ée)ﬁlo (rechts) mit allen relevanten Modifikationen. Die
Positionenrelevanter Markermutationen sind durch die Gennamen (unten) und ihren relatjeretischen
Abstand in cetiMorgan (oben) gekennzeichnetinks:Mannchen des Genotyps'/Dp(1:Y)BYY tragen ein ¥
Chromosom mit der Duplikation eines Genabschnitts d&€h¥mosoms mit der MutatioB®am Terminus des
langen Arms sowie der Duplikation eines Genabschnitts deBrmosoms mit dem wildtypischef+Gen am
Terminus des kurzen ArmBas XChromosom tragt wildtypische Allele der Genend B sowie eine Mutation
im Genlocus fumw. Die Prasenzdes YChromosoms wirdfolglich durchdie Ausprdgung dedominanten
MarkermutationB®indiziert. RechtsBeide IV. Chromasnen sind am Centromer miteinder fusioniert (RM =
reversed metacentrjcund tragen die Mutationerey® und ci*. ¢i* und y* wurden bei der Auswertung des
NondisjunctiorTests nicht beriicksichtigt.

4.2.4 Spezielle Methoden im Umgang nidt melanogaster
4.2.4.1 Priméarkultur von isolierted. melanogasteiSpermatozyten

Um die Progression der meiotischen Teilungen auf chromosomaler Ebene in Echtzeit

verfolgen zu kénnen, wurden intakte Zysten abDsmelanogasterHoden isoliert und

kultiviert. Mannliche Larven des dritten Larvalstadiums wurden anhand der im hinteren

Larvendittel liegenden und nach auf3en hin sichtbaren, linsenférmigen Hoden vorsortiert

und anschliel3end in einem Futterrdhrchen bei°@bzw. 25 °C gehalten. Fur die Isolierung
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