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4.1
Seven in absentia und DCoH/PCD – zwei maternale Interaktions-partner mit vielfältigen Funktionen

Die Embryonalentwicklung verschiedener Species verläuft sehr unterschiedlich, dennoch hat sich aber gezeigt, dass viele gemeinsame genetische Systeme existieren. Voraussetzung für diese gemeinsamen Systeme ist eine starke Konservierung der beteiligten Faktoren während der Evolution. Das DCoH/PCD ist ein Beispiel für ein stark konservierten Faktor, der bei Vertebraten maternal im Ei gespeichert ist (Pogge von Strandmann and Ryffel, 1995; Pogge von Strandmann et al., 1998). DCoH/PCD übernimmt in der Entwicklung von Vertebraten, aber vermutlich auch bei Invertebraten wie in der Fruchtfliege Drosophila (Seong et al., 1998) eine Vielzahl konservierter Funktionen. Als konservierter Bestandteil eines regulatorischen Netzwerks übt DCoH/PCD vermutlich in Kooperation mit anderen, ebenfalls konservierten Faktoren diese unterschiedlichen Funktionen aus. Einige dieser Interaktionspartner des Xenopus DCoH/PCD konnten mit Hilfe einer Two Hybrid Analyse aus einer Xenopus Oocyten cDNA-Bank identifiziert werden (Pogge von Strandmann et al., unveröffentlicht). Einer dieser neuen, maternalen Interaktionspartner, das Xenopus Seven in absentia Homolog 2 (XSiah-2), wurde in der vorliegenden Arbeit isoliert und charakterisiert. Das Seven in absentia Gen wurde ursprünglich in Drosophila (Sina) entdeckt, wo es essentiell für die Differenzierung der R7-Photorezeptorzellen im Insektenauge ist. Das Xenopus Homolog von Seven in absentia (XSiah-2) ist zu 67 % mit dem Drosophila Protein (Sina) identisch (Abb. 8) und somit wie sein Interaktionspartner DCoH/PCD stark konserviert. 

Das humane Genom enhält zwei homologe Seven in absentia Varianten (Siah-1 und Siah-2), und das murine Genom verfügt darüber hinaus über drei Varianten (Siah-1A, Siah-1B und Siah-2). Diese Varianten sind wahrscheinlich durch Duplikationen des Drosophila Gens entstanden, und spiegeln möglicherweise die im Verlauf der Evolution zunehmende Funktionsvielfalt des Seven in absentia Gens wider. Der Vergleich der Primärstruktur zwischen dem Xenopus Protein und den bekannten Säuger Homologen (Maus und Mensch) erlaubt eine Zuordnung zu Siah-2 (Abb. 8). So weist XSiah-2 zu dem murinen und humanen Siah-2 Protein 85 % Aminosäuren-Identität auf. Im Vergleich dazu ist XSiah-2 aufgrund der geringen Konservierung im N-Terminus (Aminosäure 1 bis 58) lediglich zu 68 % mit den Siah-1 Proteinen identisch (Abb. 8). Angesichts der hohen Ähnlichkeit des Xenopus Proteins zu den Säuger Siah-2 Homologen ist anzunehmen, dass das Xenopus Genom ebenfalls noch über eine Siah-1 Variante verfügt. 

Mit Ausnahme des N-Terminus (Aminosäure 1 bis 67) sind die Seven in absentia Proteine insgesamt durchgehend stark konserviert. Dieser hochkonservierte Bereich umfasst bei XSiah-2 über zwei Drittel des gesamten Proteins (Aminosäure 68 bis 313) und ist mit 95 % nahezu vollständig identisch mit dem humanen Siah-2 Protein (Abb. 9). 

Im Aminoterminus dieser hochkonservierten Region liegt das RING-Zinkfinger Motiv (Aminosäure 68 bis 104), das zwischen XSiah-2 und HumSiah-2 absolut identisch ist. Das RING-Zinkfinger Motiv besteht aus einer linearen Abfolge konservierter Cystein- und Histidinreste. Wie strukturelle Analysen einiger Mitglieder dieser Proteinfamilie (Saurin et al., 1996) belegen, bildet das RING-Zinkfinger Motiv eine -Faltblatt aus, die zwei Zinkatome bindet. Die Familie der RING-Finger Proteine umfasst derzeit über 200 Mitglieder mit ganz unterschiedlichen Funktionen (zur Übersicht: Saurin et al., 1996; Freemont, 2000). Das erste Mitglied dieser heterogenen Proteinfamilie, das RING-1 wirkt als transkriptioneller Repressor (Satijn et al., 1997). Einige Mitglieder sind an verschiedenen Signaltransduktionskaskaden beteiligt wie beispielsweise der p53-Inhibitor Mdm-2 (Xiao et al., 1995) oder das Breast Cancer Suseceptbility Gene BRCA-1 (Miki et al., 1994). Andere wiederum übernehmen Funktionen in der Biogenese der Peroxisomen (Waterham and Cregg, 1997). Bei einigen Mitgliedern dieser Proteinfamilie vermittelt die RING-Finger Domäne Protein-Protein-Interaktionen wie beispielsweise zwischen dem BRCA-1 und dem BARD-1 (Wu et al., 1996). Bei anderen Mitgliedern übernimmt die RING-Finger Domäne eine wesentliche Bedeutung in der Ubiquitin vermittelten Proteolyse von Zielproteinen (Martinez-Noel et al., 1999; Lorick et al., 1999). Eine solche Ubiquitin abhängige Degradation des transkriptionellen Repressors Tramtrack (Ttk88) wurde erstmals für das Drosophila Seven in absentia (Sina) gezeigt (Li et al., 1997). Angesichts der bekannten molekularen Funktion von Sina in der Ubiquitin abhängigen Proteolyse, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob das Xenopus Seven in absentia Homolog (XSiah-2) ebenfalls seinen neuen Interaktionspartner DCoH/PCD proteolytisch abbaut. Hierzu wurden Western Blot Analysen aus Lysaten von Myc-DCoH/PCD und XSiah-2 kotransfizierten Zellen durchgeführt (Abb. 19). Es zeigte sich hierbei, dass das Xenopus DCoHPCD Protein nicht durch XSiah-2 proteolytisch abgebaut wird. Zur qualitativ besseren Detektion des Proteins wurden diese Transfektionsexperimente mit einem Myc-DCoH/PCD Fusionsprotein durchgeführt. Daher ist es theoretisch möglich, dass der relativ große heterologe Proteinanteil eine solche XSiah-2 vermittelte Proteolyse verhindert. Zur Klärung dieser Möglichkeit ist eine vergleichbare Analyse mit einem unveränderten DCoH/PCD Protein notwendig, die jedoch die Verwendung eines geeigneten Antiserums erfordert. 

Eine funktionelle Konservierung der Proteolyse induzierenden Eigenschaft ist für die Säuger Homologen von Seven in absentia, MSiah-2 und HumSiah-2 in vergleichbaren Kotransfektionsexperimenten gezeigt worden. Die beiden Zielproteine sind zum einen das DCC (Deleted in Colon Cancer), der Rezeptor für Netrin-1, ein axonaler und zellulärer Steuerungsfaktor; und zum anderen der nukleäre Rezeptor-Corepressor N-CoR (Hu et al., 1997; Zhang et al., 1998). Für das DCC konnte überdies nachgewiesen werden, dass die RING-Finger-Domäne für die Proteolyse vermittelnde Eigenschaft der Siah Proteine notwendig ist (Hu and Fearon, 1999). 

Eine regulatorische Funktion von XSiah-2 muß jedoch nicht ausschließlich posttranslational erfolgen. Dies wird durch die Existenz einiger Interaktionspartner des murinen und des humanen Siah-2 Proteins belegt, die keine Zielproteine einer Siah vermittelten Proteolyse sind (Ishikawa et al., 1999; Germani et al., 1999; Relaix et al., 2000). Ein Beispiel dafür bietet das Vav Protein, ein Rac1-GDP/GTP-Austauscher, der im Verlauf der Hämopoese verschiedene Stress aktivierte Kinasen aktiviert (Romero and Fischer, 1996). Das humane Siah-2 Protein, das mit Vav in einer Two Hybrid Analyse als Interaktionspartner isoliert wurde, inhibiert diese Vav vermittelten Signaltransduktionswege, ohne es jedoch proteolytisch zu degradieren (Germani et al., 1999). Der molekulare Mechanismus dieser Inhibition durch HumSiah-2 ist ungeklärt.

Bei allen näher charakterisierten Interaktionen der Siah Proteine ist der C-Terminus notwendig. Dies gilt auch für die Interaktion zwischen dem XSiah-2 und dem Xenopus DCoH/PCD Protein, wie die in dieser Arbeit durchgeführte Two Hybrid Analyse belegt (Abb. 12 B). Die Aminosäuren 260 bis 313 im C-Terminus von XSiah-2 sind notwendig und zugleich ausreichend für eine Interaktion mit dem DCoH/PCD Protein. Eine Deletion des C-Terminus des XSiah-2 Proteins (Aminosäure 206 bis 313) führt zu einem Verlust der DCoH/PCD-Bindung (Abb. 12 C). Dieses C-terminal verkürzte XSiah-2 Protein entspricht der natürlichen Drosophila Mutante, die zu einem Verlust der R7-Photorezeptorzellen führt. Ein Verlust der Interaktion ist ebenfalls bei einer Deletion der RING-Finger Domäne (Aminosäuren 68 bis 104) zu beobachten (Abb. 12 D). Obwohl das entsprechende XSiah-2R Protein mit dieser Deletion den gesamten zur Interaktion ausreichenden C-Terminus besitzt, interagiert es nicht mehr mit DCoH/PCD. Dieses Ergebnis resultiert möglicherweise aus einer strukturellen Veränderung des Proteins, die einen Zugang des interagierenden C-Terminus verhindert. Die Faltung des RING-Finger Motivs in eine zentrale -Faltblatt, schließt eine solche Strukturveränderung des XSiah-2R Proteins nicht aus. 

Die Tatsache, dass die Siah-2 Proteine sehr viele Interaktionspartner haben, weist auf ihre vielfältigen zellulären Funktionen hin. Eine ähnlich hohe funktionelle Vielfalt weist das DCoH/PCD Protein auf. Neben der genregulatorischen Funktion als positiver Dimerisierungs-Cofaktor der HNF1-Proteine (DCoH) weist es eine enzymatische Funktion als Pterin-4-Carbinolamin-Dehydratase (PCD) auf (zur Übersicht: St-Arnaud). Unabhängig von diesen beiden Aktivitäten übernimmt DCoH/PCD eine Funktion in der Differenzierung von Pigment produzierenden Zellen, wie die Induktion ektopischer Pigmentzellen bei Überexpression in Xenopus zeigt (Pogge von Strandmann et al., 2000). Um festzustellen, ob möglicherweise XSiah-2 und DCoH/PCD in diesem zellulären Kontext kooperativ agieren, wurden beide Faktoren in Xenopus Embryonen überexprimiert (Abb. 27). Eine solche funktionelle Interaktion beider Faktoren in der Differenzierung von Pigment produzierenden Zellen besteht jedoch nicht: Die Überexpression von XSiah-2 beeinflusst nämlich weder qualitativ noch quantitativ die durch DCoH/PCD induzierte Bildung ektopischer Pigmentzellen in Xenopus (Abb. 27 D). Demzufolge fungiert DCoH/PCD in der Differenzierung von Pigmentzellen unabhängig von XSiah-2 und kooperiert mit XSiah-2 in einem anderen zellulären Kontext. 

Dieser gemeinsame Kontext besteht möglicherweise wesentlich früher in der Embryogenese von Xenopus und ist unabhängig von den HNF1-Transkriptionsfaktoren, wie das Expressionsprofil beider Interaktionspartner vermuten läßt: Im Gegensatz zu HNF1/ liegt DCoH/PCD maternal vor (Pogge von Strandmann et al., 1995). XSiah-2 wird ebenfalls maternal exprimiert (Abb. 13). Die XSiah-2 Transkripte sind im Froschei verstärkt in der animalen Hemisphäre detektierbar (Abb. 14). Diese maternale Lokalisation ist konserviert; das Drosophila Seven in absentia (Carthew and Rubin, 1990) sowie das murine Siah-2 (Della et al., 1993; Della et al., 1995) liegen ebenfalls prälokalisiert im Ei vor, was für eine konservierte Bedeutung dieses Faktors in der frühen Phase der embryonalen Entwicklung von Invertebraten und Vertebraten spricht. Da in diesen Expressionsanalysen lediglich die Transkripte von Seven in absentia nachgewiesen wurden, ist unklar, ob ausschließlich die mRNA oder auch das Protein im Ei maternal gespeichert vorliegt. Unter der Voraussetzung, dass ausschließlich die mRNA maternal gespeichert ist, könnte eine Depletion der Transkripte durch Injektion von Antisense Oligonukleotide (Haesman et al., 1994), Aufschluß zur maternalen Funktion von XSiah-2 geben. Falls XSiah-2 wie das Xenopus DCoH/PCD als Protein maternal vorliegt, wäre diese Methode nicht geeignet, um die Aktivität dieses Faktors in Xenopus auszuschalten. Die Injektion spezifischer Antikörper gegen das XSiah-2 in Xenopus Eier bietet in diesem Fall eine Alternative.

Gegenwärtig existieren zwei interessante Aspekte, die einen funktionellen Zusammenhang zwischen Seven in absentia und DCoH/PCD herstellen. Beide gelten als Kanditatengene für das sogenannte Usher-Syndrom, einem Krankheitsbild, das bei verschiedenen autosomal-rezessiven Erbkrankheiten beim Menschen auftritt. HumSiah-2 ist auf dem Chromosomenabschnitt 3q22-25 (Hu et al., 1997) lokalisiert, der mit dem Usher-Syndrom-Typ 2 und 3 assoziiert ist (Hmani et al., 1999; Sankila et al., 1995), wohingegen DCoH/PCD in der Chromosomregion 10q22 (Thony and Mattei, 1994) liegt, die dem Usher-Syndrom-Typ 1 zugeordnet wird (Wayne et al., 1996). Trotz der genetischen und klinischen Heterogenität der über 200 Patienten mit Usher-Syndrom, ist ihnen eines gemeinsam: ein kombinierter Verlust des Seh- und Hörvermögens (zur Übersicht: Keats and Corey, 1999). 

Der zweite Hinweis einer möglichen funktionellen Verbindung zwischen Seven in absentia und DCoH/PCD ergibt sich aus neueren Untersuchungen, in denen gezeigt wurde, dass das humane DCoH/PCD sowohl in colorectalen Tumoren als auch colorectalen Tumorzellinien überexprimiert wird (Eskinazi et al., 1999). Das humane Siah-1 Protein wird während des physiologischen Zelltods (Apoptose) von Dünndarmzellen aktiviert (Nemani et al., 1996). Außerdem wird HumSiah-1 in Tumorzellen, die bezüglich der Suppression des tumorigenen Phänotyps selektiert wurden, konstitutiv exprimiert (Amson et al., 1996). Aufgrund der Apoptose-induzierenden und tumorsupprimierenden Aktivität von HumSiah-1 ist anzunehmen, dass HumSiah-1 eine Schutzfunktion vor Zelltransformationen übernimmt (Roperch et al., 1999). Unter der Voraussetzung, dass HumSiah-1 die Expression von DCoH/PCD in Dünndarmzellen negativ reguliert, könnte ein Funktionsausfall von HumSiah-1 zu einer Überxpression von DCoH/PCD führen, wie sie in Dünndarmtumoren beobachtet wurde. 

4.2
XSiah-2 hat eine Bedeutung in der Augenentwicklung von Vertebraten

Besonders für die Augenentwicklung von Invertebraten und Vertebraten existieren eine Vielzahl gemeinsamer genetischer Systeme. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass homologe Proteine in verschieden Tieren auch unterschiedliche Funktionen übernehmen können. So regulieren homologe Gene wie beispielsweise dach2, eya2 und six1, die in Drosophila für die Augenbildung notwendig sind, bei Vertebraten auch synergistisch die Bildung der Muskeln (Heanue et al., 1999). 

Seven in absentia scheint jedoch in Invertebraten und Vertebraten gleichermaßen in der Augenentwicklung eine Bedeutung zu haben. Einen ersten Hinweis auf diese konservierte Funktion von XSiah-2 bei Vertebraten gibt das räumliche Expressionsprofil während der Embryogenese von Xenopus. Das maternal prälokalisierte XSiah-2 Transkript konzentriert sich im Verlauf der Entwicklung in den kranialen Neuralstrukturen, insbesondere im Auge, im Vorderhirn, aber auch entlang des Rückenmarks und der Spinalnerven in der Embryogenese von Xenopus (Abb. 14 B-D). Dieses Expressionsmuster von XSiah-2 entspricht dem des Drosophila Sina (Carthew and Rubin, 1990) und dem des murinen MSiah-2 (Della et al., 1993): Beide Homologe werden sehr stark in der Kopfregion, insbesondere im Auge exprimiert. Demnach ist die Expression des Seven in absentia Gens im embryonalen Auge zwischen Invertebraten und Vertebraten konserviert. 

Einen zweiten Hinweis auf eine funktionelle Konservierung von Seven in absentia bei Vertebraten gibt die Überexpression von XSiah-2 durch Mikroinjektion in vitro synthetisierter mRNA in eine Blastomere von Zwei-Zell-Embryonen: 30 % der XSiah-2 überexprimierenden Xenopus Larven (aller einseitig grün fluoreszierenden Larven) zeigen signifikante Augendefekte auf der injizierten Seite (Abb. 20 und 21). Die Mehrzahl der Larven mit Augendefekten weist eine deutliche Reduktion der Augengröße auf, das Resultat einer generellen Verkleinerung aller Augenbestandteile, wie die histologische Analyse zeigt (Abb 20 E). Einige injizierte Larven (<10 %) weisen stärkere morphologische Defekte im Augenbereich auf. Bei ihnen sind Augenbestandteile wie das pigmentierte Epithel und die Retina in Form und Lage morphologisch kaum noch erkennbar; Strukturen wie die Linsen fehlen oft vollständig (Abb. 21 D und E). Die Augendefekte resultieren aus der Überexpression eines funktionellen Proteins und sind nicht das Ergebnis eines unspezifischen RNA-Effekts. Dies belegen Mikroinjektionen der mRNA einer Rasterschubmutante, die kein funktionelles Protein kodiert und somit erwartungsgemäß keine Augendefekte induziert (Abb. 22). 

Ähnliche Augendefekte, wie sie bei einer transienten Überexpression von XSiah-2 in Xenopus auftreten, sind auch bei transgenen Fliegen, die Sina unter der Kontrolle eines rekombinanten Glass-Promotors überexprimieren, beobachtet worden (Neufeld et al., 1998). Diese transgenen Fliegen weisen Komplexaugen auf, die in ihrer Größe und Pigmentierung stark reduziert sind. Charakteristische Bestandteile des Komplexauges fehlen nicht, obwohl bei einigen Fliegen, die Sina schwächer exprimieren, eine Desorganisation der Augenstrukturen zu beobachten ist (Neufeld et al., 1998). Im Gegensatz zu den transient überexprimierenden Xenopus-Embryonen weist die Mehrheit der transgenen Fliegen diese Augendefekte auf. Anders als bei den injizierten Xenopus Embryonen, erfolgt jedoch in den transgenen Fliegen die Überexpression des Sina Proteins unter der Kontrolle des gewebespezifischen Glass-Promotors. Der verwendete Promotor besteht aus multimeren Segmenten aus der 5‘-Kontrollregion des Glass-Gens. Diese regulatorischen DNA-Elemente bewirken, das der Drosophila Transkriptionsfaktor Glass zellspezifisch, ausschließlich in den Photorezeptorzellen (R1-R8) des Insektenauges exprimiert wird (Liu et al., 1996). Unter Verwendung dieser Promotorsequenzen wird Sina daher in den entsprechenden transgenen Fliegen spezifisch in den Photorezeptorzellen überexprimiert. Dagegen führt die RNA-Mikroinjektion in Zwei-Zell Xenopus Embryonen zu einer ubiquitären Überexpression von XSiah-2. Dieser wesentliche Unterschied zwischen den transgenen Fliegen und den Xenopus Embryonen ist möglicherweise der Grund, wieso nur 30 % der injizierten Xenopus-Embryonen (mit GFP-Fluoreszenz) derartige Augendefekte haben. Anders als bei einer ubiquitären Überexpression von XSiah-2 in Xenopus, wirkt das überexprimierte Sina Protein auschließlich in den Photorezeptorzellen, einem Zelltyp, in dem es endogen exprimiert wird und eine physiologische Bedeutung hat. Diese gezielte Überexpression von Seven in absentia in transgenen Fliegen, die im Vergleich zu den injizierten Xenopus Embryonen zudem stabil ist, hat vermutlich quantitativ, stärkere negative Auswirkungen auf den Differenzierungsprozeß des Auges, so dass die Mehrheit Augendefekte aufweist.

Ungeachtet der quantitativen Unterschiede führt insgesamt also die Überexpression von Sina in Drosophila und von XSiah-2 in Xenopus zu einem äquivalenten Phänotyp. Demnach wirken beide homologen Proteine bei einer Überexpression wahrscheinlich in gleicher Weise auf die zellulären Prozesse während der Augenentwicklung. Im Vergleich zum Vertebraten-Homolog XSiah-2 ist die zelluläre Funktion des Drosophila Seven in absentia (Sina) für die Entwicklung des Komplexauges bereits gut charakterisiert. Sina ist für die Ausbildung der R7-Photorezeptorzellen in den Ommatidien des Komplexauges essentiell (Carthew and Rubin, 1990). In Verbindung mit Phyllopod reguliert Sina die Differenzierung dieses Zelltyps posttranslational, indem es den transkriptionellen Repressor Tramtrack in die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse führt (vgl. Abb. 4 in der Einleitung). Ein Funktionsausfall von Sina führt daher zur Stabilisierung des Tramtrack-Proteins, so dass der Differenzierungsprozess der R7-Photorezeptorzellen permanent blockiert ist. Eine solche Situation findet man bei natürlichen Sina-Mutanten: Fliegen mit einer carboxyterminalen Deletion im Sina-Locus fehlen die R7-Photorezeptorzellen (vgl. Abb. 3 in der Einleitung). Da dieser Phänotyp auch bei Fliegen auftritt, die bezüglich dieser Deletion heterozygot sind, wirkt das verkürzte Protein gegenüber dem Wildtyp-Protein dominant-negativ. Ein vergleichbarer dominant-negativer Effekt ist bei einer Überexpression der Xenopus Mutante XSiah-2C, die der natürlichen Sina Mutante in Drosophila entspricht, in Xenopus Embryonen nicht zu beobachten: Xenopus Larven, denen die XSiah-2C mRNA injiziert wurde, zeigen dieselben Augendefekte wie nach einer entsprechenden Überexpression des Wildtyp Proteins (Abb. 23). Die unterschiedliche Wirkung der äquivalenten Mutanten bei Drosophila und bei Xenopus kann unterschiedliche Gründe haben. Ein Gendosis-Effekt kommt als eine mögliche Ursache in Betracht. Der größte Unterschied zwischen den injizierten Xenopus Larven und den Sina-Mutanten (homo- oder heterozygot) besteht darin, dass die Xenopus Larven neben dem verkürzten Protein noch über zwei Wildtyp Allele verfügen. Dagegen haben heterozygote Sina Mutanten nur ein Wildtyp Allel, Homozygote besitzen überhaupt keines mehr. Diese unterschiedliche Kopienzahl von Wildtyp Allelen sowie das unterschiedliche Verhältnis zwischen Wildtyp und Mutanten Allel führen zu unterschiedlichen Gendosen in Xenopus und Drosophila. Der Einfluß der Gendosis auf den Phänotyp wird gerade in der Augenentwicklung beobachtet, beispielsweise für das Pax-6 (Schedle et al., 1996). So haben verschiedene Kopienzahlen von Pax-6 in transgenen Mäusen sehr unterschiedliche Phänotypen zur Folge. Die induzierten Defekte im Augenbereich reichen von Anomalien einzelner Augenbestandteile wie einer Hyperplasie der Iris bis hin zu einer starken Reduktion der Augengröße, wie sie eigentlich ursprünglich bei einem Funktionsausfall von Pax-6 beschrieben wurde (zur Übersicht: Zuker, 1994). 

Im Vergleich zum Funktionsausfall von Sina in Drosophila, der zu einem Verlust der R7-Photorezeptorzellen führt, ist der molekulare Zusammenhang zwischen der Überexpression und der Augenreduktion nicht offensichtlich. In Anbetracht der stimulierenden Wirkung von Sina auf den neuronalen Differenzierungsprozeß ist bei einer Überexpression eher eine Induktion ektopischer R7-Photorezeptorzellen zu erwarten, wie es tatsächlich bei der Überexpression seines Interaktionspartners Phyllopod (Chang et al., 1995) oder bei einem Funktionsausfall von Tramtrack (Lai et al., 1996) beobachtet wurde. Vermutlich übernehmen das Drosophila Seven in absentia wie auch die Vertebraten Homologen, einschließlich XSiah-2, noch weitere konservierte Funktionen, die den Phänotyp bei ihrer Überexpression erklären. Zahlreiche Transfektionsexperimente mit den Säuger-Homologen von Seven in absentia (Siah-1) zeigen den inhibitorischen Einfluß auf das Zellwachstum, in dem sie zugleich anti-proliferierend und pro-apoptotisch wirken (Amson et al., 1996; Nemani et al., 1996; Linares-Cruz et al., 1998; Matsuzawa et al., 1998; Roperch et al., 1999; Relaix et al., 2000). Untersuchungen einer Forschungsgruppe demonstrieren eine direkte Beteiligung von Siah-1 am mitotischen Programm, hauptsächlich während der Kernteilung und der Zytokinese. So blockiert das humane Siah-1 das Zellwachstum nach stabiler Transfektion in eine humanen Brustkrebs-Zellinie (Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999). Multi-nukleäre Riesenzellen mit nicht duplizierten Zentrosomen, die Initiatoren zur Ausbildung der Spindelfaser, sind die Folge dieser Überexpression. Dies bietet einen Erklärungsansatz, weshalb eine Überexpression von Seven in absentia in Drosophila wie in Xenopus gleichermaßen eine Reduktion der Augengröße bewirkt. Möglicherweise reguliert Seven in absentia nicht nur Differenzierungsprozesse, sondern auch die Zellteilung während der Augenentwicklung. Auf der Suche nach neuen genetischen Interaktionen des Drosophila Seven in absentia wurde peanut isoliert, ein Septin-Gen, das den Phänotyp der Sina Mutanten verstärkt (Carthew et al., 1994) und interessanterweise an der Zytokinese bei Invertebraten und Vertebraten beteiligt ist (Neufeld et al., 1994; McKie et al., 1997). Direkte Protein-Protein-Interaktionen zwischen dem humanen peanut-Homolog (PNUTL) und HumSiah-1 wurden bislang jedoch noch nicht untersucht. 

DCoH/PCD als neuer Interaktionspartner scheint nicht an diesem Prozess beteiligt zu sein: Die Überexpression von DCoH/PCD hat keinen Einfluß auf den XSiah-2 induzierten Phänotyp. Dies zeigen Koinjektionen mit XSiah-2 und DCoH/PCD (Abb. 27), bei denen die Anzahl der injizierten Embryonen mit verkleinerten Augen unverändert ist (Tab. 2). Gleichzeitig beeinflußt XSiah-2 nicht die bei einer Überexpression von DCoH/PCD induzierte Bildung ektopischer Pigmentzellen (Abb. 27 D). Zudem hat die Überexpression der XSiah-2C Mutante, der der zur Interaktion mit DCoH/PCD notwendige C-Terminus fehlt (Abb. 12 C), unverändert eine reduzierte Augengröße zur Folge (Abb. 23). Dies ist ein weiteres Indiz dafür, dass die Interaktion mit DCoH/PCD keine Bedeutung für den XSiah-2 induzierten Phänotyp hat. Diese Befunde dokumentieren insgesamt, dass beide Interaktionspartner während der Embryogenese von Vertebraten unabhängig voneinander wirken können.

Eine veränderte Expression von Pax-6, dem master gene in der Augenentwicklung, ist nicht die Ursache für die XSiah-2 induzierten Augendefekte. In in situ Hybridisierungen konnten weder quantitativ noch qualitativ Veränderungen im Expressionsprofil des Xenopus Pax-6 nachgewiesen werden (Abb. 25). Demnach wirkt XSiah-2 entweder in der Signalkaskade stromabwärts von Pax-6 oder es übernimmt in einem anderen, Pax-6 unabhängigen Signalweg regulatorische Funktionen. Tatsächlich wurde in jüngster Zeit ein neues Mitglied der sine occulis Genfamilie, optix identifiziert (Seimiya and Gehring, 2000), das unabhängig von einer Pax-6 Expression, ektopische Augen in Drosophila induzieren kann. Vermutlich ist das Seven in absentia an diesem bislang unbekannten regulatorischen Signalweg beteiligt.

Die Herstellung von Mäusen mit einer homozygoten Deletion des Siah-2-Gens, konnte keinen entscheidenden Beitrag zur Klärung dieser Fragestellungen leisten. Entsprechende Mäuse weisen keinen auffälligen Phänotyp auf (Holloway et al., 1997). Möglicherweise können die zwei weiteren Siah-1-Varianten in der Maus den Verlust von Siah-2 funktionell kompensieren. Ein vergleichbarer experimenteller Ansatz, um die Funktion des Seven in absentia in Xenopus laevis auszuschalten, ist aufgrund der Tetraploidie des Organismus nur sehr schwer möglich. Eine spezifische Interferenz der Genfunktion durch Mikroinjektion doppelsträngiger mRNA (RNAi-Methode) in Xenopus Eiern wäre jedoch, wie die Arbeiten von Wianny und Zernicka-Goetz (2000) mit Maus Embryonen zeigen, theoretisch möglich. 

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf die strukturell und funktionell konservierte Bedeutung von XSiah-2 für die Augenentwicklung bei Vertebraten hin. Die Abbildung 28 faßt die vorliegenden Daten dieser Arbeit vergleichend mit bekannten Daten in Drosophila schematisch zusammen, die für eine konservierte Bedeutung des Seven in absentia Gens in der Augenentwicklung sprechen: (1) Die Primärstruktur des XSiah-2 Proteins ist zu 67 % identisch mit dem homologen Protein in Drosophila (Sina), und somit evolutionär stark konserviert. (2) Beide Proteine sind maternal als RNA im Ei prälokalisiert und werden in der embryonalen Entwicklung insbesondere im Auge exprimiert. (3) Die Überexpression beider Faktoren bedingt eine Reduktion der Augengröße. (4) Eine Inaktivierung des Sina Gens führt in Drosophila zu einem Verlust R7-Photorezeptorzellen. Vergleichbare Daten bei Inaktivierung des Xenopus Homologs liegen nicht vor. 
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Abb. 28 Hinweise zur konservierten Funktion des Drosophila Seven in absentia (Sina) und des Xenopus Homologs (XSiah-2) in der Augenentwicklung

Im Vergleich zu Xenopus sind für das Drosophila Seven in absentia die regulatorischen Wechselbeziehungen zu Phyllopod (Phyl) und Tramtrack (Ttk) bekannt, die eine bessere funktionelle Einordung dieses konservierten Faktors erlauben. Homologe von Phyllopod (Phyl) und Tramtrack (Ttk) sind bislang in Vertebraten jedoch noch nicht isoliert worden. Das DCoH/PCD ist offensichtich nicht in diesem zellulären Prozess beteiligt, sondern kooperiert als neuer Interaktionspartner vermutlich an einer anderen Stelle mit XSiah-2. 
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