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Einleitung

1. Einleitung

Fur den Erhalt seines eigenen Lebens und das seiner Art muss jedes Lebewesen im Austausch mit seiner
Umwelt stehen und sehr komplexe Funktionen wie Stoffwechsel und Fortpflanzung durchfiihren
konnen. Dafir sind spezialisierte Funktionen in distinkten Regionen des Organismus notwendig. Die
Regionalisierung eines Korpers in funktionale Einheiten ist dabei eine Voraussetzung fur ein
Zusammenspiel der unterschiedlichen Funktionen einzelner Korperteile. Dies wird zunéchst durch die
Entstehung von Polaritdtsachsen, anschlieBender Bildung von repetitiven funktionalen Einheiten und
schlussendlicher Entstehung von spezialisierten Segmenten bereits in der friilhen Embryonalentwicklung
verwirklicht. Insbesondere im Nervensystem ist die Kompartimentierung und Bildung von funktionalen
Einheiten flr das Lebewesen ein unabdingbarer Entwicklungsvorgang, durch den ein sehr komplexes

und extrem fein differenziertes Organ entsteht.

In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (nachfolgend Drosophila genannt) sind die VVorgange, die
zu Spezialisierungen von Kaérperregionen und zur Entwicklung des Nervensystems flhren in weiten
Teilen bereits sehr gut untersucht, und eréffnen so die Mdglichkeiten tiefergehender Forschungen.
Neben dem bereits vorhandenen grofRen Wissen wird Drosophila als Modellorganismus aufgrund
einiger weiterer Annehmlichkeiten gerne verwendet. Beispielsweise sind die leichte genetische
Manipulierbarkeit mit einer Vielzahl sehr eleganter Werkzeuge und die kurze Generationszeit, die
schnelle Beobachtungen ermdglicht, sehr von Vorteil. Der vergleichbar (bersichtliche Kdrperaufbau,
insbesondere des Nervensystems, bietet gute Voraussetzungen fur die Entschliisselung von
Zusammenhangen verschiedenster Art. Da durch Konservierung von Genen in anderen, auch héher
entwickelten Lebewesen wie Saugetieren und dem Menschen viele VVorgange und Regulationskreislaufe
auf dieselben Grundlagen zuriick zu fiihren sind, sind die Ergebnisse an Drosophila héufig
Ausgangsbasis fiir die Erforschung komplexer Zusammenhénge in Wirbeltieren und dem Menschen.
Die an Drosophila erforschten Zusammenhdnge konnen so auch (ber Erkenntnisse in der
Entwicklungsbiologie hinaus fiir die medizinische Forschung und Entwicklung wertvolle Ergebnisse

liefern.

Unabhéngig von einem solchen Nutzen ist das Verstehen von Entwicklungsvorgéngen und Prozessen,
die zur Entstehung eines Lebewesens fihren, elementarer Gegenstand der Biologie. Entwicklung von
Leben ist ein faszinierender Prozess, dessen Entschliisselung durch das Zusammenfiigen einzelner Teile
zu einem umfassenden groReren Gesamtverstandnis immer wieder aufs Neue begeistert. Die hier
vorliegende Arbeit befasst sich mit einzelnen Fragestellungen zur Entwicklung des wohl erstaunlichsten
Organs, dem Nervensystem. Fur die Entstehung einer solch komplexen Struktur sind sehr exakte und

vielschichtige Mechanismen notwendig, um distinkte Zellarten und Zellzahlen entstehen und sich
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miteinander verknupfen zu lassen. Die VVorgéange, die zur ldentitatsfindung einzelner Zellen fiihren sind
Gegensténde intensiver Forschungen. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird das
Gesamtverstandnis dieses Prozesses entscheidend weiter voran gebracht.

1.1. Regionalisierung und Kompartimentierung des Koérpers fuhrt zu funktionalen Einheiten

Musterbildung und damit die Regionalisierung eines Korpers ist die erste Voraussetzung fur die korrekte
Formung funktionaler Einheiten und damit fur die Interaktionsfahigkeit eines Lebewesens mit seiner
Umwelt. Erste Informationen fiir Regionalisierungen eines Kdrpers werden bereits in der Eizelle und
im noch nicht zellularisierten Embryo durch Morphogengradienten maternaler Faktoren erteilt. So legt
beispielsweise zundchst die maternal bereits in der Oozyte regionalisierte mMRNA des
Transkriptionsfaktors bicoid den anterioren Pol der Eizelle fest. Durch einen Morphogengradienten wird
durch Konzentrationsunterschiede in bestimmten Regionen entlang der anterior-posterioren Achse die
Expression weiterer Faktoren spezifisch reguliert. Beispielsweise werden die teilweise ebenfalls schon
maternal, aber auch in der friihen Oozyte transkribierten Faktoren caudal und hunchback so reguliert.
Es schlielen sich weitere zur Gruppe der Liickengene zdhlende Faktoren an, um die gesamte Eizelle in
grobe Abschnitte zu unterteilen. Beim Funktionsausfall eines Liickengens fehlen im spateren Embryo
gesamte Korperabschnitte. Derzeit sind mindestens elf zu dieser Gruppe gehdrige Gene bekannt, ihre
exakten Expressionsdoménen werden durch Kombinatorik der Expression von maternalen und den

jeweils anderen Liickengenen reguliert (Akam, 1987; Peel et al., 2005).

Durch diese Expressionsgradienten der verschiedenen Lickengene werden nun die sogenannten
Paarregelege in ihrer Expression reguliert. Sie unterteilen den Embryo in die ersten segmentalen
Einheiten, indem sie durch abwechselnde Expressionsdomanen in schmaleren Streifen je jedes
gradzahlige oder ungradzahlige spatere Segment festlegen. Beim Funktionsverlust beispielsweise des
Paarregelgens even skipped (eve) wird jedes zweite Segment nicht gebildet und der spatere Embryo

weist nur sieben anstatt der sonst mindestens vierzehn Segmente auf.

Die nun folgenden Gengruppen der Segmentpolaritatsgene legen Parasegment- und Segmentgrenzen
und deren Polaritét fest und unterteilen den Embryo in drei prozephale, drei gnathale, drei thorakale und
elf abdominale Segmente (Juergens, 1987; Campos-Ortega und Hartenstein, 1997). Die wichtigsten
Kandidaten sind hier wingless, hedgehog und engrailed, die durch eine gegenseitige Regulation die

posteriore Grenze eines jeden Segments definieren (Akam, 1987).

Eine weitere Gengruppe Ubernimmt wahrenddessen Funktionen, die zur ldentitatsfestlegung dieser
einzelnen Segmente und Parasegmente fiihren. Die Funktionen dieser sogenannten Homeotischen Gene,
oder auch kurz Hoxgene, sind bei der Entwicklung im gesamten Tierreich verbreitet - auch der Mensch
bildet keine Ausnahme (siehe Kapitel 1.3.).
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1.2. Grundlagen der Entstehung des Nervensystems von Drosophila

Wéhrend der friihen Embryogenese wird die Eizelle durch eine komplexe Regulationskaskade tber
einen Morphogengradienten des Transkriptionsfaktors dorsal zundchst in eine ventro-dorsale Achse
unterteilt (Govind und Steward, 1991). Entlang dieser Achse werden die einzelnen Abschnitte des
Embryos durch die weitere Wirkung von Faktoren spezifiziert. Das ventrale Ektoderm, aus welchem
das Nervensystem hervorgeht, wird tiber die Wirkung des Faktors Rhomboid festgelegt (St Johnston und
Nusslein-Volhard, 1992). Im Laufe der Entwicklung bildet die paarig angelegte neurogene Region
gemeinsam mit der aus dem Mesektoderm hervorgehenden unpaarigen Mittellinie (Poulson, 1950) das
ventrale Nervensystem (VNS, auch als Bauchmark bezeichnet). Alle Arthropoden besitzen ein ventrales
Nervensystem, welches dem Rickenmark der Wirbeltiere entspricht. Das Gehirn entsteht aus dem
procephalen Neuroektoderm (Technau und Campos-Ortega, 1987; Campos-Ortega und Hartenstein,
1997). Weiterhin bildet sich ein peripheres Nervensystem aus verschiedenen Anlagen des Embryos aus

(Campos-Ortega und Hartenstein, 1997).

Das VNS wird aus identischen, repetitiven, paarig entlang der Mittellinie angelegten Neuromeren
gebildet. Innerhalb dieser ventralen neurogenen Region werden, durch Musterbildungsprozesse
gesteuert, sogenannte proneuronale Cluster spezifiziert, die ihre Identitét durch die Expression der Gene

des achaete-scute-Komplexes aufrecht erhalten (Skeath und Carroll, 1994).

Durch einen komplexen Prozess lateraler Inhibition werden pro Hemineuromer ca. 30 neurale
Vorlauferzellen (Neuroblasten, abgekirzt als NB; (Doe, 1992) gebildet. Diese spateren NBs werden
zundchst aus einer Gruppe von gleichartigen Zellen innerhalb des proneuralen Clusters durch
unterschiedliche Expression des zur Gengruppe der neurogenen Gene gehérenden Liganden Delta von
den anderen unterschieden. Durch die damit verbundene Aktivierung des Rezeptors Notch in den
Nachbarzellen werden diese in ihrer mdglichen Entwicklung als neurale Stammzelle durch die
Repression proneuraler Gene gehemmt und entwickeln sich stattdessen als epidermale Zellen weiter.
Dieser Prozess wird als ,,laterale Inhibition* bezeichnet (Artavanis-Tsakonas et al., 1991; Skeath und
Carroll, 1994). Die nun determinierten NBs delaminieren in funf zeitlich aufeinander folgenden
Segregationswellen (S1 bis S5) innerhalb der Entwicklungsstadien (St; bestimmt nach Campos-Ortega
und Hartenstein, 1997) St8 bis spétes St11 in das Innere des Embryos und legen dort den Grundstein fur
den Aufbau des VNS.

Die durch diesen Vorgang entstehenden Neuroblasten werden zunédchst durch die Kombinatorik von
Musterbildungsgenen entlang der anterio-posterioren, sowie der dorso-ventralen Achse in einer Art
kartesischem Koordinatensystem in ihrer ldentitat spezifiziert (Skeath, 1999). Die Bezeichnung der
Neuroblasten als NB1-1 usw. wird aufgrund ihrer Position relativ zu den weiteren Neuroblasten auf der
anterio-posterioren-Achse sowie der proximo-distalen Achse ausgehend von der Mittellinie getroffen.

Diese Benennung lasst eindeutige Zuordnungen der Neuroblasten und ihrer spater entstehenden
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Zelllinien zu, gleichzeitig beinhaltet sie Informationen uber die Position innerhalb eines Segments.
Aufgrund des gleichartigen Aufbaus der Neuromere kommt jeder Neuroblast in jedem Segment einmal
an analoger Position vor. Abweichungen finden sich in den gnathalen (siehe diese Arbeit und Urbach et
al., 2016) und den posterioren abdominalen Segmenten (Birkholz et al., 2013a; Birkholz et al., 2013b).
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Abb. 1-1.: Neuroblastenkarte mit Markerkombinationen nach Doe 1992 und Broadus und Doe 1995.

Schematische Darstellung eines Hemisegments (ber den Zeitraum der Delamination der Neuroblasten in fiinf
aufeinander folgenden Wellen S1 im spéten St8 bis S5 im spaten St11, die gestrichelte Linie stellt die Mittellinie
dar. Alle Neuroblasten sind durch eine jeweilige spezifische Genexpressionskombinatorik in ihrer ldentitét
bezuglich ihrer Position innerhalb des Segments (wiedergegeben durch die Positionsinformation der
Nummerierung) und ihrem Entstehungszeitpunkt festgelegt. Diese Genexpressionskombinatoriken werden als
Marker verwendet, die hier durch den Farbcode wiedergegeben werden.

Fur die Identitadt der Neuroblasten ist eine jeweils unverwechselbare Kombination an exprimierten
Faktoren verantwortlich, die in der Forschung als Marker verwendet werden um einzelne Neuroblasten
oder deren Zelllinien spezifisch ansprechen zu kénnen (Doe, 1992). Aufgrund ihrer sich wiederholenden
gleichartigen Identitat innerhalb jedes Segments werden sie als serielle Homologe bezeichnet, die
jeweils innerhalb der gleichen Segregationswellen an gleicher Position delaminieren.

In den Gehirnsegmenten werden etwa 100 Neuroblasten pro Hemisphére gebildet, die ebenfalls
spezifische Proteinkombinatoriken exprimieren und dariiber auch in ihrer Identitét identifizierbar und
einzelnen Segmenten zuzuordnen sind (Urbach und Technau, 2003a; Urbach und Technau, 2003b).
Insgesamt sind die zephalen Neuroblasten und die Mechanismen ihrer Spezifizierung im Vergleich zu

den Segmenten des ventralen Nervensystems teilweise stark abweichend, einzelne Neuroblasten der
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Gerhirnsegmente lassen sich jedoch auch als serielle Homologe zu den Neuroblasten des Thorax oder
Abdomens identifizieren (Urbach und Technau, 2004).

horax Abdomen

WXBE i

eines Hemisegments Segmentale Zelllinien des NB6-4

Abb. 1-2.: Ausdifferenzierung von segmentalen Identitdten des Neuroblasten 6-4 aus der ventralen
neurogenen Region des Drosophila Embryo.

Die neurogene Region des friihen Embryos wird in die procephale neurogene Region (pNR), aus der das Gehirn
hervorgeht, und die ventrale neurogene Region (VNR), aus der das ventrale Nervensystem hervorgeht unterteilt.
Die VNR kann weiter in drei gnathle (violett), drei thorakale (tirkis) und zehn abdominale (gelb) Segmente
unterteilt werden. Aus der uniformen Anlage dieser Segmente mit den seriell homologen Neuroblasten jeden
Segments werden im Laufe der Embryonalentwicklung segmentale Identitaten der einzelnen Neuroblasten
gebildet. Ein Neuroblast, der segmental spezifische Zellstammb&ume ausbildet, ist der NB6-4. Die Zelllinien des
NB6-4 (pink) unterscheiden sich zwischen Thorax (NB6-4t) mit einem neuronalen Cluster (orangene Zellen) und
drei Gliazellen (grin) und dem Abdomen (NB6-4a) mit zwei Gliazellen pro Hemisegment. Abbildung veréndert
mit freundlicher Genehmigung von Christof Rickert.

Aus den Neuroblasten werden anschlieend im Laufe der embryonalen Entwicklung Zellstammb&ume
gebildet. Diese gehen aus einer Reihe asymmetrischer Teilungen des NB unter Selbsterhalt hervor, bei
denen jeweils eine Ganglienmutterzelle gebildet wird. Die Ganglienmutterzellen teilen sich
anschlielend ein einziges Mal, so dass jeweils zwei postmitotische Tochterzellen entstehen (Campos-
Ortega und Hartenstein, 1997; Fuerstenberg et al., 1998a; Kang und Reichert, 2015). Im Nervensystem
von Drosophila werden zwei Arten von Zellen, Neurone und Gliazellen, gebildet. Sie entstehen
entweder durch einen nur Neurone generierenden Vorlaufer, oder aber Glia und Neurone generierenden

Neuroglioblasten oder einen ausschlieBlich Gliazellen generierenden Glioblasten. Die Zellstammbaume
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aller Neuroblasten des embryonalen VNS sind zumindest fir Thorax und anteriore abdominale
Segmente durch eindeutige Dil-Markierungsexperimente identifiziert worden (Bossing et al., 1996;
Schmidt et al., 1997; Schmid et al., 1999). Einige Neuroblasten bilden tagmaspezifisch und
segmentspezifisch unterschiedliche Arten und Anzahl von Nachkommenzellen aus. Beispielsweise
bildet NB6-4 im Thorax als Neuroglioblast drei Gliazellen und funf bis sechs Neurone aus, im Abdomen
hingegen werden von einem reinen NB6-4 Glioblasten zwei Gliazellen pro Hemisegment gebildet (Abb.
1-2.).

Fur die segmentalen Identitaten der Zelllinien der einzelnen seriellen Homologen haben sich die
Hoxgene als verantwortlich gezeigt (Berger et al., 2005; Rogulja-Ortmann et al., 2008; Rogulja-
Ortmann and Technau, 2008; Tsuji et al., 2008; Birkholz et al., 2013b). Segmentale Spezifizierung von
Neuronen und Gliazellen ist vermutlich fur die spateren Anforderungen und Funktionen eines jeden

Kdrperabschnitts elementar.

1.3. Hoxgenfunktionen sind fur segmentspezifische Identitaten von Zellen entscheidend

Hoxgene wirken als Transkriptionsfaktoren (ber eine charakteristische Basenabfolge von etwa 60
Basenpaaren, die eine DNA-Bindedomane enthalt. Diese sogenannte Homeodomane ist zwischen den
einzelnen Tiergruppen hochkonserviert und findet sich in allen Hoxgenen wieder. In Drosophila lassen
sich die bisher bekannten Hoxgene in zwei Cluster unterteilen, den Antennapedia-Komplex (Antp-K;
Kaufman et al., 1980), der die homeotischen Gene labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd),
Sex combs reduced (Scr) und Antennapedia (Antp) umfasst, und den Bithorax-Komplex (Bth-K; Lewis,
1978) mit den Genen Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abdA) und Abdominal-B (AbdB). Die
Zusammenfassung als Komplexe ist impliziert durch die Anordnung der Gene auf dem Chromosom, bei
Drosophila Chromosom 3R, in zwei Komplexen hintereinander. Die Expressionsdomanen der einzelnen
Hoxgene innerhalb des Korpers entsprechen in der Abfolge ihrer Anordnung auf dem Chromosom, was
mit dem Begriff der Colinearitat zusammengefasst wird (Lewis, 1978; Duncan, 1987). Durch Evolution
wurden die Anzahl der einzelne Hoxgene und deren Zugehorigkeiten zu sich manifestierten
Genkomplexen zwischen den verschiedenen Tiergruppen teilweise verandert. Trotzdem sind die Gene
hoch konserviert und es finden sich in allen Spezies Paraloge, die bis heute dieselben Merkmale und

&hnliche Funktionen aufweisen (Lemons und McGinnis, 2006).

Die Expressionsdomanen der einzelnen Hoxgene werden in der friilhen Embryogenese durch die
Kombination von Konzentrationsgradienten von Liickengenen, sowie von Segmentpolaritatsgenen
festgelegt (Ingham und Martinez-Arias, 1986; Carroll et al., 1986b; McGinnis et al., 1990). Manifestiert
werden die Expressionsdomanen durch Regulationen der Hoxgene untereinander, durch Autoregulation,
sowie durch Gene weiterer Gengruppen der Polycomb und Trithoraxgruppe (Kennison, 1995;
Schuettengruber et al., 2007).
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Hoxgene sind ein Teil des Netzwerks, dessen Ziel ein funktionierendes Lebewesen ist. Sie wirken darin
als Transkriptionsfaktoren auf nachgeschaltete Gene, die ihrerseits weitere Funktionen steuern. Diese
von den Hoxgenen beeinflussten Faktoren werden auch Realisatoren genannt, da sie die Hoxgenfunktion
durch Wirkungskaskaden realisieren (Garcia-Bellido, 1975). Hoxgene wirken auf die Identitatsfindung
von Zellen in allen aus den Keimblattern entstehenden Geweben. So ebenfalls im Neuroektoderm, aus
welchem sich das Nervensystem entwickelt. Sie vermitteln hier tber die transkriptionelle Regulation
weiterer Faktoren beispielsweise die segmentspezifische Ausbildung von Zellstammbdumen der
Neuroblasten. Dies wird (iber verschiedene Wege wie die Beeinflussung programmierten Zelltods, des
Zellproliferationsverhalten oder der segmentspezifischen Bildung von Neuroblasten realisiert (Rogulja-
Ortmann und Technau, 2008; Reichert und Bello, 2010; Birkholz et al., 2013a; Birkholz et al., 2013b;
Urbach et al., 2016).

Spannend ist die zellspezifische Wirkungsweise von Hoxgenen, die zunehmend immer weiter entdeckt
wird (Capovilla und Botas, 1998; Heuer et al., 1995; Miller et al., 2001; Foronda et al., 2006), nachdem
in den Anfangen der Forschung eher die Tendenz nach Erkennen von allgemeinguiltigen Regeln bestand.
So wurde in der Vergangenheit sehr intensiv die Regulation der Hoxgene untereinander untersucht, was
zum Modell der Posterioren Préavalenz fuhrte und die bekanntesten und offensichtlichen Phanotypen
von Funktionsverlustmutationen erklaren konnte (Kaufman et al., 1980; Harding et al., 1985; Akam,
1987; Gonzalez-Reyes und Morata, 1990; Duboule und Morata, 1994). Dieses Modell beinhaltet die
Beobachtungen, dass weiter posterior exprimierte Hoxgene die Expressionsgrenze des weiter anterioren
Gens kontrolliert. Fallt die Funktion des posterioren Gens weg, so breitet sich das anterior exprimierte
in die weiter posteriore Region aus. In diesem Fall wird von einer homeotischen Transformation eines
Segments gesprochen, von einer Veranderung in eine andere Segmentidentitat (Zusammenfassung siehe
McGinnis und Krumlauf, 1992). Es werden so bekannt gewordene, gut sichtbare Phanotypen verursacht.
Beispielsweise kommt es durch den Funktionsverlust von Ubx zu einer Verdopplung des zweiten
thorakalen Segments, das Flugel ausbildet, auf das anteriore dritte thorakale Segment, das
normalerweise Halteren ausbildet, nun jedoch Fligel aufweist. Dies geschieht durch die nun fehlende
Repression von Antp durch Ubx, dessen Expression sich daher in den weiter posterioren Bereich
ausbreitet und so im dritten thorakalen Segment (T3) Flugelbildung induziert (Lewis, 1978). Beim
Funktionsverlust aller Hoxgene bilden sich alle posterioren Segmente in der Identitt von Segment T2
aus. Dies flihrte zur Aufstellung der Lewis-Hypothese, die besagt, dass T2 den Grundzustand der

segmentalen Identitat bildet, fir den keine Hoxgenfunktion notwendig ist.

1.4. Mangelnder Wissensstand tGber das VNS der gnathalen Segmente

Die Erkenntnisse tber die Wirkungsweisen und Funktionen von Hoxgenen im VNS von Drosophila
beziehen sich bisher meist auf die Gene des Bithorax-Komplexes, da diese in den leichter zu

untersuchenden Segmenten des posterioren Thorax und des Abdomens exprimiert werden. Insbesondere
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im Nervensystem sind die weiter anterior gelegenen gnathalen Segmente und auch die Segmente des
Gehirns schwieriger zu erforschen. In den gnathalen Segmenten wird das Gewebe durch die beginnende
Auffaltung der Hemisphéren wéhrend der Embryogenese morphologisch stark veréndert und die
Kopfkapsel verweigert einen direkten Zugang. Daher wurden diese Segmente bei der Erforschung von
Musterbildungsprozessen bisher weitestgehend ausgespart. Zentrale Fragen sind hier erst in Ansétzen
geklért, beispielsweise ob und welche seriellen Homologen der thorakalen und abdominalen Segmente
sich im VNS der gnathalen Segmente entwickeln (Urbach et al., 2016). Weiterhin wurde mit einer
klonalen Analyse der gnathalen Zelllinien mithilfe der Dil Technik begonnen, die erlaubt, einzelne
Zelllinien zu markieren und ihre Morphologie, ihr Projektionsmuster und ihre Zellzahl am Ende der
Embryonalentwicklung zu bestimmen (persénliche Mitteilungen von Karin Lier-Kirsch). Neben diesen
vielversprechenden Anféngen ist bisher nichts ber die sich entwickelnden Zelllinien und ihre
Identitaten in einzelnen gnathalen Segmenten, sowie Uber die Vorgange zur Entwicklung segmentaler
Identitaten von Neuroblastenlinien bekannt. Dabei spielen die gnathalen Segmente eine sehr interessante
Rolle in der Entwicklung des VNS. Sie bilden eine Verbindung zwischen Bauchmark und Gehirn,
welches nach bisherigem Wissenstand in grundlegenden Prozessen der Musterbildung abweichend vom
VNS reguliert wird (Urbach und Technau, 2003a; Technau et al., 2006; Urbach und Technau, 2008;
Seibert et al., 2009). Es ist somit eine zentrale Fragestellung, wie Musterbildungsprozesse und die

Herstellung segmentaler Identitat in den gnathalen Segmenten reguliert werden.

Die vorliegende Arbeit bildet die erste detaillierte Untersuchung Uber eine Gruppe von gnathalen
Zelllinien und deren Auspragung von segmentaler Identitat durch den Einfluss der dort exprimierten

Hoxgene und weiterer, bisher nicht in diesen Zusammenhang gestellter Faktoren.

1.5. Ausgangshypothesen und Grundlagen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit baut auf Ergebnissen, die im Rahmen meiner Diplomarbeit gefunden wurden,
auf. Die Fragestellungen dieser Arbeit ergeben sich aus den offenen Fragestellungen und
Beobachtungen der Diplomarbeit (Diplomarbeit Henrike Becker, 2008). Die wichtigsten Ergebnisse der
Diplomarbeit sind daher in diesem Kapitel kurz zusammengefasst, um die sich ergebenden
Fragestellungen der vorliegenden Arbeit zu erldutern. Teilweise werden die Ergebnisse der
Diplomarbeit in den entsprechenden Kapiteln dieser Arbeit noch einmal aufgegriffen, sofern dies fir
das Verstandnis der durchgefiihrten Untersuchungen grundlegend ist. Diese Ergebnisse werden an

entsprechender Stelle deutlich als Diplomarbeitsergebnisse gekennzeichnet.
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Folgende Ergebnisse der Diplomarbeit bilden die Ausgangslage der hier vorliegenden Arbeit:

eagle (eg) ist als Markergen fur die gnathalen NB6-4 geeignet. Es wird bereits im delaminierenden NB6-
4 des maxillaren und labialen Segments exprimiert (Abb. 1-3, siehe auch Kapitel 3.1.). NB6-4 bildet im
wildtypischen Zustand unter dem Einfluss der Hoxgene Dfd und Scr im Maxillarsegment eine
spezifische segmentale Identitét aus (Abb. 1-3 und siehe auch Kapitel 3.2.), die aus vier Gliazellen pro
Hemisegment besteht. Im Labialsegment wird hingegen eine gemischte Zelllinie aus drei Gliazellen und
einem aus funf bis sechs Zellen bestehenden neuronalen Anteil gebildet, die der thorakalen Identitét
gleicht. Die Ausbildung der labialen Identitdt des NB6-4 ist unabhéngig von dem im Wildtyp
exprimierten Hoxgen Antp. Die weiteren Gene des Antp-K, lab und pb, werden nicht in den gnathalen
NB6-4 exprimiert.

Abb. 1-3: Schematische Darstellung
der Expressionsdoménen von
Antennapedia- und Bithorax-Komplex
Genen im WT im NB6-4 mit
segmentalen Zelllinienidentitaten des
NB6-4.

Schematische Darstellung einer
Korperhélfte  eines filetpréparierten
Embryos mit besonderem Fokus auf die
gnathalen Segmente. Die
unterschiedlichen Expressions-doménen
der einzelnen Hoxgene im VNS sind
jeweils farblich dargestellt. Lab (rosa),
Dfd (rot), Scr (blau), die Uberlappende
Expression von Dfd und Scr im
Maxillarsegment  ist in  magenta
dargestellt, Antp (gelb), Ubx (turkis),
AbdA und AbdB (grun). Die Zelllinien

des NB6-4 umfassen  Gliazellen
L ® OOO (magenta) und Neurone (griin) und
werden in unterschiedlichen Segmenten
unter dem Einfluss der jeweils

o
> T ® Oo exprimierten Hoxgene segmental

3
a
£
2
i
<

DV | i spezifisch in ihrer Identitat ausgebildet.
5 Die Segmentgrenzen sind durch schwarze
- A2 ) gestrichelte  Linien  gekennzeichnet.
£ A3 Benennung der Seg-mente:
o) Tritocerebrum (Tc), Mandi-bularsegment
x s (Mad), Maxillarsegment ~ (Max),
E A5 Labialsegment (Lab), thorakale
o] - Segmente (T1-T3), abdominale
€L Segmente (A1-A8). Diese
-g Kennzeichnung wird in den folgenden

Abbildungen beibehalten.

Der neuronale Anteil des labialen NB6-4 wird in Abhéngigkeit von der Funktion des in diesem
Zusammenhang in Thorax und Abdomen als verantwortlich identifizierten Faktors CylinckE (CycE;

Berger et al., 2005) gebildet. In CycE Funktionsverlustmutanten werden Neurone des maxillaren NB6-
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4 nur noch in 65%, anstatt wie im WT in 100%, gebildet. Ektopisch exprimiertes CycE fiihrt zu ektopisch
gebildeteten Neuronen des maxillaren NB6-4 in 12%. Dfd, welches im Wildtyp im maxillaren NB6-4
exprimiert ist, unterdriickt vermutlich Gber die Repression von CycE die Entstehung von Neuronen.
Ektopisch exprimiertes Dfd kann in 74% die Entstehung von NB6-4 Neuronen im Labialsegment und
in thorakalen Segmenten verhindern (siehe auch Kapitel 3.3.).

Anders als im Abdomen, wo abdA in den Segmenten Al bis A6 bzw. AbdbB in Segment A7 und A8 die
Entstehung von Neuronen des NB6-4 Uiber die Repression von CycE in 100% verhindert (Berger et al.
2005), ist Dfd im Maxillarsegment nur in rund 60% der Hemisegmente erfolgreich in der Repression
von neuronaler Identitdt und von CycE. Das wird durch die Analyse der Transformationsraten des
maxillaren NB6-4 wvon 43% hin zu einer labialen oder thorakalen Identitdt in Dfd
Funktionsverlustmutanten deutlich (Abb. 1-4, vergleiche auch Kapitel 3.2.). Scr ist trotz seiner
Expression im maxillaren NB6-4 nur marginal an der Repression von neuronalem Schicksal beteiligt,
Funktionsverlust fiihrt zu 10% Transformation von einer rein glialen Identitat hin zu gemischter Identitét

aus Neuronen und Gliazellen.

WT Eg/Repo Dfd16 | ect. Dfd

Mad Mad

|
|
Max | oo Max

0 o, C1)

Lab

|
&?u'lu 2

|

I

Funktions WT Lab Dfd Scr Antp Lab Dfd Dfd Dfd Scr
verlust Antp Scr Lab Antp Antp

TrafoMax% 0 0

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der gnathalen Identitaten des NB6-4 im WT und bei Verdnderung von
Antennapedia-Komplex Gen Funktionen.

Schematische Darstellung der maxillaren und labialen Identitaten der NB6-4 Zelllinien im WT und bei veranderter
Funktion von Dfd und Scr (oberer Bildteil). Im WT werden im Maxillarsegment rein gliale Zellidentitaten
(magentafarbene Zellen) gebildet. Im Labialsegment entstehen Neurone (grin) und drei Gliazellen pro
Hemisegment (Panel ganz links). Bei Dfd Funktionsverlust entstehen im Maxillarsegment ectopische Neurone
(linke Seite des rechten Panels). Bei ectopischer Expression von Dfd kommt es zum Verlust der neuronalen
Identitat im Labialsegment (rechter Teil des rechten Panels). Im rechten oberen Bildteil ist der Einfluf von Dfd
mit hemmender Funktion auf neuronale Identitdt und Férderung von glialer Identitat verdeutlicht. Scr hingegen
hat gering hemmenden Einfluss auf die Entstehung neuronaler Identitat, ektopisch exprimiertes Scr hat jedoch
keinen Einfluss auf die Forderung von rein glialer Identitat der Zelllinien des Labialsegments.

Die Tabelle (unterer Bildteil) enthdlt die unterschiedlichen Transformationsraten des NB6-4 des Maxillarsegments
hin zu labialer/thorakaler Identitat bei Funktionsverlust der entsprechenden Gene.

10
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Im Gegensatz zu ektopisch exprimiertem Dfd, das den NB6-4 labialer und thorakaler Segmente hin zu
maxillarer ldentitat verdndern kann, hat ektopisch exprimiertes Scr keinen Einfluss auf segmentale
Identitéten.

Entgegen der Erwartung flhrt doppelter Funktionsverlust von Dfd gemeinsam mit Scr nicht zu einer
Steigerung der Transformationsrate auf etwa 50%, sondern auf eine Reduktion gegenuber der
Einzelmutation von Dfd auf 17% (vergleiche Tabelle in Abb. 1-4).

Eine 100%ige Transformation geschieht erst, wenn zusatzlicher Funktionsverlust von Dfd gemeinsam
mit lab oder mit Antp vorliegt. Alleiniger Funktionsverlust von lab oder Antp, oder doppelter
Funktionsverlust von lab gemeinsam mit Antp fiihrt zu keiner Veradnderung der segmentalen Identitat

des NB6-4max. Weder lab noch Antp werden im Maxillarsegment exprimiert (vergleiche Kapitel 3.4.).

1.6. Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Aus den Ergebnissen und Beobachtungen der Diplomarbeit ergeben sich einige konkrete
Fragestellungen:

1. Die Expression des als Marker verwendeten Faktors Eg in den gnathalen Segmenten ist bisher nur in
Anfangen geklart. Hauptsachlich wurde sich in der Diplomarbeit auf den NB6-4 bezogen, sowie
ansatzweise auf NB3-3 und NB7-3. Es finden sich neben den bereits aus posterioren Segmenten als Eg
positiv bekannten seriellen Homologen jedoch weitere Eg positive Zellen innerhalb der gnathalen
Segmente. Welche Identititen haben diese Zellen und wie entwickeln sich alle Eg positiven Zelllinien

Uber die gesamte Embryonalzeit?

2. Sind fir die verschiedenen Eg positiven Neuroblastenlinien segmentale Identitaten erkennbar? Der
Einfluss der Antp-K Gene wurde bisher nur fir NB6-4 analysiert. Gibt es einen Einfluss auf die
segmentale Identitat anderer Eg positiver Neuroblastenlinien, insbesondere der als Eg positiv bekannten

seriellen Homologen? Lassen sich Vergleiche der segmentalen Spezifizierung zu NB6-4 ziehen?

3. Die Transformationsraten des maxillaren NBG6-4 bei unterschiedlicher Kombination des
Funktionsverlustes von Hoxgenen lassen sich bisher nicht erklaren. Daher ergibt sich die Frage, durch
welche VVorgénge der Funktionsverlust von lab oder Antp gemeinsam mit Dfd (oder Scr) Einfluss auf
die Herstellung segmentaler Identitdt des NB6-4max nehmen kann? Und warum reduziert gleichzeitiger

Funktionsverlust von Dfd mit Scr die Transformationsrate, anstatt sich miteinander zu addieren?

4. Die unterschiedliche Transformationsrate von 43% des NB6-4max in Dfd Mutanten im Vergleich zu
100% des abdominalen NB6-4 in abdA oder AbdB Mutanten lassen einen unterschiedlichen Einfluss auf

CycE vermuten. Damit kénnte auch das Teilungsverhalten des abdominalen NB6-4 mit zwei Gliazellen

11
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versus dem des maxillaren NB6-4 mit vier Gliazellen verbunden sein. Wie wirken Dfd und abdA auf
CycE? Welche Funktionen haben verschiedene Hoxgene uber diesen Weg auf Zellproliferation?

5. Weiterhin lassen sich in den Mutanten der Antp-K Gene ektopische Neurone des NB6-4 in
abdominalen Segmenten beobachten. Uber welchen Mechanismus kénnen die anterior exprimierten

Hoxgene abdominale segmentale Identitat beeinflussen?

1.7. Ausblick auf die Ergebnisse der Arbeit

Aus diesen Fragestellungen ergab sich zunachst die Notwendigkeit, das gnathale Expressionsmuster und
die Identitat der Eg positiven Neuroblasten genauestens tber die gesamte Entwicklunsgzeit hin zu
charakterisieren: Der Transkriptionsfaktor Eg wird in den gnathalen Segmenten in einem abweichenden
Muster im Vergleich zu weiter posterioren Segmenten exprimiert. Im Laufe der embryonalen
Entwicklung beginnen Sub-Populationen mehrerer Neuroblastenlinien Eg zu exprimieren, was Uber die
Zeit ein extrem komplexes Expressionsmuster entstehen lasst. Alle Identitaten der zusatzlichen Eg
positiven Neuroblastenlinien konnten identifiziert werden. Die Eg Expression dieser Zelllinien ist von
der Expression der Antp-K Gene abhéngig. In diesem Zusammenhang wurde auch im Thorax eine

weitere Eg positive Subpopulation einer Neuroblastenlinie, dem NB3-2, identifiziert.

Ein Hauptaugenmerk der Arbeit lag auf der Klarung der Effekte von Funktionsverlust von lab und Antp
gemeinsam mit Dfd auf den maxillaren NB6-4. Um dabei mdglicherweise beteiligte Faktoren zu
identifizieren, wurde ein ,,Miniscreen* durchgefiihrt und die darin gefundenen Kandidaten auf ihren
Einfluss auf die segmentale Identitat des NB6-4 untersucht. Es konnten einige Faktoren identifiziert
werden, die eine Funktion fir die Festlegung der segmentalen Identitat des NB6-4 im Maxillarsegment

oder aber auch in anderen Segmenten haben.

Uber die identifizierten Faktoren konnte ein doppelter Regulationsmechanismus von direkter
zellautonomer Hoxgenfunktion einerseits, gemeinsam zu parallel verlaufender nicht-zellautonomer
Hoxgenfunktion zur Regulation der segmentalen Identitat des maxillaren NB6-4 gefunden werden. Der
nicht-zellautonome Weg vermittelt tber die bisher nicht im Zusammenhang mit Hoxgenfunktionen
bekannten Faktoren Amalgam, Neurotactin, Disabled und der Ableson-Tyrosin Kinase ein Signal auf
den Hippo/Salvador/Warts Signalweg. Sowohl dieser nicht-zellautonome, als auch der direkte
zellautonome Weg Uber die Funktionen von Dfd und Scr enden in einer Regulation des bereits als
Schlsselfaktor fur die Entstehung neuronaler Identitdt des NB6-4 bekannten Faktor CycE, und

regulieren dariiber die Entstehung der segmentalen Identitat der maxillaren NB6-4 Zelllinie.

Die vorliegende Arbeit bildet durch die erste Untersuchung zur Entstehung segmentaler Identitét
bestimmter Neuroblasten und ihrer Zellstammbaume in den gnathalen Segmenten von Drosophila

melanogaster eine grundlegende Forschungsarbeit. Dariiber hinaus konnten neue Interaktoren von
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Hoxgenen ermittelt werden. Weiterfuhrend wurde Uber die Entschliisselung eines nicht-zellautonomen
Regulationswegs eine neue Dimension von mdglichen Hoxgen Funktionen und Einflussen im VNS
aufgedeckt. Diese Ansétze bilden eine neue und vielschichtige Grundlage fir weiterfiihrende Forschung
im Bereich der Entwicklungsbiologie.

13



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Gerate

2.1.1. Verwendete Chemikalien

Chemikalien, Enzyme und Kits in Analysequalitat wurden von folgenden Firmen verwendet: MBI

Fermentas, Merck, Roche, Roth, Peq Lab, Promega, Genterprise Genomics, Santa Cruz, Operon,

Vector, Qiagen, Bioline und Sigma-Aldrich. Abweichungen hiervon werden gesondert erwéhnt.

2.1.2. Lbsungen

Tab. 2-1: Verwendete Losungen und Chemikalien.

Ablagebrei fur Eiablagen aus Apfelsaft-Agar

28-35g Agar-Agar in 1l Apfelsaft aufkochen und in
PVC- KulturgefaRe giellen, bei 4°C lagern

AP-Detektionslésung (pH 9,5)

2ml 5M NaCl, 5ml 1M MgCl;, 10ml 1M Tris-HCI (pH
9,5), 0,Iml Tween 20, mit Aqua dest. auf 100ml

auffullen

AP-Féarbeldsung

66pl 5% NBT in 70% N,N-Dimethylformamid
(DMF), 33ul 5% BCIP in 100% N,N-
Dimethylformamid  (DMF), in  10ml  AP-

Detektionslosung

Coomassie Férbeldsung

Coomassie Blue 1,25¢g, Isopropanol 227 ml, Eisessig
46 ml auf 500 ml Aqua dest.

DAB-Farbeldsung

1 Tablette (10mg) 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) auf
20ml PBS

DEPC-H,0

11 H20 und 1ml Diethylpyrocarbonat (DEPC), Uber

Nacht inkubieren und am néchsten Tag autoklavieren

Detektionspuffer fiir alkalische Phosphatase-L6sung

412 ml H,0, 10 ml 5M NaCl, 25 ml 1M MgCl, 50 ml
1M Tris pH9,5, 0,5 ml Tween20

EB-Puffer (Qiagen)

10ml 1M Tris-HCI, pH 8,5 - autoklavieren

14
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Extraktionspuffer

1ul Proteinase K (20mg/ml), 10ml 1M Tris-HCI (pH
8,0), Iml 5M EDTA (Ethylendiamintetraacetat), 25ml
5M NaCl

Fixativ fir  Antikorperfarbung und in

Hybridisierung

situ

450ul PBS, 500ul Heptan , 50l Formaldehyd (37%)

Gel

Trenngel: Aqua dest., 1.5M Trisp pH 8,8, 10% SDS,
30% Acrylamid, 10% APS, TEMED

Sammelgel: 1M Tris pH 6,8, ansonsten identisch

Glycerol 70%

70ml 100% Glycerol, 30ml 1x PBS

Hybridisierungspuffer fir in situ Hybridisierung

20ml Formamid, 12,5ml 20x SSC (Saline Sodium
Citrat)-Puffer, 17,5ml DEPC-H0, 50ul Tween 20

Ladepuffer (6x von Fermentas)

10mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% Bromphenolblau,
0,03% Xylen Cyanol, 60% Glycerol, 60mM EDTA

(Ethylendiamintetraacetat)

Lammli-Auftragspuffer

0,09M Tris-HCI (pH 6,8), 20% Glycerol, 2% SDS
(Sodium-Dodecyl-Sulfate), 0,02% Bromphenolblau,
0,1M DTT (Dithiothreitol)

LB-Medium 10g Trypton, 10g NaCl, 5g Hefe
Fur Agarplatten Zugabe von 15g Agar auf 11 Aqua
dest. auffillen

Lysispuffer A 400ul 1M Tris-HCI, 800ul 0,5M EDTA, 200ul 2M

NaCl, 200ul 10% SDS, 2400ul Aqua dest.

NBT/X-Phosphat-Farbelésung

1 ml Detektionspuffer, 4,5 pl NBT (Nitroblau-
tetrazoliumchlorid; 50mg/ml in 70% DMF), 3,6 pl
BCIP (X-Phosphat;5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphat; 50mg/ml in 70% DMF)

DMF= Dimethylformamid

20x PBS (pH 7,4) (Phosphate Buffered Saline)

500ml H.0, 75,97g NaCl, 4,14g Na;HPOQ,, 9,949
NaH2PO4

pH-Wert mit 10M NaOH bzw. konz. HCI einstellen
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1x PBS mit HCI auf pH 6,5 bzw. pH 7,2 einstellen

PBT (0,3%) 300ml 1x PBS, 900pl Triton X-100
1x PBT mit HCI auf pH 6,5 einstellen
PBTween 11 1x PBS, 1ml Tween 20

1x PBTween mit HCI auf pH 7,2 einstellen

Stripping Buffer

100mM Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5ml Tris-HCI
pH6,8

Transfer Puffer 1X

Glycin 14,4¢, Tris-HCI 3,03g auf 11 Aqua dest., pH 8,5

50x TAE-Puffer

2429 Tris, 57,1ml Eisessig, 100ml 0,5M EDTA (pH
8), pH 8 mit HCI einstellen, mit Aqua dest. auf 1l

auffullen

TBS (pH 7,5) (Tris Buffered Saline)

6,059 Tris-HCI, 8,769 NaCl

mit Aqua dest. auf 11 auffillen

TNB-Puffer

10ml 1M Tris pH 7,5, 3ml 5M NaCl, 0,5g “Blocking
Reagent”

auf 100ml mit Aqua dest. aufflllen, erhitzen und

filtrieren

TNT-Puffer

3,76ml 2M NaCl, 5ml 1M Tris pH 7,5, 25ul Tween 20

auf 50ml mit Aqua dest. auffillen

Western Blocking Reagent und Blocking Lésung

Roche, 10%ig in TBS Puffer

Weitere verwendete Chemikalien

Agarose, Amphicilin (75ng/ml), Butanol, 15%ige

Chlorbleichlauge (Natriumhypochloridldsung),
Chloroform, Ethanol (EtOH) 70% und 100%,
Ethidiumbromid (Img/ml), Isopropanol,

Magnesiumchlorid  (MgCly), Methanol, 1%iges
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Natriumazid (NaNs), n-Heptan (CsHi), 30%iges
Wasserstoffperoxid (H202), Sojamilch

2.1.3. Verwendete Laborgerate

Tab. 2-2: Verwendete Gerate.

Gerat Modell Hersteller
Binokular M8 wild
Fluoreszenzmikroskop BX 50 WI Olympus
Gelkamera Quickstore MS Laborgerate
Gelkammer HE99X Hoefer
Gelkammer HE33 Hoefer

Heizblock TB 1 Thermoblock Biometra
Inkubator Fricocell MMM Medcenter
Inkubator WTB Binder Labotec

Kamera ProgRes 3012 Kontron Elektronik
Kamera Axiocam Zeiss

Konfokales Lasermikroskop TCS SPII und SP5 Leica
Magnetrihrer MR3001 Heidolph
Mikroskop Axioplan Zeiss

Mikrowelle R-210A Sharp

Netzteil GPS 200/400 Pharmacia
Netzteil LKM 2002 LKB Brommer
PCR Maschine TGradient Biometra

PCR Maschine TPersonal Biometra
pH-Meter CG840 Schott
Photometer Bio Photometer Eppendorf
Schittler Vortex Genie Bender & Hobein AG
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf
Vakuumzentrifuge Speedvac SPD101B Savant
Vertikalpuller P-30 Sutter
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Waage PM 4600 Mettler
Waage AMS50 Mettler
Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge Centrifuge 5410 Eppendorf
2.1.4. Gebrauchsmaterialien
Objekttrager, Deckglaser (22x22mm), PVDF-Membran., Pinzette, Skalpell, Pasteur- und

Eppendorfpipetten, mit Knetgummi ausgekleidete Petrischalen zur Aufbewahrung der Glaskapillaren,
Eppendorfreaktionsgefalie (0,2ml; 1,5ml; 2ml), Sarstedtreaktionsgefale (15ml; 50ml), Wageschélchen,
Schere, Bunsenbrenner, Kilvetten, Gazenetzchen, Etiketten, Alufolie, Glaskapillaren, Glaspipetten,

Prépariernadeln, Pinzetten, Whatman-Papier

2.1.5. Verwendete Software

Tab. 2-3: Verwendete Software.

Acrobate 9 PRo

Adobe

Axiovision 4.1.1.

Visage Imaging

Chromas Lite 2.01

Technelysium

EndNote X2 Thomson
File Maker Pro7 Filemaker
Flash Player 11 Adobe
Illustrator CS4 Adobe

LAS AF Leica

Leica confocal software Leica

Office 2010 Microsoft
Photosphop CS4 Adobe
Quick Time Player Apple
Volocity Demo 6.1.1 Perkin Elmer
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2.2. Fliegenarbeit

2.2.1. Haltung der Fliegen

Die Haltung von Drosophila erfolgt bei 25°C (Generationszyklus etwa 220 Stunden), oder bei 18°C
(Generationszyklus 440 Stunden; Ashburner et al., 1982) in KulturgefdBen mit luftdurchldssigem
Schaumstoffverschluss auf Standard Futtermedium (siehe oben). Um eine dauerhafte Population der
Fliegen aufrecht zu erhalten werden sie 14tégig in frische Kulturgefal3e Gberfiihrt. Zu diesem Zeitpunkt

schlupft die Tochtergeneration, so dass junge Fliegen fur die weitere Zucht zur Verfligung stehen.

2.2.2 Eiablagen

Um eine ausreichende Menge an Eiablagen zu erhalten, werden die Fliegen in kurzen Absténden in neue
Kulturgeféalle tberfuhrt und anschlieBend eine ausreichende Menge junger Fliegen flr die Eiablage in
mit Apfelsaftagar gefiillte ZuchtgefaRe gebracht. Die Fliegen werden sowohl vor der Uberfithrung als
auch wahrend der Eiablage mit Trockenhefe gefiittert, um ihre Legebereitschaft zu erhéhen. Je nach
benodtigtem Entwicklungsstadium der Embryonen erfolgt die Ablage Uber Tag (ca. 8 Stunden,

Entwicklungsstadium 0 bis St11) oder iber Nacht (ca. 16h alle Entwicklungsstadien).

2.2.3. Balancieren von Fliegenstammen

Die meisten Mutationen sind bereits embryonal letal, daher kénnen keine homozygot mutanten Stamme
gehalten werden. Um weiterhin einen heterozygot mutanten Zustand aufrecht zu erhalten, muss der
Verlust der Mutation durch einseitige Weitergabe der nicht veranderten Chromatiden oder Verlust des

Mutationsereignisses durch Rekombination verhindert werden.

Zu diesem Zweck werden Balancerchromosomen (z.B. CyO; Lindsley und Zimm, 1992) eingesetzt. Sie
verhindern durch grof3e invertierte Bereiche Rekombinationen und enthalten zudem Lethalfaktoren, die
im homozygoten Zustand zum Tod des Embryos oder der Larve fuilhren. So ist gewahrleistet, dass die
Mutationen immer im heterozygoten Zustand an die Nachkommen weitergegeben werden. Da fur die
Versuche jedoch homozygot mutante Embryonen bendtigt werden, ist es notwendig, bereits friih
embryonal nachweisbare Marker auf dem Balancer zu integriert. Um durch Kreuzung der Fliegenlinie
einen friih embryonalen Marker tragenden Balancerstamm einzukreuzen sind zudem &ufRerlich sichtbare

Marker fur die Auswahl der adulten Fliegen zur Griindung des neu balancierten Stamms notwendig.

2.2.4. Kreuzungen

Fur Kreuzungen werden generell jungfrauliche Fliegenweibchen verwendet um sicherzustellen, dass die
gewdiinschten genetischen Kombinationen entstehen. Die Kutikula der frisch geschlipften Fliege
benétigt fur ihre Aushartung etwa 6h, in dieser Zeit ist noch keine erfolgreiche Paarung moglich. Daher
werden zundchst alle adulten Fliegen eines Kulturréhrchens entfernt und alle vier Stunden (bei 25°C)

die neu geschliipften Tiere unter Betdubung mit CO, unter dem Binokular nach Geschlecht getrennt.
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2.2.5. Ektopische Genexpression mithilfe des GAL4-UAS Systems

Uber das Gal4-UAS System kénnen Gene raumlich und zeitlich sehr elegant gezielt in unterschiedliche
Regionen des Embryos exprimiert werden (Brand und Perrimon, 1993; Abb. 2-1). Im Gal4 Stamm
befindet sich durch Insertion eines transposablen Elements das Gen fiir Galaktosidase (Gal) unter
Kontrolle eines Enhancer Elements. Dieses Enhancer Element regt im Folgenden die Expression von
Gal4 im zeitlichen und zellspezifischen Muster seines eigentlichen Zielgens an.

Fur den UAS-Stamm wird ein transposables Element inseriert, auf dem sich das ektopisch zu
exprimierende Gen befindet. Vor dieses Gen sind mehrere Aktivatorsequenzen (upstream activating
sequence, UAS) inseriert, deren Aktivitat durch Galaktosidase angeregt wird.

Durch Kreuzung der Gal4 Fliegenlinie mit der UAS-Fliegenlinie werden in der Tochtergeneration durch
die Expression von Galaktosidase (Treiberlinie) die Aktivierung der UAS-Sequenzen erreicht, die
wiederum die Expression des nachgeschalteten Gens bewirken.

= Enhancer

parental
generation

== Enhancer
j T————

Gal4-induzierte Expression des
UAS-kontrollierten Gen X

Abb. 2-1: Ektopische Expression mit Hilfe des UAS/Gal4-Systems nach Brand und Perrimon (1993).

Uber ein P-Element wurde in das Genom eines Parentalstamm (P1) das Gen fiir beta-Galaktosidase (Gal4) unter
die Kontrolle eines Enhancers eingebracht. In einem zweiten Fliegenstamm (P2) befinden sich das zu
exprimierende Gen X unter der Kontrolle mehrerer durch beta-Gal induzierbare upstream activating segences
(UAS). Durch die Kreuzung beider Stamme miteinander kann in der Tochtergeneration beta-Gal auf die UAS
Sequenzen in dem fiir den Enhancer spezifischen Expressionszeitraum und Expressionsmuster wirken, und so
spezifisch in diesem Expressionsmuster die Expression des Gen X anregen. Original Abbildung von Christof
Rickert freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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2.2.6. Verwendete Fliegenstamme

Tab. 2-4: Verwendete Fliegenstdmme.

Auflistung der Allele verwendeter Fliegenstdamme, getrennt nach Wildtypstammen, Funktionsverlustmutanten,
Gal4- und UAS-Stdmmen, sowie lacZ-Stdmmen. Funktionsverlustallele der Gene werden nach dem auf der
Datenbank Flybase notierten Abkilirzungen angegeben. Die Bezugsquellen, sowie die erste verdffentlichte
Referenz sind in der rechten Spalte angebene. Alle Funktionsverlustmutanten wurden mit unterschiedlichen
Balancerstimmen kombiniert. Die verwendeten Balancerstdmme sind in der untersten Tabelle aufgefiihrt.

Wildtypstdmme

Oregon-R Wildtyp Bloomington; (Lindsley und Zimm, 1992)
Canton S Bloomington
White Bloomington

Mutante Stamme

Abl* Eric Liebl (Liebl et al., 2003) und Bloomington

Abl* Bloomington (Bennett und Hoffmann, 1992)

Alhr3 Bloomington (Lewis et al., 1980)

AmaMisAp|! Eric Liebl (Liebl et al., 2003)

AmaM®ApItAbI* Eric Liebl (Liebl et al., 2003)

AmaRAbl! Eric Liebl (Liebl et al., 2003)

Hsp70-Ama Bloomington, Thom Kaufman

Antp® Bloomington (Wakimoto et al., 1984)

Antpt Bloomington (Abbott und Kaufman, 1986)

bcd?? Bloomington (Frohnhoefer und Nusslein-Volhardt,
1986)

cncP? Bloomington (Mohler et al., 1995)

CyCEAR Bloomington (Knoblich et al., 1994)

Dab! Bloomington (Song et al., 2010)
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Df(3R)BSC467 Bloomington

Df(3R)Ama Bloomington (Fremion et al., 2000)
Df(3L)H99 Ana Rogulja-Ortmann (White et al., 1994)
Dfd! Bloomington (Lewis et al., 1980)
Dfd*? Bloomington (Lewis et al., 1980)
Dfdl® Bloomington (Lewis et al., 1980)
Dfd*6 Antp’ Bloomington

Dfd® Scr# Bloomington

disco! Bloomington (Steller et al., 1987)
dpph?’ Bloomington (Spencer et al., 1982)
ems* Bloomington; Nusslein-Volhard

ena?® Bloomington, (Ahern-Djamali et al., 1998)
ftz'! Bloomington (Wakimoto et al., 1984)
gbb! (Wharton et al., 1999)

ghb? (Wharton et al., 1999)

gpp®*4 (Shanower et al., 2005)

ha*f Bloomington (Bandura et al., 2005)
hthP? AG Technau

Scr* Antp® Bloomington

lab* Bloomington (Merrill et al., 1989)
lab” Antp?*? Bloomington

lab! Dfd?? Bloomington

Mspo©?® Akiyama Nose (Umemiya et al., 1997)
Nrt! Bloomington (Speicher et al., 1998)
Nrt“S4Ap| Eric Liebl (Liebl et al., 2003)
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pbY Bloomington (Cribbs et al., 1992)

Sas4s2214 Bloomington (Basto et al., 2006)

Scrit Bloomington (Pattatucci et al., 1991)

Scrt’ Bloomington (Pattatucci et al., 1991)

tsh?77 Laurent Fasano (Andrew et al., 1994)

tsh® Laurent Fasano (Fasano et al., 1991)

trio® Bloomington (Newsome et al., 2000)

wg?® AG Technau

wgt*4 Julien Ng (Baker, 1987)

ykiBs Jirgen Knablich

zen! Bloomington (Wakimoto et al., 1984)
Gal4 Stdmme

eagle-Gal4, UAS-n-GFP Olaf Vef

eagle-Gal4, UAS-CD8GFP Olaf Vef

engrailed AG Technau

inscuteable [Mz1407]

(Ito et al., 1995)

Pox neuro Markus Noll (Boll und Noll, 2002)

scaborous Uwe Hinz (Klaes et al., 1994)
UAS Stdmme

abdominalA AG Technau; A. Michelson

Ableson Tyrosin Kinase

Bloomington

Antennapedia

A. Percival-Smith (Kurata et al., 2000)

cap-n-collar

W. McGinnis
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CyclinE AG Technau; C. Lehner
Deformed (Percival-Smith et al., 2005)
Dicer2 AG Technau

disconnected

Bloomington (Robertson et al., 2002)

homothorax

AG Technau

labial

A. Percival-Smith (Miller et al., 2001)

proboscipedia

(Percival-Smith et al., 2005)

Sex combs reduced

(Percival-Smith et al., 2005)

teashirt

Laurent Fasano

Yorkie S168A (YkiCA)

Bloomington (Oh and Irvine, 2008)

lac-Z Stamme

eagle-lacZ (eg-laczZ; P289)

AG Technau (Dittrich et al., 1997)

huckebein-lacZ [5953]

Chris Doe (Doe, 1992)

ming-lacZ [1530]

Chris Doe (Doe, 1992)

mirror-lacZ

Chris Doe (Broadus et al., 1995)

wingless-lacZ

Balancerstamme

Chris Doe (Broadus et al., 1995)

CyO, ftz-lacz/Pm Olaf Vef
CyO, twi-lacZ/Pm; TM6b, iab2-lacZ/CxD Olaf Vef
FM7, ftz-lacZ/N, Bx Olaf Vef
TMG6D, iab2-lacZ/TM3, Kr-GFP Olaf Vef
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2.2.7. RNA-Interferenz als weitere Mdglichkeit von Mutantenanalyse

Doppelstrangig vorliegende RNA wird im naturlichen Zustand Uber das Enzym Dicer abgebaut. Dieser
Sachverhalt wird genutzt, um tber das Gal4-UAS System rdumlich und zeitlich den ,,Knock Down* von
spezifischen Genen zu ermdglichen. Dieses Werkzeug wird als RNA-Interferenz, kurz als RNAI
bezeichnet (Kennerdell und Carthew, 1998; Brown et al., 1999; Misquitta und Paterson, 1999). Daftr
wurden transgene Fliegenlinien erzeugt, die unter der Kontrolle von UAS-Sequenzen doppelstrédngige
Hairpin (in sich selbst gefaltete und dadurch als Doppelstrang vorliegende) RNAs besitzen. Werden
diese mit einer spezifischen Gal4 Linie, die zusatzlich das Gen fiir Dicer unter demselben Enhancer
enthalt gekreuzt, so kann ein Funktionsverlust tiber Degradation der mRNA des entsprechenden Gens
im rédumlichen und zeitlichen Muster der Gal4 Linie erzeugt werden. Dadurch erhéhen sich die
Maglichkeiten, Genfunktionen zu untersuchen, beispielsweise wenn stark lethale Faktoren oder bereits

maternal verteilte Faktoren vorliegen.

Tab. 2-5: Verwendete RNAI Linien

Gen RNAIi Stamm
Ableson tyrosin kinase GD28997
Amalgam GD22944
Deformed GD16159
Disconnected GD1326
Longitudinals lacking KK110256
Sex combs reduced GD1527

2.2.8. Zeitlich gesteuerte Expression eines Gens Uber ein hitzesensitives Allel

Es besteht die Mdglichkeit, ber einen durch Warmeeinwirkung induzierbaren Promotor (HSP-70
Promotor) die Aktivitét eines Gens zeitlich zu steuern. Dafiir muss zundchst der geeignete Zeitpunkt der
Warmeeinwirkung berechnet werden, um im gewinschten Entwicklungsstadium Expression zu
gewadhrleisten. Fir die Untersuchung des Einflusses von Amalgam musste im St9 Expression induziert
werden. Dafiir wurden Embryonen aus Uber-Nacht Ablagen fiir 60 min bei 37°C in einem Wasserbad
erwdrmt. AnschlieBend konnten sie sich bei 25°C bis St12/St13 weiter entwickeln. Anschlie3end

erfolgte der nun im Folgenden beschriebene VVorgang fiir die Fixierung und Farbung der Embryonen.
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2.3. Vorbereitung der Embryonen fir Farbungen

2.3.1. Chemische Dechorionisierung

Embryonen werden mit 7,5%iger Chlorbleichlauge zwei Minuten lang inkubiert, wodurch die
Chorionhiille entfernt wird. Anschliefend wird mit ausreichend Wasser das restliche Chlor entfernt und
die Embryonen in Gazenetzchen gespiilt. AnschlieBend werden sie mit Hilfe eines Skalpells in ein
Reaktionsgefall mit vorbereitetem Fixativ tberfihrt.

2.3.2. Fixierung von Embryonen

Die mit Fixativ (450ul PBS, 50ul Formaldehyd (37%) und 500ul Heptan) gefillten Reaktionsgefale
werden fur 20 min auf dem Schiittler (140rpm) fixiert. Formaldehyd vernetzt die Proteine in der Zelle,
Heptan durchldchert die Zellmembran, so dass anschlieRend Antikorper oder Sonden in die Zellen
eindringen kdnnen und sich an die fixierten spezifischen Stellen binden kdnnen. PBS stabilisiert die
Phasen des Fixativs. An der Phasengrenze von Formaldehyd und Heptan werden die Embryonen durch
die dort wirkenden Scherkréfte devittelinisiert. Dafiir wird die untere wassrige Phase (PBS und
Formaldehyd) zweimal gegen Methanol ausgetauscht und jeweils durch kraftiges Schitteln (vortexen)
die Vittelinhillle entfernt. Devittelinisierte Embryonen sinken zu Boden, so dass anschliefend der
gesamte Uberstand abgezogen und durch 1ml frisches Methanol ausgetauscht werden kann. Nach 10
min waschen auf dem Schittler wird das Methanol ein weiteres Mal gewechselt und die Embryonen zur
Aufbewahrung bei minus 20°C eingefroren oder fiir die direkt anschlieBenden Farbungen mit PBT

gewaschen.
2.4. Farbemethoden

2.4.1. Fluoreszenz Antikorperfarbung
Antikorperfarbungen stellen eine sehr sensitive und zuverl&ssige Nachweismethode dar, bei der Proteine
als Genexpressionsprodukte nachgewiesen werden kénnen, indem sie Gber eine Immunreaktion von

Farbstoffe tragenden Antikdrpern gebunden werden.

Der primdre Antikorper wird entsprechend seiner wirkungsvolisten Konzentration mit PBT verdinnt
und mit den ausreichend gewaschenen Embryonen (ber Nacht bei 4C° unter leichtem Schitteln
inkubiert. Anschliefend werden die Embryonen griindlich durch mehrmalige Waschschritte mit PBT

von allen nicht spezifisch gebundenen priméren AntikGrpern gereinigt.

Um ein auf diese Immunreaktion ausgerichtetes Farbsignal zu erreichen, werden anschliefend mit
Farbstoffen versehene sekundare Antikorper verwendet, die nicht gegen das eigentliche Zielprotein

gerichtet sind, sondern gegen das Herkunftstier des Priméren Antikérpers. Die Inkubation mit dem
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sekunddren Antikorper erfolgt bei Raumtemperatur fir ca. 2h unter leichtem Schitteln. Um die
Fluoreszenzfarbstoffe nicht auszubleichen, sollten die Reaktion und die anschliefende Aufbewahrung
der gefarbten Embryonen im Dunkeln stattfinden. Nachdem die Embryonen anschlieRend wiederum
von allen nicht gebundenen Antikorperrickstdnden gereinigt wurden, werden sie bei 4°C in einer 1:1-
Mischung aus 70%igem Glycerol und Vectashield Mountig Medium aufbewahrt.

2.4.2. Alkalische Phosphatase Farbung

Bei sichtbaren AntikOrperfarbungen erfolgt die Farbreaktion Uber die Reaktion der alkalische
Phosphatase, die an den sekundéren Antikorper gekoppelt ist. Inkubation des primdren und sekundéren
Antikorpers erfolgt identisch mit dem VVorgehen bei der Fluoreszenzantikorperfarbung. Fir die sichtbare
Farbung wird zunédchst AB-Komplexlosung 45 min auf dem Schiittler inkubiert (AB-Komplex:
Vectastain Elite ABC-Kit, Vector Laboratories, bestehend aus Streptavidin und Avidin, gekoppelt mit
Meerrettichperoxidase), der durch Bindung von Avidin und Streptavidin an Biotin eine Verstérkung des
eigentlichen Farbesignals hervorrufen soll. Anschlieend erfolgt eine Inkuabtion der bereits mit
sekundarer Antikdrperreaktion abgeschlossenen Embryonen fiir 1h mit anschlieBendem Waschen in
alkalischem Detektionspuffer. Die enzymatische Reaktion der alkalischen Phosphatase wird durch
Zugabe von 3,6 ul BCIP und 4,5 ul NBT induziert. Eine Kontrolle des Féarbevorgangs ist notwendig,
um die Reaktion bei ausreichendem Farbsignal durch waschen mit Methanol und nachfolgend mit PBS

abbrechen zu konnen. Die Aufbewahrung und Préparation erfolgt in 70%igem Glycerol.

2.4.3. Verwendete primare Antikorper

Tab. 2-7. Verwendete primére Antikorper.

Antikdrper Spezies Verd. Herkunft/Referenz

Abdominal-A Maus 1:200 lan Duncan (Kellerman et al., 1990)

Developmental Studies Hybridoma Bank (Celniker

Abdominal-B Maus 1:20
et al., 1989)
Ableson  Tyrosin . o
) Kaninchen 1:500 Edward Giniger (Song et al., 2010)
Kinase
Alhambra Maus 1:1000 Sami Bahri (Babhri et al., 2001)
Amalgam Kaninchen 1:500 Israel Silman (Zeev-Ben-Mordehai et al., 2009b)
Antennapedia Maus 1:50 DSHB
Beta-Gal Huhn 1:1000 Abcam
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Castor Kaninchen 1:500 Ward Odenwald (Kambadur et al., 1998)
Cdc42 Kaninchen 1:400 Ulrich Tepass (Harris und Tepass, 2008)
Cousin of atonal Schaf 1:1000 Andrew Jarman (zur Lage und Jarman, 2010)
Cyclin E Kaninchen 1:1000 Santa Cruz

Dachshund Maus 1:250 DSHB

Dbx Meerschweinchen 1:1500 James Skeath (Lacin et al., 2009)

Deadpan Kaninchen 1:100 Harald Vaessin (Bier et al., 1992)
Deadpan Meerschweinchen 1:1000 James Skeath

Deformed Meerschweinchen 1:100 William McGinnis (Jack et al., 1988)
Deformed Kaninchen 1:20 Santa Cruz

Deformed Kaninchen 1:50 Heinrich Reichert

DIG-AP Schaf 1:1000 Roche

Disabled Maus 1:50 DSHB

Disconnected Kaninchen 1:1000 Hermann Steller (Lee et al., 1991)

Eagle Kaninchen 1:500 (Dittrich et al., 1997)

Eagle Maus 1:100 Chris Doe (Karcavich und Doe, 2005)
Empty spiracles Ratte 1:1000 Uwe Walldorf (Walldorf und Gehring, 1992)
Enabled Maus 1:1000 DSHB

Engrailed Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology

Even skipped Kaninchen 1:1000 Manfred Frasch (Frasch et al., 1987)

Even skipped Meerschweinchen 1:500 John Reinitz (Kosman et al., 1998)
Extradenticle Mouse 1:10 DSHB

Eyeless Kaninchen 1:1000 Uwe Walldorf (Kammermeier et al., 2001)
FITC-AP Schaf 1:1000 Roche

GFP Kaninchen 1:500 Torrey Pines Biolabs
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GFP Maus 1:250 Roche
Gooseberry distal Ratte 1:2 Robert Holmgren (Zhang et al., 1994)
Gooseberry
) Ratte 1:2 Robert Holmgren (Zhang et al., 1994)

proximal
Hunchback Meerschweinchen 1:1000 Joachim Urban (Mettler et al., 2006)
Homothorax Kaninchen 1:500 Adi Salzberg (Kurant et al., 1998)
H15 _

Kaninchen 1:500 James Skeah (Leal et al., 2009; Aad et al., 2015)
(Neuromancerl)
Intermediate
neuroblasts Kaninchen 1:1000 Tonia Von Ohlen (Von Ohlen et al., 2009)
defective
Invected Maus 1:2 DSHB (Patel et al., 1989)
Labial Ratte 1:10 Frank Hirth und Heinrich Reichert
Labial Kaninchen 1:100 Heinrich Reichert
Ladybird early Maus 1:2 Krzysztof Jagla (Jagla et al., 1997)
Midline )

Kaninchen 1:100 James Skeath (Leal et al., 2009)
(Neuromancer2)
Miranda Kaninchen 1:100 Jurgen Knoblich (Betschinger et al., 2006)
Muscle  segment . o

Kaninchen 1:500 Matthew Scott/Ishikki
homeobox
Modulo Ratte 1:1000 Laurent Perrin (Perrin et al., 1998)
Neurotactin

Maus 1:10 DSHB
(BP106)
pH3 Maus 1:1000 Cell Signaling Technologies
pH3 Kaninchen 1:1000 Abcam
Proboscipedia Kaninchen 1:50 Thomas Kaufman (Randazzo et al., 1991)
Prospero Maus 1:10 Chris Doe
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Reversed polarity Meerschweinchen 1:10000  Benjamin Altenhein

Reverse Polarity Kaninchen 1:500 T. Halter

Runt Meerschweinchen 1:500 John Reinitz (Kosman et al., 1998)
Sex combs reduced  Maus 1:20 DSHB

Single minded Meerschweinchen 1:1000 Stephen Crews

Salvador Kaninchen 1:1000 J. Jiang

Teashirt Kaninchen 1:2000 Laurent Fasano

Tip Top Ratte 1: 500 Laurent Fasano

Ultrabithorax Maus 1:20 DSHB (White und Wilcox, 1984)
Ventral  nervous . .

system defective Kaninchen 1:2000 Fernando Jimenez (McDonald et al., 1998)
Wingless Maus 1:2 DSHB

Wrapper Maus 1:20 DSHB (Noordermeer et al., 1998)
Yorkie Kaninchen 1:400 K. Irvine

Zfhl Meerschweinchen 1:500 James Skeath
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2.4.4. Verwendete sekundare Antikdrper

Tab. 2-8: Verwendete Sekundarantikorper.

Antikdrper Spezies Verd. Herkunft

Huhn - Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Alexa488 Esel 1:500 Life Technologies

Kaninchen — Alexa546 Esel 1:500 Life Technologies

Kaninchen — Alexa568 Ziege 1:500 Life Technologies

Kaninchen — Alexa647 Esel 1:500 Life Technologies

Kaninchen - AP Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen - Biotin Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Alexa488 Esel 1:500 Life Technologies

Maus — Alexa568 Ziege 1:500 Life Technologies

Maus — Alexa647 Esel 1:500 Life Technologies

Maus - AP Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
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Maus - Biotin Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyL.ight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyL.ight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte — Alexa633 Ziege 1:500 Life Technologies

Ratte — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories

2.5. Herstellung von Riboproben (mRNA in situ Sonden)

25.1. In situ Hybridisierung mit anschlieRender Fluoreszenz Antikdrperfarbung oder
anschlieBender Alkalischer Phosphatase Farbung
Eine weitere Methode zum Nachweis von Genaktivitat ist der mRNA Nachweis uber die in situ

Hybridisierung.
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Fixierte Embryonen werden fir 20 min in mit Wasserstoffperoxid versetztem Methanol
(Methanol:H202, 10:1) auf dem Schuttler bei 70 rpm inkubiert, um endogene Peroxidasen zu zerstéren
die ansonsten starke Hintergrundfarbungen verursachen wirden. Anschliefend folgen Waschschritte
mit DEPC-PBT unter hohen Hygienevorkehrungen mit gestopften RNAse freien Pipettenspitzen und in
autoklavierten Reaktionsgefalien auf desinfizierten Arbeitsflachen mit Handschuhen um die Zerstérung
von RNA durch RNAsen zu vermeiden.

Um bei der Fixierung geknupfte Doppelbindungen aufzubrechen und so die Autofluoreszenz zu
reduzieren werden die Embryonen fir 10 min mit 1ml Natriumborhydrid (Img/ml) in PBTween
inkubiert und anschlieRend wiederum griindlich gewaschen. Damit die Bindeeigenschaften der Sonde
an die RNA erhoht werden, inkubieren die Embryonen mit formamidhaltiger Hybridisierungsldsung.
Unspezifische Bindungen werden durch eine Prahybredisierung mit 10ul einzelstrangiger
Heringssperma-DNA (10mg/ml) fiir 2Std bei 55°C auf dem Thermoschuttler (450rpm) abgepuffert.

Die verwendeten Sonden werden entsprechend der bendtigten Verdinnung in Hybridisierungslosung
mit 10mg/ml Heringssperma DNA fur 10min bei 95°C auf dem Thermoschttler erhitzt, anschlieend
auf Eis gekiihlt und dann auf die Embryonen gegeben. Die Inkubation erfolgt Giber Nacht bei einer fur
die Sonde spezifischen Bindetemperatur zwischen 45C° bis 65C°.

Durch intensives Waschen mit Hybredisierungslosung bei 65C° wird nach der Inkubation alle
unspezifisch gebundene Sonde entfernt und anschlieRend die Antikorperreaktion fur den Farbnachweis
in TNB-Puffer durchgefuhrt. Es werden je nach Sonde DIG oder FITC spezifische Antikorper in TNB-
Puffer Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antikdrperreaktion ist gegen bestimmte Desoxynukleotide
(DIG/FITC) gerichtet, welche in die Sonde eingebaut sind. Nun folgend kann die Farbreaktion tber
alkalische Phosphatase stattfinden, oder aber ein Fluoreszenznachweis durchgefiihrt werden. Daflr
werden die Embryonen in TNT Puffer tberfuhrt und mit Tyramid-Cyanin 3 (1:50 in ,,amplification
diluent® von Perkin Elmer) fiir maximal zehn Minuten inkubiert, anschlieBend wird alles iibrige Substrat

abgewaschen und die Férbung unter dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert.

Sonden wurden ber zwei unterschiedliche Wege hergestellt. Es existiert eine Bibliothek mit EST
(Expresssed sequence tag; BDGP) Klonen, in die bereits Vektoren mit einem entsprechenden
gewunschten Genabschnitt eingebracht wurden. Der zweite Weg wurde Uber direkte Vervielfaltigung
der gewiinschten Sequenzen Uber PCR aus cDNA gewahlt. Diese Methoden erleichtern einen sonst sehr
langwierigen Weg uber Klonierung von DNA Fragmenten in Vektoren mit anschlieBender

Sequenzierung der Produkte.

2.5.2. Reverse Transkription
Fur die Herstellung der Sonden ber PCR wird cDNA bendtigt, die Uber reverse Transkription von

MRNA erhalten wird. mRNA aus einer Gesamt-RNA Féllung aus Embryonen wird mithilfe ihres
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spezifischen Poly-Adenin Schwanzes tber einen Oligo-dT Primer spezifisch angesprochen und mit dem
Enzym Reverse Transkriptase in einzelstrangige copy (C)DNA umgeschrieben.

Ansatz Reverse Transkription:

2ul des jeweiligen gesamten RNA Ansatzes (ca. 6pug RNA)
1l Oligo-dT Primer (0,5ug/ul)
13,5ul RNAse freies H20

Um Sekundarstrukturen, welche die Reverse Transkritase behindern konnen aufzultésen, wird der

Ansatz bei 70°C 10 min inkubiert. AnschlieRend wird auf Eis folgendes hinzugegeben:
0,5ul RNAse-Inhibitor

6ul 5x Erststrangpuffer

3ul 0,1M DTT (bendtigt die Reverse Transkriptase als Kofaktor)

2ul dNTP-Mix (10mM)

2l Superscript 11 = Reverse Transkriptase (200U/ul)

Die Reverse Transkription wird fuir 2h bei 42°C durchgefiihrt, deren Ergebnis ein cDNA/RNA-Hybrid
ist, da die RNA nicht verdaut wurde. Um die DNA nun weiter zu vervielfaltigen werden fiir die folgende

PCR zwei spezifische Primer flir das benétigte Transkript eingesetzt.

2.5.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine sehr effiziente und einfache Methode zur Vervielfaltigung eines
definierten durch zwei Primer flankierten DNA Bereichs mithilfe eines hitzestabilen Polymerase
Enzyms aus Thermus aquaticus. Die Primer sind jeweils komplementér zu dem kodogenen Strang des
einen Endes und zu dem Matrizenstrang des anderen Endes der zu amplifizierenden DNA-Region. Die
Taq Polymerase setzt an die 3’-OH-Enden dieser Primer an und liest von dort ausgehend den
Matrizenstrang ab. Innerhalb von wenigen Reaktionszyklen werden so starke Vervielfaltigungen der
anfanglich einzelnen Nukleotidsequenz erreicht. Die Sonden wurde teilweise durch PCR aus cDNA
amplifiziert, wobei die Sequenz fiir die T7 Polymerasesequenz am 5’Ende des reversen Primers
enthalten ist. Der PCR-Zyklus enthalt mehrere Temperaturschritte, Uber die das Anlagern (Annealing)

der Primer an die DNA gesteuert wird. Durch die Verlangerung des Primers durch die T7 Sequenz

34



Material und Methoden

wurden teilweise abweichende Temperaturen zum Standardprotokoll verwendet (verwendete Primer
siehe Tab. 2-11 unten).

2.5.4. Standard-PCR
Um Nukleotidfragmente bis zu einer Grof3e von 3kb zu vervielfaltigen wird die Standard-PCR mit einem

PCR Kit von Quiagen verwendet:
Xl DNA-Ansatz mit ca. 1ug DNA
1pl ANTPs (10mM)

5ul 10x PCR-Puffer

1ul Forward-Primer (20uM)

1pl Reverse-Primer (20puM)

yul ddH,0

1pl Tag (1U/ul)

50ul-Ansatz

Standard-PCR-Protokoll :

Deckel vorheizen 99°C
Denaturieren 94°C  3min
Denaturieren 94°C  1min «——
; . (40x)
Annealing Schmelztemperatur der Primer —5°C  30sec
Elongation 68°C  1000bp/min synthetisiert die Taq
Finale Elongation 68°C  7min
Ende 4°C

2.5.5. Long Range-PCR bzw. RT-PCR
Um die aus der RNA gewonnene cDNA zu amplifizieren wurde eine PCR Methode verwendet, bei der

die Polymerase eine zusétzliche Korrekturlesefunktion besitzt und Fragmente von einer Lange bis zu

10kb amplifizieren kann. Das Long Range-Kit der Firma Qiagen ist somit sehr effizient und wenig
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fehleranfallig (1 Fehler auf 250-500kb). Als Primer werden wiederum der OligodT-Primer und ein erster
spezifischer Primer fur die jeweilige DNA verwendet (Forward oder Reverse Primer 1). Ansatz fur die
Long-Range PCR:

Xl DNA Ansatz mit ca. 1ug DNA

2,5U1 dNTPs (10mM)

5ul 10x Long Range PCR-Puffer mit 25mM Mg?*
0,5ul Forward-Primer (100uM)

0,5ul Reverse-Primer (100uM)

yul ddH,0

0,4ul Long Range PCR Enzym (2U/ul)

50ul-Ansatz

Long Range PCR Protokoll:

Deckel vorheizen 99°C
Denaturieren 95°C  6min
Denaturieren 95°C  30sec —
; . (35x)
Annealing Schmelztemperatur der Primer —5°C  30sec
Elongation 68°C  1000bp/min synthetisiert die Taq
Finale Elongation 68°C  15min
Ende 4°C

2.5.6. Expressed Sequence Tags Klone

Die EST Klone werden bei minus 80 C° aufbewahrt und unter fachkundiger Anleitung aufgetaut und
auf mit entsprechenden Antibiotika versetzten Agarplatten ausplattiert. Nach 24h Wachstumszeit bei 38
C° werden einzelne Klone gepickt und in LB Medium bei 38C° (iber Nacht in ReaktionsgefaRen auf

dem Schattler vermehrt. AnschlieRend erfolgt die Préparation der Vektoren.
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2.5.7. Hergestellte Sonden aus EST Klonen

Tab. 2-9: EST Klone, Vektoren und Restriktionsenzyme der hergestellten Sonden gegen Kandidatengene
aus dem Screen von Hueber et al. 2007

Gen

CG8827

CG8556

CG15731

CG 9083

CG9358

CG10078

CG13701

CG3132

CG4722

CG11205

CG17579

CG8975

CG4193

CG8363

CG3097

CG4880

CG6634

CG7840

CG3773

CG1707

CG12052

EST Klon

LD11258

GM13874

RE12587

LD42296

RE09339

GH17891

RE14076

HLO01076

LD45157

RE21178

RE38281

LD41588

LD27857

LD25351

RE43153

LD20971

RE27439

LD35060

SD18375

RH47207

LD03274

Vektor

pBS SK-

pOT2

PFLC1

pOT2

PFLC1

pOT2

PFLC1

pBS SK-

pOT2

PFLC1

PFLC1

pOT2

pOT2

pOT2

PFLC1

pBS SK-

PFLC1

pOT2

POT2

PFLC1

pBS SK-

Restriktionsenzym

EcoR1

Asel

Bglll

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

Clal

BseR1

EcoR1

Boll

NgoM4

Bsiw1

EcoR1

Accl

EcoR1

Hpal

EcoR1

EcoR1

EcoR1

Ndel
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CG13159

CG8589

CG9184

CG7465

CG31549

CG8116

CG6725

CG18594

CG6733

CG6478

CG12063

CG4440

CG5773

CG5765

CG12117

CG3457

CG10287

CG1927

CG12787

CG15893

CG2962

CG12047

CG7384

CG2064

RE25177

RE23690

RE04770

RE16136

LD44221

RE40776

LD03060

LP12095

RE20374

RE40851

LD32760

RE16123

RH46075

RE37683

GHO04031

LD17911

LD05259

GH11112

GHO02636

LD32923

LD27487

LD29039

LD46023

SD07613

PFLC1

PFLC1

PFLC1

PFLC1

pOT2

PFLC1

pBS SK-

POT2

PFLC1

PFLC1

pOT2

PFLC1

PFLC1

PFLC1

pOT2

pBS SK-

pBS SK-

pOT2

pOT2

pOT2

pOT2

pOT2

pOT2

pOT2

EcoR1

Clal

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

Sacl

EcoR1

Accl

EcoR1

Agel

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

EcoR1

Kpnl

EcoR1

EcoR1

Accl

EcoR1

EcoR1
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CG7970 LD19311 pBS SK- EcoR1

Tab. 2-10: Sonden Informationen fiir weitere Kandidaten von Chromosom 3R und bekannter Hoxgen
Interaktionspartner.

Gen EST Vektor Restriktionsenzym
humpty

dumpty RE04029 PFLC1 Aval

wingless RE02607 PFLC1 Sall oder Hincll
sala RE40068 PFLC1 EcoR1

teashirt REG67261 PFLC1 Clal

brahma LD36356 pOT2 Accl

Amalgam LD39923 pOT2 Smal
Disconnected GH27656 pOT2 Smal

Tab. 2-11: Primersequenzen der Sonden gegen Deformed und Sex combs reduced.
Dfd forward CTCGTAAGACCGAAACGTCCGAC
Dfd T7 reverse taatacgactcactatagggagaccacCCGAACTTACATACATCTAGAGACGCAC
Scr forward GTCGCAGTTCGCGCACCTAAGC

Scr T7 reverse  taatacgactcactatagggagaccacCCTGGCGGACTGTGAGTGCCC

Die in situ Sonde gegen Antennapedia wurde aus einem EST-Klon gewonnen (CG 1028, LD33666),
der einen pot-2-Vektor enthélt und bereits als Eluat einer Mini-Préparation von Sudha Myneni zur

Verfligung gestellt wurde.

Die Sonde fir labial wurde von Rolf Urbach zur Verfiigung gestellt

2.5.8. Mini-Praparation der Vektoren

Die Praparation der Vektoren aus den vermehrten EST Klonen erfolgt tber das Mini-Praparations-Kit
der Firma Quiagen. Hierbei wird zunéchst die Zellmembran der Zellen aufgeldst und alle bakteriellen
Proteine ausgefallt. AnschlieRend wird die DNA auf eine Silikat-Membran einer S&ule gebunden und
durch mehrere Waschschritte in der Zentrifuge gereinigt. Die Eluation der DNA erfolgt in ein sauberes

Reaktionsgefall mit erwarmtem DEPC-H,0.
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2.5.9. Restriktion

Um aus den EST Klonen geeignete Abschnitte flir die Sonden herauszuschneiden werden spezifische
Restriktionsenzyme verwendet, die auf den Vektorkarten der Klone angegeben sind. Die Abschnitte
werden (ber PCR vervielfaltigt und anschlielend auf ein Gel aufgetragen.

Restriktionsansatz:

8ul Genomische DNA (~2ug DNA)
2,5ul 10x Restriktionspuffer

12,5ul ddH20

2ul Restriktionsenzym (10U/ul)

Je nach verwendetem Enzym wird in einem Zeitraum von zwei Stunden bis zu einem Uber-Nacht-
Verdau bei 37°C restringiert. Danach erfolgt eine 30-mindtige Inkubation bei 65°C zur

Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms.

2.5.10. Herstellung der Sonden Uiber T7 und Sp6
Uber die flankierenden Promotoren T7 und Sp6 kann das Ablesen der Sense- oder der Antisense-Sonde
gesteuert werden. Die Sonden werden mit Dig oder FITC-markierten UTP fiir die weitere

Nachweismdglichkeit durch Antikdrper versehen.

Markierungsansatz:

1ul linearisiertes Plasmid

2 ul 10x Markierungsgemisch (Boehringer)
2 pl 10x Transkriptionspuffer

2 pl Polymerase

18 pl Wasser

Inkubation flr 2 Stunden bei 37°C

AnschlieBend Zugabe von 2 pl DNAse 1 und inkubation fiir 15min zum Abstoppen der Reaktion durch
Verdau der Matritze und Zugabe von 2 pl 0,2M EDTA zur Beendung der Enzymaktivitit der RNA-
Polymerase durch Chelatbildung. AnschlieRend wird die Sonde mit LiCl geféllt und in 100 pl Wasser
aufgenommen. Zur Kontrolle wurden zundchst alle Sonden (Sense- und Anti-Sense) in

unterschiedlichen Konzentrationen von 1:10, 1:100 und 1:1000 verwendet.
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2.5.11. Vermessung der Expressionsdoménen der Antennapedia-Komplex Gene

Wildtyp Embryonen der Entwicklungsstadien 0 bis 9 (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997) wurden
fixiert und die mRNA von lab, Dfd, Scr und Antp Uber in situ Hybredisierung (ber Alkalische
Phosphatase Nachweis sichtbar dargestellt. Die Embryonen wurden im ,,Whole-mount* ohne
Préparation seitlich auf Objekttrager aufgelegt und mit 40x VergréRerung mithilfe des Zeiss Axioplan
Mikroskops und einer Contron Progress Kamera aufgenommen und digitalisiert. AnschlieBend wurde
mit dem Adobe Photoshop CS4 Messinstrument zunéchst die Gesamtlange des Embryos und dazu im
Verhaltnis der Beginn und das Ende der mMRNA Expression vom posterioren Pol ausgehend vermessen.
Die Werte wurden in Mikrosoft Excel Ubertragen, dargestellt und der Mittelwert der Expressionsdoméne

aller Embryonen einer Farbung ermittelt.

2.6. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese bietet eine Nachweismethode (ber die Grofe und Konzentration von
beispielsweise DNA oder RNA Fragmenten. Die Lénge der Fragmente kann durch GroRenvergleiche
mit definierten Markerbanden bestimmt werden. Damit kann beispielsweise ein Restriktionsverdau auf

erfolgreiche Durchfuhrung Gberpriift werden.

Nukleinsdauren und Proteine haben eine spezifische negative Nettoladung und werden durch das an das
Gel angelegte elektrische Feld in Richtung des positiven Pols bewegt. Das Agarose Gel (Dimer aus 3,6-
Anhydro-L-Galactose und D-Galactose) bildet ein entsprechend der eingesetzten Agarosekonzentration
variierendes grobmaschiges Netz. Molekiile bewegen sich abhangig von ihrer GréRe und Konformation
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Netz, dass Ulber die Agarosekonzentration in seiner
Trennwirkung auf die zu trennenden Fragmente optimiert werden kann. Kleinere DNA-Fragmente
werden bevorzugt in hochprozentigen Gelen (1,6-1,8%) und groBere DNA-Fragmente in
niedrigprozentigen Gelen (0,8%, d.h. 0,4g Agarose der Firma Genterprise Genomics in 50ml TAE-
Puffer) getrennt.

Eine entsprechende Menge an Agarose fiir die gewiinschte Konzentration wird in 50ml TAE Puffer
unter erwérmen gel6st und nach abkihlen mit 20ul EtBr (1mg/ml) versetzt und in eine vorbereitete
Gelkammer gegossen. EtBr interkaliert in der DNA und ist unter UV Licht (360nm, Emission bei
590nm) sichtbar. Nach dem Aushérten des Gels werden die aufzutrennenden Proben fur die
Beschwerung durch vorhandenes Glycerol mit 6fachem Ladepuffer (Fermentas, siehe Ld&sungen)
versetzt und auf das in TAE Puffer befindliche Gel aufgetragen. Zusétzlich wird ein GroRenmarker (100
Basenpaar-Ladder Plus von Fermentas, Hyper-Ladder | von Bioline) verwendet, um die Laufhthe der

einzelnen Banden einer MolekiilgréRe zuordnen zu kénnen.

Das bei 80 Volt fertig aufgetrennte Gel wird auf dem UV Tisch mit einer Kamera fotografiert und

anhand der Markerbanden ausgewertet. Fir die weitere Verwendung kénnen Fragmente aus dem Gel
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mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten werden und anschlielend die DNA mit dem Gel Purifikation Kit

von Quiagen riickgewonnen werden.

2.7. Western Blot und Immunoprezipitation fiir den Nachweis von Protein-Protein Interaktion

Proteine konnen direkt aneinander binden, und sich in ihrer Funktion gegenseitig beeinflussen. In der
vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, ob Dfd direkt mit CycE, sowie ob AbdA direkt mit CycE bindet.
Der Nachweis einer Protein-Protein Bindung kann tiber eine Immunoprezipitation (IP) erbracht werden,
wobei sich das Prinzip des Nachweises tiber Antikorper zu Nutze gemacht wird.

Die nachzuweisenden Proteine werden ektopisch mit dem Gal4-UAS-System in Embryonen exprimiert,
um eine hoéhere Ausbeute an Protein zu erhalten. Die Embryonen von WT, scaGal4XUASDfd,
scaGal4XUASabdA und scaGal4XUASCycE wurden mehrere Wochen lang gesammelt, jeweils frisch
dechorionisiert und bei -80C° aufbewahrt.

Fur den IP wurde das IP-Kit von Roche verwendet. Jeweils etwa 200 ml Embryonen werden mit
Squezing-Puffer zerstoRBen und anschlieBend Zellreste durch Zentrifugation absedimentiert. Alle
Schritte finden aufgrund von Gefahr von Proteinaseaktivitiat bei 4C° oder auf Eis statt. Das so
aufgereinigte Protein-Gesamtgemisch des Embryos wird mit 50ul Agarosekiigelchen inkubiert und
anschlielen durch Zentrifugation sedimentiert und getrennt, um unspezifisch an Agarose bindende
Proteine aus dem Lysat zu entfernen. In das nun gereinigte Proteingemisch wird ein primarer Antikorper
(1-5png Ak) gegen eines der Proteine zugegeben, und nach einer weiteren Inkubationszeit wiederum mit
50ul Agarosekigelchen inkubiert. Es wurden je ein Ansatz fir Dfd, AbdA und CycE angesetzt, und
auch im Folgenden jeweils revers zwei Ansétze fir jede Kombination untersucht. Der primére
Antikorper bindet an die Argarosekiigelchen und ist wiederum mit dem flr ihn spezifischen Protein,
beispielsweise CycE gebunden. Sollte nun Dfd oder AbdA an CycE Protein binden, so wére an dem
Agarose-Antikorper-CycE Komplex im Weiteren auch Dfd oder AbdA gebunden. Nach inkubaktion
tiber Nacht werden die Komplexe zentrifugiert und anschlieBend durch mehrere Waschschritte mit den
im Kit enthaltenen Waschpuffern von unspezifisch gebundenen Proteinen gereinigt. Anschlielend
werden die Proben mit Lammlipuffer (40 — 60 pl) versetzt und 5 min bei 100°C aufgekocht. Die
Agarosekugelchen werden nun abzentrifugiert und die Konzentration des Proteins durch einen
Bradtforttest bestimmt. Jeweils 20 pg Proteinlésung wird auf ein SDS-Gel aufgetragen. In einer
Gelkammer bei 160V erfolgt die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grofie und Masse zu einer
charakteristischen Position, die Uber einen ebenfalls im Gel laufenden Marker (Fermantas Protein

Ladder) messbar wird.

Nun erfolgt der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine in Methanol aktivierte PVDF-
Membran uber einen Western Blot. Dazu werden das Gel und die Mebran in Transferpuffer inkubiert

und anschlieBend in der Blot-Apparatur (Bio Rad) fixiert. Der Transfer der Proteine erfolgt in einem
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Spannungsfeld bei 100 Volt bei 4C°. Die Membran kann nach dem blotten mit Ponceau geférbt werden,
das Gel wird mit Coomassie-Farbung auf verbliebene Proteinreste kontrolliert. Erfolgreich transferierte
PVDF Membran wird nun fir den Nachweis des zweiten Proteins, hier Dfd oder AbdA, durch die
Protein-Protein Bindung vorbereitet. Dazu wird nun primérer Antikorper gegen Dfd oder AbdA mit
jeweils einem Streifen der PVDF Membran mit gebundenem Protein tiber Nacht bei 4C° inkubiert. Nach
grandlicher Reinigung von unspezifischen Bindungen wird anschlieRend ein sekundérer Antikorper
gegen das Wirtstier des primaren AK inkubiert. Der Farbnachweis erfolgt anschlieend Uber Alkalische

Phosphatase Farbung.

2.8. Praparation und Dokumentation der Embryonen

Eine bessere Aufsicht auf das ventrale Nervensystem, insbesondere auf die gnathalen Segmente, wird
durch eine Filetpraparation des Embryos erreicht. Hierfiir wird der Embryo unter einem Binokular auf
einen Objekttrager aufgelegt und mithilfe fein ausgezogener Glaskapillare (Meterware Firma
Hilgenberg mit Vertikalpuller) der Embryo auf der dorsalen Seite get6ffnet und der Dotter und Darm
entfernt. Hierbei sind je nach Entwicklungsstadium leicht voneinander abweichende
Préparationstechniken zu wahlen. AnschlieRend wird die Kopfkapsel geéffnet und nach vorne seitlich
aufgeklappt und eroffnet so eine Aufsicht auf das VNS der gnathalen Segmente. Da fir
Vergleichszwecke auch Thorax und Abdomen betrachtet wurden, wurde immer der gesamte Embryo
filetiert und alle Segmente blieben erhalten. Die praparierten Tiere werden mit Mounting Medium unter

einem Deckglaschen abgedeckt und dadurch in ihrer Position fixiert.

Die Dokumentation und Auswertung der gefarbten Praparate erfolgt am Laserscan Mikroskop (LSM)
der Firma Leica. Die anschlieRende Auswertung der Aufnahmen erfolgt mit VVolocity von Perkin Elmer
oder den fir die jeweilige LSM Software erstellten Programmen von Leica. Abbildungen von Farbungen

flr die Dokumentation der Ergebnisse wurden mit Adobe Photoshop und Adobe Illustrator erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Das Eagle Expressionsmuster der gnathalen Segmente

Um segmentspezifische Identitdten von Neuroblastenlinien untersuchen zu kénnen und Parallelen zu
moglicherweise vorhandenen seriellen Homologen in anderen Segmenten ziehen zu kénnen, mussen
einzelne Zelllinien spezifisch ansprechbar sein. Dafur ist ein Marker notwendig, der Uber ein
Ubersichtliches Expressionsmuster eine eindeutige Zugehdorigkeit von Zellen zu ihrem Zellstammbaum
erkennen l&sst. Ein sehr exklusiver Marker ist der Transkriptionsfaktor Eagle (Eg; Higashijima et al.,
1996; Dittrich et al., 1997; Lundell und Hirsh, 1998), der im Wildtyp (WT) in Thorax und Abdomen
nach bisherigem Wissensstand in insgesamt vier Neuroblasten (NB), dem NB2-4, NB3-3, NB6-4 und
NB7-3 und deren Nachkommenzellen exprimiert ist (vergleiche auch Abb. 1-1). NB2-4 und NB3-3
befinden sich im anterioren Bereich des Segments, wahrend NB6-4 und NB7-3 im posterioren Bereich

lokalisiert sind.

3.1.1. Das Eagle Expressionsmuster der gnathalen Segmente zeigt starke Abweichungen von
dem bekannten Muster posteriorer Segmente

Die vorangegangenen Untersuchungen der Diplomarbeit konzentrierten sich hauptsachlich auf die
gnathale segmentale Identitit des NB6-4. Das Eg Expressionsmuster wurde im Detail nur bis Stadium
13 (St13, nach Campos-Ortega und Hartenstein, 1997) im WT beschrieben. Da jedoch im Laufe der
Embryonalentwicklung weitere Eg positive Zellen in Erscheinung treten, wird in der vorliegenden
Arbeit die Identifizierung und Analyse aller gnathalen Eg positiven Linien im WT fortgefiihrt und auf
Antennapedia-Komplex (Antp-K) Mutanten ausgeweitet. Die Kenntnis (ber das gesamte, auch
spatembryonale Eg Muster der gnathalen Segmente ist beispielsweise fiir die weitere Analyse der
Zellstammbaume von Neuroblasten wichtig. Diese werden im gnathalen Bereich derzeit im Embryo
identifiziert (personliche Mitteilung von Karin Luer-Kirsch) und kénnten in weiterfuhrenden Arbeiten
mit larvalen Zelllinien verknipft werden, wie es fur thorakale und abdominale Zelllinien durchgefiihrt
wurde (Birkholz et al., 2015). Weiterhin gibt die Untersuchung weiterer Eg positiver Linien Aufschlisse
tiber die Vielfalt mdglicher Wirkungsweisen von Hoxgenen und deren teilweise stark zellautonomen

Wirkungsweisen.

Es zeigen sich in den gnathalen Segmenten zum Teil starke Abweichungen vom bisher bekannten Eg
Expressionsmuster weiter posteriorer Segmente, sowie Diskrepanzen zwischen Eg Expression in St11
auf Ebene der delaminierenden Neuroblasten (Abb. 3-1 A und B, sowie Urbach et al., 2016) und spéaterer
Expression ab St14 (Abb. 3-13).
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Abb. 3-1: Das gnathale Eagle Expressionsmuster in St11 im WT.

(A) Antikorperfarbung gegen Eg (griin, in (A”) im Einzelkanal) und Deadpan (Dpn; rot, in (A”’) im Einzelkanal).
(B) Antikorperfarbungen gegen Eg (grin, in (B”) im Einzelkanal), Dpn (blau, in (B*’) im Einzelkanal), Gooseberry
(Gsb; rot, in (B”’’) im Elnzelkanal) und Engrailed (En; grau, in (B”’”’) im Einzelkanal) zur exakten
Identitatsbestimmung der Eg positiven Neuroblasten im frihen St11 im WT. Die Einzelkandle dienen der
Verdeutlichung der Expression in den einzelnen Zellen. NB7-3 delaminiert in allen drei gnathalen Segmenten als
Eg positiver Neuroblast (NB7-3 in dieser und allen folgenden Abbildungen gekennzeichnet mit geradem weiflen
Pfeil). NB6-4 delaminiert im Maxillarsegment und im Labialsegment als Eg positiver Neuroblast (NB6-4 des
Maxillarsegments, bzw. NB6-4 Gliazellen werden in dieser und allen folgenden Abbildungen mit gelber
Pfeilspitze, NB6-4 des Labialsegments, bzw. Neurone des NB6-4 mit weilRer Pfeilspitze gekennzeichnet). NB6-4
exprimiert zudem sowohl En als auch Gsb. NB3-3 delaminiert im Maxillarsegment und im Labialsegment als Eg
positiver Neuroblast (NB3-3 ist in dieser und allen folgenden Abbildungen gekennzeichnet durch einen weien
gebogenen Pfeil). NB2-4 ist in allen drei gnathalen Segmenten nicht als Eg positiver Neuroblast vorhanden. Er
delaminiert jedoch in weiter posterioren Segmenten (hier gezeigt fiir T1 und T2 als Eg positiver Neuroblast in St11
frih (NB2-4 wird in dieser und allen folgenden Abbildungen mit gelbem gebogenem Pfeil gekennzeichnet).
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Diese und alle folgenden Abbildungen zeigen eine filetpréparierte Aufsicht auf das ventrale Nervensystem (VNS),
sofern nicht anders gekennzeichnet. Links und rechts der (durch eine gestrichelte weie Linie gekennzeichneten)
Mittellinie sind die jeweiligen Hemisegmente sichtbar. Die einzelnen Segmente werden in dieser und allen
folgenden Abbildungen mit Mad fiir Mandibularsegment, Max fiir Maxillarsegment, Lab fir Labialsegment, T1-
T3 flr thorakale Segmente und Al bis A10 fiir abdominale Segmente gekennzeichnet. Die Segmentgrenzen
verlaufen posterior von NB7-3 und anterior von NB3-3 des nachfolgenden Segments. In (A) sind die
Segmentgrenzen durch Linien verdeutlicht, in den nachfolgenden Abbildungen dient meist Antikérperfarbung
gegen En fiir Reihe sechs und sieben (DiNardo et al., 1985) oder Gsb fiir Reihe finf (Gutjahr et al., 1993) als
Segmentgrenzenmarker.

3.1.1.1. NB2-4 wird in den gnathalen Segmenten nicht gebildet

NB2-4 ist in allen drei gnathalen Segmenten lber Eg Expression nicht identifizierbar (Abb. 3-1 A, A”),
wahrend in den thorakalen Segmenten NB2-4 eindeutig als Eg positiver Neuroblast delaminiert (Abb.
3-1 B-B’’”’). Ein weiterer flr diese Zelllinie exklusiver Marker ist poxNeuro (Dambly-Chaudiere et al.,
1992), lUber das ebenfalls keine gnathale NB2-4 Zelllinie identifizierbar ist (Diplomarbeit Henrike
Becker, 2008). Die Beobachtung, dass NB2-4 in den gnathalen Segmenten nicht gebildet wird, deckt
sich mit dem Ergebnis der Kartierungen der gnathalen Neuroblastenlinien (Urbach et al., 2016). Ein
weiterer Hinweis ist die fehlende Expression von Optomotorblind (Poeck et al., 1993), das in den
Motoneuronen von NB2-4 exprimiert wird (personliche Mitteilung von Theoni Michalopoulou,
unveroffentlicht), in den gnathalen Segmenten an entsprechender Position jedoch fehlt (nicht gezeigt).

3.1.1.2. NB3-3 ist mithilfe von Markeranalysen nur im Maxillar- und Labialsegment zu
identifizieren

NB3-3 ist im Thorax und Abdomen des WT neben seiner Expression von Eg zusatzlich Uber die
Expression von Runt (Dormand und Brand, 1998) identifizierbar. Ein weiterer aus Thorax und Abdomen
bekannter Marker fir die Nachkommenzellen des NB3-3 ist Even Skipped (Eve; Frasch et al., 1987;
Schmidt et al., 1997) was jeweils in flinf bis neun der zehn bis dreizehn thorakalen und der abdominalen
Nachkommenzellen exprimiert wird. Sie werden auch als ,,Eve laterale Neurone* bezeichnet. Empty
spiracles (Ems; Walldorf und Gehring, 1992) wurde weiterhin als Marker fiir den Neuroblasten selbst

gefunden (Hartmann et al., 2000).

Uber Eg und Deadpan (Dpn; Bier et al., 1992) l4sst sich NB3-3 im Maxillar- und Labialsegment anhand
der Position zu anderen Eg positiven Neuroblasten und mithilfe fehlender Expression von En oder Gsb
identifizieren (Abb. 3-1 A- A*’, B- B>>*"). Uber gleichzeitige Expression von Runt wird die Identitat als
NB3-3 (Abb. 3-2 A), bzw. NB3-3 Nachkommenzellen deutlich (Abb. 3-2 A’; sowie Diplomarbeit
Henrike Becker, 2008). Auch Ems Protein findet sich bis in spétere Stadien hinein in Anteilen der
Nachkommen des NB3-3 (Abb. 3-2 B; widerspruchlich zu Hartmann et al., 2000). Beide der gnathalen
NB3-3 Linien bilden im WT bis St16 neun Zellen aus, sieben davon sind Eve positiv (Abb. 3-2 C, D).
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Runt En Gsb Eve

St14 dotsal ¥

Abb. 3-2.: Markerexpressionsanalyse im gnathalen NB3-3.

(A-C) Antikorperfarbungen der fur NB3-3 bekannten spezifischen Marker im WT und (D) in einem im Eg
Expressionsmuster GFP exprimierenden Stamm egGal4XUAS-CD4-GFP zur Nachverfolgung des gebildeten
Zellklons. (A) Im WT ist im Maxillarsegment und Labialsegment NB3-3 durch gleichzeitige Expression von Runt
(rot) und Eg (griin) bereits als Neuroblast (A) im frithen Stll, als auch in spéteren Stadien (A’, alle
Nachkommenzellen sind mit weiller Markierung eingekreist) deutlich zu erkennen. Im Mandibularsegment findet
sich an entsprechender Position eines mdglichen NB3-3 weder Eg noch Runt Expression. (B) Die Uber Eg
Expression als zu NB3-3 zugehérig identifizierten Zellen sind eingekreist. Ems ist auch in Anteilen der NB3-3
Nachkommenzellen des Labial- und Maxillarsegments exprimiert. Im Mandibularsegment findet sich wiederum
keine Expression von Eg oder Ems an entsprechender Position anterior des Gsb (blau) Expressionsstreifens. (C)
Eve (blau) positive Neurone werden von NB3-3 des Maxillar- und des Labialsegments ausgebildet, jedoch nicht
alle Eg positiven NB3-3 Nachkommen exprimieren Eve. Im Mandibularsegment tritt ebenfalls Eve Expression
anterior des Gsb Expressionsstreifens (rot) auf (markiert durch weille Fragezeichen), hier ist jedoch keine Eg
Expression erkennbar. (D) In St16 des egGal4 x UAS-CD4-GFP Stamm lassen sich Uber GFP Antikorperfarbung
im Eg Expressionsmuster (grtin) die Nachkommenzellen des NB3-3 zu einem Zellklon zuordnen. Es bilden sowohl
der maxillare, als auch der labiale NB3-3 meist neun Nachkommenzellen aus, sieben davon sind Eve-positiv
(magenta).

Im Mandibularsegment ist an der Position von NB3-3 weder Eg (Abb. 3-1 A) noch Runt Protein tber
Antikorperfarbung sichtbar (Abb. 3-2 A; abweichend zu den vorlaufigen Ergebnissen der Diplomarbeit,
in der Runt Expression im Mandibularsegment an moglicher Position des NB3-3 ohne Zuhilfenahme
weiterer Marker als mogliche Zellen des NB3-3 erachtet wurden). Ems konnte im Mandibularsegment
ebenfalls nicht gemeinsam mit Eg Expression gefunden werden (Abb. 3-2 B). Eve positive Zellen finden
sich in einer Position anterior zum mandibularen Gsb Streifen, was ein Hinweis auf Eve positive Zellen
eines mandibularen NB3-3 sein konnte (Abb. 3-2 C, ihre Position ist durch weille Fragezeichen
markiert). Allerdings konnten in diesem Segment auch andere Zellen Eve exprimieren und damit eine

abweichende Identitat als in weiter posterioren Segmenten erhalten. Zudem sind abweichende
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Positionen von Zellen moglich. Die Beobachtungen tber vermutliches Fehlen eines mandibularen NB3-
3 und abweichender Eve Expression im Mandibularsegment decken sich mit dem aktuellen Stand der
Kartierungen des gnathalen  Neuroblastenmusters  unter  Verwendung unterschiedlicher
Markerkombinationen von Rolf Urbach (Urbach et al., 2016).

3.1.1.3. Segmentspezifische Zelllinien der gnathalen NB6-4

Auch der NB6-4 konnte als seriell homologer Neuroblast im Maxillar- und Labialsegment als Eg
positiver Neuroblast identifiziert werden (Abb. 3-1 A- A’’; Abb. 3-3 A und Diplomarbeit Henrike
Becker, 2008). Der NB6-4 bildet im Maxillarsegment eine rein gliale Zelllinie aus (Abb. 3-3 A, A* im
ElInzelkanal), was an die ebenfalls rein gliale segmentale Identitit der abdominalen Segmente mit zwei
Glia pro Hemisegment erinnert (Schmidt et al., 1997). Es entstehen im Weiteren insgesamt vier
maxillare Gliazellen. Die beiden &ulleren maxillaren Glia wandern im Laufe der Embryonalentwicklung
nach lateral, wahrend die beiden medialen Gliazellen weiter medial verbleiben (beispielhaft fiir St12
Abb. 3-3 B und B*). Im Labialsegment wird eine Zelllinie mit drei Glia und ein Cluster von funf bis
sechs Neuronen ausgebildet (Abb. 3-3 B, B¢ und Diplomarbeit Henrike Becker, 2008), die exakt der
thorakalen Zelllinienidentitat entspricht (Schmidt et al., 1997).

[

A :
1
R

e -~ .Ma

I“Z\‘,"..{fl&“‘\““"""""“ g Max [ ,t:::":""""“m"n
2 AV, ’ s >¥ «”
IIl"%‘:‘Tnlnnluu||u|u|||i:‘-'.T “4:"". " {‘::":“‘““‘ R
: . ># <

>.} y Lab > a8 BaP<
g‘“""'lll Tl P IllIll:!lll#"I::Illlllllllr(llllllll :
W% o T n,""" i '

& ‘?’lu‘““

pappaninnmnd o,

Ma‘q,

Max """I"II"llIllIIIIIIIIIIIIII“““""“

Max

L

Ill|IIIII'IIIIIlII|lllIIIlIIIlllllllllllllllll

Abb. 3-3.: Gnathale NB6-4 Linien.

(A) Durch Antikérperfarbungen gegen Eg (griin) und Repo (magenta) lassen sich im Maxillar- und Labialsegment
NB6-4 ab der Delamination im friithen St11 erkennen. (B) In spateren Stadien sind die Gliazellen des NB6-4max
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und NB6-4lab Uber Expression von Repo und ihrer charakteristischen Positionen erkennbar. Eg Expression ist in
NB6-4 Gliazellen ab St12 nur noch schwach sichtbar, wéhrend der neuronale Anteil des labialen NB6-4 Eg stark
exprimiert. Alle weiteren Eg positiven Zelllinien lassen sich deutlich von NB6-4 abgrenzen. (B’) Der Cartoon hebt
die Anteile des maxillaren NB6-4 mit vier Glia (magenta) pro Hemisegment und des labialen NB6-4 mit drei Glia
und einem neuronalen Cluster (griin) hervor. Die Segmentgrenzen sind durch weille Linien gekennzeichnet. (C)
Antikorperfarbungen gegen GFP im Eg Expressionsmuster des eg-Gal4XUAS-CD4-GFP Stamms, sowie gegen
En (weiB), Gsb (rot) und Repo (blau, in C’ magenta) zur eindeutigen Identifikation von NB6-4 und seinen
Nachkommenzellen. (C*) Reduktion der Farbkanéle auf Eg (griin) und Repo (magenta) zur Verdeutlichung der
Zelllinie des NB6-4. Im Maxillarsegmens bildet sich eine rein gliale Zelllinie mit vier Glia aus, wéhrend im
Labialsegment ein neuronales Cluster und drei Gliazellen entstehen.

Alle Nachkommenzellen sind ab dem Zeitpunkt der Delamination durch Eg Expression, sowie Uber
Expression von En und Gsb (Abb. 3-3 C) und ihre charakteristische Position eindeutig zu erkennen. Die
Gliazellen exprimieren zusétzlich Reversed Polarity (Repo; Halter et al., 1995; Abb. 3-3 C¢), die
Expression von Eg ist jedoch nur etwa bis St12 tber Antikorperfarbung sichtbar. Fur die Identitét als
Neuron oder Gliazelle des NB6-4 sind auf die entstehenden Tochterzellen durch asymmetrische oder
symmetrische Teilung verteilte Faktoren verantwortlich. Eine entscheidende Rolle fur die Identitat
spielen die Lokalisation von glia cells missing (gcm) mRNA und von Prospero (Pros) (Akiyama-Oda et
al., 1999; Bernardoni et al., 1999; Akiyama-Oda et al., 2000a; Akiyama-Oda et al., 2000b; Freeman und
Doe, 2001; Ragone et al., 2001). Die Verteilung dieser Faktoren wird tber die Funktion von CyclinE
(CycE) im NB6-4 vermittelt (Berger et al., 2005; Kannan et al., 2010).

Abb. 3-4.: gcm mRNA und Pros werden symmetrisch auf maxillare NB6-4 Nachkommenzellen verteilt.

(A, A’) gcm mRNA (magenta) wird wahrend der ersten Teilung des maxillaren NB6-4 symmetrisch auf beide
Nachkommenzellen verteilt, in (A”) zur Verdeutlichung die Expression von gcm in wei. (A’’) In den
anschlieBenden weiteren Teilungen wird im maxillaren Segment gcm auf beide weiteren Tochterzellen verteilt. Im
Labialsegment bleibt die laterale Zelle aus der ersten Teilung gcm-negativ, wahrend die drei medialen Zellen gcm
exprimieren. (A’’’) Die Expression von Eg ist hervorgehoben, die in (A’’) durch gcm Uberdeckt ist. (B)
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Antikorperfarbung gegen Pros (magenta, in (B*”) in weil3) und Eg (griin) lassen im Maxillarsegment Pros in allen
vier glialen Nachkommenzellen erkennen, wéhrend im Labialsegment die laterale neuronale Vorlauferzelle kein
Pros exprimiert ((B”’), (B>*”) Pros dargestellt in weiR).

Pros und gcm werden im thorakalen NB6-4 asymmetrisch auf die Tochterzellen verteilt, wahrend im
Abdomen eine symmetrische Verteilung erfolgt, und als Folge entsprechende segmentale Zelllinien
entstehen (Akiyama-Oda et al., 2000b; Akiyama-Oda et al., 2000a; Berger et al., 2005). Im maxillaren
NB6-4 wird gcm mRNA ebenfalls wéhrend der ersten Teilung symmetrisch verteilt, wéhrend es im
labialen NB6-4 nur auf die mediale und nicht auf die laterale Zelle verteilt wird (Abb. 3-4 A, A’).
Wéhrend der zweiten Teilung der maxillaren Gliazellen wird gcm mRNA weiterhin auf alle
entstehenden Zellen verteilt (Abb. 3-4 A’’, A’”’). Im Labialsegment beginnt die laterale Zelle durch
weitere Teilung das gcm negative neuronale Cluster zu bilden, wéhrend die entstehenden drei Glia alle
positiv fiir gcm mRNA sind (Abb. 3-4 A”’, A’”’). Ebenso ist Pros Protein in allen vier maxillaren Glia
nachweisbar (Abb. 3-4 B, B’). Im Labialsegment exprimieren die entstehenden drei Glia ebenfalls Pros,
das laterale Neuron ist jedoch Pros negativ (Abb. 3-4 B’’, B’”’). Auch im maxillaren NB6-4 l&sst sich
beziiglich der Festlegung der Identitét eine eindeutige Rolle von CycE feststellen (siehe Kapitel 3.3).

3.1.1.4. Die Frage nach der Existenz einer mandibularen NB6-4 Linie

Im Mandibularsegment delaminiert im St11 anterior zu NB7-3 kein weiterer Eg positiver Neuroblast.
Daher ist bisher die Existenz eines mandibularen NB6-4 fraglich (Abb. 3-1 A und Diplomarbeit Henrike
Becker, 2008). Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass ein mandibularer NB6-4 eine rein gliale Zelllinie
ausbildet, die eventuell nur sehr kurze Zeit Eg exprimiert. Rolf Urbach konnte transient Eg Expression
in einem mandibularen Neuroblasten beobachten, den er zum Zeitpunkt des Erhebens dieser Ergebnisse
als wahrscheinlichen NB6-4 des Mandibularsegments identifizierte (persdnliche Mitteilung von Rolf
Urbach). Da fur die hier durchgefiihrten Untersuchungen hauptsachlich NB6-4 als Modellneuroblast
verwendet wurde, ist die Frage nach der segmentalen Identitit einer NB6-4 Linie in einem dritten
gnathalen Segment fir weitere Vergleiche sehr interessant. Daher wurden einige Anstrengungen

unternommen, um einen moglichen NB6-4 des Mandibularsegments zu identifizieren.

3.1.1.5. Eindeutige Markerkombinationen lassen keinen NB6-4 im Mandibularsegment erkennen
Es wurden zunéchst vierfache Antikdrperfarbungen von Eg, En und Gsb als weitere im NB6-4
exprimierte Marker, sowie gegen Dpn als genereller Neuroblastenmarker, durchgefihrt. In Thorax und
Abdomen, sowie im Labial- und Maxillarsegment sind vier Neuroblasten Gsb und En positiv (Abb. 3-5
A). Einer dieser Neuroblasten exprimiert hier zusatzlich Eg, was ihn neben seiner lateralen Position
eindeutig als NB6-4 kennzeichnet. Bei den weiteren drei NBs handelt es sich vermutlich um NB6-1,
NB6-2 und NB7-1, der als einziger Neuroblast der Reihe sieben Gsb exprimiert (Urbach et al., 2016).
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Im Mandibularsegment hingegen finden sich nur zwei Neuroblasten, die positiv fir En und Gsb sind
(Abb. 3-5 B). Keiner von beiden exprimiert Eg. Es kdnnte sich hierbei um NB6-1 und NB6-2 handeln.

NB6-2 exprimiert in posterioren Segmenten intermediate neuroblasts defective (ind; Weiss et al., 1998).
Es lassen sich in allen Segmenten, auch dem Mandibularsegment, Ind und Gsb positive Zelllinien (ber
die Embryonalentwicklung hinweg verfolgen.

WT Eg Dpn Gsb | WTEoGsbind |
B |

Mad |C¢ ; Mad

Gsb Msh

Mad

Abb. 3-5: Engrailed und Gooseberry positive Neuroblasten des Maxillar- und Mandibularsegments.

(A) NB6-4 kann durch vierfach-Antikorperfarbung gegen Eg (griin), Dpn (blau), Gsb (rot) und En (weil) im
gnathalen VNS des Maxillarsegments im friihen St11 bestimmt werden. Weitere En und Gsb positive Neuroblasten
des Maxillarsegments sind NB6-1, NB6-2 und NB7-1. (B) Im Mandibularsegment tritt keine Eg Expression in
einem En und Gsb positiven Neuroblasten auf. Es sind nur zwei En und Gsb positive Neuroblasten (NB6-1 und
NB6-2) erkennbar. (C) Antikorperfarbung gegen Ind (blau), Eg (griin) und Gsb (rot) zur Identitatsbestimmung der
En und Gsb positiven Neuroblasten des Mandibularsegments tiber den Vergleich mit posterioren Segmenten. NB6-
2 (weill umkreist) im Mandibularsegment wird in spéteren Stadien iiber die Expression von Ind (C’, Ind Expression
in weil3) in Gsb positiven Zellen tber den Vergleich mit weiter posterioren Segmenten identifiziert. Die Ind-
negativen NB6-4 Neurone sind mit Pfeilspitzen markiert. (D und E) Maximalprojektion aller Ebenen mit
Antikorperfarbung gegen Msh (blau), Eg (griin) und Gsb (rot). (D) Msh Expression tritt im frihen St11 in einer
Eg negativen Zelle im Gsh Expressionstreifen des Mandibularsegments auf. Abbildung (D) und (E) sind
Maximalprojektionen aller Ebenen. (E) In spéteren Stadien ist keine Msh (im Einzelkanal dargestellt in weil3) oder
Eg Expression in der Gsb Expressionsdoméne (hier hervorgehoben durch die weile Umrandung) feststellbar,
wahrend im Maxillarsegment NB6-4 Nachkommenzellen Eg und Msh exprimieren.

NB6-4 des Maxillarsegments und anderer weiter posteriorer Segmente hingegen ist deutlich Ind negativ
und uber Eg Expression sichtbar (NB6-4 Neurone in Abb. 3-5-C”). Ein weiterer Marker fiir NB6-4 ist
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Muscle Segment Homeobox (Msh; Isshiki et al., 1997), der jedoch auch noch in einigen weiteren
Neuroblasten exprimiert ist und in diesen ein zeitlich variables Muster aufweist. In posterioren
Segmenten sind sowohl der NB6-4 selbst, als auch seine Nachkommenzellen Msh positiv (Doe, 1992).
Im Labial- und Maxillarsegment findet sich im frihen St11 ebenfalls ein Eg und Msh positiver NB6-4
(Abb. 3-5 D), dessen Tochterzellen Msh Expression bis in spéte Stadien hinein weiter aufrechterhalten
(Abb. 3-5 E). Im Mandibularsegment tritt in St11 in einer einzigen Zelle innerhalb des Gsb Streifens
transient Msh Expression auf, diese Zelle liegt jedoch sehr weit anterior und ist somit vermutlich ein
Neuroblast der Reihe finf (Abb. 3-5 D). Im spaten Stl11 ist jedoch weder Eg noch Msh Expression
innerhalb der mandibularen Gsb Expressionsdoméne zu finden, wahrend im Maxillarsegment NB6-4
deutlich Eg und Msh exprimiert (Abb. 3-5 E). Daraus ergeben sich nun einige Hinweise, dass ein

mandibularer NB6-4 vermutlich nicht gebildet wird.

3.1.1.6. Durch langeres Aufrechterhalten der Eagle Expression wird kein mandibularer NB6-4
sichtbar

Diese weiterfuhrenden Markerexpressionsanalysen sprechen gegen das Bestehen eines mandibularen
NB6-4. Es ware jedoch mdglich, dass die als Marker verwendeten Gene nur Uber einen sehr kurzen

Zeitraum exprimiert werden.

Abb. 3-6: Im Mandibularsegment tritt keine Expression von Eg an Position eines mdglichen NB6-4 auf.

(A) Antikorperfarbung gegen eg-GFP (griin) und Eg (magenta) im eg-Gal4XUAS-stingerGFP Stamm in St12.
Im Labial- und Maxillarsegment sind die Eg positiven Zelllinien iber Expression von GFP und Eg deutlich
sichtbar. Im Mandibularsegment exprimiert nur NB7-3 Eg, es ist keine Abweichung durch langeres
Aufrechterhalten der im Eg Expressionsmuster angeregten Expression der Faktoren sichtbar. (B) Auch in H99
Mutanten mit blockiertem Zelltod, hier in St13, ist tiber Eg (griin) und Repo (magenta) kein NB6-4 im
Mandibularsegment erkennbar. (C) Ebenso wenig hat der Faktor cnc einen Einfluss auf die unterschiedliche
Identitat des Mandibular- und Maxillarsegments bezuglich NB6-4. Auch die anderen Eg positiven Zelllinien sind
bei Funktionsverlust von cnc nicht augenscheinlich veréndert.

Die moglicherweise transient auftretende Eg Expression wurde daher in ihrer Dauerhaftigkeit zu

verldngern versucht. Beispielsweise unterliegt im Eg Expressionsmuster exprimiertes Green-
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Flourescent-Protein (GFP) nicht den moglicherweise auf das Eg Protein wirkenden Abbauprozessen,
die zur transienten Eg Expression flhren konnten. Es l&sst sich jedoch weder Uber eg-lacZ (Dittrich et
al., 1997; nicht gezeigt), egCD4-GFP (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Olaf Vef; siehe
Abb. 3-3) oder egGal4 UAS-stinger-CD8-GFP (ebenfalls Olaf Vef) Expression an entsprechender
Position im Mandibularsegment beobachten (Abb. 3-6 A). Auch in H99 Mutanten, in denen Zelltod
blockiert ist (Zhou et al., 1995), findet sich kein NB6-4 tber Eg Expression im Mandibularsegment
(Abb. 3-6 B).

Somit lasst sich festhalten, dass im Mandibularsegment nur zwei der ansonsten vier En und Gsb
positiven Neuroblasten delaminieren. Keiner dieser beiden exprimiert die flir NB6-4 charakteristischen
Markergene Eg oder Msh. Daraus wird geschlossen, dass ein mandibularer NB6-4 entweder mit einer
stark abweichenden Identitat, oder aber gar nicht existiert. Neueste Ergebnisse der gnathalen
Neuroblastenkartierungen konnten aufgrund derselben Markeranalysen und Neuroblastenzéhlungen
ebenfalls die Existenz eines mandibularen NB6-4 mit grofRer Wahrscheinlichkeit ausschlielen (Urbach
etal., 2016).

3.1.1.7. Cap-n-collar Funktion ist fir das Fehlen eines NB6-4 im Mandibularsegment nicht
verantwortlich

Da sowohl im Mandibular- als auch im Maxillarsegment Dfd als segmentale Identitat spezifizierendes
Hoxgen exprimiert wird (siehe auch Kapitel 3.2. und folgende), stellt sich die Frage nach dem Grund
der zu beobachtenden Unterschiede im Neuroblastenmuster beziliglich des NB6-4 dieser beiden
Segmente. Bekannt ist bisher, dass cap-n-collar (cnc; Mohler et al., 1995) als ein weiterer Faktor
entscheident fur die Identitat des Mandibularsegments ist. Gefunden wurde in diesem Zusammenhang,
dass Cnc Dfd Funktion im Mandibularsegment unterdriickt (Harding et al., 1995; Mohler et al., 1995;
McGinnis et al., 1998; Veraksa et al., 2000).

Wird ein NB6-4 durch die Funktion von Cnc und der damit verbundenen Spezifizierung als
mandibulares Segment unterdriickt? Ist dies der Fall, so wére beim Funktionsverlust von cnc die
Transformation der mandibularen NB6-4-Linie hin zu maxillarer Identitdt zu erwarten. In cnc™
Einzelmutanten entstehen jedoch keine Eg positiven Zellen an entsprechender Position im
Mandibularsegment, auch sind keine Verdnderungen der segmentalen Identitdt des NB6-4 im
Maxillarsegment oder in anderen Segmenten zu beobachten (Abb. 3-6 C). Ektopische Expression von
cnc bleibt ebenfalls ohne Effekt fir die segmentale Identitdt von NB6-4 aller Segmente, insbesondere
des maxillaren NB6-4 (nicht gezeigt). Somit kann ausgeschlossen werden, dass Cnc mandibulare

segmentale Identitét bezliglich NB6-4 spezifiziert.

3.1.1.8. NB7-3 bildet segmentspezifische Zellstammb&ume in allen drei gnathalen Segmenten
NB7-3 und seine Nachkommenzellen sind in Thorax und Abdomen durch seine Expression von Eg und

En eindeutig zu identifizieren. Zudem liegt er immer in einer typischen posterior-medialen Position und
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ist somit unverwechselbar mit anderen Eg positiven Linien. Er bildet insgesamt drei Interneurone und
ein Motoneuron aus (Bossing et al., 1996; Higashijima et al., 1996; Dittrich et al., 1997; Schmidt et al.,
1997; Schmid et al., 1999; Novotny et al., 2002). In den ersten beiden thorakalen Segmenten (iberlebt
zusatzlich eine der Vorlauferzellen als funfte Zelle (Lundell und Hirsh, 1998; Rogulja-Ortmann et al.,
2007; Rogulja-Ortmann et al., 2008).

Auch in den gnathalen Segmenten ist er in allen drei Segmenten durch Eg und En (Abb. 3-7 A, A”),
sowie zusatzlich tiber seine mediale Position identifizierbar. Zusétzliche sind alle Nachkommenzellen
der gnathalen NB7-3 positiv fir Ind (Abb. 3-7 B, B*) und Eyeless (Ey; Abb. 3-7 C, C”), was auch schon
aus weiter posterioren Segmenten als Marker fir NB7-3 bekannt ist (Urbach et al., 2016). NB7-3 zeigt
eine groRe Diversitat in den gnathalen Segmenten bezuglich seiner Zellzahlen im spéten St16, in St12
bis St13 bildet er jedoch in allen drei Segmenten zunéchst fiinf bis sechs Zellen aus. Im Labialsegment
bleiben von diesen sechs Zellen in St16 meist finf Zellen erhalten, was der Identitdt von T1 und T2
entspricht. Im Maxillarsegment tberleben von den Anfangs gebildeten finf oder sechs Zellen nur drei,
und im Mandibularsegment lediglich zwei Zellen (Abb. 3-7 D, D”).

Abb. 3-7: Gnathale NB7-3 Zelllinien.

NB7-3 ist in allen drei gnathalen Segmenten neben der Expression von Eg (griin) Uber seine weiteren
charakteristischen Marker Uber Antikdrperfarbungen ab der Delamination im St11 (A) bis in spéte Stadien (D)
erkennbar und bildet segmental spezifische Zelllinien aus. (A) NB7-3 ist ab seiner Delamination im St11 Uber
seine charakteristische Position medial posterior im Segment innerhalb des En (magenta, in A’ in weil})
Expressionsstreifens erkennbar. (B) NB7-3 exprimiert in allen drei gnathalen Segmenten stark Ind (magenta, in
B’ in weiB). Im St13 sind in jedem Segment fiinf bis sechs Zellen der NB7-3 Zellinien erkennbar. (C) Ein weiterer
bekannter Marker ist Ey (magenta, in C* in weil}), dass auch in allen drei gnathalen NB7-3 Zelllinien exprimiert
ist. (D, D’) Die segmentalen Identititen der NB7-3 sind in allen drei gnathalen Segmenten unterschiedlich, hier
verdeutlicht mithilfe von Antikdrperfarbung gegen GFP (griin) und En (weif, Einzelkanal in D’) im eg-
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Gal4AXUAS-CD4-GFP Stamm, der eindeutig die Zusammengehorigkeit der Zellen einer Neuroblastenlinie
erkennen l&sst. Im Mandibularsegment bleiben im St16 von den in St13 vorhandenen funf bis sechs Zellen nur
zwei Zellen brig. Im Maxillarsegment tiberleben drei Zellen und im Labialsegment alle funf Zellen (aufgrund der
Auswahl der Ebenen nur vier Zellen sichtbar) bis ins spate St16.

3.1.1.9. Die Nachkommenzellen des gnathalen NB5-3 sind teilweise Eagle positiv

Zusatzlich zu diesen seriell homologen Eg positiven Neuroblasten exprimieren ab frihem St12 weitere
gnathale Zellen Eg, die in thorakalen und abdominalen Segmenten nicht als Eg positiv in Erscheinung
treten. Dabei handelt es sich um ein Cluster in der Mittellinie des Mandibular- und Maxillarsegments,
sowie um ein Cluster der Reihe funf in allen drei gnathalen Segmenten (Abb. 3-8 A, A° im Cartoon;
Diplomarbeit Henrike Becker).
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Abb. 3-8: Eg Expression im WT ab St12 in zusatzlichen Zellclustern.

(A) Antikorperfarbung gegen Eg im WT in St13 lasst jeweils intermedidr in allen drei gnathalen Segmenten
gelegene Eg positive Zellen (markiert durch gelbe Umrandung), sowie ein Zellcluster in der Mittellinie des
Mandibular- und des Maxillarsgments sichtbar werden. (A’) Schematische Darstellung der Eg positiven
Zellcluster im St13.

Die Identitat dieser beiden zusétzlichen Linien konnte durch weitere Expressionsanalysen von

Markergenen aufgeklart werden:

Das Eg positive Cluster der Reihe fiinf kann durch fehlende Expression von En (Abb. 3-9 A, A**“) und
die Expression von Gsb (Abb. 3-9 B, B*“*-D, D**¢) eindeutig auf Reihe funf festgelegt werden und
umfasst meist drei Eg positive Zellen. Farbungen von Eg gemeinsam mit Dpn (siehe Abb. 3-5) lieRen

keine Eg Féarbung im delaminierenden Neuroblasten erkennen, was zur Vermutung fiihrt, dass Eg erst

55



Ergebnisse

in den spateren Nachkommenzellen dieser Neuroblastenlinie exprimiert wird und somit nicht das

gesamte Cluster des Neuroblasten Eg positiv ist. Selten tritt sehr schwache Eg Féarbung in einer Dpn

positiven Zelle auf.

Abb. 3-9: Markerexpression fur die Identifikation Eg positiver NB5-3 Nachkommenzellen.

Fokusebenen auf die Eg positiven Zellen der Reihe fiinf im filetpréparierten gnathalen VNS in St13 im WT. Die
Eg positiven Zellen des NB5-3 sind durch gelbe gestrichelte Umkreisungen markiert. Antikdrperfarbungen
gegen Eg (griin) lassen fehlende Co-Expression von En (A, blau), aber Co-Epression von Gsb (B-D, blau)
erkennen. Weiterhin werden Runt (A, rot) und Ey (B, rot) in allen drei Eg positiven Zellen exprimiert. Lbe (C,
rot) tritt in zwei der drei Eg positiven Zellen auf. Ind (D, rot) wird in den labialen Eg positiven Zellen exprimiert.
Fiir die bessere Ubersicht sind die Einzelkanile im jeweiligen Farbcode (A’-A’*’, B’-B*>’, C’-C””’ und D’-D’*)
dargestellt.
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Fur die weitere Einordnung der Identitdt der Eg positiven Zellen wurden weitere Protein
Expressionsanalysen mit aus Thorax und Abdomen bekannten Markern wie Ladybird early (Lbe; De
Graeve et al., 2004), Eyeless (Ey; Urbach et al., 2016), Runt (Dormand und Brand, 1998) und Ind
durchgefuhrt. Ind wird stark in den Eg positiven Nachkommenzellen des Labialsegments exprimiert, in
den beiden anterioren Segmenten ist die Expression nur sehr schwach (Abb. 3-9 D- D*?). Ey und Runt
werden in allen Eg positiven Zellen der Reihe flinf co-exprimiert (Abb. 3-9 A- A*‘, B-B*‘), und lassen
eindeutig NB5-3 von NB5-6 unterscheiden (Doe, 1992). Aufgrund dieser Markeranalysen und dem
Vergleich der Positionen der gnathalen Zellen zu thorakalen seriellen Homologen des NB5-3 wird in
den gnathalen Segmenten auf die Identitdt der Eg positiven Zellen als Nachkommen des NB5-3

geschlossen.

Ein exklusiver Marker fir Anteile der Nachkommenzellen von NB5-3 ist Lbe, da dieses Protein
ansonsten nur noch in einem weiteren Neuroblasten und seinen Nachkommen, dem NB5-6 exprimiert
wird (De Graeve et al., 2004). Lbe wird in mindestens zwei der Eg positiven gnathalen Zellen co-
exprimiert, die dritte Eg positive Zelle ist nicht immer, oder nur schwach positiv fur Lbe (Abb. 3-9 C,

C’*). Es finden sich in weiter lateraler Position zu den Eg und Lbe positiven Zellen noch weitere Zellen,

die Lbe und Gsb exprimieren, und vermutlich zu NB5-6 gehéren (vergleiche Kapitel 3.1.2.).

WT Eg Lbe Gsb

Abb. 3-10: Lbe Expression in Gsb-negativen medial gelegenen Zellen in den Segmenten Lab bis T2.

Antikorperfarbung gegen Eg (griin), Lbe (rot) und Gsb (blau) im WT in St13 in den gnathalen (A) und den
thorakalen und abdominalen Segmenten (B) als Maximalprojektion aller Ebenen. (A, B) Die Nachkommenzellen
des NB5-3 (gelbe gestrichelte Kreise) exprimieren Lbe und Gsb in allen Segmenten. Sie sind raumlich deutlich
abgegrenzt zu den zusétzlichen Lbe positiven, aber Gsb negativen medial gelegenen Zellen (weille Sechsecke) in
den Segmenten Lab bis T2. NB5-6 Nachkommenzellen (umkreist mit gelber durchgezogener Linie) liegen weit
lateral zu NB5-3 und leicht lateral versetzt zu den neuronalen Clustern des NB6-4 (weif3er Pfeilkopf, in Segment
Al und A2 jeweils ektopische NB6-4 Neurone, vergleiche Kapitel 3.18.)
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Weiterhin finden sich im Labialsegment, T1 und T2 medial zu NB5-3 gelegen ab St12/St13 drei weitere
Lbe positive Zellen, die jedoch negativ fiir Gsb sind. Aufgrund ihrer fehlenden Gsb Expression sind sie
vermutlich weder Nachkommen von NB5-3, noch von NB5-6 (Abb. 3-10 A, B). Weiterhin fallt im
Vergleich zu den thorakalen und abdominalen Segmenten auf, dass dort jeweils nur eine Zelle des NB5-
3 Lbe exprimiert, wohingegen es in den gnathalen Segmenten drei Zellen sind (Abb. 3-10 B).

Nun stellt sich die Frage, ob alle Nachkommen der gnathalen NB5-3 Eg positiv sind? Im
Mandibularsegment finden sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu diesen Eg positiven Zellen keine
weiteren Ey oder Runt positiven Zellen. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass der gesamte
Zellstammbaum des NB5-3 nicht mehr als diese drei Eg positiven Zellen umfasst. Im Maxillar- und
Labialsegment sind direkt benachbart jeweils noch mindestens drei weitere Ey positive Zellen zu finden,
die kein Eg exprimieren. Daraus kann geschlossen werden, dass im Maxillar- und Labialsegment nur
ein Teil der Nachkommen des NB5-3 Eg positiv werden und die Zelllinie aber insgesamt mindestens

sechs Zellen umfasst.

WT Eg Dbx Gsb

Abb. 3-11: Expression von Dbx in den Eg positiven Nachkommenzellen der gnathalen NB5-3.

Antikorperfarbung gegen Eg (grin), Gsb (blau) und Dbx (rot) im WT in St13. Die Eg positiven
Nachkommenzellen des NB5-3 (gelbe gestrichelte Linie) exprimieren im Mandibularsegment und im
Maxillarsegment schwach Dbx.

Interessanterweise exprimieren die Eg positiven Zellen des NB5-3 im Mandibular- und Maxillarsegment

Dbx (Abb. 3-11), was bisher aus weiter posterioren Segmenten nicht in diesem Zellstammbaum
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gefunden wurde. Vielmehr wurde Dbx dort bisher in den Nachkommenzellen von NB4-2, NB5-2, NB6-
1, NB6-2 und NB7-1 (Lacin et al., 2009), nicht jedoch in deren Neuroblasten selbst gefunden.

3.1.1.10. Der mandibulare und maxillare Mittellinien-Neuroblast (MNB) bringen Eagle positive
Nachkommenzellen hervor

Auch in der Mittellinie des Mandibular- und Maxillarsegments treten Eg positive Zellcluster auf, die in
weiter posterioren Segmenten nicht Uber Eg Expression sichtbar werden. Durch ihre Expression von
single minded (sim; Crews et al., 1988) sind sie eindeutig als Mittellinienzellen festgelegt (Abb. 3-12
A).
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Abb. 3-12: Markeranalyse zur Identitatsbestimmung der Eg positiven MNB Nachkommenzellen des
Mandibular- und Maxillarsegments.

Antikorperfarbungen mit spezifischer Markerkombination nach Wheeler et al., 2006 in St13 fir die
Identifikation der Eg positiven Mittellinienzellen des Mandibular- und Maxillarsegments. (A) Co-Expression
von Eg (griin) und Sim (magenta, A’) verdeutlicht die ldentitat der mittig auftretenden Eg positiven Zellen als
Mittellinienzellen. Anteile der Eg positiven Mittellinienzellen exprimeren Cas (B, magenta), einige Pros (C,
magenta), und sie sind En (D, rot) positiv (Herausstellung der Eg Expression in D’). (E) Die Identitét der
Mittellinienzellen als Ventral unpaired medial (VUM) wird durch fehlende Co-Expression von Eg (rot, E’) mit
GFP (grin) im Mz-VUM Gal4XUAS-CD8 GFP Stamm deutlich. Weiterhin findet in den Eg positiven Zellen
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keine Co-Expression von Wrapper (F, magenta), Runt (G, magenta) oder Zfhl (H, magenta) statt, wobei Zfh1l
generell abweichend in der Mittellinie des Mandibular- und Maxillarsegments im Vergleich zum labialen,
thorakalen und abdominalen Segment (I, tirkisfarbene Umkreisung) exprimiert wird.

Die Mittellinie der posterioren Segmente setzt sich aus mehreren Zelltypen zusammen (Bossing und
Technau, 1994; Kearney et al., 2004), die durch Markerkombinationen eindeutig identifiziert werden
konnen (Wheeler et al., 2006). Fir die Identifizierung der gnathalen Eg positiven Mittelllinienzellen
wurden als Grundlage diese von Scott R. Wheeler ermittelten Marker fir posteriore Segmente
verwendet. Diese Studie umfasst eine sehr genaue Analyse der Expressionsdaten verschiedener
Mittellinienzellen in bestimmten festgelegten Entwicklungsstadien von Drosophila in posterioren
Segmenten. Da die Identitaten und die Zusammensetzung der gnathalen Mittellinienzellen bisher nicht
untersucht wurden, lassen sich die Aussagen Uber die Identitdten der Eg positiven gnathalen
Mittellinienzellen auf diesem Wege nur Uber Vergleiche mit den posterioren Expressionsmustern

weiterer bekannter Marker ziehen.

Die ldentitat dieser Eg positiven Mittellinienzellen konnte bereits in der Diplomarbeit mithilfe von Co-
Expressionen von Castor (Cas, Abb. 3-12 B) Pros (Abb. 3-12 C), und En (Abb. 3-12 D) auf eine Identitat
als ,,Midline Neuroblast*“ (MNB) Nachkommen oder ,,Ventral-Unpaired-Median“ (VUM) eigegrenzt
werden (Wheeler et al., 2006; Diplomarbeit Henrike Becker, 2008). Mithilfe einer nur in den VUM
Zellen exprimierten Gal4-Linie kann durch fehlende Co-Expression mit Eg nun die Identitédt der Eg
exprimierenden Zellen als VUM ausgeschlossen werden (Abb. 3-12 E). Weiterhin lasst sich keine Co-
Expression von Eg mit Wrapper (Abb. 3-12 F), das in den Mittellinienglia exprimiert ist, mit Runt (Abb.
3-12 G) oder mit Zfhl (Abb. 3-12 H, I) feststellen. Zfh1 wird abweichend zu posterioren Segmenten
nicht in der Mittellinie des Maxillar- und Mandibularsegments exprimiert (Abb. 3-12 H). Aufgrund
dieser gesamten Markerananlyse ist die Identitdt der Eg exprimierenden Mittellinienzellen als

Nachkommen des MNB sehr wahrscheinlich.

3.1.2. Im spateren Embryo werden Anteile weiterer mandibularer und maxillarer
Neuroblastenlinien Eagle positiv

Uberraschenderweise finden sich in den beiden anterioren gnathalen Segmenten ab St14 weitere Eg
positive Zellen, die sich nicht den bisher bekannten Eg positiven Linien zuordnen lassen, und die erst
im St14 Eg positiv werden (Abb. 3-13 A-C). Da die Mdglichkeit von Verwechslungen mit bereits
bekannten Neuroblastenlinien in dieser und in eventuell folgenden Arbeiten besteht (siehe Kapitel 4.2.),
ist eine Identifikation dieser Zellen wichtig. Das Expressionsmuster ab St14 wird durch diese
zusétzlichen Eg positiven Cluster sehr komplex. Zusétzlich wird es durch die morphologischen
Bewegungen durch die Bildung der Hemispharen und damit verbundener Wélbung und Streckung des

gnathalen VNS extrem schwer, anhand der Positionen Zellidentitaten zuzuordnen.
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Um Aufschluss lber die Identitat dieser Zellen zu gewinnen, wurden kombinierte Markerfarbungen, die
von Neuroblasten und teilweise deren Nachkommenzellen aus Thorax und Abdomen bekannt sind,
durchgefuhrt. Die meisten dieser Marker wurden fur delaminierende Neuroblasten zwischen St10 und
St11 untersucht (in thorakalen und abdominalen Segmenten (Doe, 1992; fiir die gnathalen Segmente
Urbach et al., 2016). Daher kdnnen aufgrund des spéten Stadiums des Auftretens der zusétzlichen Eg
Expression Abweichungen zu den fur Neuroblasten gefundenen Expressionsdaten der Marker bestehen.

® > NB 6-4 Glia
> NB 6-4 Neuron
®@~- NB7-3

Abb. 3-13: Darstellung der zeitlichen Veranderungen des gnathalen Eg Expressionsmusters.

(A-C) Eg Antikorperfarbung im WT in (A) St11, (B) St13 und (C) St14. (A’-C’) Schematische Darstellung der Eg
positiven Neuroblastenlinien in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien mit unterschiedlicher farblicher
Markierung. Die Zuordnung der Farbcodes ist in der Legende unterhalb der Abbildung angegeben. (A, A’) Im
St11 sind lediglich NB3-3, NB6-4 und NB7-3, sowie ihre Nachkommenzellen Eg positiv. (B, B’) Im St 13 sind
zusdtzlich Nachkommenzellen des MNB, sowie des NB5-3 Eg positiv. (C, C’) Im St14 beginnen zusétzlich der
mandibulare NB4-3 und NB4-4, sowie des maxillare NB4-3, NB5-6 und NB6-2 Eg zu exprimieren und Eg positive
Nachkommenzellen zu bilden.

3.1.2.1. Verwendete Marker fur die Identifizierung der gnathalen spat Eagle positiven Zellen
Um die Identitat zu bestimmen, folgten Markeranalysen von bisher aus Thorax oder Abdomen, sowie

aus den Neuroblastenkartierungen der gnathalen Segmente bekannter Differenzierungsfaktoren.
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Fur die Orientierung innerhalb des Segments wurden wiederum die Marker En fiir Reihe sechs und
sieben und Gsb fir Reihe fuinf und sechs verwendet. Als weitere Marker fur die ldentifizierung einzelner
Neuroblastenlinien kamen folgende Faktoren zur Verwendung:

das zur Pax-Familie gehdrende eyeless (ey; NB3-2, NB4-2, NB4-3, NB4-4, NB5-3 und NB7-3;
Urbach et al., 2016),

das Lickengen Empty spiracles (Ems; NB3-5, sowie Tochterzellen des NB4-4 und NB3-3;
Hartmann et al., 2000),

das Segmentpolaritatsgen even skipped (eve; Nachkommen des NB4-2 und des NB7-1 (Bossing
et al., 1996); des NB1-1 (Broadus et al., 1995); und des NB3-3 (Schmidt et al., 1997),

das Paaregelgen runt (NB2-2, NB2-3, NB3-1, NB3-2, NB3-3, NB5-2 und NB5-3; Dormand und
Brand, 1998),

Dbx (NB4-2, NB5-2, NB6-1, NB6-2 und NB7-1; Lacin et al., 2009),
Orthodenticle (Otd; NB2-1, NB3-1, NB5-1 und NB6-1; Urbach et al., 2016),

fur die Spezifizierung dorsaler Neuroblasten verantwortliches muscle segment homeobox (msh;
NB2-4, NB4-3, NB5-4, NB6-4 und NB7-4; Isshiki et al., 1997),

intermediate neuroblasts defective (ind; zeitlich variable Expression fur die Identitatsfestlegung
von intermediéren Neuroblasten NB3-2, NB4-2, NB5-3, NB6-2 und NB7-2; Weiss et al., 1998),

ladybird early (Ibe; NB5-6 und Nachkommenzellen, sowie Nachkommen des NB5-3; De
Graeve et al., 2004),

ming-lacZ (entspricht dem Gen castor (cas)-lacZ, das eine Rolle bei temporérer Spezifizierung

von Neuroblasten spielt (Doe, 1992; Isshiki et al., 2001), daher sehr variabel),

hkb-lacZ (NB1-1, NB2-1, NB2-2, NB2-4, NB4-2, NB4-3, NB4-4, NB5-4, NB5-5 und NB7-3;
Doe, 1992),

mirror (mirr)-lacZ (Neuroblasten der Reihe 1 und 2, sowie NB3-2, NB3-4, NB6-1 und dem
MNB; Broadus et al., 1995).

3.1.2.2. Anteile der mandibularen NB4-3 und NB4-4 Zellstammb&ume sind Eagle positiv
Das Eg Muster des Mandibularsegments ist bis St12 sehr (bersichtlich, lediglich NB7-3 in seiner

typischen medial-posterioren Position mit starker Eg Expression ist vorhanden (Abb. 3-13 A, A°).
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WT Dpn Gsb Abb. 3-14: Dpn Expression in
den Eg positiven Zelllinien im

Stl4.

Antikorperfarbungen gegen Dpn
(blau, in den Ausschnitten als
Einzelfarbkanal in weild
dargestellt), Eg (grun), Gsb (rot)
und En (weiR) im St14 im WT.

(A) Ab Stl4 sind im
Mandibularsegment  vier  eng
benachbarte Eg (A’’”’) und Dpn
(A’) positive Zellen anterior des
Gsb Expressionstreifens sichtbar,
die weder Gsb (A’’), noch En
(A”’)  exprimieren. (B) Im
Maxillarsegment ~ werden  drei
verschiedene benachbarte Cluster
Eg positiv, die jeweils mindestens
eine Dpn positive Zelle aufweisen
(B’). Anhand der Expression von
Gsb (B”’) in zweien (gelbe
gestrichelte  Linie und gelbe
geschlossene Linie) der drei
Cluster, sowie fehlender En
Expression (B’’”) lassen sich erste
Ruckschlisse auf die Identitat der
Cluster zu Reihe funf ziehen. (C)
Ein weiterer Dpn exprimierender
Neuroblast (C’) wird in Stl4 im
Maxillarsegment Eg positiv (C*”*”)
und exprimiert Gsb (C’’) und En
c).

Ab St12 exprimieren zudem der MNB, sowie NB5-3 Nachkommen Eg (Abb. 3-13 B, B*). Ab St14
werden zunéchst schwach Eg positiv vier weitere Zellen anterior zum Gsb Expressionsstreifen sichtbar
(Abb. 3-13 C, C*). Alle vier Zellen exprimieren den Neuroblastenmarker Dpn (Abb. 3-14), sowohl die
Zellen im Mandibularsegment (Abb. 3-14 A-A‘“*‘), als auch die unterschiedlichen Cluster des
Maxillarsegments (Abb. 3-14 B B*“*“ und C-C*“*“). Da Dpn auch kurzzeitig in Ganglienmutterzellen
exprimiert ist (eigene Beobachtungen und personliche Mitteilung von Sudha Myneni, gegenlaufig zu
Bier et al., 1992), konnte es sich somit bei diesen vier Dpn positiven Zellen um zwei Neuroblasten und

jeweils eine neu gebildete Ganglienmutterzelle handeln. Bis in St16 bildet jeder dieser beiden Eg
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positiven Neuroblasten zwei bis vier weitere Eg positive Zellen, so dass zwei eng benachbarte Cluster
von jeweils vier bis sechs Zellen sichtbar sind.

Eine mdgliche Erklarung fur die spate Dpn Expression ware, dass es sich bei diesen Zellen um
Vorlauferzellen der Sensorischen Organe (,,Sensory Organ Precursor”, SOP) handelt, die bis in spéte
Stadien hinein Dpn positiv sind (Bier et al., 1992). SOPs exprimieren cousin of atonal (cato; zur Lage
und Jarman, 2010). Cato Expression ist in St14 im Vergleich zu St12 stark reduziert (vergleiche Abb.
3-15 A St12 und A’-A‘‘ Stl14). Cato Expression findet sich in den spat Eg positiven Zellen des
Mandibularsegments nicht (Abb. 3-15 A’’), was deren Identitit als SOPs unwahrscheinlich macht.
Andere Cato positive Zellen (Abb. 3-15 A‘ und A*‘, markiert mit griiner Umkreisung) liegen zu diesem
Zeitpunkt benachbart zu den Eg positiven Zellen (Abb. 3-15 A’und A‘‘; markiert mit weiller
gestrichelter Umkreisung ist NB6-2). Daher kann davon ausgegangen werden, dass Cato Expression
auch in St14 uber Antikorperfarbung noch ausreichend in Eg und Dpn positiven Zellen nachweisbar

ware und somit eine Identitat der Eg positiven Zellen als SOPs erkennbar ware.

| WT Gsb Cato |

§v wd
St12 maxproj,

Abb. 3-15: Dpn positive Zellen in St14 sind keine Vorlauferzellen sensorischer Organe.

Antikorperfarbungen gegen Eg (griin), Gsb (rot) und Cato (blau, im Einzelfarbkanal A’ weil dargestellt) lassen
eindeutig eine sich stark verringernde Expression von Cato zwischen St12 (A) und St14 (A’) erkennen. Trotzdem
exprimieren auch in St14 noch Zellen Cato (grine Umkreisung in A’’), nicht jedoch die in St14 Eg positiv
werdenden Eg positiven Neuroblasten. Hier hervorgehoben durch die weiRe gestrichelte Umkreisung ist NB6-2.
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(B) Die nach anterior orientierten Projektionen der mandibularen spdt Eg positiven Zellen sind in St16 im
egGal4XUAS-CD4-GFP Stamm anhand ihrer GFP Expression nachzuvollziehen.

Die spat Eg positiven Zellen des Mandibularsegments bilden Projektionen in die weiter anteriore Region
aus (Abb. 3-15 B). Da sich die Zellen direkt anterior zum Gsb Streifen befinden und weder Gsb noch
En exprimieren (Abb. 3-14 A’ und A’’’), wurde zunédchst auf die Identitdten von Neuroblastenlinien
der Reihe drei oder vier geschlossen. Alle diese Zellen exprimieren Ey und ming-lacZ, sowie hkb-lacZ
(Abb. 3-16 A). Aus der Kombination von hkb-lacZ und Ey und fehlender Expression von Gsb und En
kann bisher auf NB4-2, NB4-3 oder NB4-4 geschlossen werden.

Weitere Eingrenzung der Identitat ist durch den Nachweis von Ems und Msh Proteinexpression moglich
(Abb. 3-16 A, die beiden unteren Reihen). Die Annahme, dass es sich bei den urspriinglich vier Eg und
Dpn positiven Zellen um zwei verschiedene Neuroblasten und ihre Ganglienmutterzellen handelt, wird
durch die Expression von Msh und Ems gesttitzt. Beide Faktoren werden jeweils nur in einem Teil der
Zellen exprimiert, so findet sich Ems Expression in dem lateralen Anteil des Clusters (pinke
Umkreisung), Msh im medial gelegenen (rosa Umkreisung in Abb. 3-16 A in den beiden unteren
Reihen).

Alle weiteren Marker sind nicht exprimiert. So kann fur das lateralere Cluster aufgrund der Kombination
von Ey, Ems, ming-lacZ und hkb-lacZ auf NB4-4 geschlossen. Das mediale Cluster exprimiert Ey, Msh,

ming-lacZ und hkb-lacZ und ist somit am ehesten entsprechend der Identitat von NB4-3.

3.1.2.3. Anteile der maxillaren NB4-3, NB5-6 und NB6-2 Zellstammb&aume exprimieren zusatzlich
Eagle

Im Maxillarsegment finden sich abweichend zum bekannten Eg Expressionsmuster aus NB3-3, 6-4 und
7-3, sowie den Zellen des MNB und des NB5-3 noch drei weitere Eg positive Cluster ab St14 (vergleiche
Abb. 3-13 C und C’). Eines dieser Cluster ist in seiner Lage und ventro-dorsalen Position sehr &hnlich
der NB4-3 und NB4-4 des Mandibularsegments (markiert durch rosafarbenen geschlossenen Kreis in
Abb. 3-16 B). Im frihen St14 tritt in diesem Cluster zunéchst eine einzelne Eg positive Zellen in
Erscheinung. Wahrend St14 entstehen vier bis funf weitere Eg positive Zellen. Diese Zellen exprimieren
Ey, Msh, ming-lacZ und hkb-lacZ, sowie Dac und sind negativ flr alle weiteren gepriiften Marker (Abb.
3-16 B). Aufgrund dieser Markerkombination von Ey, Hkb und Msh und der vergleichbaren Lage der
Eg positiven NB4-3 Zellen des Mandibularsegments kommen auch im Maxillarsegment Nachkommen

des NB4-3 als wahrscheinliche Identitét in Betracht.
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A | WT £g Gsb Mandibularsegment St14 |

Abb. 3-16: Markeranalysen fiur die Bestimmung der lIdentitdten der ab St14 Eg positiv werdenden
Neuroblastenlinien der gnathalen Segmente.
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Antikorperfarbungen im St14 im WT gegen Eg (grun) und Gsb (blau), sowie gegen spezifische fir St11 bekannte
Marker fir die ldentitatsbestimmung von Neuroblasten (rot). (A) Markeranalyse fir die Bestimmung der
Identitaten der mandibularen Eg positiven Neuroblasten-Sublinien. Beide Eg positiven Neuroblasten-Sublinien
exprimieren Ey, Ming und Hkb. Ems wird nur in dem lateral gelegenen Cluster des NB4-4 (magentafarbene
Umkreisung) exprimiert, hingegen exprimiert das medial gelegene Cluster des NB4-3 (rosafarbene Umkreisung)
Msh. (B) Markeranalyse fir die Identitatsbestimmung der maxillaren Eg positiven Neuroblasten-Sublinien. Die
Eg positiven Zellen des NB4-3max (rosafarbene Umkreisung) und des NB5-3 (gelbe gestrichelte Umkreisung)
exprimieren Ey, wahrend NB5-6 (orangene Umkreisung) und NB6-2 (cyanfarbene gestrichelte Umkreisung) nicht
positiv fur Ey sind. Ming wird im NB4-3 und NB6-2 exprimiert, wahrend NB5-3 und NB5-6 negativ sind. Hkb
wird einzig im NB4-3 exprimiert, alle weiteren sind Hkb negativ. Lbe ist ein eindeutiger Differenzierungsfaktor
fur NB5-6 und NB5-3 und wird in beiden Linien exprimiert, wobei von NB5-3 nur zwei der drei Eg positiven
Zellen Lbe positiv sind. Ind wird stark im NB6-2 exprimiert. Dac Expression findet sich im NB4-3 und NB5-3.
Msh wird in NB4-3 exprimiert, alle weiteren sind Msh negativ. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Ein weiteres Eg positives Cluster wird in St14 in Reihe funf des Maxillarsegments sichtbar, weiter lateral
gelegen als die Eg positiven NB5-3 Nachkommenzellen (markiert durch orangefarbenen geschlossenen
Kreis in Abb. 3-16 B). Es besteht meist aus drei Zellen. Aufgrund der Expression von Lbe, Gsb und
fehlender Ey Expression (Abb. 3-16 B), sowie fehlender En Expression (vergleiche Abb. 3-14 B’*’)
lasst sich die Identitat eindeutig auf NB5-6 festlegen.

Ab St14 werden in Reihe sechs des Maxillarsegments weitere Zellen Eg positiv (Abb. 3-13 C und Abb.
3-16 B, markiert durch gestrichelten cyanfarbenen Kreis). Diese Zellen liegen sehr weit lateral. Daraus
ergibt sich eine grof3e Gefahr, dieses Zellcluster mit ektopischen NB6-4 Neuronen zu verwechseln (siehe
auch Kapitel 4.2.). Zunéchst tritt hier eine Dpn positive Zelle auf (Abb. 3-14 C), die ming-lacZ, Gsb, En
und sehr stark Ind exprimiert. Nach kurzer Zeit bildet sich eine weitere Eg und Dpn positive Zelle. Selten
wird eine dritte Eg positive Zelle gebildet. Fehlende Expression weiterer Marker und die Kombinatorik

dieser Marker, vor allem die Expression von Ind, deuten auf die Identitat des NB6-2 hin.

Verwunderlich ist jedoch die Position des nun Eg positiven Neuroblasten, die sehr weit lateral flr einen
weiter medial geborenen Neuroblasten ist. Es lasst sich jedoch anhand der Ind Expression die
Wanderung des Neuroblasten (ber die verschiedenen Entwicklungsstadien in die laterale Region
nachvollziehen (Abb. 3-17 A und B). Aus weiter posterioren Segmenten ist bekannt, dass die
Nachkommenzellen von NB6-2 Dbx exprimieren (Lacin et al., 2009). Dbx Expression findet sich nicht
in den Eg positiven Zellen, auch nicht im spaten St16, jedoch in direkt benachbarten Zellen der Reihe
sechs (Abb. 3-17 C, C*’). Somit sind die Dbx positiven Nachkommen des maxillaren NB6-2 nicht
positiv fur Eg.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Eg Expressionsmuster in den gnathalen Segmenten
Uber die Zeit der Embryonalentwicklung hinweg sehr komplex wird. Die hdchste Komplexitat erreicht
das Muster im Maxillarsegment, wo neben NB3-3, NB6-4 und NB7-3 der MNB, NB5-3, sowie der
NB5-6, NB6-2 und NB4-3 Eg positive Nachkommenzellen generieren. Im Mandibularsegment sind
neben NB7-3 Nachkommenzellen des MNB, NB5-3, voraussichtlich NB4-3 und NB4-4 Eg positiv. Die

meis