,Die Rolle von optomotor-blind bei der Entwicklung der dorso-ventralen (D/V)
Kompartimentsgrenze und der Gelenkregion in der Fligelimaginalscheibe von

Drosophila melanogaster”

Dissertation
zur Erlangung des Grades
,Doktor

der Naturwissenschaften®

am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg-Universitat

in Mainz

Fred Christian Eichinger

geb. in Homburg

Mainz, den 07.05.2019



Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung: 16.04.2019



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung: Omb-Funktion an der Fliigel D/V-Grenze (Thema 1)...........ccccoooiiiiiiiieeeeee, 4
1.1 Entwicklung des Fllgels bei DroSOphila.................uuuueuieuuuniiiiiiiiiie e 4
1.2 Kompartimente in der FlligelimaginalscCheibe ... 4
1.3  Omb-Expression in der FIUgelentwiCKIUNG ..........ooviiiiiiiiiiiccee e 6
1.4 Omb-Funktion in der FIGQelentWiCKIUNG .........uuuueiiiiiiieii e 7
LIPS T o o RS RPRRTR 8
1.6  Entwicklung der D/V-Grenze im FIUGEl .........uuuieiieiiiiiiie e 9
1.7 Die Rolle des EGFR-Signalweges in der Fliigelentwicklung..............cccoiriiiriiccccceee e, 12
1.8 Zielsetzung der ArDEIt ........cooo it ——————————— 14
2 Ergebnisse und Diskussion (Thema 1)......cooiiiiiiiiiiiieceee e 15
D - 1o = (o N E- 3 = ) U SOU 15
2.1.1  Systemischer omb-Verlust und ap-lacZ-EXpression..........cccccceeeeiiiiiiiiiiiieeee 15
2.1.2 Systemischer omb-Verlust und Ap-EXPression ........cccocoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 16
2.1.3 Klonaler omb-Verlust und ap-laCZ-EXPreSSion .........cccceeeiiiiiiiiii e 25
2.1.4  Klonale omb-Uberexpression und ap-laCZ-EXPreSsion ..........ccccceeveieeeeeeoeieeieeieeeeeeeeeenennns 34
D | S o €1 e =Y oo o (=T OO 36
2.2.1  Klonaler omb-Verlust und NRE-GFP-EXPresSion .......ccccooeiiiiiiiiiiiiiiicieieeeeeeeeeen 36
2.3 Diskussion: apterous UNd NOTCN ... e 39
2.4 KOREAIO (KEO)..ceeeeeeeeeeet ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e ae e et rar i —————— 45
2.4.1  Klonaler kto-Verlust und Wg-EXPression ............uuuuuiiiiiiiiiiii e 46
2.4.2 Klonaler kto-Verlust und Vg-EXPression ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 48
2.4.3 Klonaler kto-Verlust und Omb-EXPreSSiON............uuuuuuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveveae e 48
2.4.4 Klonaler kto-Verlust und Ap-EXPression ..........ouuuiiiiiiiiiiiiiii e 50
2.5 DISKUSSION: KORTAIO .......eoiiiiiiiii ittt e e 51
2.6 capricious (caps) UNd tartan (frN) .........oooeeeeemeieieieeee e ———————— 54
2.6.1 Systemischer omb-Verlust und frn-lacZ- und caps-lacZ-Expression..........ccccccceevvvvvvvvnvnnnn. 54
2.6.2 Klonale omb-Uberexpression und caps-lacZ-EXPresSSion ..........c..ccoceeueeeeeeeeeeeeeeeeeeneens 56
2.6.3  Diskussion: capricious UNA fartan ................uuuuuuuuiiiiiiie i 57
W A o o [ 01 (Yo [N (o] 1 1§ IS U P OO 59
2.7.1 Systemischer omb-Verlust und pnt-lacZ-EXpression...........ccccceeeeeiiiiiiiiiiicieee 59
2.8 KEKKONT (KEKT) .ottt ettt ettt sttt et e bt e sae e e teeeseeemteeameeebeeamteanaeesnneeas 60
2.8.1 Systemischer omb-Verlust und kek1-lacZ-EXpression ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiieeeeeee 61
2.9 Diskussion: EGFR Signalaktivitat.............cooemiiiiiiiiiiicii e 62
3 Einleitung: Omb-Funktion in der Fligelgelenkentwicklung (Thema 2) .........cccooiiviiiiiiiiciiieeen 65
3.1 Entwicklung des Fllgelgelenks bei Drosophila .................ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee 65
4 Ergebnisse und Diskussion (ThEmMa 2).......coocuuiiiiiiiii e 67
4.1 decapentaplegiC (APP) ........ooo e e e e e e e e e e e e e e ettt ———————————aaaaaaaaaaas 67
4.1.1  Systemischer omb-Verlust und dpp-lacZ-EXPression............ccccoevveveieieeieeiiiiiieee e 67



S o Te | L= X (/e ) IR 70

4.2.1 Systemischer omb-Verlust und Wg-EXPression ........ccccoeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeeeeee 71
4.2.2 Klonaler omb-Verlust und Wg-EXpPression ............uuueiciiiiiiiiii e 72
4.2.3 omb-Knockdown und WQ-EXPreSSIiON...........uuuuuiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeee e e e e e e e e e eeeeeeeeeaneeenanannaaas 74
4.2.4 omb-Uberexpression Und WG-EXPIreSSION ..........cccoovivoeieeeeeeeeeeeeeeeee e 75
425 Klonale omb-Uberexpression und WG-EXPreSSiON ...........ccooveveoeeeeeoeeeeeeeeeeeeeee e 76
S Y X 1o 1= (7 ) IR 77
4.3.1  Systemischer omb-Verlust und VG-EXPression .........cccoooiiiiiiiiiiiiiieeceeeee e 78
4.3.2 Diskussion: vestigial Und WINGIESS.............uuuuuiiiiiiiiiii i 80
4.4 zinc finger homeodomain=-2 (ZFA2) ...........uuuuuueieeeeie e 81
4.41 Systemischer omb-Verlust und Zfh2-EXpression...........ccccoooiiiiiiiiieieiee e 81
4.4.2 Klonaler omb-Verlust und Zfh2-EXPresSSion .......cccocieiiiiiiiiiiiii e 84
4.4.3 Diskussion: zinc finger homeodomMaiN=-2 ............cccccuuiiiiiiiiiiii i 85
R T (- o PO PP T PP PPPPPPON 86
451 Systemischer omb-Verlust und Nab-EXpression ...........cccccooiiii e, 87
4,52 Diskussion: Nab, Zfh2 UNA WQ .....coooeeiiiiiii e s 88
Y R rTo g o) s Lo = )l (11 ) I UPRPPRPPRPN 89
4.6.1 Systemischer omb-Verlust und hth-lacZ-EXPression............ccccccoiviiiiiiieieieeieieee e 90
4.6.2 Klonaler omb-Verlust und hth-lacZ-EXpression ... 92
A7 BEASKIN (ESN) vt e e e e e e e —aaaaaaas 93
4.7.1 Systemischer omb-Verlust und tsh-lacZ-EXPression ..........ccccceeeeiiiiiiiiiieieeeeen 94
4.7.2  DISKUSSION: TEASHIIT........coiiiiiiiee ittt e e 95
TN 1N €A 17N USSP USRI 95
4.8.1 Systemischer omb-Verlust und JAK/STAT-Signalisierung ............ccccovvvivirriiiiiiiiiiivinnn, 96
4.8.2 Systemischer omb-Verlust und STAT92E-lacZ-EXpression ............ccccccoevveveveevevvvvnvnvnnnnnnn. 106
4.8.3  DisSKUSSION: JAKISTAT ..ttt ettt ettt et e e et e e e saeeenbeesneeeneeanee 106
4.9  Proliferation Und APOPIOSE .....ccooiiiii e —————————— 109
4,91 Systemischer omb-Verlust und Proliferation............cccccooeeiiiiiiii 110
4.9.2 Systemischer omb-Verlust Und APOPLIOSE.....ccciiiiiiiiiiii i 114
4.9.3 Diskussion: Proliferation und APOPLOSE ..........uuvuiuiiiiiiiiiiiie e 117
4.10  four-jointed (fj) UNA dACASOUS (AS) ...coeveeeieeeieit ettt 118
4.10.1  Systemischer omb-Verlust und fj-lacZ-EXpression............ccccccoevvviiiieiiieiiieieee e 119
4.10.2 Klonaler omb-Verlust und fj-laCZ-EXPression ..........cccccoeeeiiiiiiiiii e 120
4.10.3  omb-Uberexpression und fj-laCZ-EXPr@SSION ...........ccocceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 121
4.10.4 Klonale omb-Uberexpression und fj-lacZ-EXPreSSion ...........ccceveeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 122
4.10.5  dS-lAaCZ-EXPrESSION ......cccci i e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——————— 125
4.10.6  Klonaler omb-Verlust und ds-lacZ-EXpPression ..........cccccceeeeeiiiiiiiiii e 125
4.10.7 Klonale omb-Uberexpression und ds-lacZ-EXPreSSion ............cccccoceeeeeveeeeeceeeneeeieeeenennns 126
4.10.8 Diskussion: four-jointed Und dacChSOUS.............uuuuiiiiieiiiiii i 128
5  Material UNd MeThOTEN .......ooiiiiiiie e 130
5.0 IMALEIIAL. ... e 130



5,11 PUffEr UNA LOSUNGEN ....eeeiiiieie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeaaenranananas 130

B5.1.2  ANTKOIPEL ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e ae e et e e e —a—a——————————— 130
5.1.3 Praabsorption des Omb ANtIKOIPEIS........cooiiiiiiiiiiiiircc e 131
5.1.4  FlIEQENSIAMMIE ...ooiiiiiiitice et e e e e e e e e e e e e e e e ae e e e e e e e e eeaerarrarn 131
5.1.5 Verbrauchsmaterialien und Laborgerate ..............oouuvmeiiiiiiiiiiiiii e, 133
S0 | =Y T To [T o RO UPURRPRPR 133
5.2.1 Praparation von Drittstadien Larven .............ooooiiiiiiiiiiiicccee e 133
5.2.2 Praparation von Imaginalscheiben ..o 134
5.2.3 X-Gal Farbung von L3 Imaginalscheiben .............ooooviiiiiiiiiiiiiiii e, 134
5.2.4 Immunfluoreszenzfarbung von L3 Imaginalscheiben (Antikérperfarbung) ..........cccc..e.... 134
5.2.5 Detektion proliferierender Zellen in Imaginalscheiben..........ccccooooiiiiiiiie, 135
5.2.6  FliegeNNAIUNG ..cooeeieieieeee et a e e e e e e e e e e e e aaaa————— 135
B5.2.7  FlIEGENKIEUZUNG .....eetiiiiietiteee e et e e et et e e e e e ettt s e e e e e e e e aaaaaaaaaaaeeseeeeeeeesnrnres 135
5.2.8 Untersuchung von enhancer-trap bzw. reproter Linien im omb mutanten Hintergrund ..... 136
5.2.9  Das GALA/UAS SYSIEIM ...uuuuiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaraees 136
5.2.10 Die TARGET TECNNIK ..cciiutiiieeiiiiiiee ettt e e e et e e e s st e e e e snnraeeaeeans 137
5.2.11 Kreuzungsexperimente mit der TARGET TechniK ..., 137
5212 RNA-INIEIMEIENZ....... e e e e e e e 138
5.2.13  Das FLP/FRT SyYSteM ...ttt e e e e e e e e e e e e 139
5.2.14 Das FLPOUL-GALZS SyStEM ......cooiiiiiiiie st e e e e e 140
5.2.15 Mikroskopie und Dokumentation der Imaginalscheiben..................cccciiccn, 141
5.2.16  Durchlicht-Mikroskopie (X-Gal FArbUNQG) .........uuuumiiiiiiiiciiie e 141
5.2.17 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (Immufluoreszenzfarbung)........cccccccvvvvvvvvivnnnnnn. 142
5218  BildbEarb@itUNG.......uuuuiiieieiei e ————— 142
5219  AllgemMEINE SOMWAIE......ccoi i e e e e 142
B ZUSAMMENTASSUNG ..eeiiiiiiitititeeie e et et et e et e e e e e e e e et et et ettt ee e e e e e a e e s e eeaeaaaaaaaaaeeeeeeeseeesesesssrnrnnannnan 143
T LIEEraturverZeiChNiS. ... .. .. e ettt e e e e e e e e e e eeeaaaeeeeaan 145
8 ANNANG .ot ——————— e aeaeaeaaaaaaaeaetetetea———————————————— 158
8.1 ADKUIZUNGSVEIZEICNIS ..uviiiiiiiiei i ie e s e e e e e e e e e e e aaaaaaeeeeeeeeesaeessrnranes 158
8.2  ADDIldUNGSVEIZEICANIS ... ..uuiiiiiicce e a e e e e e e —————— 159
8.3  Erganzende ADDIlAUNGEN ......uue e a e e e e e e —————— 162
8.4 VEISICREIUNG ...ttt s e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeaeaaarernras 186
8.5 DaANKSAQUNG ...oovviiiiitiiit e e ettt et e e e e e e e ettt e e e e e e e e aaeaaaetee e et a—————————————————————— 187
T T =T o 1= o - - 11 | USRI 188



1 Einleitung: Omb-Funktion an der Fligel D/V-Grenze (Thema 1)
1.1 Entwicklung des Flugels bei Drosophila

Die Fligelimaginalscheibe wird wahrend der Embryogenese als Invagination des embryonalen
Ektoderms gebildet (Wolpert et al., 2002). Zu Beginn des ersten Larvenstadiums besteht sie aus 20-
30 Zellen (Bate und Arias, 1991) und erscheint als hohler ovaler Sack (Madhavan und Schneiderman,
1977). In den darauffolgenden Larvenstadien wachst die Fllgelscheibe bis sie ihre endglltige GroRRe
von 30-50.000 Zellen erreicht hat (Bryant und Levinson, 1985, Martin et al., 2009). Im Verlauf der drei
Larvenstadien (L1-L3) erfahrt die Fligelimaginalscheibe eine morphologische Spezialisierung.
Wahrend im L1 alle Zellen kubisch sind (Pflasterepithel), bilden sie im L2 zwei unterscheidbare
Schichten, das Hauptepithel und die sogenannte Peripodialmembran (Madhavan und Schneiderman,
1977). Das Hauptepithel besteht aus einem einschichtigen Saulenepithel (auch als Zylinderepithel
bezeichnet) aus langlichen saulenférmigen Zellen und die Peripodialmembran besteht aus einem
diinnen einschichtigen Plattenepithel. Die Ubergangszone zwischen beiden Epithelschichten wird von
kubischen Zellen gebildet. Das Hauptaugenmerk lag in bisherigen Studien meist auf dem Hauptepithel
der Fligelscheibe. Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Entwicklung des Haupepithels
durch Signale aus dem gegeniberliegenden Plattenepithel beeinflusst wird (Pallavi und Shashidhara,
2003; Paul et al., 2013).

1.2 Kompartimente in der Flugelimaginalscheibe

Imaginalscheiben sind in benachbarte Zellpopulationen unterteilt, die sogenannten Kompartimente
(Garcia-Bellido et al., 1973). Sobald die Zellidentitaten hinsichtlich der Kompartimentzugehorigkeit
etabliert sind, bleiben sie im weiteren Verlauf der Larvalentwicklung und im Adultstadium stabil. Die
Kompartimentgrenzen in den Imaginalscheiben werden von allen Zellen respektiert, so dass Zellen
aus unterschiedlichen Kompartimenten sich nicht mischen (Garcia-Bellido et al.,, 1973).
Kompartimentgrenzen fungieren als Organisationszentren fir Musterbildung und Wachstum (Milan
und Cohen, 1999).

Die Flugelimaginalscheibe ist in vier Kompartimente unterteilt; anterior (A) und posterior (P) sowie
dorsal (D) und ventral (V). In der Fligelscheibe bilden die Zellen an der Grenze zwischen anteriorem
und posteriorem sowie dorsalem und ventralem Kompartiment jeweils eine Signalregion, die die
Musterbildung in der Fligelscheibe entlang der Flligelachsen steuert. An den Kompartimentgrenzen
treten keine augenfalligen morphologische Grenzen auf, die Zellen von zwei gegenlberliegenden
Komparimenten stolen unmittelbar aneinander.

Die Unterteilung der Fligelimaginalscheibe in ein anteriores und posteriores Kompartiment erfolgt
bereits wahrend der Embryonalentwicklung, durch die begrenzte Expression und Aktivitat des
Homdodomanen Proteins Engrailed (En) in den posterioren Zellen (Kornberg, 1981; Tabata et al.,
1995; Zecca et al., 1995). Die Expression des posterioren Selektorgens engrailed (und dessen
Schwestergen invected (inv)) im P-Kompartiment ist essentiell fir die Aufrechterhaltung der A/P-
Kompartimentgrenze (Morata und Lawrence, 1975; Kornberg et al., 1985; Brower, 1986; Coleman et
al., 1987). Posteriore Zellklone die flir en mutant sind, trennen sich von den anderen posterioren

Zellen und sind in der Lage in das A-Kompartiment zu wechseln (Hidalgo, 1994; Blair und Ralston,
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1997). En vermittelt die Zellsegregation an der A/P-Kompartimentgrenze indirekt, indem es die Hh-
Signalisierung kontrolliert (Blair und Ralston, 1997; Rodriguez und Basler, 1997). Damit ist die Bildung
der A/P-Kompartimentsgrenze von dem diffusiblen Signalprotein Hedgehog (Hh) abhangig. Hh wird
unter der Kontrolle von en in posterioren Zellen exprimiert, sezerniert und diffundiert dann Gber die
A/P-Kompartimentsgrenze, um als kurzreichendes Signalmolekil zu wirken (Blair und Ralston, 1997;
Rodriguez und Basler, 1997).

Der Hh-Signaltransduktionsweg umfasst eine Abfolge repressiver Interaktionen, deren wesentliche
Schritte von Drosophila bis zum Menschen konserviert sind. In Drosophila bindet das diffusible Hh-
Protein an den Transmembranrezeptor Patched (Ptc), wodurch die Ptc-vermittelte Inhibition von
Smoothened (Smo), einem Transmembranprotein und Co-Rezeptor, abgeschwacht wird (Tabata und
Kornberg, 1994; Chen und Struhl, 1996; Kalderon, 2000; Taipale et al., 2002; Bidet et al., 2011).
Aktiviertes Smo fordert wiederum die Akkumulation und Aktivierung des Transkriptionsfaktors Cubitus
interruptus (Ci) im gesamten Zytoplasma Uber einen komplexen Mechanismus (Jiang und Hui, 2008;
Lum und Beachy, 2004). Letztendlich transloziert das aktivierende, full-length Molekil Ci (CiA) in den
Nukleus und aktiviert die Gentranskription. Im Hh-Signalweg wird der Transkriptionsfaktor Ci bendtigt
um Zielgene zu aktivieren oder zu unterdriicken. In Abwesenheit von Hh-Liganden wird eine verkiirzte
Form von Ci gebildet (CiR), welche die Hh-Zielgentranskription reprimiert (Aza-Blanc et al., 1997;
Méthot und Basler, 1999). Smo wird in der ganzen Fllgelscheibe exprimiert. Indem En in posterioren
Zellen die Expression von Hh aktiviert und die Transkription von Ci reprimiert, wird die Hh-
Signalwegtransduktion im P-Kompartiment verhindert und im A-Kompartiment — aufgrund der
Diffusionsfahigkeit des Hh-Proteins — ermdglicht (Eaton und Kornberg, 1990; Tabata et al., 1992;
Dominguez et al., 1996).

Hh bildet einen morphogenetischen Gradienten und steuert so die Transkription von Zielgenen, wie
z.B. decapentaplegic (dpp), die wiederum das Zellschicksal beeinflussen. Dpp wird in einem schmalen
Zellstreifen entlang der A/P-Grenze im A-Kompartiment exprimiert und wirkt als weitreichendes (long-
range) Morphogen in beiden Kompartimenten entlang der A-P Achse (Lecuit et al., 1996; Nellen et al.,
1996).

Die Unterteilung der Fliigelimaginalscheibe in ein dorsales und ventrales Kompartiment erfolgt im
zweiten Larvenistadium, durch die Expression und Aktivitat des LIM-Homdodomanen Proteins
Apterous (Ap) in dorsalen Zellen (Cohen et al., 1992; Diaz-Benjumea und Cohen, 1993; Blair et al.,
1994). An der D/V-Kompartimentsgrenze der Fligelscheibe induziert Ap den Notch-Signalweg. Die
Aktivitat des Notch-Signalwegs induziert wiederum die Expression von Wingless (Wg), in Zellen
entlang der D/V-Grenze. Die kombinierte Aktivitat von Notch und Wg organisiert Musterbildung und
Wachstum in der Fligelimaginalscheibe (Giraldez und Cohen, 2003). Als Selektorgen des
dorsalen Kompartiments ist Ap erforderlich um einen Affinitdtsunterschied zwischen dorsalen und
ventralen Zellen herzustellen und aufrechtzuerhalten (Diaz-Benjumea und Cohen. 1993; Blair et al.,
1994). Damit ist Ap flr die Zellsegregation an der D/V-Kompartimentsgrenze notwendig. Die Bildung
der D/V-Kompartimentsgrenze und die Funktion von Apterous wird unten ausfihrlich erlautert (siehe
1.6).



B B/H HH HN

pouch hinge notum

Abbildung 1 Kompartimente in der Fligelimaginalscheibe

(A) schematische Zeichnung der Fligelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums. Dorsales
Kompartiment: hellblau (Ap-Expression), posteriores Kompartiment: hellgriin (En-Expression). Die drei
apikalen Falten (B/H, H/H, H/N) in der dorsalen hinge sind gekennzeichnet. (B) schematische
Zeichnung der Flugelimaginalscheibe im XZ-Schnitt entlang der D-V Fligelachse. (C)
Immunfluoreszenzfarbung gegen dpp (dpp-lacZ, grin) und Wg (magenta) an einer
Fligelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums. Entlang der A/P-Grenze wird dpp-lacZ exprimiert.
In der pouch wird Wg an der D/V-Grenze exprimiert. In A, C ist anterior links und dorsal oben.
Verandert nach (Pflugfelder et al., 2017).

1.3  Omb-Expression in der Fligelentwicklung

Als pleiotropes Gen ist optomotor-blind (omb) an verschiedenen Entwicklungsprozessen beteiligt.
Wahrend der Larvalentwicklung wird omb wu.a. in den Bein-, Antennen-, Augen- und
Fligelimaginalscheiben exprimiert. In der Flligelimaginalscheibe wird omb in der pouch sowie in der
dorsalen und ventralen hinge prominent exprimiert (Grimm und Pflugfelder, 1996). Zusatzlich wird
omb am anterior-ventralen Rand der Fllgelscheibe, im Bereich der zuklinftigen Mesopleura exprimiert
(die einen Teil der Korperwand der adulten Fliege bildet) wie auch am posterioren Rand der Scheibe,
in der Anlage der Alula. Im spaten dritten Larvenstadium flllt die Omb-Expression fast die gesamte
pouch, reicht jedoch im lateralen Bereich nicht an den inneren Ring der Wg-Expression (Wg-IR) heran
(Abb. 2 A).

Die omb-Expression steht in der hinge unter der Kontrolle von Dpp und in der pouch unter der
gemeinsamen Kontrolle von Wg und Dpp (Grimm und Pflugfelder, 1996). Der Verlust der dpp-
Expression (wie in dpp mutanten Fllgelscheiben) resultiert im Verlust der omb-Expression in der
Fligelscheibe (Grimm und Pflugfelder, 1996; Lecuit et al., 1996). Ektopische Expression von Dpp in
der Fligelscheibe flhrt zu einer Ausbreitung der omb-Expression in der pouch und in der
umliegenden hinge sowie zu einem lateralen Uberwachsen der Fliigelscheibe (Grimm und
Pflugfelder, 1996; Lecuit et al., 1996; Nellen et al., 1996). Die Expression von omb wird nicht direkt
durch das Morphogen Dpp induziert. Vielmehr, reprimiert die Dpp-Signalisierung die Transkription von

brinker (brk), das flr einen Transkriptionsrepressor kodiert, wodurch in der Fligelscheibe ein Brk-

6



Gradient gebildet wird der gegenlaufig zum Dpp-Gradienten verlauft — mit einem Minimum im Zentrum
und einem Maximum in der lateralen Fligelscheibe. Es konnte gezeigt werden, dass Brk die
Transkription von omb direkt reprimiert (Sivasankaran et al., 2000). In der distalen Fligelscheibe
(pouch) bildet Omb (gleichfalls einen symmetrischen Gradienten beiderseits der A/P-
Kompartimentsgrenze, entlang der A-P Achse, mit einer hohen Expression medial und einer niedrigen

Expression lateral (Shen et al., 2010).

apikal

Omb Omb Oom
Abbildung 2 Omb-Expression in der Fligelimaginalscheibe
Fligelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums. (A und A’) Maximalprojektion des Z-Bildstapels.
(A) Immunfluoreszenz gegen Omb (griin) (tr, Trachee). (A’) Immunfluoreszenzdoppelfarbung gegen
Omb (Grin) und Wg (Magenta) (Wg-IR, innerer Ring der Wg-Expression). (A" und A™") apikale
Einzelbilder des Z-Bildstapels. Omb (Grin) und DAPI (Weil3). In der Peripodialmembran wird Omb in
einer anterioren Zellgruppe exprimiert. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Verandert
nach (Pflugfelder et al., 2017).

1.4  Omb-Funktion in der Fligelentwicklung

omb ist fir die Fligelentwicklung essentiell, was am Fligel-Phanotyp von omb Mutanten ersichtlich
ist. Null-Mutationen von omb (I(1)omb) sind pupal letal (Pflugfelder et al., 1992a; Grimm und
Pflugfelder, 1996). Im omb Nullmutanten Hintergrund ist die Fliigelentwicklung stark gestért und die
Fligel von pharat-adulten omb Nullmutanten sind massiv reduziert (Grimm und Pflugfelder, 1996).
Hiervon betroffen ist vorwiegend das Fligelblatt, so dass nur ein kleines Fligelrudiment ausgebildet
wird, in der Gelenkregion ist vor allem der zentrale Bereich beeintrachtigt; die anteriore und posteriore
Gelenkstrukturen — Costa bzw. Alula — erscheinen weitgehend normal, wohingegen zwischenliegende
Strukturen kaum noch eine regulare Gelenkorganisation erkennen lassen (del Alamo Rodriguez et al.,
2004; Grimm und Pflugfelder, 1996) (Abb. 3 D). GroRRe distale /(7)omb mutante Klone resultieren im
adulten Fligel im Verlust distaler Regionen des Fllgelblattes (Grimm und Pflugfelder, 1996;
Simon und Guerrero, 2015). Ein Knockdown von omb (mittels RNAI) kann gleichfalls zum Verlust des
distalen Fllgelblattes fiihren (Shen et al.,, 2008). Dieser Phanotyp ist wahrscheinlich auf Apoptose
zuruckzufihren, welche durch den Jun N-terminal protein kinase (JNK) -Signalweg vermittelt wird
(Adachi-Yamada et al., 1999). Entsprechend kdnnen in /(1)omb mutante Flligelimaginalscheiben die
Apoptosemarker puckered (puc) (kodiert flr die einzige Drosophila JNK-spezifische MAPK-
Phosphatase) und aktivierte Caspase-3 (eine zentrale Effektorcaspase des Apoptose-Signalweges)
nachgewiesen werden (Simon und Guerrero, 2015). Im omb Hypomorph bifid ist die Fligelgrofie
reduziert, dies ist auf ein leicht vermindertes Expressionsniveau von Omb in der
Fligelimaginalscheibe zuriickzufihren (Grimm und Pflugfelder, 1996; Shen et al., 2008). bifid

Mutanten zeigen — ahnlich wie /(1)omb — eine Aktivierung der apoptotischen JNK-Signalisierung in der
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Fliigelscheibe (Adachi-Yamada et al., 1999; del Alamo Rodriguez et al., 2004).

In der ventralen Fligelimaginalscheibe wurde flir Omb eine repressive Wirkung auf das Wachstum
festgestellt (del Alamo Rodriguez et al., 2004; Umemori et al., 2007). Gezielte Manipulationen der
omb-Expression entlang der D/V-Grenze zeigten, dass Omb im Zentrum der pouch die Proliferation

hemmt, in der Peripherie aber fordert (Zhang et al., 2013).

1.5 bifid
bifid (ombbi) ist das erste omb Allel das isoliert wurde (Morgan und Brigdes, 1916). Bei bifid handelt es

sich um ein hypomorphes omb Allel, das eine 12-kb-Insertion direkt stromabwarts (downstream) des
ersten omb Exons enthalt (Pflugfelder, 2009). In bifid Mutanten ist die omb-Expression in allen
Imaginalscheiben reduziert (Shen et al., 2008).

In wildtypischen Fliigeln verschmelzen die Logitudinalvenen 1-3 (L1-3) bzw. 4-5 (L4-5) an der Basis
des Flugels (in der Gelenkregion) zu zwei separaten Venenstrange (Abb. 3 A). Der bifid Phanotyp ist
gekennzeichnet durch die Fusion aller flinf Longitudinalvenen (L1-5) zu einem einzelnen Venenstrang
im Zentrum der Fligelbasis (Morgan und Brigdes, 1916), durch den Verlust des dazwischenliegenden
Gewebes (Grimm und Pflugfelder, 1996; Pflugfelder, 2009). Zusatzlich zeigen bifid mutante Flligel mit
variabler Expressivitat eine leichte Verkiirzung des Fligelblattes entlang der proximo-distalen (P-D)
Achse (Shen et al., 2008). Ein starker bifid-ahnlicher Phanotyp in der Gelenkregion (d.h. eine Fusion
der Fligelvenen (L1-5) in einen Venenstrang), kann auch durch einen gelenkspezifischen omb
Knockdown (mittels RNAI) erzeugt werden (Abb. 3 B). Méglicherweise beruht der gelenkspezifische
Phanotyp von bifid Mutanten auf einem hdéheren Bedarf an Omb in der hinge oder ist auf eine etwas
starkere Reduktion der Omb-Expression in der hinge zurtickzufihren, die jedoch zu gering ist, um
ohne Quantifizierung erkannt zu werden (Pflugfelder, 2009). So erscheint in bifid mutanten
Fligelimaginalscheiben die Omb-Expression gleichmaRig reduziert (Shen et al., 2008).

Der bifid Phanotyp verstarkt sich, wenn die Omb Dosis weiter reduziert wird, wie beispielsweise bei
ombbi/I(1)omb transheterozygoten Mutanten (Grimm und Pflugfelder, 1996). Der Phanotyp von
ombbi/I(1)omb Mutanten zeichnet sich in der Gelenkregion durch den offensichtlichen Verlust des
medialen Teils der Basalzelle (BZ) aus, wie auch durch Venendefekte wie beispielsweise den Verlust
eines Venenstranges (Abb. 3 C). Die Basalzelle liegt in der Gelenkregion des adulten Fllgels,
zwichen den beiden Venenstrangen die von den Flligelvenen L1/2/3 bzw. L4/5 gebildet werden.

Der offensichtliche Verlust des Intervenengewebes im Fllgelgelenk von bifid Mutanten kann mehrere
(sich gegenseitig nicht ausschlieRende) Ursachen haben: wie eine verringerte Proliferation, eine
verstarkte Apoptose oder eine Schicksalsanderung von Intervenen- zu Venengewebe (Pflugfelder et
al., 2017).



Abbildung 3 Einfluss von omb Verlust auf die Flligelentwicklung

(A-C) adulte Flugel und (D) pharat-adulter Fliigel. In allen Fllgeln ist anterior oben, proximal links. (A)
Wildtyp Fligel mit dem stereotypen Venenmuster. Es gibt flinf Longitudinalvenen (L1-5) und zwei
Quervenen (anteriore Quervene, ACV zwischen L3 und L4; posteriore Quervene, PCV zwischen L4
und L5). Die Longitudinalvenen (L1-5) sind gekennzeichnet. CZ Costalzelle, Al Alula. Die Basalzelle
ist durch einen Stern markiert (A-C). (B) bifid-ahnlicher Phanotyp (induziert durch gelenkspezifischen
omb Knockdown (CCKLR-17D3>omb-RNAi)). Alle funf Longitudinalvenen (L1-5) sind in der
Gelenkregion in einen gemeinsamen Venenstrang fusioniert (Pfeil). (C) Verstarkter bifid Phanotyp in
ombbi/I(1)omb3198 Fligel. Die Longitudinalvene L5 ist verklrzt (Pfeilspitze). (D) pharat-adulter
/(1)omb3798 Fligel. Fllgelrudiment mit fast vollstdandigem Verlust des Fligelblattes und verbleibender
Gelenkregion (hinge; Klammer). Verandert nach (Grimm und Pflugfelder, 1996).

1.6 Entwicklung der D/V-Grenze im Flugel

Die apterous-Expression wird anfanglich durch den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) -
Signalweg, der durch das Signalprotein Vein (Vn) aktiviert wird, in zuklnftigen dorsalen Zellen,
induziert (Wang et al., 2000; Zecca und Struhl, 2002a,b). Vn ist der einzige aktivierende Ligand des
EGF-Rezeptors. Der EGF-Rezeptor wird in der Fligelimaginalscheibe zunachst ubiquitar exprimiert
und im spaten dritten Larvenstadium, innerhalb der pouch an der D/V- und A/P-Kompartimentsgrenze
herunterreguliert (Guichard et al., 1999, Molnar et al., 2011a). Sein Ligand Vein wird im zweiten
Larvenstadium in einem proximalen (dorso-proximalen) Bereich und wg in einem distalen (anterior-
ventralen) Bereich exprimiert (Simcox et al.,1996). Bereits im ersten Larvenstadium kann die vn- und
wg-Expression in einigen proximalen bzw. distalen Zellen nachgewiesen werden (Paul et al., 2013).
Wie die komplementaren Expressionsdomanen von vn und wg etabliert werden, ist umstritten. Erste
Beobachtungen legen nahe, dass Wg-Signalaktivitdt die vn-Expression auf den proximalen Bereich
der Flugelscheibe begrenzt und damit als Antagonist der Aktivitat von Vn/EGFR entgegen wirkt (Wang
et al., 2000). In vn mutanten Fligelscheiben erfolgt keine Veranderung der wg-Expression, wahrend in
wg mutanten Fligelscheiben eine distale Ausdehnung der vn-Expression stattfindet (Wang et al.,
2000). Dahingegen zeigten Cavodeassi und Kollegen (Cavodeassi et al., 2002), dass in wg mutanten
Fligelscheibe eine zweite, distale vn Expressionsdomane gebildet wird, statt einer Ausdehnung der
vn-Expression nach distal. Baonza und Kollegen (Baonza et al., 2000) zeigten, dass die EGFR-

Signalisierung im Bereich des zukiinftigen Notums die wg-Expression reprimiert.



Vor kurzem wurden zwei cis-regulatorische Elemente entdeckt, welche die Initierung und
Aufrechterhaltung der vn-Expression in der frihen Fligelimaginalscheibe vermitteln (Paul et al.,
2013). Hierbei liefert Dpp das instruktive Signal flir die Initiierung der vn-Expression durch parakrine
Signalisierung zwischen der Peripodialmembran und dem Hauptepithel (Paul et al., 2013). Die
Aufrechterhaltung und Amplifizierung der vn-Expression erfolgt hingegen durch autokrine
Signalisierung, die durch den ETS-Transkriptionsfaktor PointedP2 (PntP2) vermittelt wird (Paul et al.,
2013). Der Vn/EGFR-Signalweg wirkt nur transient auf apterous, um in der frihen
Fligelimaginalscheibe (zwischen Mitte des L1- und Mitte des L2-Stadiums) die ap-Expression zu
aktivieren (Wang et al., 2000; Zecca und Struhl, 2002a). Die Aufrechterhaltung der ap-Expression
erfolgt unabhangig von der Aktivitat des Vn/EGFR-Signalwegs (Wang et al., 2000; Zecca und Struhl,
2002a), wenn auch der Signalweg nach Beginn der ap-Expression weiterhin in der proximalen
Fligelscheibe aktiv bleibt. Der genaue Mechanismus, der fir die Aufrechterhaltung der ap-Expression
und dessen Ausdehnung auf das gesamte dorsale Kompartiment der Flligelscheibe verantwortlich ist,
ist bisher nicht bekannt. In diesem Zusammenhang werden epigenetische Mechanismen vermutet und
diskutiert (Zecca und Struhl, 2002a; Bieli et al., 2015). Dahingehend postulierten Zecca und Struhl
(Zecca und Struhl, 2002a), dass der Zustand der ap-Expression ("on" oder "off") in den Nachkommen
erhalten bleibt. Sobald apterous durch den Vn/EGFR-Signalweg aktiviert wurde, behalten die Zellen
ihren Zustand der ap-Expression ("on" oder "off"), flr die restliche Flligelscheibenentwicklung und
unabhangig vom EGFR-Signalweg, wobei die Zellen ihren Zustand ("on" oder "off") an alle ihre
Tochterzellen weitergeben (Zecca und Struhl, 2002a,b). Wenn ap exprimierende Zellen proliferieren,
bewegen sich einige dieser Zellen aus dem Bereich mit hoher EGFR-Signalisierung heraus (Zecca
und Struhl, 2002b). Dies wird als Voraussetzung fur die Schaffung der D/V-Kompartimentsgrenze und
der Etablierung des Signalzentrums an der D/V-Grenze angesehen, da eine hohe EGFR-

Signalaktivitat diesen Prozess hemmt (Zecca und Struhl, 2002b).

Eine kirzlich veroéffentlichte Arbeit legt einen dreistufigen Mechanismus fiir die Expression von ap
nahe, der eine initiale Aktivierung, eine positive Autoregulation und eine Aufrechterhaltung der
Expression durch separate CRMs umfasst (Bieli et al., 2015). In dieser Studie wurde die Regulation
der Transkrition von ap am endogenen Gen-Locus analysiert und drei cis-regulatorische Module
(CRMs) identifiziert. Diese drei AP-CRMs sind: apE, apDV und apP. Nur bei Kombination dieser drei
regulatorischen Elemente (CRMs), wurde eine einheitliche und vollstandige ap-Expression erhalten
(Bieli et al., 2015). Als frihestes der drei ap-CRMs wird apE in den proximalen Zellen der
Fligelscheibe durch den EGFR Signalweg aktiviert; spater wird die apE-Expression in der pouch
nachlassen. Eine Deletion dieses friihen Enhancers verhindert die Fllgelbildung vollstandig. (Bieli et
al., 2015). Die Aktivierung des apDV Enhancers erfolgt erst nach Induktion von Ap durch den friihen
apE Enhancer, da ein autoregulatorischer Einfluss von Ap erforderlich ist. Die apDV-Aktivierung
erfolgt in einem Teil der dorsal gelegenen apE-positiven Zellen. Durch den positiven Einfluss von Ap
und Vg/Sd auf apDV wird dessen Aktivitat auf die dorsal-distale Domane (D/V-Grenze) der pouch
beschrankt (Bieli et al., 2015). Uber den Notch Signalweg induziert Ap indirekt die Expression von vg
an der D/V-Grenze (Kim et al., 1996). Folglich erfolgt die Aktivierung des apDV durch positive
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Autoregulation direkt duch Ap und indirekt durch Vg/Sd, wodurch auch die raumliche Aktivitat des

Enhancers begrenzt wird (Bieli et al., 2015).

Im zweiten Larvenstadium wird — an der Schnittstelle zwischen ap exprimierenden und nicht-ap
exprimierenden Zellen — die Etablierung der D/V-Kompartimentsgrenze wie auch des D/V-
Signalzentrums eingeleitet. Hierbei kontrolliert Ap eine Kaskade an Genexpressionen, was schlief3lich
zur Aktivierung von Notch an der D/V-Grenze fuhrt. Die Hauptkomponenten des Notch-Signalweges
bestehen in Drosophila aus dem Rezeptor Notch (N), den Liganden Delta (DI) und Serrate (Ser),
sowie dem Effektor Suppressor of Hairless (Su(H)). Der Notch-Signalweg dient der Signallibertragung
zwischen benachbarten Zellen, dabei befinden sich Rezeptor (N) und Ligand (DI bzw. Ser) auf
verschiedenen Zellen (in trans) (zusammengefasst in Mumm und Kopan, 2000).

Durch die Aktivitat von Ap wird Ser zunachst (Mitte bis spates L2) nur in den dorsalen Zellen der
Fligelimaginalscheibe exprimiert (Speicher et al., 1994; Kim et al., 1995). DI wird dagegen ubiquitar
exprimiert, jedoch mit einem erhdhten Expressionsniveau in den ventralen Zellen der
Fligelimaginalscheibe (de Celis und Bray, 1997). Notch selbst wird ebenfalls ubiquitar exprimiert.
fringe (fng) wird durch Ap aktiviert (als eines der ersten Zielgene) und wie Ser in den dorsalen Zellen
der Flugelscheibe exprimiert (Irvine und Wieschaus, 1994). Das Gen fringe kodiert eine N-
acetylglucosaminyltransferase, welche die Aktivitat des Notch-Rezeptors dahingehend modifiziert,
dass sich dessen Bindungseigenschaften zu seinen Liganden verandert (Bruckner et al., 2000). Fir
die Bindung von Ser wurde eine inhibitorische Wirkung und fir DI eine erhdhte Bindungsaffinitat zu
Notch beschrieben (Bruckner et al.,, 2000; Fleming et al., 1997; Panin et al., 1997). Die von Fng
vermittelten Modifikationen fUhren dazu, dass Ser nur aus dorsalen Zellen in ventrale Zellen
signalisieren kann, also aus fng exprimierende Zellen in Zellen ohne fng-Expression (Fleming et al.,
1997; Klein und Arias, 1998b). DI signalisiert hingegen von ventralen zu dorsale Zellen (Doherty et al.,
1996; Klein und Arias, 1998b). Infolgedessen wird der Notch-Signalweg in einem schmalen
Zellstreifen zwischen dorsalem und ventralem Kompartiment aktiviert. Die Aktivierung des Notch-
Rezeptors flhrt zur Transkription einer Reihe von Genen beiderseits der D/V-Grenze; unter anderem
wg, cut und vg sowie N, DI und Ser. Durch mehrere positive und negative Rickkopplungsschleifen
wird die Aktivitat des Notch-Signalweges auf einen zwei Zellen breiten Zellstreifen entlang der D/V-
Grenze begrenzt. Es wird angenommen, dass Wg und N durch eine positive Rickkopplungsschleife
zur Aufrechterhaltung der Ser- und DI-Expression, an der D/V-Grenze, beitragen (Panin et al., 1997;
de Celis und Bray, 1997). Das Gen cut kodiert einen transkriptionellen Repressor (Jack und Delotto,
1995). Mit Beginn der cut-Expression an der D/V-Grenze, Mtte des dritten Larvenstadiums, reduziert
sich das Niveau der Liganden Ser und DI in den beiden Zellreihen unmittelbar an der D/V-Grenze. wg
kodiert fir ein sekretiertes Glykoprotein, das in der Lage ist mehrere Zelldurchmesser weit zu
diffundieren und in nahe gelegenen Zellen seine Rezeptoren Frizzled (Fz2) und Arrow (Arr) zu
aktivieren (Bhanot et al., 1996; Seto und Bellen, 2004; Wehrli et al., 2000). Wg aktiviert die Expression
von Ser und DI, in nahe gelegenen Zellen, entlang der D/V-Grenze (de Celis und Bray, 1997; Micchelli
et al., 1997). Die hohe Konzentration der Liganden Ser und DI fihrt zur sogenannten cis-Inaktivierung,
d.h. zur zellautonomen Inhibierung des Notch-Rezeptors, in den beiden Zellreihen die nicht
unmittelbar an der D/V-Grenze lokalisiert sind (Micchelli et al., 1997). Die Restriktion der Notch-
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Aktivitat auf einen schmalen Zellstreifen entlang der D/V-Grenze ist erforderlich, um diesen Bereich
als Signal- und Organisationszentrum der Fligelimaginalscheibe und fiir die Fligelentwicklung zu
etablieren (de Celis et al., 1996).

Im dritten Larvenstadium induziert apterous die Expression des kompetitiven Inhibitors dLMO, der die
Ap-Aktivitat negativ reguliert (Milan et al., 1998; Milan und Cohen, 2003). Dadurch wird der Zeitraum
begrenzt, in dem Ap die asymmetrischen Expressionsmuster von Ser und fng induzieren kann (Milan
und Cohen, 2000). Aufgrund des ansteigenden dLMO Levels, in der ersten Halfte des dritten
Larvenstadiums, wird die Aktivitdt von Ap reduziert und folglich auch die apterous-abhangige
Expression von Ser und fng. Mitte des dritten Larvenstadiums, werden dann Ser, fng und D/ in einem
symmetrischen, apterous-unabhangigen Muster entlang der D/V-Grenze exprimiert. Dadurch wird die
Signalisierung an der D/V-Grenze unabhangig von apterous und nur Ser, DI und Wg sind an der
Erhaltung des Signalzentrums (an der D/V-Grenze) beteiligt (Diaz-Benjumea und Cohen, 1995; Milan
und Cohen, 2000).

Die verschiedenen Regulationsmechanismen an der D/V-Grenze filhren im mittleren und spaten
dritten Larvenstadium dazu, dass in den beiden Zellreihen unmittelbar an der D/V-Grenze eine hohe
Notch-Aktivitat messbar ist, wohingegen in den angrenzenden Zellreihen keine Notch-Aktivitat

festgestellt wird.

1.7 Die Rolle des EGFR-Signalweges in der Fllgelentwicklung

In Drosophila wurden bisher vier aktivierende EGFR-Liganden identifiziert: Spitz (Spi), Keren (Krn),
Gurken (Grk) und Vein (Vn) (Shilo, 2003). Die drei erstgenannten gehéren zur EGF/TGF-a Familie
und werden als inaktive Transmembran-Proteine exprimiert, die zunachst durch Proteolyse
(Prozessierung) aktiviert werden muissen (Shilo, 2005). Grk Ubt seine Funktion ausschliellich
wahrend der Oogenese aus (Neuman-Silberberg und Schipbach, 1993). Krn besitzt nur eine
untergeordnete Rolle, so sind krn mutante Fliegen homozygot lebensfahig (McDonald et al., 2006).
Spitz gilt als Haupt-Ligand des EGF-Rezeptors, der fiir die Aktivierung des EGFR-Signalwegs in den
meisten Geweben verantwortlich ist (Rutledge et al., 1992). Spitz wird als inaktiver membranstandiger
Vorlaufer (mSpi) (in den meisten oder allen ektodermalen Zellen) exprimiert (Rutledge et al., 1992,
Sturtevant et al., 1993). Die Prozessierung von mSpi wird durch die beiden Transmembranproteine
Rhomboid (Rho, eine Protease) und Star (S, ein Chaperon) reguliert (Bier et al., 1990; Kolodkin et al.,
1994; Schweitzer et al., 1995a). Im Gegensatz zu spi, Star und Egfr, die in den meisten
entwicklungsaktiven Geweben ubiquitar exprimiert werden, wird rho in einem raumlich beschrankten
und dynamischen Muster exprimiert (Bier et al., 1990, Rutledge et al. 1992; Sturtevant et al., 1993).
Damit ist die Rho-Expression die limitierende Komponente bei der Aktivierung des Spi/EGFR-
Signalweges (Golembo et al., 1996b). In der Flligelimaginalscheibe wird rho erst im spaten dritten
Larvenstadium exprimiert und weder Spi noch Rho sind fiir die normale DV-Unterteilung (oder
Segregation der Fligel-Notum-Primordien) erforderlich (Sturtevant et al., 1993; Simcox, 1997). In der
L3 Fligelimaginalscheibe wird rho in einem Teil des dorsalen Radius und der Trachee stark

exprimiert, wie auch in den Zellen der pouch die sich zu den Longitudinalvenen entwickeln und den

12



zuklnftigen Fligelrand bilden (Sturtevant et al., 1993). Innerhalb des Notums wurde eine schwache
rho-Expression in den meisten proneuralen Cluster nachgewiesen (Culi et al., 2001).

Die Vn-Expression im dorso-proximalen Bereich der friihen Flligelimaginalscheibe ist fiir die normale
Expression von apterous und der Gene des iroquois Komplexes (iro-C) notwendig (Wang et al., 2000;
Zecca und Struhl, 2002a). Dahingegen induziert eine ektopische Vn-Expression im V-Kompartiment
der ansonsten wildtypischen Fllgelscheibe keine ektopische ap- oder iro-C-Expression (Zecca und
Struhl, 2002a). Innerhalb des ventralen Kompartiments lokalisierte Rho exprimierende Klone — welche
als ektopische Quellen von aktivem Spi fungieren — resultieren in eine ektopische nicht-zellautonome
Expression von apterous und der iro-C-Genen (genauer: mirr-lacZ), in ansonsten wildtypischen
Fligelscheiben (Zecca und Struhl, 2002a). In vn-mutanten Scheiben stimulieren Rho exprimierende
Klone die ap- und iro-C-Genexpression unabhangig von ihrer Position (Zecca und Struhl, 2002a).
Dagegen sind Vn exprimierende Klone nur dann in der Lage die Expression beider Gene zu retten,
wenn sie im D-Kompartiment von vn mutanten Fllgelscheiben lokalisiert sind (Zecca und Struhl,
2002a).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Der T-box Transkriptionsfaktor Omb ist essentiell fir die Fligelentwicklung. Die Fligel von omb
Nullmutanten Fliegen sind rudimentar. Mit gentechnischen Methoden ist es méglich, die Bedeutung
von Omb in verschiedenen Bereichen des Flligels gezielt zu untersuchen. So wurde gezeigt, dass die
gradientenférmige Expression von Omb entlang der anterior-posterioren (A-P) Achse notwendig ist,
um eine gleichférmige Zellproliferation in der larvalen Fligelimaginalscheibe zu gewahrleisten. Omb
ist auch notwendig um die A/P-Kompartimentsgrenze, eine zentrale musterbildende Struktur, zu
stabilisieren.
In der vorliegenden Arbeit sollen vor allem zwei Aspekte der Omb Funktion untersucht werden.

1) Eine mdgliche Rolle von Omb in Bildung oder Stabilisierung der dorso-ventralen (D/V)
Kompartimentgrenze.
Die D/V-Grenze bildet sich nach einem anderen Mechanismus als die A/P-Grenze und wird
moglicherweise auch anders stabilisiert. Eine Rolle von Omb ist bislang nur spekulativ. Allerdings ist
bekannt, dass in omb mutanten Fllgelimaginalscheiben Apterous, die Determinante des dorsalen
Zellschicksals, ektopisch ventral exprimiert wird.

2) Die Bedeutung von Omb fiir die Entwicklung des Flugelgelenks.
Das hypomorphe omb Allel omb®™ hat einen spezifischen Defekt in der Entwicklung des
Fligelgelenks. In der Fligelimaginalscheibe hat Omb seine starkste Expression im Primordium des
Fligelgelenks. Viele Gene mit einer Rolle in der Fligelgelenkentwicklung sind bekannt. Hier soll

geklart werden, in welchem regulatorischen Zusammenhang diese Gene mit omb stehen.
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2 Ergebnisse und Diskussion (Thema 1)

2.1 apterous (ap)

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer veranderten Expression von omb auf die apterous (ap) -
Expression mittels einer Enhancer-Trap-Linie (ap-lacZ) und eines Antikdrpers gegen das Protein
Apterous untersucht. Wie in der Literatur beschrieben, markierte die ap-Expression das gesamte

dorsale Kompartiment der Flligelimaginalscheibe (Williams et al., 1993).

2.1.1 Systemischer omb-Verlust und ap-lacZ-Expression

Die ap-lacZ-Expression wurde zunachst mittels X-Gal Farbung in wildtypischen und /(1)omb3198

mutanten L3 Fligelscheiben untersucht (Abb. 4). In wildtypischen L3 Fllgelscheiben markierte die ap-
lacZ-Expression das gesamte dorsale Kompartiment (Abb. 4 A, G; Abb. 10) — vergleichbar mit der
anti-Ap Immunfarbung (Abb. 5). In I(1)omb3198 mutanten L3 Fligelscheiben wurde zusatzlich zur
dorsalen Expression eine ektopische ap-lacZ-Expression im V-Kompartiment nachgewiesen (Abb. 4).
Diese ektopische ventrale Expression war in Fligelscheiben des mittleren L3 Stadiums durch einen
schmalen Zellstreifen aus ap-lacZ-negativen Zellen vom endogenen dorsalen ap-lacZ Muster getrennt
(Abb. 5 D-F). Bei Flugelscheiben des spaten L3 Stadiums war eine derartige Trennung nicht
zweifelsfrei feststellbar. Hierbei war eine Unterscheidung der dorsalen und ventralen ap-lacZ Farbung
durch morphologische Defekte, wie z.B. ektopische Falten innerhalb der pouch, sowie die beginnende
Evagination der Imaginalscheibe im sehr spaten L3 Stadium, erschwert (Abb. 5 I-L). In
Ausnahmefallen bestand eine deutliche Kontinuitat zwischen der endogenen und der ektopischen ap-
lacZ-Expression (Abb. 5 B, H). In diesen Fallen lag die ektopische Expression vornehmlich im P-
Kompartiment. Ein vergleichbarer Phanotyp konnte auch bei der Immunfluoreszenzfarbung fir Wg, in

Ausnahmefallen, beobachtet werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 4 Expressionsmuster von ap-lacZ in wt und /(1)omb3198 Flugelscheiben

Die ap-lacZ-Expression in Flugelscheiben von wt (Kontrolle; A, G) und I(1)omb3198 (B-F, H-L) Larven
des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. Dargestellt sind
Fligelscheiben des frihen (B, C), mittleren (D-F) und spaten (H-L) dritten Larvenstadiums. In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. (A, G) In wt Fligelscheiben markiert die ap-lacZ-Expression
das dorsale Kompartiment. (B-F, H-L) In /(1)omb3198 mutanten Flugelscheiben des frihen, mittleren
und spaten L3 Stadiums war eine ektopische ap-lacZ-Expression im V-Kompartiment zu erkennen.

2.1.2 Systemischer omb-Verlust und Ap-Expression

Um zu untersuchen, wie sich eine verringerte omb-Expression auf Ap auswirkt, wurden
Imaginalscheiben der Serie wt, bi, bi’lomb®'®® und I(1)omb®'®® gegen Ap gefarbt (Abb. 5; Abb. 6; Abb.
8).
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Abbildung 5 Ap- und Wg-Expression in wt Flligelscheibe

Dargestellt ist eine wt (A) L3 Fligelimaginalscheibe. DAPI (Weifl3; A), anti-Ap (Grin; A’), anti-Wg
(Magenta; A™), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A*) Die
Immunfluoreszenzfarbung von Ap markiert ausschliellich das dorsale Kompartiment. (A")
Unspezifische Farbungen sind markiert (gelbe Pfeilspitze). Die Fluoreszenzbilder in Abb. 5 bis Abb. 9
— der Serie wt, bi, bi/omb®'*® und I(1)omb3198 — wurden unter Verwendung der gleichen Einstellungen
mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufgenommen (siehe 5.2.17).

Im Uberwiegenden Teil der omb hypomorphen (bi, bi/omb3198) L3 Fligelscheiben wurde keine
Fehlexpression von Ap festgestellt (nicht gezeigt). Entlang der D/V-Grenze wurde Wg in Ap+ (Ap
positiven) und Ap- (Ap defizienten) Zellen exprimiert (Abb. 6; Abb. 7 B-D), ahnlich wie in wt (Abb. 7 A).
In nur 3 von insgesamt 21 analysierten omb hypomorphen Fliigelscheiben (bi: 1 von 9; bilomb’"%; 2
von 12) wurde eine ektopische Ap-Expression innerhalb des ventralen Kompartiments nachgewiesen
(Abb. 6; Abb. 7 B-D). In zwei Fallen (bi und bilomb®"*®) war die ektopische Ap-Expression in der Nahe
der D/V-Grenze lokalisiert (Abb. 6 A, C). An deren Rander wurde Wg sowohl in Ap+ als auch in Ap-

Zellen exprimiert. In einer jlingeren L3 bilomb*'%

Fligelscheibe lag die ektopische Ap-Expression
hingegen in der proximalen pouch, in der Nahe der ventralen Wg-IR-Domane (Abb. 6 B). In diesem

Fall wurde am Rand der Ap-Expression keine ektopische Wg-Expression festgestellt.
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bi/omb3198|B"

L Ap
Abbildung 6 Ap- und Wg-Expression in bi und bi/fomb”"" Flligelscheiben

Dargestellt sind bi (A) und bilomb®'®® (B, C) L3 Flugelimaginalscheiben. DAPI (Wei3; A-C), anti-Ap
(Griin; A'-C), anti-Wg (Magenta; A"-C), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta)
Signals (A"""-C™ ™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion
von Z-Bildstapeln. (A’-C’) Die Flugelscheiben zeigen im V-Kompartiment eine ektopische Ap-
Expression (weille Pfeile) sowie eine ektopische Wg-Expression (weilRe Pfeilspitzen). (C°)
Unspezifische Farbungen sind markiert (gelbe Pfeilspitzen).

3198

Abbildung 7 Ap- und Wg-Expression in wt, bi, bi/lomb*"*® und I(1)omb3198 Fligelscheiben
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Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb>’*® (C, D) und I(1)omb®'*® (E, F) L3 Flugelimaginalscheiben. (A-
F) anti-Ap (Griin), anti-Wg (Magenta), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta)
Signals. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln. Das linke Quadrat kennzeichnet jeweils den Bereich der Flligelscheibe der in den rechten
oberen Quadraten vergrofiert dargestellt ist. Weile Pfeile markieren ektopische Ap-Expression im V-
Kompartiment.

In beinahe allen untersuchten /(1)0mb3198

L3 Flugelscheiben wurde im V-Kompartiment eine
ektopische Ap-Expression nachgewiesen (Abb. 8; Abb. 9). Die einzige Ausnahme bildet eine
Fligelscheibe des sehr frihen L3-Stadiums (nicht gezeigt). Frihe und mittlere L3 /(1)0mb3198
Fligelscheiben (Abb. 8 A-C) zeigten im Wesentlichen eine einzelne grole Ap+ Doméane im V-
Kompartiment. In spaten L3 /(1)omb®'® Fliigelscheiben (Abb. 8 D-F; Abb. 9) wurde Ap hauptsachlich
in einer oder mehreren groflien Domanen ektopisch exprimiert. Diese Ap+ Haupt-Domanen konnten
eine regelmaflige Form mit glatten Randern besitzen (Abb. 8 F) oder eine teilweise unregelmafige
Form aufweisen (Abb. 8 D). Zusatzlich wurde auch in kleineren Zellgruppen Ap nachgewiesen (Abb. 8
E). Wahrend die groReren Ap+ Haupt-Domanen vorwiegend medial positioniert waren, wurden

kleinere Ap+ Zellgruppen auch im lateralen Bereich der Fliigelscheibe festgestellt.
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Abbildung 8 Ap- und Wg-Expression in /(1)0mb3198 Fligelscheiben




Dargestellt sind /(1)omb®'®® (A-F) L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-F), anti-Ap (Grin; A'-F’),
anti-Wg (Magenta; A"-F), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A -
F**"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln. (A’-D") Fllgelscheiben zeigen im V-Kompartiment eine ektopische Ap-Expression. (A™-
F**") Die Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels Tonwertkorrektur erhoht.

In der wt L3 Flugelscheibe zeigten verschiedene Bereiche des dorsalen Kompartiments eine
unterschiedlich starke Ap-Expression. Die Expression in der hinge war starker als im Notum und in der
pouch. Auch in /(1)omb3198 L3 Fligelscheiben variierte die Intensitat der Immunfluoreszenzfarbung
(Fluoreszenz-Intensitat) von Apterous (Abb. 8; Abb. 9). Dabei spiegelten die Ap+ Haupt-Domanen

anscheinend die Situation in der dorsalen pouch wieder.

Im Folgenden wird die Wg-Expression in Bezug auf die Ap-Expression in /(1)omb3198 L3

Fligelscheiben erlautert. An der D/V-Grenze von I(1)omb3198

L3 Fllgelscheiben — wie auch in wt —
wurde Wg sowohl in Ap+ als auch in Ap- Zellen detektiert. Allerdings erschien die
Immunfluoreszenzfarbung von Wg in den meisten Fllgelscheiben medial etwas starker und breiter als
lateral (Abb. 8).

Im V-Kompartiment wurde am gesamten Rand der Ap+ Haupt-Domane eine Wg-Expression
festgestellt, wenn die Domane eine regelmafiige Form mit glatten Rander besal und die Fluoreszenz-
Intensitat von Ap am Rand weitestgehend gleichmaRig stark war (Abb. 8 C, E, F). Diese Wg-
Expression wies in spaten L3 Fllgelscheiben Gemeinsamkeiten mit der Wg-Expression an der D/V-
Grenze auf; insofern als in der Nahe der Wg-IR-Domane die Expression im anterior-lateralen Bereich
schwacher war als im posterior-lateralen Bereich (Abb. 8 F) und im medialen Bereich die starkste Wg-
Expression nachweisbar war. Bei unregelmalig geformten Ap+ Haupt-Domanen wurde entweder
keine streifenartige Wg-Expression an den Randern festgestellt oder nur an einem Teil der Rander
(Abb. 8 D). In der lateralen Flliigelscheibe zeigten abgerundete Ap+ Zellgruppen eine sehr schwache

Wg-Expression an deren Rand (Abb. 9 B, C; Anhang Abb. 73 B, C und zugehdrige Beschreibung).
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Abbildung 9 Ap- und Wg-Expression in /(1)0mb3198 Fligelscheiben




Dargestellt sind /(1)omb®'®® (A-F) L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-F), anti-Ap (Grin; A'-F’),
anti-Wg (Magenta; A"-F), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A™"-
F**"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. Apikale Falten (Rot) und basale Falten (Blau)
wurden markiert (Auswahl). (A-F°) Die Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels
Tonwertkorrektur erhdht.

Zwei /(1)omb3198 Fligelscheiben, des spaten dritten Larvenstadiums, zeigten in der distalen
Fligelscheibe ein ungewohnliches und abweichendes Expressionsmuster fir Ap und Wg (Abb. 9 D, F;
Anhang Abb. 73 D, F). Dies zeigte sich im Fehlen der Immunfluoreszenz von Wg in der medialen
pouch und im medialen Bereich der ventralen hinge sowie in einer schwacheren Immunfluoreszenz
von Ap innerhalb der dorsalen pouch und innerhalb der ektopischen Ap+ Haupt-Doméanen im V-
Kompartiment. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals - und somit wahrscheinlich auch die Starke der
Expression — von Ap war im medialen Bereich der dorsalen pouch besonders niedrig, im Vergleich zu
anderen Fligelscheiben (Abb. 9 D, F). Aufgrund der schwachen Immunfluoreszenz von Ap, war im
medialen Bereich der Flligelscheibe keine deutliche Grenze zwischen Ap+ und Ap- Zellen feststellbar.
Hierbei wurde in den betroffenen Bereichen auch keine streifenartige Wg-Expression — an der Position
der normalen D/V-Grenze — detektiert (Abb. 9 D, F). In der lateralen Fllgelscheibe — wo die
Immunfluoreszenz von Ap normal erschien — wurde hingegen eine schwache Wg-Expression, an der
bestehenden D/V-Grenze, festgestellt (Abb. 9 D, F). Dies deutet darauf hin, dass — in den betroffenen
Fligelimaginalscheiben — die D/V-Kompartimentsgrenze in der lateralen Flligelscheibe noch bestand
hatte, wohingegen sie im medialen Bereich der Fligelscheibe nicht mehr existent war. Bei den zwei
I(1)omb3798 Fligelscheiben wurde ein ahnlicher Phanotyp — wie in der dorsalen pouch — auch in der
ventralen pouch beobachtet (Abb. 9 D, F). Hierbei war ebenfalls der mediale Bereich der Ap+ Haupt-
Domane des ventralen Kompartiments besonders betroffen. Die aufierst schwache
Immunfluoreszenzfarbung von Wg innerhalb der ventralen pouch (Abb. 9 D, F) erzeugte nach
Intensitatserhéhung des Wg-Signals (siehe 5.2.18) ein fleckiges Muster (Anhang Abb. 73 D, F und
zugehdrige Beschreibung). Im Hinblick auf die Expression in der Wg-IR-Doméane, war in der lateralen
Fligelscheibe (d.h. abgesehen vom medialen Bereich der ventralen hinge) kein Unterschied zwischen
den zwei Fliigelscheiben (dargestellt in Abb. 9 D, F) und den ibrigen spaten L3 /(1)omb®'%®
Fligelscheiben feststellbar (Abb. 9).

Im Allgemeinen war bei I(1)omb3198

Fligelscheiben, hinsichtlich einer schwachen Immunfluoreszenz
von Ap im V-Kompartiment, ein vergleichbarer Phanotyp zu beobachten. Dabei wurde bei Ap+
Domanen mit einer schwachen Fluoreszenz-Intensitat von Ap — am Rand der Expressionsdoméane —
keine streifenartige Wg-Expression festgestellt (Abb. 8). Wie auch in Abb. 6 und Abb. 7 gezeigt, war
im V-Kompartiment von omb hypomorphen Fligelscheiben ein ahnlicher Effekt zu beobachten. Die
Zellgruppen mit einer starken Ap-Expression exprimierten Wg an deren Rander (Abb. 7 B, D) wahrend
eine Zelllgruppe mit einer ungleichmafig starken Ap-Expression keine streifenartige Wg-Expression

erkennen liel (Abb. 7 C).

Sowohl omb hypomorphe (bi, bi/ombms) als auch omb Nullmutante (/(1)omb3198)

Fligelimaginalscheiben weisen am Ende der Larvalentwicklung morphologische Defekte auf (siehe
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beispielsweise Abb. 6 A, C; Abb. 8 E, F). Beispielsweise zeigen bi und bilomb>'*®

Fligelscheiben
entlang der A/P-Grenze eine ektopische Falte innerhalb der pouch (siehe Shen et al., 2008).
Dahingegen lassen sich in l(1)omb3798 Fligelscheiben drastischere morphologische Defekte
beobachten, wie z.B. eine Vielzahl ektopischer apikaler und basaler Falten — sowohl entlang der A-P
als auch der D-V Achse — wie auch eine massive Uberproliferation und Apoptose (siehe 4.9.1 und
4.9.2). Zusatzlich wurde in der dorsalen hinge von omb hypomorphen (bi, bi/omb3798) L3

Fligelscheiben eine Erweiterung der Falten beobachtet (siehe 4.8.1).

Im Folgenden wird der raumliche Zusammenhang zwischen der ektopischen Expression von Ap bzw.
Wg und den Falten in /(1)0mb3198 Fligelscheiben beschrieben. Besonders auffallig waren die

GroRenzunahme der Imaginalscheibe und die ektopischen Falten in I(1)omb3198

Fligelscheiben des
spaten dritten Larvenstadiums. In Abb. 9 sind prominente Falten innerhalb der pouch, von spaten L3
/(1)omb3798 Fligelscheiben, durch gestrichelte Linien gekennzeichnet (Abb. 9 und zugehdrige
Beschreibung).

Bei regelmaRig geformten Ap+ Haupt-Domanen (im V-Kompartiment) wurde am weitesten dorsal
und/oder am weitesten ventral gelegenen Rand eine breitere streifenartige Immunfluoreszenzfarbung
von Wg beobachtet, im Vergleich zu den lateral gelegenen Rander der Domane (Abb. 9 B, C, E). Der
Vergleich des Wg Musters mit der Position der ektopischen Falten ergab, dass diese breitere
streifenartige Wg Farbung meist parallel zu einer oder mehreren ektopischen Falten verlief (Abb. 9 B,
C, E). Dies lasst vermuten, dass eine Verbindung zwischen der Breite der Wg Farbung und den
ektopischen Falten bestand. Eine mogliche Erklarung liefert der morphologische Aufbau der
Fligelimaginalscheibe (als ein einschichtiges Epithel). Bei Betrachtung der Imaginalscheibe (an einem
Mikroskop) blickt man in der Regel auf die schmalen Enden der Zellen des Hauptepithels, die
saulenartig nebeneinander angeordnet sind. In der Faltenregion der dorsalen hinge — wie auch im Fall
ektopischer Falten — sind hingegen ganze Zellen von apikal nach basal sichtbar. Damit ist es
wahrscheinlich, dass in der Maximalprojektion von Z-Bildstapeln die Wg Farbung im Bereich von

ektopischen Falten — aufgrund der veranderten Zell-Morphologie — verbreitert erscheint.

Eine streifenartige Wg-Expression verlief parallel zu einer ektopischen Falte, wenn die Falte ebenfalls
parallel zu einer Ap+ Domane positioniert war. Wg wurde jedoch nicht an allen ektopischen Falten, die
parallel zu Ap+ Domanen verliefen, exprimiert. Wie oben bereits erlautert, musste eine klare Grenze
zwischen den Ap+ und den Ap- Zellen bestehen — die vermutlich auf eine weitestgehend gleichmafig
starke Ap-Expression am Rand der Ap+ Domane beruht — sodass wg (streifenartig) am Rand der
Domane exprimiert wurde.

Wie auch in Abb. 9 gezeigt, waren in /(1)omb3198

Fligelscheiben die ektopischen Falten sowohl
innerhalb von Ap+ Domanen — wie z.B. in der dorsalen pouch und in Ap+ Haupt-Domanen im V-
Kompartiment — als auch auf3erhalb dieser Domanen positioniert. Damit scheint es unwahrscheinlich,
dass die (veranderte) Expression von Ap oder Wg die (ektopische) Faltenbildung (in /(1)omb3198

Fligelscheiben) bewirkt.
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2.1.3 Klonaler omb-Verlust und ap-lacZ-Expression

Die ap-lacZ Enhancer-Trap-Linie (siehe 2.1.1) wurde auch verwendet, um die Effekte von omb
Nullmutante Klone (omb l-o-f Klone) und omb Uberexpressionsklone (omb g-o-f Klone) auf die
Expression von ap zu untersuchen. Augenmerk lag bei dieser Untersuchung vor allem auf der D/V-
Kompartimentsgrenze. Die Auswirkung eines klonalen omb Verlustes auf die Expression von wg — an
der D/V-Grenze sowie innerhalb der dorsalen hinge (siehe 4.2.2) — wurde unter Verwendung einer wg-
lacZ Enhancer-Trap-Linie oder eines Antikérpers gegen das Protein Wingless untersucht. In beiden
Fallen wurden ahnliche Effekte beobachtet. Da sich die D/V-Kompartimentsgrenze erst im zweiten
Larvenstadium bildet wurden die Klone bereits im ersten Larvenstadium generiert, um die
Auswirkungen der Klone auf die Entstehung der D/V-Grenze zu untersuchen. Fliigelimaginalscheiben

die Klone enthielten wurden im dritten Larvenstadium analysiert.

Abbildung 10 Expressionsmuster von ap-lacZ und Wg in wt Fligelscheibe
Dargestellt ist eine wt (Kontrolle: A) L3 Fliigelimaginalscheibe. DAPI (Weil3; A), ap-lacZ (Grin; A’),
anti-Wg (Magenta; A™"), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A™™). In
allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A) In der wt
Fligelscheibe markiert die ap-lacZ-Expression das dorsale Kompartiment.

Zunachst werden die Effekte von /(1)ombM mutante Klone (im Folgenden bezeichnet als omb I-o-f

Klone) auf die D/V-Grenze beschrieben. Hierfiir wurden die Klone in drei Kategorien eingeteilt:

1) kleine Klone, die zum Zeitpunkt der Analyse auf der D/V-Grenze positioniert waren
2) grofde Klone, die zum Zeitpunkt der Analyse die D/V-Grenze lberspannten
3) Klone, die zum Zeitpunkt der Analyse komplett im D- oder V-Kompartiment positioniert waren

omb |-o-f Klone der Kategorie 1)

Bei Klonen der Kategorie 1) handelt es sich um omb I-o-f Klone, die etwa mittig auf der D/V-Grenze
positioniert waren und deutlich kleiner waren als die Klone der Kategorie 2). Klone der Kategorien 2)
und 1) zeigten zudem einen unterschiedlichen Phanotyp — hinsichtlich der Expression von ap und wg.
In Abb. 11 (A, B) und Abb. 12 sind Fligelimaginalscheiben gezeigt, die omb I-o-f Klone der Kategorie
1) enthalten. Kleine omb l-o-f Klone, die auf der Hohe der D/V-Grenze positioniert waren — und
aufgrund ihrer GroRRe zur Kategorie 1) gezahlt wurden — zeigten in ihrer dorsalen Halfte keine ap-lacZ-

Expression (Abb. 11 A, B). Dies fuihrte zu einer Ausbuchtung in der ap-lacZ Expressionsgrenze.
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ap ap-le
Abbildung 11 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ-Expression
Gezeigt sind /(1)ombM mutante Klone in L3 Fllgelimaginalscheiben. ap-lacZ (Grin; A-D, A"-D™),
mRFP (Rot; A’-D*, A""°-D"™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von
Z-Bildstapeln. (A”-D""") Z-Bildstapeln der basalen Halfte. /(1)omb44 mutante Klone (Auswahl) sind
durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet.

d

Bei omb |-o-f Klonen der Kategorie 1), verlief ungefahr entlag der Mittellinie des Klons, also an der
Position der normalen D/V-Grenze, eine annahrend streifenartige wg-Expression (wg-lacZ und Wg,
Abb. 12). Innerhalb des Klons war diese wg-Expression haufig an der Klongrenze unterbrochen oder
zumindest schmaler und schwacher als im Zentrum des Klons (Abb. 12). Aul3erhalb des Klons war die
Expression in einigen Fallen verbreitert. Bei lateral positionierten Klonen betraf dies (meist) nur die

distal gelegene Klongrenze und bei medialen Klonen beide Seiten des Klons.
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Abbildung 12 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind I(1)ombM mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A, A"""), anti-Wg
(Magenta; A*, A", wg-lacZ (Gran; A, A7 ), Uberlagerung des wg-lacZ (Griin) und mRFP (Rot)
Signals (A, A" ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. /(1)ombM mutante Klone (Auswahl) sind durch eine
weilte Linie gekennzeichnet.

In Abhangigkeit von der Klongréflie konnte entlang der Klongrenze eine zusatzliche Expression von
wg-lacZ und im geringeren Mal® von Wg nachgewiesen werden (Abb. 12). Bei kleinen omb |-o-f
Klonen konnte diese Expression um den gesamten Klon verlaufen (posteriorer Klon in Abb. 12) und
bei mittelgroRen Klonen umgab die Expression den Klon nur teilweise (anteriorer Klon in Abb. 12).

GroRere Klone zeigten hingegen keine derartige wg-Expression.

omb |-o-f Klone der Kategorie 2)

Im Gegensatz zu Klone der Kategorie 1) zeigten gro3e omb |-o-f Klone, die ebenfalls auf Hohe der
D/V-Grenze positioniert waren — und aufgrund ihrer GroRe der Kategorie 2) entsprachen — in der
dorsalen Halfte des Zellklons eine ap-lacZ-Expression (Abb. 11 C).

Klone der Kategorie 2) sind in Abb. 13 gezeigt. Bei diesen Klonen war der Effekt auf die D/V-Grenze
anscheinend von der Position des Klons abhangig. omb I-o-f Klone welche die D/V-Grenze innerhalb
des posterioren Kompartiments Uberspannten, zeigten entweder keinen oder nur einen schwachen
Effekt auf die ap-lacZ- und Wg-Expression. Dies war auch der Fall, wenn der Klon sehr grol3 war und
sich bis an die A/P-Kompartimentsgrenze erstreckte (Abb. 13 A). In diesem Fall kam es auch zur
Bildung einer ektopischen Falte entlang der A/P-Grenze. Es ist bekannt, dass die Reduktion oder der
Verlust der posterioren omb-Expression zur Ausbildung einer apikalen Falte entlang der A/P-Grenze
fuhrt (Shen et al., 2008). Im A-Kompartiment lokalisierte Klone hatten eine Verschiebung oder
Ablenkung der D/V-Grenze zur Folge. Bei einem anterior-medial positionierten Klon wurde eine
Verschiebung der ap-lacZ-Expression und infolgedessen auch eine Ablenkung der Wg-D/V-
Expression in Richtung des dorsalen Kompartiments festgestellt (Abb. 13 B). Im Fall eines anterior-

lateral positionierten Klons kam es hingegen zur Verlagerung der ap-lacZ-Expression um wenige
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Zellreihen nach ventral, im Vergleich zur Position der D/V-Grenze unmittelbar posterior des Klons
(Abb. 13 C). Klone im A-Kompartiment flhrten zu einer verstarkten ap-lacZ-Expression in einem Teil
des Klons, namlich in Zellen, die nahe an der D/V-Grenze lagen (Abb. 13 B, siehe auch Abb. 15 A).

Entlang der D/V-Grenze wurde sowohl aufierhalb als auch innerhalb der omb l|-o-f Klone eine

Immunfluoreszenz gegen Wg in ap-lacZ exprimierenden und in ap-lacZ defizienten Zellen detektiert
(Abb. 13 A, B, C ™).

Abbildung 13 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression
Gezeigt sind /(1)omb44 mutante Klone in L3 Flligelimaginalscheiben. ap-lacZ (Grin; A-C), anti-Wg
(Magenta; A'-C), mRFP (Rot; A"-C), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot) Signals
(A”-C" 7). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln;
apikale Einzelbilder wurden entfernt. (A-C) Dargestellt sind /(1)ombA4 mutante Klone, welche die D/V-
Grenze Uberspannen (A-C"). Klone (Auswahl) sind durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. (A)
Der posterior lokalisierte Klon hat keinen deutlichen Effekt auf die ap-lacZ-Expression. (B) Der
anterior-medial lokalisierte Klon bewirkt eine Verlagerung der ap-lacZ- und Wg-D/V-Expression nach
dorsal. (C) Der anterior-lateral lokalisierte Klon zeigt einen geringfligigen Effekt auf die ap-lacZ- und
Wg-Expression (an dessen distaler Grenze; weilde Pfeilspitze).

In anterior-lateralen omb |-o-f Klone wurde innerhalb der Klone haufig eine schleifenférmige Wg-
Expression detektiert (Abb. 14). Innerhalb dieser Klone kam es im weiter lateral gelegenen Teil des
Klons zu einer Ablenkung der Wg-D/V-Expression — bzw. der D/V-Grenze — in Richtung des ventralen
Kompartiments (blaue Pfeilspitze in Abb. 14). Wohingegen im weiter medial gelegenen Teil des Klons
der Verlauf der Wg-D/V-Expression — bzw. der D/V-Grenze - weitgehend normal erschien.

Bemerkenswert ist, dass diese Klone einerseits (medial) die D/V-Grenze iberspannten (weil3er Pfeil in
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Abb. 14) — wie auch andere Klone die zur Kategorie 2) gezahlt wurden — und andererseits (lateral)
unmittelbar ventral der D/V-Grenze positioniert waren (weil’e Pfeilspitze in Abb. 14) — im Hinblick auf

die Wg-DV-Expression (bzw. D/V-Grenze) im anterior-lateral gelegenen Bereich der pouch.

Abbildung 14 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind /(1)ombM mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A), anti-Wg
(Magenta; A’), wg-lacZ (Griin; A™), Uberlagerung des anti-Wg (Magenta) und mRFP (Rot) Signals
(A™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale
Einzelbilder wurden entfernt. Klon (Auswahl) ist durch eine weilte Linie gekennzeichnet. Medial
Uberspannt der Klon die Wg- und wg-lacZ-Expression an der D/V-Grenze (weilker Pfeil), lateral ist der
Klon hingegen ventral der Wg- und wg-lacZ-Expression an der D/V-Grenze (weille Pfeilspitze)
positioniert. Dorsal des Klons erscheint die Wg- und wg-lacZ-Expression an der D/V-Grenze in
Richtung des ventralen Kompartiments abgelenkt (blaue Pfeilspitze).

Die meisten Klone der Kategorie 2) zeigten an ihrer medial gelegenen Klongrenze entweder eine
Unterbrechung oder eine schmalere und schwachere Wg-D/V-Expression, im Vergleich zur Wg-

Expression an der D/V-Grenze aulderhalb des Klons.

Zusatzlich — zu den bereits beschriebenen omb I-o-f Klonen — wurden auch aufiergewdhnlich grolRe
Klone detektiert, die gleichzeitig die D/V- und A/P-Kompartimentgrenze lGberspannten (Abb. 15, Abb.
16). In einer mittleren L3 Fllgelscheibe zeigte ein solcher Klon einen relativ schwachen Effekt an der
D/V-Grenze — auf die ap-lacZ- und Wg-Expression — mit einer kleinen Kerbe im ap-lacZ Muster auf
Hoéhe der A/P-Grenze (Abb. 15 A). Dieser Effekt wurde auf die ektopische Falte entlang der A/P-
Grenze zurlckgefuhrt (Abb. 15 A™™"). In einer spaten L3 Fllgelscheibe zeigte ein ahnlicher Klon im P-
Kompartiment eine Ablenkung der Wg-DV-Expression nach ventral (Abb. 15 B). In diesem Fall war die
ektopische Falte in der pouch stark ausgepragt und nicht nur auf die A/P-Grenze beschrankt (Abb. 15
B,
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Abbildung 15 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression.

Gezeigt sind /(1)omb44 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A-B), anti-Wg
(Magenta; A-B’), ap-lacZ (Griin; A™"), DAPI (B*""), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot)
Signals (A™"), Uberlagerung des anti-Wg (Magenta) und mRFP (Rot) Signals (B™"). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden
entfernt. (A-B) Dargestellt sind /(1)ombA4 mutante Klone, welche die D/V-Grenze Uberspannen. Klone
(Auswahl) sind durch eine weile Linie gekennzeichnet. Apikale Falten im Zentrum (Auswahl) sind
durch eine rote gestrichelte Linie gekennzeichnet.

Ein auBergewohnlich groRer omb I-o-f Klon, der fast das gesamte ventrale Kompartiment der spaten
L3 Fligelscheibe bildete (Abb. 16), zeigte im P-Kompartiment eine schleifenformige Ablenkung der
Wg-D/V-Expression (Abb. 16 A’). Dieser Klon erschien zum Zeitpunkt der Analyse, im Hinblick auf die

Position der Wg-DV-Expression aul3erhalb des Klons, ventral lokalisiert und damit der Kategorie 3)

zugehorig.

RFP ar A% arr-
Abbildung 16 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die arr-lacZ- und Wg-Expression
Gezeigt ist ein einzelner I(1)ombM mutanter Klon in einer L3 Fliigelimaginalscheibe. mRFP (Rot; A-B),
anti-Wg (Magenta; A'-B’), arr-lacZ (Griin; A™), Uberlagerung des arr-lacZ (Griin) und anti-Wg
(Magenta) Signals (A™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. Klon ist durch eine weil3e Linie gekennzeichnet.

omb |-o-f Klone der Kategorie 3)
omb l-o-f Klone, die vollstandig im D- oder V-Kompartiment lokalisiert waren, sind in Abb. 17 bis Abb.

20 sowie im Anhang in Abb. 74 und Abb. 75 gezeigt. Diese Klone wurden zur Kategorie 3) gezahlt.
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Wie in Abb. 17 gezeigt, wies ein omb |-o-f Klon, der vollstandig im D-Kompartiment der Fliigelscheibe
lokalisiert war, keine ap-lacZ-Expression im weitesten ventral gelegenen Teil des Klons auf (weiler
Pfeil in Abb. 17). Wenn der Klon hingegen vollstandig im V-Kompartiment lokalisiert war (Abb. 18),
enthielt der Klon ap-lacZ exprimierende Zellen im weitesten dorsal gelegenen Teil des Klons (weil3er
Pfeil in Abb. 18 A, B). In letztgenannten Fall scheinen die ap-lacZ exprimierenden Klonzellen sich in
das ventrale Kompartiment bewegt zu haben. Innerhalb des Klons, an der Grenze zwischen ap-lacZ
exprimierenden (ap+) Zellen und ap-lacZ-negativen (ap-) Zellen, wurde wg aktiviert — nachgewiesen
mit einer Immunfluoreszenz gegen Wg (Abb. 18). Infolge der Verlagerung der apterous-Grenze kam
es zu einer schleifenférmigen Verzerrung des normalen Wg Musters. Im Klon folgte die Wg-

Expression der apterous-Grenze (Abb. 18 A", B).

Abbildung 17 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ-Expression

Gezeigt sind I(1)ombM mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. DAPI (Weil3; A), ap-lacZ (Grun;
A’), mRFP (Rot; A™), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot) Signals (A). In allen Bildern
ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden
entfernt. (A) In dem dorsal lokalisierten /(1)omb44 mutanten Klon (mit Kontakt zur normalen D/V-
Grenze) wurde ein teilweiser Verlust der ap-lacZ-Expression festgestellt (weilRer Pfeil). Alle
Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert. Klon ist durch eine weil3e Linie gekennzeichnet.

31



Abbildung 18 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind I(1)ombM mutante Klone in L3 Fllugelimaginalscheiben. ap-lacZ (Grin; A-B), anti-Wg
(Magenta; A'-B"), mRFP (Rot; A"-B""), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot) Signals
(A""-B""7). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln;
apikale Einzelbilder wurden entfernt. (A, B) In ventral lokalisierten /(1)omb44 mutanten Klonen (mit
Kontakt zur normalen D/V-Grenze) wurde eine ektopische ap-lacZ-Expression festgestellt (weiller
Pfeil). Innerhalb dieser Klone, wie auch in der Ubrigen pouch, wurde an der Grenze der ap-lacZ-
Expression Wg exprimiert. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert. Klon ist durch eine weifl3e
Linie gekennzeichnet.

Abbildung 19 zeigt eine spate L3 Fllgelscheibe mit Anzeichen einer beginnenden Evagination und mit
einem omb |-o-f Klon im D-Kompartiment. Aufgrund seiner Position entspricht der Klon der Kategorie
3). Im distalen Teil des Klons bildeten ap- Zellen eine runde Zellgruppe (weil3er Pfeil in Abb. 19 A™™),
die von ap+ Zellen — d.h. ap+ Klonzellen sowie den Klon ventral angrenzende ap+ Zellen —
umschlossen wurde, sodass die ap- Zellgruppe separiert im D-Kompartiment vorlag.

Bei der Immunfluoreszenz gegen Wg wurde ein zirkulares Wg Muster innerhalb des Klons, an der

Grenze zwischen ap+ und ap- Zellen, nachgewiesen (weile Pfeilspitze in Abb. 19 A*""") — was darauf
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hinweist, dass an der Grenze zwischen ap+ und ap- Zellen wg exprimiert wurde. Der omb Klon war
durch mehrere dorsale Zellen (d.h. ap+ Zellen) von der D/V-Grenze getrennt — dies galt auch fiir den
Klonbereich der ap-lacZ negativ war. Dennoch war der Klon durch einen Streifen von Wg-positiven

Zellen mit der Wg-D/V-Expression verbunden. Dies legt nahe, dass der Klon an der D/V-Grenze

entstanden ist.

ildung 19 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression
Gezeigt sind /(1)ombA4 mutante Klone in L3 Fllgelimaginalscheiben. ap-lacZ (Grin; A,A™""), anti-Wg
(Magenta; A’ A""""), mRFP (Rot; A", A" ), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot)

Abb

Signals (A™), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und Wg (Magenta) Signals (A ). In allen Bildern
ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale und basale
Einzelbilder wurden entfernt. (A) In dem dorsal lokalisierten /(1)ombA4 mutanten Klon wurde ein
teilweiser Verlust der ap-lacZ-Expression festgestellt (weiler Pfeil). Innerhalb dieses Klons wurde an
der Grenze zwischen ap+ und ap- Zellen Wg exprimiert (weilRe Pfeilspitze). Der Klon ist durch eine
weilke Linie (in der pouch) gekennzeichnet; die ap-lacZ negative Zellgruppe, innerhalb des Klons, ist
durch eine gelbe Linie markiert. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung gegen Wg wurden ahnliche zirkulare Muster fir Wg auch in
weiteren omb |-o-f Klonen und in jedem Quadranten (AD, AV, PD, PV) der pouch nachgewiesen (Abb.
20 A, B und im Anhang in Abb. 74 und Abb. 75). Hierbei wurden omb Klone beobachtet, die eine
verbindende Wg-Expression zwischen dem zirkularen Muster (innerhalb des omb Klons) und der Wg-
D/V-Expression aufwiesen (Abb. 20 A™" und im Anhang in Abb. 74 A und Abb. 75 A, B) aber auch omb
Klone bei denen dies nicht der Fall war (Abb. 20 B und im Anhang in Abb. 74 B). Eine
Immundoppelfarbung gegen Wg und B-Gal zeigte ein leicht abweichendes Bild, hinsichtlich der
Aktivitat von wg-lacZ (welches B-Galaktosidase (B-Gal) als Indikator flr wg exprimierende Zellen
auspragt) und der Immunfluoreszenzfarbung gegen Wg. Im Vergleich zum zirkularen Wg Muster (anti-
Wg Immunfarbung, Abb. 20 B™") zeigte die Immunfarbung gegen B-Gal (Abb. 20 B") zusatzlich eine
verbindende wg-lacZ-Expression von der D/V-Grenze in den Klon hinein. Das wg-lacZ Transgen

zeigte hierbei eine héhere Sensitivitat als die Immunfluoreszenz gegen Wg.
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Abbildung 20 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind I(1)omb44 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A, B), wg-lacZ
(Grin; A", B"), anti-Wg (Magenta; A, B™"), Uberlagerung des anti-Wg (Magenta) und mRFP (Rot)
Signals (A", B™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. (A, B) Zwischen der wg-lacZ-Expression an der D/V-
Grenze und der zirkularen wg-lacZ-Expression innerhalb des Klons wurde eine verbindende
Expression festgestellt (weilRer Pfeil). Dies galt auch fir die Immunfluoreszenzfarbung gegen Wg in
(A). Hingegen wurde bei der Immunfluoreszenz gegen Wg in (B) keine verbindende Expression
detektiert (weil’e Pfeilspitze). Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

2.1.4 Klonale omb-Uberexpression und ap-lacZ-Expression

Zur weiteren Analyse wurde mit Hilfe der Gal4 flip-out Technik zuféllig positionierte
Uberexpressionsklone von omb (omb g-o-f Klone) erzeugt (Abb. 21; Anhang Abb. 77). Die Klone
wurden im ersten Larvenstadium induziert und in L3 Fligelimaginalscheiben analysiert. Zur
Markierung der Klone wurde ein UAS-RFP Transgen verwendet. Bei den Fligelscheiben in Anhang
Abb. 77 wurde zusatzlich eine Immunfluoreszenzfarbung gegen Omb durchgefiihrt, um das endogene

Expressionsmuster von omb zu visualisieren.
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In einigen omb g-o-f Klonen wurde eine Reduktion oder ein Verlust der ap-lacZ Aktivitat, innerhalb des
dorsalen Kompartiments, festgestellt (weiRe Pfeilspitzen in Abb. 21 A, B; Anhang Abb. 77). Der
Verlust der Ap-Aktivitat fihrte haufig zur Fehlexpression von wg. Ein entsprechender Phanotyp konnte
in allen Regionen des dorsalen Kompartiments beobachtet werden.

In der dorsalen Wg-IR-Domane zeigten Klone mit einer deutlich reduzierten ap-lacZ Aktivitat ebenfalls
eine verminderte Immunfluoreszenz gegen Wg (weil’e Pfeilspitzen in Abb. 21 A, B). Innerhalb der
proximalen hinge und im Notum-Bereich resultierte die Uberexpression von Omb in eine Reduktion
oder einen Verlust der ap-lacZ-Expression sowie in eine verstarkte Expression von Wg (Abb. 21). Wie
auch in Abb. 21 (A) gezeigt, fiihrte ein omb Uberexpressionsklon zum teilweisen Verlust der ap-lacZ-
Expression innerhalb der dorsalen pouch. Innerhalb des Klons — an der Grenze zwischen ap+ und ap-
Zellen — wurde eine ektopische streifenartige Wg-Expression detektiert (gelbe Pfeilspitze in Abb. 21
A™). Aufgrund des teilweisen Verlustes der ap-lacZ-Expression und der unregelmafig verlaufenden
Grenze zwischen ap+ und ap- Zellen, sowohl innerhalb als auch lateral des omb g-o-f Klons, war die
genaue Position des Klons, hinsichtlich der normalen D/V-Grenze, nicht exakt zu bestimmen (Abb. 21
A). Interessanterweise, weist dieser omb g-o-f Klon (Abb. 21 A) eine gewisse Ahnlichkeit mit einem
omb l-o-f Klon (Abb. 19) auf. Hierbei beziehen sich die Gemeinsamkeiten hauptsachlich auf den Effekt
des Klons auf die ap-lacZ-Expression. Wie auch der omb l-o-f Klon (Abb. 19) zeigte der omb g-o-f
Klon (Abb. 21 A) nur einen teilweisen Verlust der ap-lacZ-Expression. Die ap+ Zellen unmittelbar
ventral der ap- Zellgruppe (innerhalb des Klons) lassen — in beiden Fallen, im D-Kompartiment —
Zellbewegungen von lateral nach medial erahnen.

Omb g-o-f Klone, die auRerhalb des Bereichs starker endogener omb-Expression lagen, zeigten eine

ap-lacZ Repression, konnten aber eine erhdhte ap-lacZ-Expression am Rande des Klons aufweisen
(z.B. im Notum-Bereich, Abb. 21 A).

Abbildung 21 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ap-lacZ- und Wg-Expression
ap-lacZ (Griin; A-B), anti-Wg (Magenta; A-C), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot)
Signals (A'-C"), Uberlagerung des anti-Wg (Magenta) und mRFP (Rot) Signals (A""-C ™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Dargestellt sind L3
Fligelimaginalscheiben, in denen UAS-omb Uberexprimierende Klone im ersten Larvenstadium
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induziert wurden. Der Nachweis der Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte durch
Coexpression von UAS-mRFP. (A) Klone in der Wg-IR-Doméane zeigen eine (teilweise oder
vollstandige) Reduktion der ap-lacZ- und Wg-Expresion (weille Pfeilspitzen). Ein Klon (weil3er Pfeil)
erstreckt sich von der D/V-Grenze bis in die dorsale hinge (anterior) und verursacht einen teilweisen
Verlust der ap-lacZ-Expression und eine Umlenkung der Wg-Expression (gelbe Pfeilspitze). (B) Zwei
in der Wg-IR-Domane lokalisierte Klone weisen eine Reduktion der ap-lacZ- und Wg-Expresion auf
(weil’e Pfeilspitzen). (A, B) Im Notum lokalisierte Klone zeigen einen teilweisen oder vollstandigen
Verlust der ap-lacZ-Expression. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die klonale Uberexpression von Omb zu einer
reduzierten Aktivitat von ap (ap-lacZ) und zu einer Fehlexpression von Wg flhrt. In der dorsalen hinge

zeigte sich dies durch eine gleichzeitige Reduktion von ap-lacZ und Wg (Wg-IR) in omb g-o-f Klonen.

2.2 NRE-GFP Reporter

Der Notch-Signalweg kontrolliert wahrend der Fligelentwicklung die Induktion der distalen
Gelenkregion, der Fligelflache und des Fligelrandes sowie die Musterbildung und das Wachstum der
Fligelimaginalscheibe. Wahrend der Pupalentwicklung ist N notwendig, um die Breite der Fligelvenen
festzulegen (Sturtevant und Bier, 1995; de Celis et a., 1997; Huppert et al., 1997). Die Notch-Aktivitat
an der D/V-Kompartimentsgrenze der Fligelscheibe, die sich auf einen schmalen Zellstreifen
beschrankt, reguliert sowohl direkt als auch indirekt die Transkription verschiedener Gene, die fir die
Etablierung und Aufrechterhaltung der distalen Gelenk- und Fllgelstrukturen notwendig sind (Klein
und Arias, 1998b).

Im kanonischen Notch-Signalweg wird der Rezeptor nach Bindung des Liganden gespalten und die
intrazellulare Domane von Notch (Nicd) in den Nukleus transloziert, wo es mit dem TF Suppressor of
Hairless (Su(H)) assoziiert, um die Expression von Zielgenen zu aktivieren — z.B. Gene des Enhancer
of Split (E(spl)) -Komplexes. Die Aktivierung des Notch-Signalwegs kann unter Verwendung eines
NRE-GFP Reporter visualisiert werden. In der Fllgelscheibe ist wingless, an der D/V-Grenze, ein
Zielgen von Notch und dient gleichfalls als Marker fir die Aktivitat des Notch-Signalwegs. Um die
Effekte von omb I|-o-f Klone auf die Wg-D/V-Expression zu bestatigen, wurde ein NRE-GFP-Reporter-
Transgen (Notch-Response-Element-GFP Reporter; Saj et al.; 2010) verwendet. Der N Reporter
NRE-GFP enthalt Bindungsstellen fir Su(H) aus dem Notch Response Element von E(spl/) kombiniert

mit einem Promotor und der kodierenden Sequenz von GFP.

2.2.1 Klonaler omb-Verlust und NRE-GFP-Expression

omb l-o-f Klone, die vollstandig im D- oder V- Kompartiment lokalisiert waren, hatten auf den N
Reporter NRE-GFP einen ahnlichen Effekt wie auf die Wg-Expression (siehe 2.1.3), an der D/V-
Grenze. In der dorsalen pouch lokalisierte omb I-o-f Klone bewirkten eine Ablenkung der NRE-GFP
Reporterexpression nach dorsal (weille Pfeile in Abb. 22 D, E) wahrend ventrale Klone eine
Ablenkung der Expression nach ventral verursachten (weifer Pfeil in Anhang Abb. 78). omb l-o-f
Klone welche die D/V-Grenze Uberspannten, wiesen an der Klongrenze (innerhalb des Klons) eine
schmalere NRE-GFP Reporterexpression auf (gelbe Pfeilspitzen in Abb. 22). In einigen Fallen wurde

auch eine Ausbreitung der NRE-GFP Reporteraktivitat im Zentrum des Klons, auf Hohe der D/V-
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Grenze, beobachtet (weil3e Pfeilspitzen in Abb. 22 C; Anhang Abb. 78 C).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immer wieder abgerundete omb I-o-f-Klone identifiziert die mittig auf
der D/V-Grenze positioniert waren. In Abb. 22 (C) und in Anhang Abb. 78 (A) sind zwei dieser Klone
dargestellt. Diese Klone zeigten eine ektopische Aktivierung des NRE-GFP Reporters in den
angrenzenden wildtypischen Zellen — an der proximalen Seite des Klons (blaue Pfeilspitze in Abb. 22
C). Gleichartige Klone hatten einen ahnlichen Effekt auf die wg-lacZ Aktivitat. Allerdings wurde bei
kleineren Klonen, eine den Klon teilweise oder vollstdndig umspannende wg-lacZ-Expression
festgestellt (Abb. 12). Dies deutet daraufhin, dass die einseitige Notch-Aktivitdt (NRE-GFP), wie sie an
der proximalen Seite der Klone in Abb. 22 (C) und in Anhang Abb. 78 (A) beobachtet wurde,

vermutlich der Grélie der Klone geschuldet war und nicht deren lateralen Position.
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DAPI . : NRE
Abbildung 22 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Notch-Aktivitat

Gezeigt sind /(1)omb44 mutante Klone in L3 Flligelimaginalscheiben. DAPI (Weil3, A-E), NRE-GFP
(Griin; A'-E’), mRFP (Rot; A"-E™), Uberlagerung des NRE-GFP (Griin) und mRFP (Rot) Signals
(A"-E""7). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln;
apikale Einzelbilder wurden entfernt. In der Trachee wurde eine starke NRE-GFP Reporteraktivitat
detektiert (gelbe Pfeile). Der weilte Pfeil markiert die Verlagerung der NRE-GFP-Expression, in den
dorsalen Klon (D, E); weile Pfeilspitzen markieren die Ausbreitung der NRE-GFP-Expression; gelbe
Pfeilspitzen markieren die reduzierte NRE-GFP-Expression an der Klongrenze; blaue Pfeilspitzen
markieren die ektopische NRE-GFP-Expression am Rand des Klons. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Erwartung entsprechend omb I-o-f Klone einen sehr
ahnlichen Effekt auf die NRE-GFP Reporterexpression hatten wie auch auf die Expression von wg, an
der D/V-Grenze der Fligelimaginalscheibe. Beispielsweise zeigten mittelgrole omb I-o-f Klone, die
mittig auf der D/V-Grenze positioniert waren, eine der wg-lacZ Aktivitat (bzw. anti-Wg Immunfarbung)
(Abb. 12) ahnliche Aktivitdt des NRE-GFP Reporters (Abb. 22 C; Anhang Abb. 78 A).

2.3 Diskussion: apterous und Notch

In omb mutanten (bi, bilomb*'%, l(1)omb3793) L3 Flagelimaginalscheiben als auch in omb I-o-f Klonen
wurde an der Grenze zwischen ap-positiven (ap+) und ap-negativen (ap-) Zellen in der pouch eine
Wg-Expression in Zellen beiderseits der Grenze festgestellt. Dies ahnelt der Situation an der Wildtyp-
D/V-Grenze, insofern als auf beiden Seiten der Grenze eine Aktivierung des Notch-Signalweges
stattfindet (de Celis und Bray, 1997; Micchelli et al., 1997). Dies weist darauf hin, dass auch im omb
mutanten Hintergrund die komplexen Regulationsmechanismen ablaufen, die fir eine Notch-
Aktivierung an der normalen D/V-Grenze erforderlich sind — gezeigt Anhand der Notch abhangigen

Genexpression von Wg.

Auswirkungen omb I-o-f Klone auf die D/V-Grenze

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von omb I-o-f Klone auf die ap-lacZ- und Wg-Expression
an der D/V-Grenze von L3 Fligelimaginalscheiben untersucht (siehe 2.1.3). Hierbei wurden Klone
beobachtet, die vollstandig im D- oder V-Kompartiment lokalisiert waren und im distalen Teil des Klons
ap-negative Zellen bzw. ap-positive Zellen enthielten. Einige dieser Klone — die in 2.1.3 als Klone der
Kategorie 3) beschrieben werden — zeigten entweder eine schleifenférmige oder eine zirkulare Wg-
Expression im distalen Teil des Klons. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die zirkulare Wg-
Expression durch eine runde Zellgruppe aus ap- Zellen im D-Kompartiment verursacht wird und
umgekehrt im V-Kompartiment durch eine abgerundete ap+ Zellgruppe. Ein schleifenférmiges Wg
Expressionsmuster fand sich in omb I-o-f Klonen, die Kontakt zur normalen D/V-Grenze hatten, wobei
die Wg-Expression im Klon mit der Wg-D/V-Expression in Verbindung stand (siehe beispielsweise
Abb. 17). Das zirkulare Wg Muster — ohne Verbindung zur Wg-D/V-Expression — wurde hingegen
auch in Klonen festgestellt, die in keinem direkten Kontakt zur normalen D/V-Grenze standen — d.h. in
Klonen die nicht in unmittelbarer Nahe zur D/V-Grenze positioniert waren (siehe beispielsweise Abb.
20 B oder Anhang Abb. 74 B). Eine mdgliche Erklarung fir diesen Phanotyp ist, dass omb I-o-f Klone
die zunachst in Kontakt zur normalen D/V-Grenze standen sich von der D/V-Grenze wegbewegten.
Infolge der Migration eines omb I|-o-f Klons von der D/V-Grenze in das dorsale (bzw. ventrale)
Kompartiment, wirde die ap- Zellgruppe (oder ap+ Zellgruppe) im distalen Teil des Klons von den ap-
Zellen des ventralen Kompartiments (bzw. ap+ Zellen des dorsalen Kompartiments) getrennt. Dieser
Hypothese entsprechend, wurde das schleifenférmige wie auch das zirkulare Expressionsmuster von

Wg stets im weitesten distal gelegenen Teil des Klons detektiert.

Aufgrund der Ergebnisse wird folgendes Model vorgeschlagen: omb |-o-f Klone, die zunachst die
normale D/V-Grenze Uberspannen, bewegen sich in Folge eines Migrationsereignisses in das dorsale

oder ventrale Kompartiment. Klone, welche die D/V-Grenze Uberspannen, exprimieren nur im
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dorsalen Teil des Klons ap und an der Grenze zwischen ap+ und ap- Zellen Wg (Abb. 23 A, D). Bei
einer Migration des Klons in das ventrale Kompartiment trennt sich die ap+ Zellgruppe — welche im
weitesten dorsal gelegenen Teil des Klons positioniert ist — von den ap+ Zellen (wt Zellen) des
dorsalen Kompartiments um schlielich eine isolierte ap+ Zellgruppe innerhalb des ventralen Klons zu
bilden (Abb. 23 D, E, F). Bei einer Migration des Klons in das dorsale Kompartiment, kommt es zur
Trennung der ap- Zellgruppe, die im weitesten ventral gelegenen Teil des Klons positioniert ist, von
den gleichfalls ap- Zellen (wt Zellen) des ventralen Kompartiments, um eine isolierte ap- Zellgruppe
innerhalb des letztendlich dorsal lokalisierten Klons zu bilden (Abb. 23 A, B, C).

Formal ist auch der umgekehrte Vorgang denkbar: Klone entstehen im Innern eines Kompartiments.
Bei Kontakt mit der D/V-Kompartimentgrenze fusionieren Zellen gleicher Affinitat (d.h. Ap+ Zellen mit
dem dorsalen Kompartiment und Ap- Zellen mit dem ventralen). Klone, die uUber der
Kompartimentgrenze liegen waren auch dort entstanden. Gegen diese Hypothese spricht, dass
dorsale omb Klone nicht zum Verlust der ap-Expression fUhren und ventrale omb Klone keine
ektopische ap-Expression bewirken. Fir die klonale Analyse wurden omb I|-o-f Klone im ersten
Larvenstadium generiert und in L3 Fllgelscheiben analysiert. Damit erfolgte die Klonerzeugung vor
Bildung der D/V-Kompartimentgrenze, die im zweiten Larvenstadium durch die Expression von ap im
D-Kompartiment der Fligelscheibe etabliert wird. ap wird ab dem friihen zweiten Larvenstadium in der
Fligelscheibe exprimiert und ist notwendig um eine dorsale Zellidentitdt zu vermitteln und
aufrechtzuerhalten (Cohen et al., 1992; Diaz-Benjumea und Cohen, 1993; Williams et al., 1993; Blair
et al., 1994).

Abbildung 23 Model zum Migrationsverhalten omb I-o-f Klone an der D/V-Grenze

In (A, D) schematische Darstellung eines Klons der Kategorie 2), der die D/V-Grenze Uberlagert. In (B,
C, E, F) schematische Darstellung von Klone der Kategorie 3). Dargestellt sind Klone im dorsalen (B,
C) und im V-Kompartiment (E, F) der pouch. Der Klon ist mit einer roten Linie gekennzeichnet. Die
wg-Expression, an der D/V-Grenze sowie innerhalb des Klons, ist mit einer blauen Linie markiert. Die
ap-Expression ist in tlrkis dargestellt. (A, D) Der Klon Gberlappt die D/V-Grenze und zeigt noch keine
Anderung der ap- und wg-Expression. (B) Der dorsale Klon (mit Kontakt zur D/V-Grenze) verursacht
eine Verzerrung der ap- und wg-Expression nach dorsal. (C) Der dorsale Klon (ohne Kontakt zur D/V-
Grenze) enthalt eine ap-negative Zellgruppe im weitesten ventral gelegene Teil des Klons. (E) Der
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ventrale Klon (mit Kontakt zur D/V-Grenze) verursacht eine Verzerrung der ap- und wg-Expression
nach ventral. (F) Der ventrale Klon (ohne Kontakt zur D/V-Grenze) enthalt eine ap-positive Zellgruppe
im weitesten dorsal gelegene Teil des Klons. Nach dem vorgeschlagenen Model migriert der in (A und
B) gezeigte Klon in das dorsale Kompartiment und bildet den in (C) gezeigten Klon. Entsprechend
bewegt sich der in (D und E) gezeigte Klon in das ventrale Kompartiment und bildet den in (F)
gezeigten Klon. Die schwarzen Pfeile geben den Migrationsverlauf an.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass omb |-o-f Klone haufig die D/V-Grenze Uberspannen
und dass an der D/V-Grenze positionierte Klone eine Verzerrung der D/V-Grenze, sowohl nach dorsal
als auch nach ventral, bewirken kénnen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass omb Klone
generell keine Praferenz flr das dorsale oder ventrale Kompartiment zeigen. Damit ist es
unwahrscheinlich, dass der klonale omb Verlust die dorsale Zellaffinitat in eine ventrale transformiert
oder umgekehrt. Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse wird vorgeschlagen, dass omb Klone die D/V-
Kompartimentsgrenze in beide Richtungen, sowohl in dorsale als auch in ventrale Richtung,
Uberqueren kénnen. Damit hatte Omb an der D/V-Grenze eine ahnlich stabilisierende Rolle, wie sie
bereits an der A/P-Grenze nachgewiesen wurde (Shen und Dahmann, 2005).

Apterous fordert die dorsale Zellaffinitat durch Kontrolle der Expression von caps und frn, deren
Expression im zweiten Larvenstadium auf das dorsale Kompartiment der Flligelscheibe begrenzt ist
(Milan et al., 2001). Die Auswirkungen von omb auf die Expression von caps-lacZ und trn-lacZ werden
in 2.6 behandelt.

Fehlexpression von ap in omb |-o-f Klone

Das Verhalten der Ap fehlexprimierenden Zellen innerhalb der omb Klone weicht von dem Verhalten
reiner Ap Fehlexpressionsklone, wie sie von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurden, ab. Es ist
mehrfach gezeigt, dass die Uberwiegende Mehrheit der Klone, die hinsichtlich der Ap-Aktivitat
fehlspezifiziert sind, in das entsprechende Kompartiment migrieren in dem die Zellen die passende
Ap-Aktivitat aufweisen — wenn diese Klone urspriinglich in Kontakt zur normalen D/V-Grenze standen.
Dementsprechend migrieren Ap exprimierende Klone, welche im V-Kompartiment generiert wurden, in
das D-Kompartiment und umgekehrt Klone dorsalen Ursprungs, denen die Ap-Aktivitat fehlt (z.B.
aufgrund der Expression von dLMO) migrieren in das V-Kompartiment (Milan und Cohen, 2003). Ein
gegensatzliches Verhalten zeigen omb mutante Zellen, welche die ap-lacZ positive Zellgruppe in
ventralen omb |-o-f Klone bilden (Abb. 23 E, F) wie auch die ap-lacZ negative Zellgruppe in dorsalen
omb l|-o-f Klone (Abb. 23 B,C) — nach dem vorgeschlagenen Model. Es scheint, als werde Omb
gebraucht, um die Ap-abhangige Zellaffinitdt zu etablieren. Dabei kénnte Omb die Expression von
Kofaktoren wie Chip oder dLMO kontrollieren, oder kénnte wie Osa die transkriptionelle Aktivitat von
Ap modulieren (Milan et al., 2004).

Basierend auf den Literaturergebnissen, sollten ap+ Klonzellen in ventralen omb Klonen mit ap+
Zellen des dorsalen Kompartiments fusionieren. Ferner sollten dorsale omb Klone aufgrund von ap-
Klonzellen keine Verzerrung der D/V-Grenze bewirken. omb Klone unterscheiden sich damit von omb
mutanten Imaginalscheiben, in denen die gesamte Entwicklung ohne Omb Funktion erfolgt. Der
Unterschied zwischen spatem klonalen omb Verlust und vollstandiger Abwesenheit der omb Funktion

legt nahe, dass Omb nicht direkt reprimierend auf ap wirkt, sondern eher an der Aufrechterhaltung
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eines epigenetisch reprimierten Zustandes beteiligt ist. Die Relevanz epigenetischer Regulation wurde
bereits gezeigt (Oktaba et al., 2008; Bieli et al., 2015).

Im vorgestellten Model (Abb. 23) wird davon ausgegangen, dass eine Notch-Aktivierung am Rand
einer ap- bzw. ap+ Zellgruppe — in omb I-o-f Klone — ein rundes Expressionsmuster von Wg induziert,
wie es in einer Reihe von omb I-o-f Klone nachgewiesen wurde. Im Folgenden werden unter anderem
Hinweise fur diese Annahme diskutiert.

Generell gilt, dass Klone ohne Kontakt zur D/V-Grenze im jeweiligen Kompartiment verbleiben. Es
konnte gezeigt werden, dass Ap exprimierende Klone, die im V-Kompartiment lokalisiert sind, wie
auch dorsale Klone, denen die Ap-Aktivitdt aufgrund der Expression des Inhibitors dLMO fehlt, eine
runde Gestalt besitzen und glatte Rander aufweisen (Milan et al., 1998; Milan und Cohen, 2003).
Klone die flr das Gen apterous mutant sind zeigen ein ahnlichens Verhalten im D-Kompartiment (Blair
et al.,, 1994). Ein Abrunden der Klone dient allgemein der Minimierung der Kontaktflache mit
umgebenden Zellen. In omb I-o-f Klonen, die komplett im D- oder V-Kompartiment lokalisiert waren,
zeigte die ap- bzw. ap+ Zellgruppe im distalen Teil des Klons einen ahnlichen Phanotyp, d.h. eine
runde Form. omb |-o-f Klone runden sich gleichfalls ab, jedoch erscheint ihre runde Form weniger
stark ausgepragt als bei der ap- bzw. ap+ Zellgruppe innerhalb des Klons. Dies deutet darauf hin,

dass der Affinitatsunterschied zwischen Ap+ und Ap- Zellen auch innerhalb von omb Klonen existiert.

Eine bemerkenswerte Beobachtung von Milan und Cohen ist, dass Klone, die Hinsichtlich ihrer Ap-
Aktivitat fehlspezifiziert sind, eine runde Gestalt annehmen, wenn in angrenzenden Zellen — d.h.
auBerhalb des Klons — Notch aktiviert wird, jedoch nicht, wenn die Aktivierung von Notch an den
Klonrandern unterdriickt wird (Milan und Cohen, 2003). Die Autoren konnten also zeigen, dass die
Form von dorsalen Klonen die Ap fehlexprimieren von der Notch-Aktivitat (in den Klon umgebenden wt
Zellen) abhangig ist. Dementsprechend induzieren dorsale dLMO exprimierende Klone am Rand des
Klons, in Klonzellen wie auch in benachbarten wt Zellen, Notch Zielgene (gezeigt an Wg und Cut) und
besitzen eine runde Form (Milan und Cohen, 2003). Wird Necd — eine dominant-negative Form des
Notch-Rezeptors, der die Notch-Aktivierung in einer zellautonomen Weise blockiert (Micchelli und
Blair, 1999) — in dorsalen Klonen mit dLMO coexprimiert, kommt es zu keiner Expression von Notch
Zielgenen (Wg und Cut) in den Klonzellen (Milan und Cohen, 2003). AufRerhalb der Klone wurden
beziiglich der Notch-Aktivierung zwei unterschiedliche Resultate beobachtet. Wird Notch in den
benachbarten wt Zellen ebenfalls nicht aktiviert — Wg und Cut werden nicht induziert — weisen die
dorsalen Klone eine unregelmaflige Form auf. Wird Notch hingegen in benachbarten wt Zellen
aktiviert haben die Klone eine runde Form. Einen unregelmafigen Klon-Phanotyp zeigen auch dorsale
Klone die dLMO und Fng coexprimieren (Milan und Cohen, 2003). Damit kann auch die zirkulare Wg-
Expression in omb |-o-f Klonen, welche auf eine ap- bzw. ap+ Zellgruppe zurtckgefuhrt wird, als
Hinweis flr eine unveranderte Expression und Aktivitat von Fng in diesen Klonen gewertet werden.
Milan und Cohen (Milan und Cohen, 2003) zeigten auf’erdem, dass die klonale Expression einer
konstitutiv aktiven Form des Notch-Rezeptors (Notchi”"a) nicht ausreichend ist, um einen

Affinitatsunterschied in der pouch zu induzieren, folglich diese Klone keine runde Gestalt aufweisen.
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Dies spricht wiederum flir eine abgerundete ap- bzw. ap+ Zellgruppe, als Ursache fir die runde Wg-
Expression — also Notch-Aktivierung — im distalen Teil entsprechender omb |-o-f Klone (siehe Abb.
23).

omb l-o-f Klone an der D/V-Grenze

Die Ergebnisse zeigen, dass omb |-o-f Klone in allen vier Quadranten der pouch ahnliche Effekte auf
die ap-lacZ- und Wg-Expression haben. Auch weisen die Ergebnisse darauf hin, dass omb I-o-f Klone
sowohl in das dorsale als auch in das ventrale Kompartiment migrieren kénnen. Es wurde
geschlulfolgert, dass diese Klone generell keine Praferenz fir das dorsale oder ventrale
Kompariment besitzen. Allerdings war es mdglich, fiir einzelne Klone eine Praferenz flr das dorsale
oder ventrale Kompartiment zu bestimmen. Bei einzelnen Klonen wurde eine Praferenz flr eines der
beiden Kompartimente gewertet, wenn — innerhalb der pouch — der Flachen-Anteil des Klons im
dorsalen und ventralen Kompartiment unterschiedlich gro3 war. Besonders offensichtlich war dies bei
Klonen die vollstandig im D- oder V-Kompartiment lokalisiert waren und mit der endogenen D/V-
Grenze in Kontakt standen (Abb. 17; Abb. 18). Wenn eine Praferenz fir eines der beiden
Kompartimente zu erkennen war — also ein gréfierer Anteil des Klons im D- oder V-Kompartiment lag
— kam es zur Verzerrung der Wg-D/V- (oder NRE-GFP) bzw. ap-lacZ-Expression in Richtung des
praferierten Kompartiments. Entsprechend wurde bei gréReren omb Klonen, welche die D/V-Grenze
Uberspannten und deren Flachen-Anteil im D- und V-Kompartiment der pouch etwa gleich grof3 war —
also keine Praferenz flr eines der beiden Kompartimente bestand — nur ein schwacher oder kein
Effekt auf die Wg-D/V-, NRE-GFP- und ap-lacZ-Expression an der D/V-Grenze festgestellt (Abb. 13;
Abb. 22).

Eine mdgliche Erklarung fir den Phanotyp von omb Klonen an der D/V-Grenze ist, dass omb mutante
Zellen eine verminderte Affinitat sowohl flr dorsale als auch fiir ventrale Zellen besitzen (siehe Janody
et al.,, 2003). Infolgedessen wirde der mutante Klon aus jenem Kompartiment herausgedrickt
werden, in dem weniger mutante Zellen liegen. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese, bildete nur
ein kleiner Anteil der Klonzellen die fehlspezifizierte (ap- bzw. ap+) Zellgruppe im distalen Teil von
omb mutanten Klonen (Abb. 17; Abb. 18). Auch wurde zwischen dorsalen und ventralen omb Klonen
kein Unterschied, beziglich der Klongestalt, festgestellt. In der pouch waren die Klone meist
abgerundet und wiesen eine gleichmalige Klongrenze auf. Dies minimiert den Kontakt zwischen dem
Klon und den umliegenden Zellen. Shen und Kollegen (Shen et al., 2010) zeigten, dass die Omb-
Expression von der A/P-Grenze nach aufen hin abfallt, dass aber die Omb Konzentration parallel zur
A/P-Grenze in der pouch konstant ist. Parallel zum Omb-Gradienten verandert sich die Gestalt von
omb Klonen (nahe an der A/P-Grenze rund, entfernt von der A/P-Grenze mit unregelmafliger
Kontour). Diese wurde als Hinweis auf die Omb-abhangige Expression eines Zellaffinitatsfaktors

interpretiert.

Migration von omb I-o-f Klone an der D/V-Grenze
Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit wird im vorgeschlagenen Model (Abb. 23) von einem
Migrationsereignis der omb l-o-f Klone, an der D/V-Grenze, ausgegangen. Allerdings stellt sich die

Frage was die treibende Kraft hinter diesen Zellbewegungen ist.
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Wie oben bereits erlautert, bilden Zellen an der Grenze zwischen D- und V-Kompartiment ein
Signalzentrum, welches die Musterbildung entlang der D-V Achse kontrolliert. Die Notch-Aktivierung
an der D/V-Grenze ist fir das Wachstum der Fligelscheibe notwendig, dabei fiihrt die symmetrische
Aktivierung von Notch und seinen Zielgenen zu einem symmetrischen Wachstum im D- und V-
Kompartiment. Indem Ap die Expression von fng im D-Kompartiment der Fliigelscheibe aktiviert (Irvine
und Wieschaus, 1994) wird in den dorsalen Zellen sowohl ap als auch fng exprimiert, wahrend
ventralen Zellen eine entsprechende Expression fehlt. Zudem besitzen Zellen mit einer veranderten
Ap-Aktivitat auch eine veranderte Fringe-Aktivitat. Nach Rauskolb und Kollegen (Rauskolb et al.,
1999), nehmen Klone mit einer veranderten Fringe-Aktivitdt die Signaleigenschaften des
gegenuberliegenden Kompartiments an und verschieben an der D/V-Grenze das Signalzentrum
gegenuber der endogenen Kompartimentsgrenze. Ein unmittelbar dorsal der D/V-Grenze
positionierter fng mutanter Klon verschiebt die Notch-Aktivitdt um den Klon aber zeigt keine Notch-
Aktivitat an der Grenze zwischen Klon und V-Kompartiment. Wenn das Wachstum in Bezug auf das
versetzte Signalzentrum symmetrisch ist, kdnnte der Klon durch das Wachstum des umgebenden
Gewebes in das entgegengesetzte Kompartiment gedriickt werden (Blair und Ralston, 1997). Dieser
Mechanismus wurde von Blair und Ralston fiur die A/P-Kompartimentsgrenze formuliert und als
~pushing“-Mechanismus von Milan und Kollegen (Milan und Cohen, 2003) fir die D/V-
Kompartimentsgrenze diskutiert. Im Fall des dorsalen fng Klons sollte das unterschiedliche
Wachstum, am versetzten Signalzentrum, die fng mutanten Zellen aus dem D-Kompartiment
herausdricken (Milan und Cohen, 2003).

Im D- oder V-Kompartiment lokalisierte omb I-o-f Klone, mit Kontakt zur normalen D/V-Grenze, zeigten
in ihrem distalen Teil eine Verlagerung der ap-lacZ- und Wg-D/V-Expression und somit eine
Verschiebung des Signalzentrums gegeniber der endogenen Kompartimentgrenze (Abb. 23). Wie
bereits oben erlautert, kann davon ausgegangen werden, dass omb mutante Zellen mit einer ap-lacZ-
Expression auch fng exprimieren und umgekehrt Zellen ohne eine ap-lacZ-Expression eine
entsprechende fng-Expression fehlt. Im Fall eines vollstandig im D-Kompartiment lokalisierten omb
Klons, gilt demzufolge, dass die im weitesten ventral gelegenen Teil des Klons positionierte ap-lacZ-
negative Zellgruppe keine fng-Expression besitzt. In dieser Hinsicht ahnelt diese omb mutante
Zellgruppe einem fng Klon im D-Kompartiment. Voraussetzung hierbei ist, dass der Klon (omb und
fng) in unmittelbarer Nahe zur D/V-Grenze positioniert ist. Nach dem ,pushing“-Mechanismus, sollte
ein symmetrisches Wachstum, am versetzen Signalzentrum, die ap-lacZ-negative Zellgruppe (im
dorsalen omb l-o-f Klon) aus dem D-Kompartiment herausdriicken. Das Resultat ware ein omb Klon
der die D/V-Grenze Uberlagert, mit einer geraden Wg-Expression an der D/V-Grenze und einem
groflen dorsalen und einem kleinen ventralen Anteil. Solche Klone wurden jedoch in spaten L3
Fligelimaginalscheiben nicht festgestellt.

Nach dem vorgeschlagenen Model (Abb. 23) wird die ap-lacZ-negative Zellgruppe (im weitesten
ventral gelegenen Teil des dorsalen omb I-o-f Klons) nicht aus dem D-Kompartiment herausgedriickt,
vielmehr bewegen sich deren Zellen als Teil des Klons in das D-Kompartiment. Es ist vorstellbar, dass
in omb Klonen kein symmetrisches Wachstum am versetzten Signalzentrum stattfindet. Zhang und

Kollegen (Zhang et al., 2013) zeigten, dass Omb die Proliferation in Abhangigkeit von der Entfernung
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zu A/P-Grenze moduliert. Effekte orthogonal zur D/V-Grenze wurden in dieser Arbeit nicht untersucht,

sind aber in den gezeigten Daten nicht augenfallig.

Ein vergleichbarer Phanotyp wie bei omb l-o-f Klone, mit einer Verschiebung der ap- und wg-
Expression an der D/V-Grenze, wird in der Literatur fir skuld und kohtalo mutante Klone beschrieben
(Janody et al., 2003). Fir eine weiterflihrende Untersuchung und einen Vergleich der Auswirkungen
von omb und kto mutanten Klonen auf die D/V-Kompartimentsgrenze, wurden ebenfalls kfo mutante
Klone in L3 Flugelimaginalscheiben analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse werden in 2.4.1

erlautert.

2.4  kohtalo (kto)

Drosophila kohtalo (kto) und skuld (skd; ehemals blind spot (Gutiérrez et al., 2003)) kodieren fiir die
Orthologen der Mediator-Komponenten Med12 und Med13 (Treisman, 2001). Sie bilden gemeinsam
mit Cyclin C und CDKS8 ein fakultatives Modul (CDK8-Modul genannt), welches reversibel an den
Drosophila-Mediator-Komplex binden kann (Conaway und Conaway, 2011). Der hochkonservierte
Mediator-Komplex spielt bei der RNA-Polymerase |l (RNAPII) abhangigen Gentranskription eine
zentrale Rolle, indem er als Vermittler die Verbindung zwischen verschiedenen Transkriptionsfaktoren
und der basalen Transkriptionsmaschinerie herstellt (Borggefe und Yue, 2011; Conaway und
Conaway, 2011). Dieser bis zu 30 Untereinheiten umfassende Protein-Komplex ist in drei Domanen
organisiert, namlich Kopf, Mitte und Schwanz. Das Cdk8-Modul kann optional in dem Mediator-
Komplex anwesend sein und dadurch als Regulator der Komplex-Aktivitat wirken und die Interaktion
zwischen dem Mediator-Komplex und der RNAPII modulieren (zusammengefasst in Conaway und
Conaway, 2011). Das regulatorische Cdk8-Modul ist zwischen verschiedenen Spezies ebenfalls hoch
konserviert und es konnte gezeigt werden, dass dieses Submodul sowohl als Ko-Repressor als auch
als Ko-Aktivator agieren kann (zusammengefasst in Borggrefe und Yue, 2011).

Die Transkription von Wg-Zielgenen in Drosophila (oder der verwandten Wnt-Proteine in anderen
Spezien) wird durch die Stabilisation und die Translokation von Armadillo (Arm, Drosophila B-Catenin)
in den Nukleus und dessen Bindung an den TF Pangolin (Pan, Drosophila TCF) vermittelt. Das
Adapterprotein Legless (Lgl, Drosophila Bcl-9) vermittelt die Rekrutierung und Bindung von Pygopus
(Pygo) an den Arm-Pan-Komplex (zusammengefasst in Stadeli et al., 2006). Es gibt Hinweise darauf,
dass in Drosophila Pygo die Transkription von Wg-Zielgenen aktiviert, indem er mit Skd und Kto

interagiert um dadurch den Mediator-Komplex zu rekrutieren (Carrera et al., 2008).

Kto und Skd spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Fligelscheibe (Janody et al., 2003;
Loncle et al., 2007; Carrera et al., 2008; Janody und Treisman, 2011; Mao et al., 2014). Kto und Skd
bilden einen Komplex (Kto-Skd-Komplex) und wirken als negative Regulatoren fiir die Expression
einer Reihe von Genen. In der Fligelscheibe verursachen kto und skd mutante Klone nicht
unterscheidbare Phanotypen und zeigen identische Effekte auf Genexpressionen (Janody et al., 2003;
Carrera et al., 2008; Janody und Treisman, 2011; Mao et al., 2014). Auch ist in der Fliigelscheibe der
Phanotyp der skd-kto-Doppelmutante von dem der Einzelmutanten nicht unterscheidbar (Janody et

al., 2003). In Drosophila sind kto und skd am Wg-, Notch- sowie Hh-Signalweg beteiligt, die bei der
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Fligelscheibenentwicklung eine wesentliche Rolle spielen. Bei der Kompartimentierung der
Fllgelischeibe weisen kto und skd eine identische Wirkung hinsichtlich der Zellaffinitat auf (Janody et
al., 2003). Ferner besteht eine konsistente Anforderung flir skd und kto fir die Expression von Genen,
die durch Wg positiv reguliert werden (Carrera et al., 2008). Von der D/V-Grenze aus aktviert Wg (als
Morphogen) unter anderem die Expression von vestigial (vg), Distal-less (DIl) und senseless (sens)
(Zecca et al., 1996; Neumann und Cohen, 1997a, Nolo et al., 2000). An der D/V-Grenze lokalisierte
skd oder kto mutante Klone exprimieren Wg an der D/V-Grenze (d.h. die Wg-D/V-Expression bleibt
erhalten), wahrend die vgQE-lacZ-, Dll-lacZ- und Sens-Expression verloren gehen (Carrera et al.,
2008). Zusatzlich kommt es zu einer Ausweitung und Verstarkung der wg-lacZ- und Wg-Expression in
skd oder kto mutanten Klone an der D/V-Grenze (Carrera et al., 2008). Auch konnte gezeigt werden,
dass die Repression von teashirt (tsh) in der pouch der Fliigelscheibe sowohl Wg als auch skd und kto
erfordert (Zirin und Mann, 2004; Carrera et al., 2008).

2.4.1 Klonaler kto-Verlust und Wg-Expression

Fir die vorliegende Arbeit wurden kto mutante Klone im ersten Larvenstadium induziert und in L3
Fligelimaginalscheiben analysiert. Die Auswirkungen dieser Klone, auf die Expression von Ap, Wg,
Vg und Omb wurden unter Verwendung von Antikdrpern gegen das entsprechende Protein

untersucht.

Abbildung 24 Wg- und Vg-Expression in einer wildtypischen Flligelimaginalscheibe

DAPI (Weil3; A), arm-lacZ (Rot; A’), anti-Wg (Grin; A™), anti-Vg (Grin; A™™"). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.

kto mutante Klone, welche die D/V-Grenze Uberspannten (Abb. 26; Abb. 27 A, B) oder mit der Wg-
Expression an der D/V-Grenze in Kontakt standen (Abb. 27 C), zeigten eine Ausbreitung der Wg-
Expression innerhalb des Klons. Innerhalb der pouch lokalisierte kto Klone, die keinen direkten
Kontakt zur D/V-Grenze hatten, zeigten im weitesten distal gelegenen Teil des Klons eine ektopische
Wg-Expression (Abb. 25 A, B). Solche Klone wurden sowohl im D- als auch im V-Kompartiment auf
Héhe der A/P-Grenze beobachtet. Es wurden nur wenige ktfo Klone gefunden, die komplett im D- oder
V-Kompartiment lokalisiert waren und mit der D/V-Grenze in Kontakt standen. In diesen Klonen wurde
— neben einer Ausbreitung der Wg-Expression — eine schwache Ablenkung der Wg-D/V-Expression,
in Richtung des Klons, festgestellt (Abb. 25 A; Abb. 26 A).
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Abbildung 25 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Wg-Expression
L3 Flugelimaginalscheibe mit kto mutanten Klonen. Die arm-lacZ-Expression markiert das Wildtyp-
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Gewebe und ist mit anti-B-Gal (Rot) markiert. anti-B-Gal (Rot; A, B, C), anti-Wg (Grln; A’, B", C°),
Uberlagerung des anti-Wg (Griin) und anti-B-Gal (Rot) Signals (A, B, C). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; In (A-A™, B-B™*, C-C™) ist die
apikale Halfte und in (A"™-A""", B""°-B7"7, C7'-C™ ") ist die basale Halfte der Flligelscheibe gezeigt.
(A) Der posteriore kfo mutante Klon (im PV Quadranten der pouch) verursachte eine Ablenkung der
Wg-DV-Expression nach ventral. (B, C) In der pouch lokalisierte kto mutante Klone, zeigten eine
ektopische Wg-Expression im distalen Teil des Klons. Alle Fluoreszenzbilder wurden

Tonwertkorrigiert.

2.4.2 Klonaler kto-Verlust und Vg-Expression
An der D/V-Grenze lokalisierte kto Klone wiesen eine erhdhte Vg-Expression auf (Abb. 26). In kleinen
Klonen war die Ausdehnung der Expression von Vg mit der von Wg vergleichbar (Abb. 26 B), in

groflieren Klonen zeigte die Vg-Expression hingegen eine geringere Ausdehnung (Abb. 26 A).

Abbildung 26 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Wg- und Vg-Expression

L3 Fligelimaginalscheibe mit kto mutanten Klonen. Die arm-lacZ-Expression markiert das Wildtyp-
Gewebe und ist mit anti-B-Gal (Rot) markiert. anti--Gal (Rot; A, B), anti-Wg (Grin; A", BY),
Uberlagerung des anti-Wg (Griin) und anti-B-Gal (Rot) Signals (A, B™). anti-Vg (Griin; A™, B™). In
allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A) Der anteriore
kto mutante Klon, der die D/V-Grenze Uberspannt, zeigte eine Ausbreitung der anti-Wg Farbung. Der
posteriore kto mutante Klon (im PD Quadranten der pouch) verursachte zuséatzlich eine schwache
Ablenkung der Wg-DV-Expression nach dorsal. (B) Ein kfo mutanter Klon, der die D/V-Grenze
Uberspannt, zeigte eine Ausbreitung der anti-Wg Farbung sowie eine Zunahme der anti-Vg Farbung.
Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

2.4.3 Klonaler kto-Verlust und Omb-Expression

Die Fluoreszenzfarbung fiir Omb ergab eine starkere Omb-Expression in kto mutanten Klonen, die in
der medialen pouch — also im Bereich mit einer starken endogenen Omb-Expression — lokalisiert
waren (Abb. 27). In jingeren L3 Fliigelscheiben schien die Omb-Expression in diesen kto Klonen

starker als in spateren L3 Fligescheiben (Abb. 27 A, C), im Vergleich zur wt Expression.
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Abbildung 27 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Wg- und Omb-Expression




L3 Fligelimaginalscheibe mit kto mutanten Klonen. Die arm-lacZ-Expression markiert das Wildtyp-
Gewebe und ist mit anti-B-Gal (Rot) markiert. anti-B-Gal (Rot; A, B, C), anti-Wg (Grln; A’, B", C°),
Uberlagerung des anti-Wg (Griin) und anti-B-Gal (Rot) Signals (A, B, C). anti-Omb (Griin; A",
B", C 7). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; In
(A-A™, B-B™, C-C™) ist die apikale Halfte und in (A""-A™""" BT ot ) ist die
basale Halfte der Fligelscheibe gezeigt. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

2.4.4 Klonaler kto-Verlust und Ap-Expression

Folgende Ergebnisse beschreiben die Effekte von kfo mutanten Klonen auf die Expression von Ap
und beziehen sich auf Beobachtungen an einzelnen Klonen. Es wurden nur wenige
Fligelimaginalscheiben erhalten, die kto Klone enthielten und gleichzeitig gegen Ap gefarbt waren.
Wie in Abb. 28 A gezeigt, wurde in einem vollstandig im V-Kompartiment lokalisierten kto Klon eine
Ap+ Zellgruppe im weitesten dorsal gelegen Teil des Klons detektiert. Sowohl der Klon als auch die
Ap+ Zellgruppe wiesen eine runde Gestalt auf. Die Fluoreszenz-Intensitdt von Ap war in der Ap+
Zellgruppe innerhalb des Klons deutlich hdher als in der dorsalen pouch (Abb. 28 A). In der dorsalen
pouch lokalisierte kto Klone zeigten ebenfalls eine erhdhte Fluoreszenz-Intensitat fir Ap (Abb. 28 B,
C).

Abbildung 28 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Ap-Expression

Gezeigt sind L3 Fligelimaginalscheiben mit kto mutanten Klonen. (A-C) Wildtyp-Gewebe ist mit anti-B-
Gal (Rot) markiert und zeigt die arm-lacZ-Expression. anti-B-Gal (Rot; A), anti-Ap (Magenta; A*-C’),
Uberlagerung des anti-Ap (Magenta) und anti-B-Gal (Rot) Signals (A"-C). In allen Bildern ist anterior
links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. In (A"*-A""") ist der Klon mit einer weilten
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Linie gekennzeichnet. (A) Der posteriore kto mutante Klon (im PV Quadranten der pouch) zeigte eine
anti-Ap Farbung im dorsal gelegen Teil des Klons. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

2.5 Diskussion: kohtalo

Kto und skd an der D/V-Kompartimentsgrenze

An der D/V-Grenze lokalisierte kto mutante Klone verursachten eine Ausbreitung der Wg-Expression
in den Klon hinein (Abb. 25 B; Abb. 26). kto Klone, welche die D/V-Grenze kreuzten, wiesen neben
einer Expansion der Wg-Expression auch eine gesteigerte Vg-Expression auf (Abb. 26). Aufgrund der
Position der betroffenen Klone kann davon ausgegangen werden, dass die erhéhte Immunfluoreszenz
gegen Vg innerhalb des Klons auf die Aktivitat des vgBE zurtickzufihren ist. Diese Annahme steht im
Einklang mit der Beobachtung, dass an der D/V-Grenze lokalisierte skd oder ko mutante Klone wg
und vgBE-lacZ an der D/V-Grenze exprimieren und dass deren Expression in die Klone hinein
expandiert (Janody et al., 2003; Carrera et al., 2008; Janody und Treisman, 2011). Janody und
Treisman (Janody und Treisman, 2011) schlussfolgerten, dass in Zellen nahe der D/V-Grenze Kto und
Skd flr die Repression von wg und vgBE bendtigt werden, aber nicht fir deren Aktivierung.

Im Unterschied zu kto Klone zeigten omb |-o-f Klone in vergleichbarer Lage, keine Ausweitung der
Wg-Expression an der D/V-Grenze (Abb. 13). Es wurde berichtet, dass die Expression von vgQE-lacZ
in skd oder kto mutante Klone verloren geht (Carrera et al., 2008). Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit, mittels Antikdrperfarbung gegen Vg, fiir kto Klone jedoch nicht eindeutig bestatigt werden (Abb.
26). In der Fllgelscheibe wird omb fir die Expression des vgQE, aber nicht flr die Expression des
vgBE bendtigt (del Alamo Rodriguez et al., 2004). Dementsprechend zeigten omb Nullmutante L3
Fligelscheiben eine Vg-Expression auf der D/V-Grenze und einen Verlust der Vg-Expression in der
vgQE-Domaéane (Abb. 44). Interessanterweise zeigten einige omb I-o-f Klone, welche die D/V-Grenze
Uberspannten, eine Ausbreitung der NRE-GFP Reporteraktivitat an der D/V-Grenze (Abb. 22 C;
Anhang Abb. 78 C). Dies konnte darauf hinweisen, dass omb bendtigt wird um eine Notch-
Signalaktivitat in Zellen nahe der D/V-Grenze zu verhindern.

In jingeren L3 Fligelscheiben war die Omb-Expression in kfo mutanten Klonen deutlich erhdht, wie in
Abb. 27 (A) zu sehen. Die Doppelfarbung gegen Wg und Omb zeigte neben einer starkeren Omb-
Expression auch eine Ausbreitung der Wg-D/V-Expression in den Klon hinein sowie einen Verlust der
Wg-IR-Expression in der dorsalen hinge (Abb. 27). Die Uberexpression von Omb fiihrte zu einer
Reduktion oder einem Verlust der Wg-IR-Expression in der dorsalen hinge aber nicht zu einer
Ausbreitung der Wg-D/V-Expression (Abb. 21; Abb. 42; Abb. 43).

Zellen an der D/V-Grenze exprimieren und sezernieren Wg, das als weitreichendes Morphogen wirken
kann um Zielgene — einschliel3lich omb — in der pouch zu aktivieren (Zecca et al., 1996). Es konnte
gezeigt werden, dass Wg auf lange Distanz wirkt und die Transkription von Zielgenen (gezeigt an DI/
und vg) graduell hochreguliert, abhangig von der Konzentration und der Entfernung von den Wg
sezernierenden Zellen (Zecca et al., 1996). Es ist daher denkbar, dass eine Expansion der Wg-D/V-
Expression — wie in kfto Klonen beobachtet (Abb. 26; Abb. 27) — eine starkere Omb-Expression
verursachen kann. Allerdings war eine starkere Omb-Expression nur innerhalb des kto Klons

feststellbar (Abb. 27), was auf eine zellautonome Regulation schlieen lasst und durch eine alleinige
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Funktion von Wg nicht zu erklaren ist. Ferner scheint die Omb-Expression in der hinge — die

unabhangig von Wg reguliert wird — ebenfalls in kto Klonen starker als in wt Gewebe (Abb. 27 A, C).

Nach Carrera und Kollegen (Carrera et al., 2008) sind skd und kto fir die Expression des Dpp-
Zielgens spalt (sal) in der pouch nicht erforderlich. In der zitierten Publikation wird eine Fliigelscheibe
mit einem in der pouch lokalisierten kto Klon gezeigt, in dem eine leicht starkere Immunfluoreszenz
von sal-lacZ zu erkennen ist. In der Fliigelscheibe wird omb in der pouch durch Wg und Dpp reguliert,
in der hinge hingegen nur durch den Dpp-Signalweg (Grimm und Pflugfelder, 1996). Die starkere
Omb-Expression in kto Klonen — in der pouch und/oder in der dorsalen hinge — kénnte moglicherweise
durch den Dpp-Signalweg vermittelt werden. In der hinge Region kann Wg als Vermittler der erhdhten
Omb-Expression in kto Klonen ausgeschlossen werden, da in kfo hinge-Klonen die Wg-Expression
verloren geht.

Dpp gehoért zu den Bone Morphogenic Protein (BMP) Liganden der Transforming Growth Factor 3
(TGF-B)-Superfamilie (Padgett et al., 1987). Der Dpp-Signalweg enthalt nur wenige Komponenten die
zudem hoch konserviert sind. Die Signaltransduktion beginnt, wenn Dpp-Dimere an einen
Rezeptorkomplex, bestehend aus Thickvein (Tkv, Drosophila Typ-I-Rezeptor) und Punt (Drosophila
Typ-lI-Rezeptor), binden. Bei Ligandenbindung wird Tkv durch Punt phosphoryliert um als aktiviertes
Tkv wiederum Mothers-against-Dpp (Mad, P-Mad in seiner phosphorylierten Form, Drosophila Smad)
zu phosphorylieren. Nach Komplexierung von P-Mad mit Medea (Med, Drosophila Co-Smad)
transloziert der P-Mad/Med-Komplex in den Nukleus, wo es mit zusatzlichen TF die Transkription von
Dpp-Zielgenen aktiviert (zusammengefasst in Hamaratoglu et al., 2014). Fir humane Krebszellen
wurde gezeigt, dass der Med12 Knockdown zu einer Hochregulation von Typ-lI-Rezeptorprotein fiihrt
und damit zu einer Aktivierung der Signalwegstransduktion (Huang et al., 2012). Interessanterweise
konnte MED12 auch im Zytoplasma nachgewiesen werden wahrend andere Untereinheiten des Cdk8-
Moduls nur im Nukleus lokalisiert sind. Die Ergebnisse von Huang und Kollegen (Huang et al., 2012)
weisen darauf hin, dass zytoplasmatisches MED12 mit dem Typ-lI-Rezeptor direkt interagieren kann
um dessen Funktion negativ zu Beeinflussen. Die Repression von MED12 flihrt daher zu einer
Aktivierung der TGF-B-Signalisierung (Huang et al., 2012). Fir Drosophila wurde eine vergleichbare
Beteiligung von Kto an der Dpp-Signalisierung bisher nicht beschrieben. Um zu Uberprifen ob eine
veranderte Dpp-Signalisierung in kfo mutanten Klonen, in der Flligelimaginalscheibe, fir die starkere

Omb-Expression verantwortlich ist, kdnnte eine P-Mad Farbung durchgefliihrt werden.

Janody und Kollegen (Janody et al., 2003) untersuchten die Auswirkungen von kfo und skd auf die
A/P- und D/V-Kompartimentsgrenze der Fliigelimaginalscheibe. skd oder kto mutante Klone die vor
Bildung der D/V-Grenze induziert wurden und im D-Kompartiment von L3 Flligelscheiben lokalisiert
sind, enthalten ap-defiziente Zellen im weitesten ventral gelegenen Teil des Klons, wohingegen
ventrale Klone ap exprimierende Zellen in ihrem am weitesten dorsal gelegenen Teil aufweisen
(Janody et al., 2003). Damit zeigen diese Klone einen ahnlichen Phanotyp wie omb Klone, die
vollstéandig im D- oder V-Kompartiment von L3 Fliigelscheiben lokalisiert sind. Ahnlich wie omb Klone
sind skd und kto Klone in der Lage die Wg-Expression an der D/V-Grenze entweder in die dorsale

oder ventrale Richtung zu verzerren (Janody et al., 2003). Diese Ergebnisse stimmen weitgehend mit
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den eigenen Beobachtungen an kto Klonen an der D/V-Grenze Uberein. omb und kfo Klone zeigten
einen ahnlichen Effekt auf die Wg-D/V-Expression — in der pouch von L3 Fliigelscheiben — wenn der
Klon vollstandig im D- oder V-Kompartiment lokalisiert war und Kontakt zur Wg-D/V-Expression
bestand. Dabei kam es zu einer Ablenkung der Wg-Expression in Richtung des Klons (Abb. 18; Abb.
25 A; Abb. 26 A). Passend zu dieser Beobachtung wiesen ventral der D/V-Grenze lokalisierte Klone,
die in Kontakt zur Wg-D/V-Expression standen und fir omb oder kto mutant waren, eine ektopische
Ap-Expression im weitesten dorsal gelegenen Teil des Klons auf (Abb. 18; Abb. 28 A). Diesen Klonen
war eine abgerundete Klongestalt, die runde Gestalt der Ap+ Zellgruppe wie auch die Position der

Ap+ Zellgruppe, innerhalb des Klons, gemeinsam.

In der pouch lokalisierte kto Klone, die in einiger Entfernung zur Wg-D/V-Expression — d.h. ohne
Kontakt zur D/V-Grenze - positioniert waren, wiesen eine starke ektopische Wg-Expression im
weitesten distal gelegenen Teil des Klons auf (Abb. 25 B,C). Zu bemerken ist, dass dieser Effekt
ausschlieBlich im medialen Bereich der Fligelscheibe, etwa auf Héhe der A/P-Grenze, festgestellt
wurde. Eine mdgliche Erklarung flr diesen Phanotyp, kénnte eine Fehlexpression von Ap liefern,
ahnlich wie im Model (Abb. 23) fir omb Klone beschrieben. Allerdings wurde in der Literatur bisher
kein entsprechender Phanotyp flr kto oder skd Klone beschrieben. Zudem wurde in kfo Klonen —
anders als in omb Klonen — keine zirkulare Wg-Expression festgestellt (vergleiche Abb. 25 B',C"™ mit
Abb. 19 A’ und Abb. 20 B™).

Es scheint unwahrscheinlich, dass der in kto Klonen beobachtete Effekt auf die Ap-Expression durch
eine starkere Omb-Expression vermittelt wird. Verglichen mit kfo Klonen zeigten omb g-o-f Klone
einen zum Teil gegenteiligen Effekt auf die Ap-Expression, wenn die Klone in der dorsalen Halfte der
pouch lokalisiert waren. So war in einigen omb g-o-f Klone eine Reduktion oder ein Verlust der Ap-
Expression feststellbar (Abb. 21; Anhang Abb. 78), wahrend kfo Klone eine starkere Ap-Expression
aufwiesen (Abb. 28).

Kto und skd an der A/P-Kompartimentsgrenze

In der Flugelscheibe verursacht der Verlust von kfo und skd eine Verzerrung der A/P-
Kompartimentsgrenze (Mao et al., 2014). skd oder kto mutante Klone anteriorer Herkunft, die in der
Nahe der A/P-Grenze lokalisiert sind, kreuzen haufig die A/P-Kompartimentsgrenze in Richtung des
posterioren Kompartiments (Janody et al., 2003). Im Hinblick auf die A/P-Kompartimentsgrenze wurde
bei omb mutanten Klonen ein dhnliches Verhalten beschrieben wie fiir kfo und skd. Dabei verschieben
omb Klone anteriorer Herkunft, die nahe der A/P-Grenze Iokalisiert sind, die A/P-
Kompartimentsgrenze gleichfalls in Richtung des posterioren Kompartiments (Shen und Dahmann,
2005). omb, kto oder skd Klone, die (teilweise) in das posteriore Kompartiment migrieren, exprimieren
Ci aber nicht hh-lacZ (Janody et al.,, 2003, Shen und Dahmann, 2005). Damit sind in der
Fligelscheibe omb wie auch kto und skd fir die normale Position der A/P-Grenze notwendig. Fur die
Segregation von anterioren und posterioren Zellen ist die Aktivitdt von Ci in anterioren Zellen

erforderlich (Dahmann und Basler, 2000). Eine direkte Beeinflussung der Ci-Aktivitat wurde fir Kto
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und Skd nachgewiesen (Mao et al., 2014), fiir Omb wird eine Funktion stromabwarts oder parallel zu

Ci angenommen (Shen und Dahmann, 2005).

Omb unterscheidet sich durch seine Wirkung auf die Zellproliferation wie auch Apoptose, in der
Flligelscheibe (siehe 4.9.1 und 4.9.2) von Kto und Skd. So wurde berichtet, dass kfo und skd keinen

offensichtlichen Einfluss auf die Zellproliferation oder die Apoptose haben (Carrera et al., 2008).

2.6 capricious (caps) und tartan (trn)

Die Gene capricious (caps) und tartan (trn), die beide LRR-Transmembranproteine kodieren, zeigen
wahrend der Larvalentwicklung eine dynamische Expression in der Fliigelimaginalscheibe (Milan et
al., 2001). Im frihen zweiten Larvenstadium, wenn die D/V-Grenze festgelegt wird, werden caps und
trn ausschlief3lich im D-Kompartiment exprimiert. Als friilhe Zielgene von Ap tragen caps und trn zur
Etablierung der D/V-Affinitatsgrenze bei, wahrend ihrer transienten Expression in dorsalen Zellen. Es
wurde vorgeschlagen, dass Caps und Trn den Zellen eine dorsal-spezifische Zellaffinitat verleihen
(Milan et al., 2001). Spater in der Entwicklung, im dritten Larvenstadium, werden caps und frn dann in
zwei lateralen Domanen in der Fllgelscheibe exprimiert (im D- und V-Kompartiment), dabei wird die
Expression von caps und trn durch spalt (sal) reprimiert (Milan et al., 2001; Milan et al., 2002). In der
L3 Fligelscheibe erzeugen Caps und Trn dann Affinitdtsunterschiede zwischen medial und lateral
gelegenen Zellen (Milan et al., 2002). An der Aufrechterhaltung der D/V-Grenze sind beide Proteine
nicht beteiligt.

Omb ist fur die Aktivierung von sal (ebenfalls ein Dpp-Zielgen) in der distalen Fligelscheibe
erforderlich (del Alamo Rodriguez et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass in omb Nullmutanten
L3 Flugelscheiben die sal-Expression in der pouch verloren geht und die Expression von caps und trn

(visualisiert mittels lacZ-Linien) auf die gesamte pouch erweitert ist (del Alamo Rodriguez et al., 2004).

2.6.1 Systemischer omb-Verlust und trn-lacZ- und caps-lacZ-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von trn und caps mit Hilfe von Enhancer-Trap-Linien
(trn-lacZ, caps-lacZ) visualisiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Auswirkungen eines klonalen
omb Verlusts auf die Expression von caps-lacZ und trn-lacZ untersucht werden. Hierfiir durchgefihrte

Kreuzungen (siehe 5.2.13) ergaben jedoch keine fir die klonale Analyse geeignete Genotypen.

Die trn-lacZ- und caps-lacZ-Expression wurde zunachst mittels X-Gal Farbung in wildtypischen und
I(1)omb3798 mutanten L3 Fllgelscheiben untersucht. Im Vergleich zu wt L3 Fligelscheiben zeigten
/(1)omb3798 L3 Fllgelscheiben eine ektopische trn-lacZ- und caps-lacZ-Expression in der distalen
Fliigelscheibe (Abb. 29; Abb. 30), in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von del Alamo
Rodriguez und Kollegen (del Alamo Rodriguez et al., 2004). Die ektopische Aktivierung von trn-lacZ
und caps-lacZ erzeugte innerhalb der pouch ein teilweise variables und komplexes Farbemuster.

Vorwiegend in spaten L3 /(1)omb3198

Fligelscheiben konnten distale Bereiche der pouch ungefarbt
oder zumindest schwacher gefarbt sein als umliegende Bereiche (Abb. 29; Abb. 30). In der dorsalen
hinge war die trn-lacZ- und caps-lacZ-Expression haufig medial reduziert oder unterbrochen (Abb. 29;

Abb. 30).
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Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 29 Expressionsmuster von trn-lacZ in wt und I(1)omb3198 Fligelscheiben

Die trn-lacZ-Expression in Flugelscheiben einer wildtypischen (Kontrolle; A-D) und I(1)omb3198 (E-P)
Larven des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. Dargestellt sind
Fligelscheiben des frihen/mittleren (B) und spaten (A, C-F) dritten Larvenstadiums. In allen Bildern
ist anterior links und dorsal oben. (E-P) In I(1)omb3198 mutanten Fligelscheiben wurde frn-lacZ in der
distalen Fligelscheibe ektopisch exprimiert. (G-P) In der dorsalen hinge war die trn-lacZ-Expression

unterbrochen.
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Abbildungl 30 Expressionsmuster vbn caps-lacZ in wt und /(1)omb3198 Flligelscheiben

Die caps-lacZ-Expression in Fllgelscheiben einer wildtypischen (Kontrolle; A) und I(1)omb3198 (D-F)
Larven des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. Dargestellt sind
Fligelscheiben des friihen/mittleren (B) und spaten (A, C-F) dritten Larvenstadiums. In allen Bildern
ist anterior links und dorsal oben. In I(1)omb3798 mutanten Fligelscheiben war in der distalen
Flliigelscheibe eine ektopische caps-lacZ-Expression festzustellen, in der dorsalen hinge war die caps-
lacZ-Expression reduziert und medial unterbrochen.

2.6.2 Klonale omb-Uberexpression und caps-lacZ-Expression

In Abb. 31 sind die Effekte von zufallig positionierten UAS-omb Uberexprimierenden Zellklonen (omb
g-o-f Klone) auf die caps-lacZ-Expression gezeigt. In L3 Fligelscheiben zeigten omb g-o-f Klone,
welche in der medialen pouch lokalisiert waren, eine relativ starke ektopische caps-lacZ Aktivitat
(weilte Pfeilspitzen in Abb. 31). Einige omb g-o-f Klone, die in anderen Bereichen der Fliigelscheibe
positioniert waren, wiesen ebenfalls eine ektopische, aber deutlich schwachere caps-lacZ Aktivitat auf
(weilte Pfeile in Abb. 31).
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Abbildung 31 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die caps-lacZ-Expression

caps-lacZ (Griin; A-D), anti-Omb (Magenta; A-D"), Uberlagerung des caps-lacZ (Griin) und mRFP
(Rot) Signals (A*-D"), Uberlagerung des caps-lacZ (Griin) und anti-Omb (Magenta) Signals (A""-D ™).
In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Dargestellt
sind L3 Flugelimaginalscheiben, in denen UAS-omb Uberexprimierende Klone im ersten
Larvenstadium induziert wurden. Der Nachweis der Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte
durch Immunfluoreszenz gegen Omb und durch Coexpression von UAS-mRFP. (A-D) Klone in der
medialen pouch (in der Omb-Doméane) zeigen eine starke caps-lacZ-Expression (weilke Pfeilspitzen).
Aulierhalb der pouch, in Bereichen mit einer schwachen oder ohne caps-lacZ Farbung, weisen die
Klone haufig eine schwache caps-lacZ-Expression auf (weille Pfeile). Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.

2.6.3 Diskussion: capricious und tartan

Es ist bekannt, dass omb fiir die Aktivierung der sal-Expression, in der distalen Fligelscheibe,
erforderlich ist (del Alamo Rodriguez et al., 2004). In der spaten L3 Fllgelscheibe reprimiert Sal die
Expression von trn und caps (Milan et al., 2002), so dass beide Gene komplementar zur sal Domane

exprimiert werden (del Alamo Rodriguez et al., 2004). In omb Nullmutanten Fllgelscheiben (wie auch
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in Klonen) fehlt die Expression von sal und die Expression von caps und trn expandiert in die pouch
(del Alamo Rodriguez et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wies das Farbemuster von caps-lacZ
und frn-lacZ im omb Nullmutanten Hintergrund haufig ungefarbte Bereiche in der distalen
Fligelscheibe auf (Abb. 29 und Abb. 30). Dies kdonnte moglicherweise auf eine unvollstandige
Aufhebung der Sal vermittelten negativen Kontrolle (Repression) der caps- und trn-Expression
beruhen, was jedoch unwahrscheinlich ist, oder aber auf eine von sal unabhangige Regulation der
caps- und trn-Expression hindeuten. Sekundare Effekte durch den omb Verlust sind ebenfalls
denkbar.

Uberexpressionsklone von omb — die im ersten Larvenstadium induziert wurden — zeigten in L3
Fligelscheiben eine ektopische caps-lacZ Aktivitat in der pouch — sowohl im D- als auch im V-
Kompartiment (Abb. 31). Es konnte gezeigt werden, dass in der Fligelscheibe die sal-Expression
durch eine Uberexpression von Omb (omb g-o-f) nicht oder nur geringfiigig beeinflusst wird (Shen et
al., 2010). Damit scheint die ektopische caps-lacZ-Expression in omb g-o-f Klonen (Abb. 31) nicht
tiber sal zu erfolgen. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass bei Verlust und Uberexpression von Omb
zwei verschiedene Mechanismen die caps (caps-lacZ) -Expression vermitteln — vermutlich ein sal-
abhangiger Mechanismus (bei Omb Verlust) und ein sal-unabhangiger Mechanismus (bei Omb

Uberexpression).

Im zweiten Larvenstadium induziert Apterous die Expression von caps und trn in der Flligelscheibe
(Milan et al., 2001). omb g-o-f Klone zeigten keine zellautonome Aktivierung von ap (gezeigt mittels
ap-lacZ), vielmehr zeigten einige dorsale omb Uberexpressionsklone eine Reduktion der ap-lacZ-
Expression (Abb. 21; Anhang Abb. 77). Damit sprechen die vorgestellten Ergebnisse gegen eine Ap

vermittelte Aktivierung von caps oder trn in omb g-o-f Klone.

Es gibt Hinweise darauf, dass Caps oder Trn exprimierende Klone ventraler Herkunft versuchen in
das dorsale Kompartiment zu migrieren (Milan et al., 2001). Dementsprechend verschieben ventral
lokalisierte Klone, die Caps oder Tartan exprimieren, haufig die ap-Expression (gezeigt mittles ap-
lacZ) als auch die Wg-DV-Expression nach dorsal (Milan et al., 2001) — ohne aber in das dorsale
Kompartiment einzuwandern. Caps und Trn exprimierende Klone, die vor Bildung der D/V-Grenze
generiert wurden und die D/V-Grenze Uberlagern, zeigen eine Praferenz flr das dorsale
Kompartiment — d.h. sie besitzen einen wesentlich kleineren ventralen Anteil. Viele von diesen Klonen
verzerren die Wg-DV-Expression nach dorsal (Milan et al., 2001).

Wenngleich die Mdglichkeit besteht, dass in der pouch lokalisierte omb |-o-f Klone eine ektopische
Expression von caps und frn bewirken, zeigten omb l-o-f Klone generell keine Praferenz fir das
dorsale Kompartiment (siehe 2.3). Ferner befinden sich omb g-o-f Klone gleichermal3en im D und im
V-Kompartiment der pouch. Im Fall einer caps- und/oder trn-Expression in omb |-o-f Klonen (in der
pouch) ist es denkbar, dass die von Caps und Trn vermittelte Zellaffinitdt einem anderen
Mechanismus untergeordnet ist und/oder die Interaktion mit mdglichen Signalpartnern (z.B.
Zelloberflachenproteinen) gestort ist. Es wurde vorgeschlagen, dass Caps und Trn mit anderen
Oberflachenproteinen interagieren, die im D-Kompartiment exprimiert werden (Milan et al., 2001;
Milan et al., 2005).

58



Interessanterweise besitzen ventrale Caps und Trn exprimierende Klone Signaleigenschaften von
ventralen Zellen (Milan et al., 2001). Diese Klone induzieren in benachbarten ventralen Zellen keine
Wg-Expression — auch ist die Wg-DV-Expression normal, wo ventrale Klone mit dem D-Kompartiment
in Kontakt stehen (Milan et al., 2001). In dieser Hinsicht unterscheiden sie sich von ventralen Ap sowie
Fng exprimierenden Klonen, die dorsale Signaleigenschaften aufweisen (Panin et al. 1997; Fleming et
al. 1997; Milan et al., 2001; Milan und Cohen, 2003).

Das im vorgestellten Model (Abb. 23) vorgeschlagene Migrationsverhalten von omb |-o-f Klonen — in
das dorsale als auch in das ventrale Kompartiment einzuwandern — kann durch eine veranderte Caps

oder Trn Aktivitat nicht erklart werden.

2.7 pointed (pnt)

Das Gen pointed (pnt) kodiert fur zwei Isoformen, PntP1 und PntP2 (Klambt, 1993). Phosphoryliertes
PntP2 ist ein downstream Effektor des EGFR-Signalweges (Scholz et al., 1993) und in der friihen
Fligelimaginalscheibe ist PntP2 fir die Expression des EGF-Liganden vein notwendig. Nach
Initiierung der vein-Expression wird diese durch eine positive Rickkopplungsschleife, welche durch
PntP2 vermittelt wird, amplifiziert und aufrechterhalten (Paul et al., 2013). Als Teil dieser
Rickkopplungsschleife ist der Vn/EGFR-Signalweg flir die vn-Expression erforderlich (Wang et al.,
2000). Die Expression von pntP2 und vein ist am Ende des zweiten Larvenstadiums auf den
proximalen (dorso-proximalen) Bereich der Fligelimaginalscheibe begrenzt. Zu diesem Zeitpunkt
werden pntP2 und vein auch in anderen Zelltypen exprimiert: pntP2 in Myoblasten und vein in
Trachealzellen (Paul et al., 2013). In der L3 Flligelscheibe wird pntP2 fast ausschlieRlich in den
Myoblasten exprimiert, wahrend vn in epidermalen Zellen exprimiert wird (Paul et al., 2013). Damit ist
deren Beziehung nur transient und PntP2 nur in der friihen Fligelscheibe flir die Expression von vein
notwendig (Paul et al., 2013).

Boisclair Lachance und Kollegen konstruierten ein Pnt-GFP-Transgen um die Protein Expression
beider Isoformen von pnt (PntP1 und PntP2) zu visualisieren. In der L3 Fllgelscheibe wird Pnt-GFP in
einem Teil des Notums, in der dorsalen und ventralen hinge (genauer: in der dorsalen hinge, distal
und proximal der H/H-Falte) und in einem kreuzartigen Streifenmuster in der pouch exprimiert
(Boisclair Lachance et al., 2014). Damit ahnelt das Expressionsmuster in der pouch der Expression

von rhomboid (rho).

2.7.1 Systemischer omb-Verlust und pnt-lacZ-Expression

Die in dieser Arbeit verwendete pnt-lacZ Enhancer-Trap-Linie gab nur einen Teil der Pnt-GFP-
Expression wieder (siehe Boisclair Lachance et al., 2014), sowohl in der Fllgel- als auch in der
Beinimaginalscheibe. In wildtypischen Fligelscheiben, konnte nur in spaten L3 Flligelscheiben eine
punktférmige Expression in der dorsalen hinge, distal und proximal der H/H-Falte, beobachtet werden
(Abb. 32 C, D). In I(1)omb3798 mutanten L3 Fligelscheiben wurde hingegen keine pnt-lacZ-Expression
in der dorsalen hinge festgestellt (Abb. 32 F-K). Die Halfte der untersuchten /(1)omb3198

Fliigelscheiben (4 von 8) zeigten eine ektopische pnt-lacZ-Expression im Zentrum der Scheibe (in der
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distalen pouch)(Abb. 32 F-l), wahrend die andere Halfte der Fligelscheiben keine Expression
erkennen lieRen (Abb. 32 J-K).
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Abbildung 32 Expressionsmuster von pnt-lacZ in wt und /(1)omb3198 Flligelscheiben

Die pnt-lacZ-Expression in Fligelscheiben von wildtypischen (Kontrolle; A-D) und /(1)omb3198 (E-K)
Larven des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. Dargestellt sind
Fligelscheiben des frihen/mittleren (A, E) und spaten (B-D, F-K) dritten Larvenstadiums. In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. (C, D) In spaten L3 wt Fligelscheiben zeigte die pnt-lacZ
Linie eine punktférmige Expression distal und proximal der H/H-Falte. (F-K) In /(1)omb3198 mutanten
Fligelscheiben wurde keine pnt-lacZ-Expression in der dorsalen hinge festgestellt. (F-I1) In der distalen
Fligelscheibe wurde pnt-lacZ ektopisch exprimiert.

2.8 kekkon1 (kek1)

In der Augen- und Fligelimaginalscheibe reguliert kekkon1 (kek1) die EGFR-Aktivitdt durch eine
negative Ruckkopplungsschleife (Ghiglione et al.,, 2003). Das kek1 Gen kodiert ein
Transmembranprotein, das sechs zusammenhangende Leucin-reiche Repetitionseinheiten (LRR;
Leucine-Rich Repeats) und eine Immunglobulin (lg)-ahnliche Domane enthalt (Musacchio und
Perrimon, 1996). Kek1 ist in der Lage mit dem EGF-Rezeptor Heterodimere (inaktive Komplexe) zu
bilden, wodurch aktivierende Liganden daran gehindert werden an den Rezeptor zu binden (Ghiglione
et al., 1999; Ghiglione et al., 2003). Die Aktivierung des EGF-Rezeptors induziert die Transkription von
negativen Regulatoren, wie Kekkon1 und Argos, die infolgedessen den Wirkungsbereich der EGFR-
Signalisierung einschranken. kek1 wird in solchen Zellen induziert, die eine hohe und mittlere EGFR-
Aktivierung erfahren (Shilo, 2005).
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2.8.1 Systemischer omb-Verlust und kek1-lacZ-Expression

Die Expression von kek1 wurde unter Verwendung einer Enhancer-Trap-Linie (kek7-lacZ) untersucht.
Musacchio und Perrimon (Musacchio und Perrimon, 1996) zeigten, dass die kek7-lacZ Linie 15A6 die
Expression des endogenen kek1 Gens spiegelt. In der wildtypischen L3 Fllgelscheibe wurde kek1-
lacZ in der Intervenenregion zwischen der dritten und vierten Longitudinalvene exprimiert. In der hinge
bildete die kek1-lacZ-Expression einen unvollstandigen Ring, mit einer prominenten Unterbrechung im
P-Kompartiment der dorsalen hinge (Abb. 33 A-C). In der dorsalen hinge war die Expression
zusatzlich durch die H/H-Falte in eine distale und proximale Domane unterteilt. In der ventralen hinge
war die kek1-lacZ-Expression hingegen sehr schwach ausgepragt (Abb. 33 A-C). Im Vergleich zur

Kontrolle war in I(1)omb3198

L3 Fligelscheiben keine Unterbrechung der kek1-lacZ-Expression in der
dorsalen hinge festzustellen (Abb. 33 D-l). In spaten L3 Fligelscheiben wurde zusatzlich eine
Ausweitung der Expression, von der dorsalen hinge in die dorsale pouch, festgestellt (Abb. 33 F-I).
Diese ektopische Expression von kek1-lacZ betraf vorwiegend die mediale Fliigelscheibe. Die meisten
spaten L3 Fllgelscheiben zeigten eine stark erhdhte kek7-lacZ-Expression in der anterior-ventralen
hinge (Pleura) und eine ebenfalls starke ektopische Expression im Zentrum der Scheibe (vermutlich

innerhalb der ventralen pouch) (Abb. 33 G-I).
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Abbildung 33 Expressionsmuster von kek7-lacZ in wt und /(1)omb Fligelscheiben

Die kek1-lacZ-Expression in Fligelscheiben von wildtypischen (Kontrolle; A-C) und /(1)omb3798 (D-1)
Larven des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. Dargestellt sind
Fligelscheiben des frihen/mittleren (D, E) und spaten (F-I) dritten Larvenstadiums. In allen Bildern ist

3198
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anterior links und dorsal oben. (A-C) In wt Fligelscheiben weist die kek17-lacZ-Expression eine
Unterbrechung in der dorsalen hinge auf. (D-l) In I(1)omb3198 mutanten Fligelscheiben war die kek1-
lacZ-Expression in der dorsalen hinge geschlossen und in spaten L3 Fllgelscheiben in die dorsale
pouch erweitert. (H-I) In der distalen Flligelscheibe wurde kek1-lacZ ektopisch exprimiert.

2.9 Diskussion: EGFR Signalaktivitat

EGFR-Signalwegaktivitat in der pouch von omb Nullmutanten Flligelscheiben

Die Abhangigkeit der kek1-Expression von der EGFR-Aktivitat in der L3 Fligelscheibe wurde bereits
nachgewiesen. So wurde beispielsweise gezeigt, dass die Expression einer dominant-negativen Form
des EGF-Rezeptors (MS1096-GaI4>UAS-DERDN) zu einer starken Reduzierung der kek1-Expression
(visualisiert mittels kek7-lacZ) innerhalb der pouch von L3 Fllgelscheiben fihrt (Ghiglione et al.,
2003). Umgekehrt resultiert die Expression einer aktivierten Form des EGF-Rezeptors (MS1096-
Gal4>UAS-Atop) in eine Erweiterung der kek7-lacZ-Expression in der pouch von L3 Fligelscheiben
(Ghiglione et al., 2003). MS1096-Gal4 treibt Expression in der dorsalen Halfte der pouch (Capdevila
und Guerrero, 1994).

Mit kekkon1 (kek1-lacZ; Abb. 33) und pointed (pnt-lacZ; Abb. 32) werden in der distalen pouch von
omb Nullmutanten Fliigelscheiben zwei Faktoren ektopisch exprimiert, die Gber eine negative bzw.
positive Rickkopplungsschleife den EGFR-Signalweg regulieren (Ghiglione et al., 2003; Paul et al.,
2013). Da kek1 und pnt als Reporter fiur die EGFR-Signalisierung fungieren, wurde geschlussfolgert,
dass der omb Verlust zu einer ektopischen Aktivierung des EGFR-Signalweges in der dorsalen hinge
und pouch fuhrt. Nicht in allen untersuchten omb Nullmutanten Fllgelscheiben wurde eine ektopische
Expression von kek1-lacZ (bzw. pnt-lacZ) in der distalen pouch beobachtet (Abb. 33; Abb. 32). Es ist
bekannt, dass kek1 in Zellen induziert wird, die eine hohe EGFR-Aktivierung erfahren (Shilo, 2005).
Dies konnte darauf hinweisen, dass nicht in allen omb Nullmutanten Flligelscheiben eine ausreichend
starke ektopische EGFR-Signalisierung — in der medialen pouch — vorliegt um kek7-lacZ und pnt-lacZ
zu aktivieren. Ferner unterscheiden sich in omb Nullmutanten Fllgelscheiben, die ektopische
Expression von kek1-lacZ (bzw. pnt-lacZ) von der ektopischen ap-Expression innerhalb der medialen
pouch. Im Vergleich zu kek1-lacZ wird ap in einem weiteren Bereich exprimiert, sodass ap
exprimierende Zellen groRe Domanen im V-Kompartiment bilden (Abb. 8). In der wildtypischen
Fligelscheibe wird ap auch in Zellen exprimiert, die in Bereichen liegen, die nur niedrige Level an Vn
aufweisen und folglich nur eine schwache Vn/EGFR-Signalisierung erhalten (Wang et al., 2000; Paul
et al., 2013).

In omb Nullmutanten Fligelscheiben werden neben ap auch die Gene des iro-C fehlexprimiert. So
konnte in der medialen pouch von omb Nullmutanten Flligelscheiben eine starke Aktivierung der iro-C-
Genexpression (visualisiert mittels mirr-lacZ) nachgewiesen werden (Wang et al., 2016). Da bekannt
ist, dass der Vn/EGFR Signalweg sowohl die ap als auch die iro-C-Genexpression im dorso-
proximalen Bereich der friihen Fligelimaginalscheibe induziert (Wang et al., 2000; Zecca und Struhl,
2002a), liegt die Vermutung nahe, dass in omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben ein aktivierender
EGFR-Ligand — vermutlich Vn oder Spi — fehlexprimiert wird und eine ektopische EGFR-
Signalisierung auslost.

Sowohl Vn exprimierende Klone im D-Kompartiment von vn mutanten Fllgelscheiben als auch Rho

exprimierende Klone — welche als ektopische Quellen von aktivem Spi fungieren — in vn mutanten
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oder wildtypischen Flliigelscheiben bilden ap exprimierende Domanen, die mehrere Zelldurchmesser
grofler sind als der Klon (Zecca und Struhl, 2002a). Hierbei wird ap auch in einem Bereich mit
niedrigerer EGFR-Signalisierung exprimiert. Wie an der normalen D/V-Kompartimentsgrenze,
exprimieren die Zellen an der Grenze dieser ektopischen ap Expressionsdoméane ebenfalls Wg (Zecca
und Struhl, 2002a). Solche Vn oder Rho exprimierende Klone zeigen auch einen nicht-zellautonomen
Effekt auf die iro-C-Genexpression, jedoch wird die Iro-C-Expression in einem kleineren Bereich
induziert und/oder aufrechterhalten (Zecca und Struhl, 2002a). Diese Ergebnisse passen zu der
Annahme, dass ein Ligand des EGF-Rezeptors in omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben fehlexprimiert
wird, in dessen Folge vermutlich Zielgene des EGFR-Signalwegs, wie ap und jro-C, in der ditsalen

Fligelscheibe fehlexprimiert werden.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass es in omb Nullmutanten Fllgelscheiben zu
einer Aktivierung des EGFR-Signalweges in der medialen pouch kommt. Dies spricht fiir eine
repressive Wirkung von Omb auf die Signalaktivitadt des EGFR-Signalweges. In Ubereinstimmung mit
dieser Hypothese werden in omb Nullmutanten Fligelscheiben apterous und die Gene des Iro-C, in

der medialen pouch ektopisch exprimiert.

EGFR-Signalwegaktivitat in der hinge von omb Nullmutanten Fligelscheiben

In omb Nullmutanten Fligelscheiben findet sich ektopische iro-C-Genexpression in der medialen
pouch (Wang et al., 2016). Zusatzlich kann aber auch eine ektopische Expression in der dorsalen
hinge — distal der H/N-Falte — festgestellt werden (Anhang Abb. 79 (Wang et al., 2016)). In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung, wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass in
omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben die EGFR-Signalisierung innerhalb der dorsalen hinge wie auch
in der pouch deutlich erhdht ist, wie durch die Expression des EGFR-Signalweg Reporters kek1
angezeigt (Abb. 33). Wang und Kollegen (Wang et al., 2000) untersuchten die Auswirkungen einer
Fehlregulation der EGFR-Signalisierung in der Fligelimaginalscheibe. Hierbei zeigte sich, dass die
Expression eines konstitutiv aktivem EGF-Rezeptors, innerhalb der omb Expressionsdomane (omb-
GaI4/UAS-EGFRM°p4'2), zu einer Reduzierung der Vg-Expression in der pouch fihrt (Wang et al.,
2000). Ferner wird auch bei klonaler Uberexpression der aktivierten Form von EGFR (UAS-
EGFRM""4'2) die Vg-Expression innerhalb des Klons reduziert (Wang et al., 2000). Desgleichen wurde
in omb Nullmutanten Fligelscheiben (sowie in omb /-o-f Klonen) eine Reduzierung der vgQE-Aktivitat
in der pouch festgestellt (del Alamo Rodriguez et al., 2004; siehe 4.3.1). Wie in der vorliegenden
Arbeit beschrieben, kommt es in omb Nullmutanten Flligelscheiben zu einer Erweiterung der Vg-
Expression von der anterioren D/V-Grenze in die dorsale hinge (wei3e Pfeilspitzen in Abb. 44). Eine
ahnliche Modulation der Vg-Expression in der anterior-dorsalen hinge kann auch nach EGFR-
Hyperaktivierung in der omb Expressionsdoméane (omb-GaI4/UAS-EGFRM""4'2)
(Anhang Abb. 79 (Wang et al., 2000)). Morphologische Defekte, innerhalb der dorsalen hinge und der

festgestellt werden

dorsalen pouch, wie in omb Nullmutanten Fllgelscheiben beobachtet, sind mit einer EGFR-

Hyperaktivierung in diesen Bereichen vereinbar (Anhang Abb. 79 (Wang et al., 2000)).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die veranderte Vg-Expression, wie sie durch EGFR-
Hyperaktivierung in der omb Domane erhalten wird (Anhang Abb. 79 (Wang et al., 2000)), weitgehend
die Vg-Expression in omb Nullmutanten Fligelscheiben widerspiegelt; mit einer reduzierten Vg-
Expression innerhalb der pouch und einer Erweiterung der Vg-Expression in die dorsale hinge. Dies
steht im Einklang mit einer erhéhten und nach distal erweiterten EGFR-Signalisierung in der dorsalen

hinge sowie einer erhéhten EGFR-Signalisierung in der pouch von omb Nullmutanten Fllgelscheiben.
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3 Einleitung: Omb-Funktion in der Fligelgelenkentwicklung (Thema 2)

3.1 Entwicklung des Flugelgelenks bei Drosophila

Die Flugelentwicklung bei Drosophila ist einer der am besten untersuchten Prozesse der
Entwicklungsbiologie. Die groften Anstrengungen richteten sich auf die Untersuchung der
Wachstums- und Musterbildungsprozesse in der Fliigelanlage der larvalen Fligelimaginalscheibe, aus
der das spatere Flugelblatt entsteht. Zusatzlich zu der Fligelanlage (pouch) besitzt die
Fligelimaginalscheibe auch die Anlage fiir einen Teil des Thorax (notum) und fiir das Fligelgelenk
(hinge), welches das Fllgelblatt mit der Kérperwand verbindet. Das Fligelgelenk ist hinsichtlich ihrer
Struktur und Funktion weitaus komplexer als das Fllgelblatt. Die vergleichsweise grof3e Fligelflache
der adulten Fligel ist hauptsachlich auf die Streckung der Epithelzellen wahrend der Metamorphose
zuruckzufihren (Fristrom et al., 1993). Die Regionen notum, hinge und pouch weisen in dem
zweidimensionalen Anlagenplan der Fligelimaginalscheibe vergleichbare Grélken auf (Bryant, 1975).
Der von Bryant erstellte Anlageplan ergibt ein Flachenverhaltniss von 0.35 : 0.32 : 0.33 (notum : hinge
: pouch). Bei einer gleich grolken Zelloberflache, wie bei den Zellen des Hauptepithels der
Fligelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums (L3) gegeben, erlaubt das Flachenverhaltnis eine
entsprechende Schatzung der Zellzahl. Die hinge von L3 Fligelimaginalscheiben weisen
charakteristischerweise drei apikale und zwei basale Falten auf, welche die pouch umgeben (del
Alamo Rodriguez et al., 2002). Experimentelle Hinweise sprechen dafir, dass die Gelenkanlage
Einfluss auf die Entwicklung des Fligelblatts nimmt und fir dessen Entstehung notwendig ist (Ng et
al., 1995; Neumann und Cohen, 1996a).

Das Fligelgelenk wird gewoéhnlich als eine Spezialisierung entlang der proximo-distalen (P-D) Achse
untersucht, die sich vom proximal gelegenen Thorax zur distal gelegenen Spitze des Flligels erstreckt.
Diese Betrachtungsweise ist gerechtfertigt, weil die meisten Gene, deren Funktion in der
Gelenkentwicklung analysiert wurden, in der Fligelimaginalscheibe ein kreisférmiges
Expressionsmuster (in der pouch) oder ein ringformiges Expressionsmuster (in der hinge) aufweisen,
deren Zentrum die kinftige distale Fllgelspitze entspricht (Abb. 34 B). Gene, welche die
Gelenkentwicklung proximal beschranken, werden im Notum-Bereich der Fligelimaginalscheibe
exprimiert.

Die anfangliche Unterteilung der Fliigelimaginalscheibe in Notum und Fllgelanlage wird durch die
EGFR und Wg Signalwege vermittelt. Wahrend des zweiten Larvenstudiums aktiviert der Vn/EGFR-
Signalweg neben der ap-Expression (siehe 1.6 und 1.7) auch die Expression der Gene des iroquois-
Komplexes (iro-C) in der proximalen Flligelimaginalscheibe (Wang et al., 2000; Zecca und Struhl,
2002a). Der iroquois-Komplex (iro-C) wird von den drei Genen mirror (mirr), araucan (ara) und
caupolican (caup) gebildet, die flr Proteine mit einer Homéodomane kodieren (Gomez-Skarmeta et
al.,, 1996). Ein Unterschied zwischen ap und iro-C besteht hinsichtlich der Ausdehnung ihrer
Expressionsdomanen. Im Vergleich zu den iro-C-Genen induziert der Vn/EGFR-Signalweg ap
anfanglich in einem viel grélReren Bereich, der schliellich das gesamte dorsale Kompartiment fullt
(Wang et al., 2000; Zecca und Struhl, 2002a). Im Gegensatz zur ap-Expression scheint fiir die
Aufrechterhaltung der iro-C-Genexpression eine kontinuierliche EGFR-Signalisierung erforderlich zu
sein (Zecca und Struhl, 2002a).
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Den Genen des iro-C wird eine Selektor-dhnliche Rolle zugeschrieben (Cavodeassi et al., 1999, Diez
del Corral et al., 1999, Wang et al., 2000). Die Expression dieser Gene, im proximalen Bereich der
Fligelscheibe, ist fir die Notum-Spezifikation essentiell, da — frihzeitig induzierte und proximal
lokalisierte — Klone, die fir Iro-C mutant sind, die Identitat der dorsalen hinge annehmen (Diez del
Corral et al., 1999). Die Gene des iro-C scheinen Zellen spezielle Affinitatseigenschaften zu verleihen,
so besitzen Zellen die Iro-C ektopisch exprimieren eine unterschiedliche (also veranderte) Zellaffinitat
und I6sen sich aus dem Zellverbund mit nicht-iro-C exprimierenden Zellen (Diez del Corral et al.,
1999; Zecca und Struhl, 2002b). Distal begrenzt wird die Expression der iro-C-Gene durch den
repressiven Einfluss von msh (muscle-segment homeobox, Dr — FlyBase) und Dpp (Cavodeassi et al.,
2002; Villa-Cuesta und Modolell, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung der endogenen
N/H-Falte in der proximalen Fligelimaginalscheibe die komplementare Expression von Omb in der
hinge und des Iro-C im Notum erfordert (Wang et al, 2016).

B

DV

Wg Nab Zfh2 Tsh
Vg Nub STAT Hth
Aktivitat

Abbildung 34 Expressionsmuster hinge-relevanter Gene

(A,B) schematische Zeichnung der Fllgelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums. (A) dorsales
Kompartiment: hellblau, posteriores Kompartiment: hellgriin. (B) Die drei apikalen Falten (B/H:
Blade/Hinge, H/H: Hinge/Hinge, H/N: Hinge/Notum) und die beiden basalen Falten (dbH: distale
basale Hinge, pbH: proximale basale Hinge) in der dorsalen hinge sind gekennzeichnet. Die
Expressionsdomanen einiger Gene sind flr die dorsale Fliigelimaginalscheibe gekennzeichnet. dorsal
ist oben und anterior ist links. D/V: D/V-Kompartimentgrenze; DH, distale hinge; PH, proximale hinge;
gap: gap-Domane. (A) verandert nach (Pflugfelder et al., 2017). (B) verandert nach (Terriente et al.,
2008 und Ayala-Camargo et al., 2013).
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4 Ergebnisse und Diskussion (Thema 2)

4.1 decapentaplegic (dpp)

Fir die Etablierung und Aufrechterhaltung der A/P-Kompartimentsgrenze, in der
Fligelimaginalscheibe, ist die Expression des posterioren Selektorgens en (und inv) als auch die
Signalisierung von Hh und Dpp erforderlich (Morata und Lawrence, 1975; Blair und Ralston, 1997;
Rodriguez und Basler, 1997; Dahmann und Basler, 2000; Shen und Dahmann, 2005).

4.1.1 Systemischer omb-Verlust und dpp-lacZ-Expression

Die Expression von dpp wurde mittels einer Enhancer-reporter-Linie (dpp-lacZ) untersucht. Die
Aktivitat der Linie BS3.0 spiegelt die Expression von dpp in den Imaginalscheiben (Blackman et al.,
1991). In der wildtypischen Fligelscheibe wird dpp in einem schmalen Streifen anteriorer Zellen
entlang der A/P-Kompartimentgrenze exprimiert (Abb. 35 A).

In L3 Flugelscheiben der Serie wt, bi, bilomb*>"*® und /(1)omb3198 erschien mit abnehmendem Omb
Niveau sowohl die Expressionsstarke als auch der Expressionsbereich von dpp-lacZ in gleicher Weise
verstarkt (Abb. 35; Abb. 37; Anhang Abb. 80 bis Abb. 83). In /(1)omb®'®® L3 Fliigelscheiben war stets
eine prominente Erweiterung der dpp-lacZ-Expression in das anteriore Kompartiment der pouch
feststellbar (Abb. 35 F; Abb. 37), wobei das Expressionsmuster im A-Kompartiment der pouch

3198

unregelmaig erschien. In der pouch von bi und bi/lomb L3 Flugelscheiben war die Ausdehnung

der dpp-lacZ-Expression ebenfalls, wenn auch schwacher, erweitert (Anhang Abb. 81 und Abb. 82).

In der dorsalen hinge wurde die Position der apikalen und basalen Falten anhand der DAPI
Kernfarbung bestimmt und fir die Beschreibung der Expression herangezogen. Im Vergleich zu wt

wurde in bi und bilomb>'%®

Fligelscheiben des spaten dritten Larvenstadiums eine verstarkte und/oder
breitere dpp-lacZ-Expression in der dorsalen hinge, vor allem in Domane 3 (zwischen der dbH- und
H/H-Falte), festgestellt (Abb. 35; Abb. 36 B, C; Anhang Abb. 80 und Abb. 81). In wt war die
Expression von dpp-lacZ in Domane 3 schwacher und auf einen schmaleren Streifen begrenzt
(Anhang Abb. 80), im Vergleich zur Expression in den anderen Domanen der dorsalen hinge. Relativ

3198

zur wildtypischen Positionierung war die dpp-lacZ-Expression bei bi und bi/fomb L3 Fligelscheiben

in Domane 3 nach posterior erweitert (Abb. 35; Abb. 36 B, C; Anhang Abb. 80 bis Abb. 81).

In der dorsalen hinge von /(1)omb3198

L3 Fligelscheiben war das Expressionsmuster von dpp-lacZ
teilweise unregelmafig. In der ungefahren Hoéhe der Wg-OR-Expression (Domane 4) war stets eine
starke dpp-lacZ-Expression vorhanden (Abb. 35; Abb. 36 D; Abb. 37). In einigen Fllgelscheiben war
dies auch die einzige prominente Expression innerhalb der dorsalen hinge, wobei sowohl distal als
auch proximal die dpp-lacZ-Expression reduziert oder auf einen schmalen Streifen (innerhalb der
dorsalen hinge) begrenzt war (Abb. 37). Die prominente Expression in Domane 4 war meist

ungewodhnlich breit und anscheinend vorwiegend nach posterior erweitert.
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Abbildung 35 dpp-lacZ-Expression in wt, bi, bilomb*"*® und /(1)omb3798 Flligelscheiben




Dargestellt sind wt (A), bi (B, C), bilomb>™*® (D, E) und I(1)omb®*"®® (F) L3 Fliigelimaginalscheiben.
DAPI (WeiR; A-F), dpp-lacZ (Griin; A'-F"), anti-Wg (Magenta; A" -F ), Uberlagerung des dpp-lacZ und
anti-Wg Signals (Griin, Magenta; A" -F ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Die drei
apikalen Falten (B/H, H/H, H/N) und die zwei basalen Falten (dbH, pbH) in der dorsalen hinge sind
markiert. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 36 dpp-lacZ-Expression in XZ-Bilder von wt, bi, bi’lomb>"*® und I(1)omb>"*® Fliigelscheiben
Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb®>'*® (C) und I(1)omb®'*® (D) L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-D)
Uberlagerung des dpp-lacZ (Griin) und anti-Wg Signals (Magenta). In den Bildern (A-D) ist anterior
links und dorsal oben, in den XZ-Bildern (A'-D") ist apikal links und basal Rechts. Weif3e Linien in A-D
markieren Positionen der XZ-Schnitte in A’-D". Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

omb3198|B

Abbildung 37 dpp-lacZ-Expression in /(1)omb3198 FIUgeIscheiben

Dargestellt sind I(1)omb3198 L3 Flagelimaginalscheiben. In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A-H) Uberlagerung des dpp-lacZ (Griin)
und anti-Wg Signals (Magenta). (A-H) Im A-Kompartiment der pouch ist ein unregelmafRiges
Expressionsmuster von dpp-lacZ erkennbar. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.
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4.2 wingless (wg)

Im zweiten Larvenstadium wird wingless (wg) zunachst in einer distalen (anterior-ventralen) Doméane
exprimiert, unter der Kontrolle des Hh-Signalwegs (del Alamo Rodriguez et al., 2002). Diese frihe wg-
Expression ist fir das Fllgelschicksal von distalen Zellen der Fligelimaginalscheibe erforderlich
(Morata und Lawrence, 1977b). Durch die kombinierte Wirkung der Wg- und Dpp-Signalwege werden
dann die Gene des elbow/no oceli (ellnoc) Gen-Komplexes — el und noc kodieren Zink-Finger-
Proteine mit identischen Expressionsdoménen — in der distalen Fligelscheibe aktiviert (Weihe et al.,
2004). Anfanglich werden die beiden Gene teashirt (tsh) und homothorax (hth) in allen Zellen der
Fligelimaginalscheibe exprimiert (Fasano et al.,, 1991; Rieckhof et al., 1997; Pai et al., 1998). Im
zweiten Larvenstadium werden dann tsh und hth in der distalen Fligelscheibe durch el und noc
reprimiert (Azpiazu und Morata, 2000; Casares und Mann, 2000; Wu und Cohen, 2002; Weihe et al.,
2004). Die Zellen der distalen el/noc Expressionsdomane bilden das Fligelblatt und die Gelenkregion
des adulten Fligels wohingegen die tsh exprimierenden Zellen zur Kérperwand werden (Wu und
Cohen, 2002; Weihe et al., 2004).

Die frihe distale wg-Expression verschwindet und entlang der D/V-Kompartimentgrenze der
Fligelscheibe — im kinftigen Fligelrand — wird eine neue wg Expressionsdomane gebildet, dabei wird
wg durch den Notch-Signalweg aktiviert (Diaz-Benjumea und Cohen, 1995; Kim et al, 1995; Rulifson
und Blair, 1995; de Celis et al., 1996; Doherty et al. 1996). An der D/V-Grenze ist Wg zum Einen an
der Spezifizierung des Fligelrandes beteiligt und zum Anderen wirkt Wg entlang der D-V Achse der
Fligelscheibe als weitreichendes Morphogen (long-range morphogen) an der Musterbildung der
Fligelzellen mit und foérdert die Zellproliferation der Flugelzellen (Phillips und Whittle, 1993; Diaz-
Benjumea und Cohen, 1995; Zecca et al., 1996; Neumann und Cohen, 1997).

Innerhalb der hinge, in der spaten L3 Flligelimaginalscheibe, wird wg in zwei konzentrischen Ring-
Domanen exprimiert, im inneren Ring (IR) in der distalen hinge und im duBeren Ring (OR) in der
proximalen hinge (Couso et al., 1993). Diese beiden ringférmigen Expressionsdomanen von wg (wg-
IR- und wg-OR-Doméane) werden wahrend des dritten Larvenstadiums nacheinander in der hinge
etabliert (Williams et al., 1993; Neumann und Cohen, 1996a). Im friihen dritten Larvenstadium wird wg
zunachst in der wg-IR-Domane aktiviert. Die Aktivierung der wg-IR-Expression erfordert das
Zinkfinger-Protein Rotund (Rn) (St. Pierre et al., 2002), das POU-Protein Nubbin (Nub) (Ng et al.,
1995) und ein nicht-zellautonomes Signal, das von den angrenzenden vg exprimierenden Zellen
stammt (Liu et al., 2000; del Alamo Rodriguez et al., 2002). Die wg-IR-Domane wird distal durch Nab
und Dve begrenzt (Neumann und Cohen, 1996a; Terriente Félix et al., 2007; Perea et al., 2013). Die
Aufrechterhaltung der wg-Expression in der wg-IR-Domane beruht auf einen autoregulatorischen
Rickkopplungsmechanismus, der das Homéodoman-Protein Homothorax (Hth) erfordert (Azpiazu
und Morata, 2000; Casares und Mann, 2000; del Alamo Rodriguez et al., 2002).

In der Mitte des dritten Larvenstadiums wird die wg-Expression in der wg-OR-Domane durch Zfh2
(Zinc finger homeodomain 2) aktiviert (Perea et al., 2009). Die wg-OR-Expression wird distal durch die
Expression der Gene ellnoc und nub begrenzt und proximal durch tsh (Perea et al., 2009). Spater
aktiviert Wg die Expression des ellnoc Genkomplexes in der wg-OR-Domane, was wiederum die
anfangliche wg Aktivitat reprimiert. Die Aufrechterhaltung der wg-Expression erfolgt in der wg-OR-

Domane durch eine autoregulatorische Riickkopplungsschleife an der Hth beteiligt ist, wie auch in der
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wg-IR-Doméne (Perea et al.,, 2009). Die wg-OR-Domane markiert den am weitesten proximal
gelegenen Bereich der hinge.

Die wg-Expression in der wg-IR-Domane wird durch den spade-Enhancer (wgspd) kontrolliert. Spade
mutanten (wgspdfg) Fligelimaginalscheiben fehlt daher die wg-IR-Expression (Neumann und Cohen,
1996a). Anders als in der pouch ist die omb-Expression in der hinge nicht von Wg abhangig (Grimm
und Pflugfelder, 1996). In Ubereinstimmung hiermit zeigte das omb Expressionsmuster nur eine
geringflgige Beeintrachtigung in wgspdfg mutanten L3 Fllgelimaginalscheiben (Anhang Abb. 84).

In der dorsalen und ventralen hinge Uberschneidet die omb-Expression die wg-IR- und wg-OR-
Domane sowohl in der larvalen als auch in der pupalen Entwicklungsphase. In dieser Arbeit wurde

daher eine mégliche Abhangigkeit der wg-Expression — in der dorsalen hinge — von Omb untersucht.

4.2.1 Systemischer omb-Verlust und Wg-Expression

Die omb-Expression Uberlappt im Zentrum der dorsalen hinge mit der wg-Expression in der wg-IR-
und wg-OR-Domane. In Abb. 38 (und Abb. 35 A™"-F") sind reprasentative Fluoreszenzaufnahmen von
L3 Flugelimaginalscheiben der Serie wt, bi, bi/omb*"*® und /(1)omb3198 zu sehen. Weitere Abbildungen
finden sich im Anhang (z.B.: Abb. 86 bis Abb. 91). Im Folgenden wird die Expression von Wg anhand
der Immunfluoreszenzfarbung gegen das Wg-Protein beschrieben. In wt Fliigelscheiben, des dritten
Larvenstadiums, wurde mit zunehmendem Alter der Scheiben eine Zunahme der Intensitat sowie der
Ausdehnung der Immunfluoreszenz von Wg beobachtet (Anhang Abb. 86). Die deutlichste Zunahme
fand in der Wg-IR-Domane statt. Eine ahnliche entwicklungsabhangige Zunahme von Wg wurde auch
in bi und bilomb®'?® L3 Flugelscheiben beobachtet (Abb. 35 B-E; Anhang Abb. 87 und Abb. 88). In
omb hypomorphen L3 Fligelscheiben konnte die Wg-IR-Expression im Zentrum der dorsalen hinge
hingegen beeintrachtigt sein. So wurde in der dorsalen hinge von bilomb*'%
eine teilweise Reduktion der Wg-IR-Expression festgestellt (Abb. 35 D, E; Abb. 38 C). Dabei scheint

die Wg-IR-Expression im distalen Bereich starker beeintrachtigt als im proximalen Bereich und im P-

L3 Flugelscheiben haufig

Kompartiment starker als im A-Kompartiment. In der dorsalen hinge von bi L3 Fligelscheiben wurde
ein ahnlicher aber schwacherer Phanotyp festgestellt (Abb. 35 B, C).

Zusatzlich zu einer Reduktion der Wg-Expression in Teilen der Wg-IR-Domaéane in bi und bilomb*>"%8 L3
Fligelscheiben wurde mit abnehmendem Omb Niveau (in der Serie wt, bi, bi/omb3198) haufig eine
verstarkte Ausdehnung der Immunfluoreszenz von Wg in beiden Ring-Doménen in der dorsalen hinge
beobachtet (Abb. 35 A-E). Ein ahnlicher Effekt wurde auch bei der Immunfluoreszenz gegen Zfh2, in
omb hypomorphen L3 Flligelscheiben, festgestellt (Abb. 45). Vermutlich kann dieser Effekt auf eine
Erweiterung der Falten der dorsalen hinge zurlickgefuhrt werden. Morphologische Veranderungen in
omb hypomorphen L3 Flugelscheiben, welche diesem Effekt zugrunde liegen kénnten, werden in

4.8.1 erlautert.

3198 3198

Im Vergleich zu wt — wie auch zu bi und bi/omb — wurde in /(1)omb L3 Fligelscheiben eine
generelle Abnahme der Fluoreszenz-Intensitat von Wg festgestellt (Anhang Abb. 91). In /(1)omb3798 L3
Fligelscheiben waren die beiden Wg-Ringe im Zentrum der dorsalen hinge haufig unterbrochen (Abb.
38 D). Bei der Wg-IR-Domane war diese Unterbrechung meist starker ausgepragt und auch haufiger

zu beobachten als bei der Wg-OR-Domane.
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bifomb3198|D omb3198

Abbildung 38 Wg-Expression in wt, bi, bi/omb®'®® und I(1)omb®'®® Flugelscheiben
Immunfluoreszenzfarbung gegen Wg in L3 Fllugelimaginalscheiben. In allen Bildern ist anterior links
und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.

Unter Verwendung einer Enhancer-Trap-Linie (wg-lacZ) wurde die wg-Expression auch in der zwar
lethalen aber nicht vollig amorphen /(1)omb15 Mutante (Shen et al.,, 2010) untersucht. Eine
Unterbrechung im Zentrum der dorsalen hinge zeigten 15 von 20 der L3 Fllgelscheiben in der wg-IR-

Domane und nur 5 von 20 in der wg-OR-Domane (nach X-Gal Farbung; nicht gezeigt).

4.2.2 Klonaler omb-Verlust und Wg-Expression

Die Effekte von /(1)ombA4 mutanten Klonen (omb l-o-f Klone) auf die Wg-Expression waren in der
dorsalen hinge kompartimentspezifisch. Im P-Kompartiment lokalisierte omb |-o-f Klone verursachten
einen teilweisen Verlust der wg-lacZ sowie eine starke Reduktion der Wg-Expression in der wg-IR-
Domane (Abb. 39; Abb. 40 B). Die Expression im proximalen Bereich der Domane schien nicht
betroffen zu sein, da an der proximalen Grenze der Wg-IR-Domane eine streifenartige Expression
verblieb. omb |-o-f Klone, welche die Wg-OR-Domane Uberlagerten, zeigten keinen offensichtlichen
Effekt auf die Wg-Expression (Abb. 39 B, C). Aufgrund der relativ schwachen Expression in der Wg-
OR-Domane ist eine Untersuchung dieser Domane allerdings schwierig. Im A-Kompartiment
lokalisierte omb I-o-f Klone hatten keinen erkennbaren Effekt auf die wg-lacZ- und Wg-Expression in

der wg-IR- und/oder wg-OR-Domane, innerhalb der dorsalen hinge (Abb. 40).
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Abbildung 39 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind /(1)ombM mutante Klone in L3 Flligelimaginalscheiben. wg-lacZ (anti-B-Galaktosidase;
Griin; A), anti-Wg (Magenta; B-C), mRFP (Rot; A-B"), Uberlagerung des wg-lacZ und mRFP Signals
(Griin, Rot; A™), Uberlagerung des anti-Wg und mRFP Signals (Magenta, Rot; B"-C™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder
wurden entfernt. (A-C) Im P-Kompartiment lokalisierte /(1)omb44 mutanten Klone flihrten zum
teilweisen Verlust der wg-lacZ- und Wg-Expression in der wg-IR-Domane. Alle Fluoreszenzbilder
wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 40 Effekte des honaIen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

Gezeigt sind /(1)ombA4 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. wg-lacZ (Grin; A), anti-Wg
(Magenta; A",B-C), mRFP (Rot; A",B'-C’), Uberlagerung des wg-lacZ, anti-Wg und mRFP Signals
(Griin, Magenta, Rot; A*"), Uberlagerung des anti-Wg und mRFP Signals (Magenta, Rot; B™-C™). In
allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale
Einzelbilder wurden entfernt. (A-C) In /(1)omb44 mutanten Klonen, welche im A-Kompartiment die
dorsale hinge kreuzten, wurde keine Modulation der wg-lacZ- und Wg-Expression in der wg-IR- und
wg-OR-Domane festgestellt. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.2.3 omb-Knockdown und Wg-Expression

Es wurden auch die Auswirkungen eines Knockdowns von omb mittels RNAi auf das Wg
Expressionsmuster untersucht. Die Reduktion von Omb im P-Kompartiment (en>ombRNAI) resultierte
ebenfalls in eine teilweise Reduktion der Wg-IR-Expression, in der dorsalen hinge (weifle Pfeile in
Abb. 41). Nur im proximalen Bereich der Wg-IR-Domane wurde eine schmale streifenartige
Immunfluoreszenz gegen Wg detektiert (Abb. 41). In der Wg-OR-Domane erschien die

Immunfluoreszenz gegen Wg hingegen unverandert.
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Abbildung 41 Effekte der Expression von ombRNAi auf die Wg-Expression

L3 Flugelimaginalscheiben des Genotyps w; en>stingerGFP; UAS-ombRNAi wurden nach 96h auf
29,8°C fixiert und gefarbt. anti-Omb (Magenta; A, B), anti-Wg (WeiR; A-B’), Uberlagerung des anti-
Omb und anti-Wg Signals (Magenta, Weif3; A"”-F""). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A, B) RNAi gegen Omb zeigte in der en-
Domane eine deutliche Reduktion der durch Immunfluoreszenz nachweisbaren Omb Proteinmenge,
im Vergleich zu Zellen des anterioren Kompartiments. (A’-B™") Im P-Kompartiment der dorsalen hinge
war die Immunfluoreszenz gegen Wg in der Wg-IR-Doméane reduziert (weile Pfeile) und auch der
Abstand zwischen der Wg-IR- und Wg-OR-Domaéane erschien verringert (tirkise Pfeilspitzen). Alle
Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl beim omb Knockdown (im P-Kompartiment) als
auch in posterioren omb l-o-f Klonen ein verringerter Abstand zwischen der Wg-IR- und Wg-OR-
Domane in der dorsalen hinge festgestellt wurde (tlrkise Pfeilspitzen in Abb. 41; Abb. 39). Ein
ahnlicher Phanotyp — d.h. ein verminderter Abstand zwischen Wg-IR- und Wg-OR-Doméne — konnte
auch in der dorsalen hinge von omb hypomorphen (bi und b/70mb3798) L3 Fligelscheiben beobachtet
werden (Abb. 35; Abb 38; Abb. 45).

4.2.4 omb-Uberexpression und Wg-Expression

Die ektopische Expression von Omb in der dpp-Domane flihrte zu einer Reduktion der Wg-IR-
Expression in der dorsalen hinge (weiler Pfeil in Abb. 42 A’, B’), sowie zu einer Aktivierung von wg
aullerhalb der normalen wg Expressionsdoméanen (wei3e und tlrkise Pfeilspitzen in Abb. 42 A", B").
Interessanterweise wurde im Notum neben einer starken Immunfluoreszenz gegen Omb in der Dpp-
Domane auch eine schwachere flankierende Fluoreszenz von Omb beobachtet (Abb. 42 A, B). In
Abbildung 42 sind zwei mittlere-spate L3 Flugelscheiben gezeigt die omb ektopisch in der dpp-
Domane exprimeren. Eine L3 Fligelscheiben zeigte eine ektopische streifenformige Wg-Expression
im Notum, an beiden Seiten der starken ektopischen Omb-Expression (weille Pfeilspitzen in Abb. 42
B’), wobei diese flankierende Wg-Expression mit der Wg-OR-Domane in Verbindung stand (Abb. 42
B’). Die Wg-D/V-Expression war in dieser Flligelscheibe reduziert (blauer Pfeil in Abb. 42 B’). Die

zweite L3 Fligelscheibe zeigte hingegen keine Reduktion der Wg-D/V-Expression und nur eine
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schwache ektopische Wg-Expression an den Seiten der dpp-Domane innerhalb des Notums (Abb. 42
A%).
Im Notum der Fllgelscheibe resultiert die ektopische Epression von omb in der Ausbildung eines

zweiten Fliigelpaares (Grimm und Pflugfelder, 1996). In Ubereinstimmung damit, zeigten die

untersuchten L3 Fllgelscheiben ein ektopisches Wg Expressionsmuster im proximalen Bereich des
Notums (Abb. 42 A, B).

Abbildung 42 Effekte der Uberexpression von Omb auf die Wg-Expression
L3 Fligelimaginalscheiben des Genotyps w; tub-Gal80ts/X-lacZ; dpp-Gal4/UAS-omb wurden nach
72h auf 29°C fixiert und gefarbt. anti-Omb (Magenta; A, B), anti-Wg (WeiB; A"-B"), Uberlagerung des
anti-Omb und anti-Wg Signals (Magenta, Weil3; A"-B™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A, B) Die ektopische Expression von Omb
entlang der A/P-Kompartimentsgrenze resultierte in einer ektopischen Aktivierung von wg (visualisiert
mittels Immunfluoreszenz gegen Wg) in der pouch (tirkise Pfeilspitzen) und im Notum (weilde
Pfeilspitzen). In der Wg-IR-Doméane (weilder Pfeil in A*, B') und an der D/V-Grenze (blauer Pfeil in B*)
war die Immunfluoreszenz gegen Wg reduziert. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.2.5 Klonale omb-Uberexpression und Wg-Expression

Um die Ergebnisse zu bestétigen, wurden omb Uberexpressionsklone (omb g-o-f Klone) im ersten
Larvenstadium generiert und in L3 Fllgelscheiben analysiert. Die Expression von Wg wurde mittels
einer Immunfluoreszenzfarbung gegen das Wg-Protein visualisiert, die Klone waren durch die
Fluoreszenz von mRFP positiv markiert. In gréleren omb g-o-f Klonen konnte eine verminderte
Immunfluoreszenz gegen Wg in der Wg-IR-Doméane detektiert werden (weier Pfeil in Abb. 43 A™,

B™"; Abb. 21), d.h. es erfolgte eine zellautonome Reduktion der Wg-IR-Expression.
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Abbildung 43 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die Wg-Expression

mRFP (Rot; A, B) anti-Wg (Griin; A'-B"), Uberlagerung des anti-Wg und mRFP Signals (Griin, Rot;
A-B™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln.
Dargestellt sind L3 Fligelimaginalscheiben, in denen UAS-omb (berexprimierende Klone im ersten
Larvenstadium induziert wurden. Der Nachweis der Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte
durch Immunfluoreszenz gegen Omb (nicht gezeigt) und durch Coexpression von UAS-mRFP. (A, B)
Die klonale Uberexpression von UAS-omb fiihrte zu einer zellautonomen Reduktion der Wg-IR-
Expression (weille Pfeile), im Zentrum der dosalen hinge. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.

4.3 vestigial (vg)

Durch die Aktivitat des Notch-Signalweges wird entlang der D/V-Grenze vestigial (vg) induziert (Kim et
al., 1996). In der distalen Fligelscheibe aktiviert Vg (indirekt) die Expression einer Reihe von Genen,
die fir die P-D Flligelentwicklung erforderlich sind (Liu et al., 2000; del Alamo Rodriguez et al., 2002).
Zu diesen Zielgenen von Vg zahlen: nubbin (nub), rotund (rn), defective proventriculus (dve), nab
und four-jointed (fj) (Ng et al., 1995; St. Pierre et al., 2002; Koelzer und Klein, 2006; Terriente Félix et
al., 2007; Cho und Irvine, 2004) (siehe Abb. 34 B). Die korrekte Expression von Vg und dessen
Zielgenen — die als ,pouch Gene* in kreisformigen Domanen unterschiedlicher Ausdehnung exprimiert
werden — sind flir die korrekte wg-Expression in der hinge erforderlich. In der Flligelimaginalscheibe
wird die Vg-Expression durch die beiden intronischen Enhancerelemente vgBE (vestigial boundary
enhancer) und vgQE (vestigial quadrant enhancer) reguliert, die in komplementaren Doméanen
aktiviert werden (Williams et al., 1994; Kim et al., 1996). Dabei ist die Vg-Expression Uber den vgBE
von der Aktivitat des Notch-Signalweges an der D/V-Grenze abhangig und wird entlang dieser Grenze
aktiviert (Kim et al., 1996). Die Expression von Vg Uber den vgQE wird durch Notch indirekt inhibiert
und durch die kombinatorische Wirkung der Dpp- und Wg-Signalwege, in den Ubrigen Zellen der
pouch, aktiviert (Williams et al., 1994; Kim et al., 1996; Neumann und Cohen, 1996b; Certel et al.,
2000).

Vg ist entscheidend fiir die Festlegung der Fligelidentitat, sodass vg Nullmutanten kein Flligelblatt
ausbilden und in der Fligelscheibe ein massiv vermindertes Wachstum aufweisen (Williams et al.,

1991). Es konnte gezeigt werden, dass in omb Nullmutanten Flligelimaginalscheiben — sowie in omb
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mutanten Klonen — die vgQE-Expression (visualisiert mittels ngE-lacZ) verloren geht (del Alamo
Rodriguez et al., 2004). Die Ergebnisse von del Alamo Rodriguez und Kollgen deuten aullerdem
darauf hin, dass omb fir die initiale Aktivierung der vgQE-Expression erforderlich ist, jedoch nicht fur
deren Aufrechterhaltung in der Flugelscheibe (del Alamo Rodriguez et al.,, 2004). Eine
Beeintrachtigung der vgBE-Expression wurde in omb Nullmutanten Fligelscheiben hingegen nicht

festgestellt (siehe del Alamo Rodriguez et al., 2004).

4.3.1 Systemischer omb-Verlust und Vg-Expression

In der wildtypischen L3 Flligelscheibe zeigte die Immunfluoreszenz gegen Vg in der pouch eine
abgestufte Farbung entlang der D-V Achse, mit der starksten Farbung an der D/V-Grenze und der
schwachsten Farbung im proximalen Bereich der pouch (Abb. 44 A). Aul3erhalb der pouch erstreckte
sich die Vg Farbung entlang der D/V-Grenze; im P-Kompartiment entlang der gesamten D/V-Grenze
(bis ins Notum) wahrend im A-Kompartiment die Farbung etwa auf Hohe der H/N-Falte endete. In
l(1)omb3798 L3 Fligelscheiben war die abgestufte Vg-Expression in der pouch nicht mehr detektierbar
(Abb. 44 B-F). Die Expression entlang der D/V-Grenze blieb hingegen erhalten, jedoch erschien die
Vg Farbung in der medialen pouch schwacher und schmaler als in den lateralen Bereichen. Im V-
Kompartiment zeigte Vg ein variables und komplexes Farbemuster ahnlich dem von Wg (Abb. 44 B-
F). Wie an der Immundoppelfarbung in Abb. 44 (B**-F""") zu sehen, war die Farbung von Vg und Wg
hinsichtlich der Fluoreszenz-Intensitat komplementar; die Vg Farbung war meist medial schwacher als
lateral, dahingegen war die Wg Farbung lateral schwach und medial starker. Au3erhalb der pouch von
l(1)omb3798 L3 Fligelscheiben kam es zur Modifikation der Vg-Expression im A-Kompartiment. So
wurde eine Erweiterung der Vg Farbung von der D/V-Grenze nach ventral (genauer: in die anterior-
ventrale hinge (Pleura)) beobachtet (weil’e Pfeile in Abb. 44), als auch in die dorsale hinge (in der

ungefahren Héhe der Wg-OR-Expression) (weilte Pfeilspitzen in Abb. 44).
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Abbildung 44 Vg- und Wg-Expression in wt und I(1)omb3198 Flligelscheiben




Dargestellt sind wt (A) und /(1)omb®'*® (B-F) L3 Flugelimaginalscheiben. DAPI (Weif; A-F), anti-Vg
(Magenta; A'-F’), anti-Wg (Griin; A”-F "), Uberlagerung des anti-Vg und anti-Wg Signals (Magenta,
Grin; A"-F). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion
von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.3.2 Diskussion: vestigial und wingless

Die Zielgene von Vg werden in konzentrischen Domanen unterschiedlicher Ausdehnung exprimiert,
dabei entspricht der am weitesten distal gelegene Punkt der Fligelimaginalscheibe dem Mittelpunkt
der Expressionsdomane. In omb Nullmutanten L3 Flligelscheiben konnte eine verminderte Vg-
Expression an der D/V-Grenze, ein Verlust der vgQE-Aktivitdt in der dorsalen und ventralen pouch
sowie eine Fehlexpression im V-Kompartiment der distalen Fllgelscheibe nachgewiesen werden
(Abb. 44). Ferner konnte in einer friiheren Studie gezeigt werden, dass in omb mutanten Klonen die
vgQE-Expression (visualisiert mittels ngE-lacZ) verloren geht (del Alamo Rodriguez et al., 2004). Die
Aktivierung von vgQE fuhrt zur VergrélRerung der Expressionsdomane von vg in der distalen
Fligelscheibe (Zecca und Struhl, 2007a,b). Damit ist der Wirkungsbereich von Vg in der omb
Nullmutanten Fligelscheibe wesentlich eingeschrankt.

Die Aktivierung der Wg-Expression in der Wg-IR Domane verlauft in zwei Phasen: im frihen L3-
Stadium erfolgt die initiale Aktivierung und anschlieRend die Aufrechterhaltung der Wg-IR-Expression.
In omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben kam es zu einem Verlust der Wg-IR-Expression im Zentrum
der dorsalen hinge, dabei zeigten bereits friihe-mittlere L3 Fliigelscheiben diesen Phanotyp (siehe
beispielsweise Anhang Abb. 89 bis Abb. 91). omb Nullmutante Klone, die vor Beginn der Wg-IR-
Expression induziert wurden, verursachen einen teilweisen Verlust der Wg-IR-Expression (Abb. 39).
Beides weist darauf hin, dass in omb Nullmutanten L3 Flligelscheiben bereits die initiale Aktivierung
der Wg-IR-Expression (in der friihen L3 Fligelscheibe) beeintrachtigt ist. Die initiale Aktivierung der
Wg-IR-Expression erfordert ein distales Signal von vg exprimierenden Zellen, das auf
Zellinteraktionen zwischen den vg exprimierenden und nicht-vg exprimierenden Zellen basiert — also
nicht-zellautonom wirkt (Liu et al., 2000; del Alamo Rodriguez et al., 2002). In omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben kam es zum Verlust der Vg-Expression in der vgQE-Doméane und gleichzeitig zum
Verlust der Wg-IR-Expression im medialen Bereich der dorsalen hinge (Abb. 44). Dies lasst vermuten,
dass in diesen Flligelscheiben das distale Signal — zumindest teilweise — gestort ist und es dadurch zu
keiner normalen Wg Aktivierung im entsprechenden Bereich der wg-IR Domane kommt. Hierzu
passend zeigen vg Nullmutante Flligelscheiben, neben einer Reihe von Wg-Expressionsphanotypen,
auch eine starke Beeintrachtigung der Wg-IR-Expression (Liu et al., 2000). vg83b27R ist ein Null-Allel
von vg (Williams et al., 1991). Es wurde gezeigt, dass vg83b27R mutante Fllgelscheiben eine
einzelne Wg-Ringexpression aufweisen, die dem aufieren Ring von Wg zu entsprechen scheint (Liu et
al., 2000). Die Wg-Expression im inneren Ring ist entweder nicht nachweisbar oder auf eine kleine
punktférmige Expression, im Zentrum der distalen Flligelscheibe, reduziert (Cho und Irvine, 2004).
Sowohl in friihen-mittleren als auch in spaten L3 omb Nullmutanten Flligelscheiben war die Wg-IR-
Expression im medialen Bereich der dorsalen hinge unterbrochen. Mdglicherweise verhindert der
Omb Verlust sowohl die initiale Aktivierung als auch die Aufrechterhaltung der Wg-IR-Expression, in
der dorsalen hinge. Daflir spricht, dass auch ein Verlust der hth-lacZ-Expression im Zentrum der

dorsalen hinge nachgewiesen wurde (siehe 4.6.1; Abb. 49; Abb. 50 D). In den weiter lateral gelegenen
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Bereichen der dorsalen hinge, war die verbleibende Expression von Wg und hth-lacZ weitgehend
deckungsgleich (Abb. 50 D). In der hinge aktiviert Wg die Expression von hth und Hth ist wiederum
erforderlich um die Wg-Expression in der hinge zu erhalten (Casares und Mann, 2000; del Alamo
Rodriguez et al., 2002).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine normale omb-Expression in der Fligelscheibe
erforderlich ist um die Aktivierung der Wg-IR-Expression innerhalb der dorsalen hinge zu
gewahrleisten. Mdglicherweise erfolgt diese Einflussnahme indirekt Uber die Expression von Vg

(innerhalb der pouch) wodurch eine distale Signalisierung ermoglicht wird.

4.4  zinc finger homeodomain-2 (zfh2)

Im Verlauf der Larvalentwicklung wird das gelenkspezifische Gen zfh2 (zinc finger homeodomain-2),
in der Flliigelimaginalscheibe, in einem dynamischen Muster exprimiert (Whitworth und Russell, 2003).
In der Mitte des zweiten Larvenstadiums wird zfh2 anfanglich durch Wg und Dpp aktiviert und in einer
ausgedehnten distalen Domane exprimiert (Whitworth und Russell, 2003). Im spaten zweiten
Larvenstadium, nach Etablierung der D/V-Kompartimentsgrenze, wird die zfh2-Expression durch den
repressiven Einluss von Vg und Nub distal reprimiert und ab dem friihen dritten Larvenstadium auf
eine breite ringférmige Domane in der hinge begrenzt (Whitworth und Russell, 2003; Terriente et al.,
2008). Im dritten Larvenstadium besitzt zfh2 ein ringférmiges Expressionsmuster das vollstéandig die
wg-IR- und wg-OR-Domane uberlagert (Whitworth und Russell, 2003). Die Repression von zfh2 in der
distalen Flugelscheibe ist entscheidend fir die Aktivierung von Genen die distal exprimiert werden,
einschlieBlich: nab, defective proventriculus (dve) und four jointed (fj) (Perea et al.,, 2013). Die
ektopische Expression von Zfh2 in der pouch, verursacht die Repression mehrerer Flligelrelevanter
Gene (nub, nab, dve, fj) sowie eine Reduktion der Flugelflache und des Fllugelgelenks,
moglicherweise durch Stérung des Yki Signalweges (Perea et al., 2013). Die Zfh2-Expression in der
hinge ist erforderlich um die Expression von nab und dve zu reprimieren und auf die distale
Fligelscheibe zu begrenzen (Terriente et al., 2008). In der hinge wird die wg-IR-Expression in einem
Ring von Zellen aktiviert die nub und rn exprimieren aber kein nab und dve. Der Verlust der Zfh2-
Expression fuhrt zur Erweiterung der nab- und dve-Expression nach proximal (in die hinge) — sodass
die Expression von nab, dve, rn, und nub innerhalb der gleichen Domane exprimiert werden —
infolgedessen wird die Aktivierung der wg-IR-Expression (durch Rn) reprimiert (Terriente et al., 2008).
Die hypomorphe Mutante Zfh2MS209 tragt eine P-Element-Insertion im ersten Intron der zfh2
Transkriptionseinheit. In Zfh2MS209 homozygot mutanten L3 Fligelscheiben bleiben die wg-IR- und
wg-OR-Domane erhalten, wahrend das zwischen liegende Gewebe verloren geht. Aufgrund des
Gewebeverlustes, kommt es im adulten Fligel zur Stauchung der Gelenkregion entlang der proximo-
distalen Achse (Whitworth und Russell, 2003). Im Gegensatz zum bifid Phanotyp weist der
Zfh2MS209 Phanotyp jedoch keine Fusion der proximalen Venenstrange auf.

4.4.1 Systemischer omb-Verlust und Zfh2-Expression

Die Expression von Zfh2 wurde mittels Immunfluoreszenz gegen Zfh2 visualisiert. In der hinge von L3
Fligelscheiben wurde Zfh2 in einer breiten ringformigen Domane nachgewiesen (Abb. 45 A). Anhand
der drei apikalen (B/H, H/H, H/N) und zwei basalen (dbH, pbH) Falten kann man die Zfh2-Expression
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in der dorsalen hinge in drei Bereiche unterteilen (siehe Abb. 45 A und zugehdrige Beschreibung) —
diese entsprechen den Domanen 2 bis 4. Im Vergleich zu wt wurden in bi und bilomb*'%
Fligelscheiben nur geringe Unterschiede im Expressionsmuster von Zfh2 festgestellt (Abb. 45 B-D).

3198) Fligelscheiben das Expressionsminimum

Allerdings war in den omb hypomorphen (bi und bi/omb
im Zentrum der dorsalen hinge (Doméane 3 und 4) weniger stark ausgepragt als in wt (Anhang Abb. 85
bis Abb. 88). Mit abnehmendem Omb Niveau (in der Serie wt, bi, bi/omb3198) erfolgte eine Zunahme
der Fluoreszenz-Intensitat von Zfh2 in der dorsalen und ventralen hinge (Anhang Abb. 85 bis Abb.
88). Gleichzeitig zeigte sich eine starkere Ausdehnung der Immunfluoreszenz von Zfh2 in den als
Maximalprojektionen von Z-Bildstapeln dargestellten Fluoreszenzbildern (Abb. 45, Anhang Abb. 85 bis
Abb. 88). In der Serie wt, bi und bi/lomb*"*® ahneln sich die Immunfluoreszenzfarbungen von Zfh2 und
Wg (Wg-IR sowie Wg-OR) in der dorsalen hinge hinsichtlich ihrer Ausdehnung und Intensitat (Anhang

Abb. 85 bis Abb. 88).

Abbildung 45 Zfh2-Expression in wt, bi, bilomb®'*® und I(1)omb®'?® Fliigelscheiben
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Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb*™®® (C) und I(1)omb**® (D) L3 Flugelimaginalscheiben. DAPI
(WeiB; A-D), anti-Zfh2 (Rot; A*-D"), anti-Wg (Magenta; A"-D™"), Uberlagerung des anti-Zfh2, anti-Wg
und anti-Omb Signals (Rot, Magenta, Griin; A" '-D"™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Die drei apikalen Falten (B/H, H/H, H/N)
und die zwei basalen Falten (dbH, pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. Die mediale
Abschwachung der Zfh2-Expression in der dorsalen Gelenkanlage in wt (A"), war in bi (B) und
bilomb*'% (C*) Flugelscheiben nicht oder weniger stark ausgepragt. Dies gilt auch fir den proximal
der pbH-Falte gelegenen Bereich in /(1)omb3198 mutanten Fligelscheiben (D). (D) Die Zfh2-
Expression zwischen der B/H- und dbH-Falte war in /(1)omb3198 mutanten Fllgelscheiben nicht mehr
nachweisbar und zwischen der H/H- und dbH-Falte medial stark reduziert, in einigen Fallen auch
unterbrochen. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

Um zu Uberprifen ob morphologische Unterschiede zwischen omb hypomorphen (bi und bi/ombms)

und wt Fligelscheiben fir eine entsprechende Ausdehnung der Immunfluoreszenz (in bi und
bi/omb3198) verantwortlich sind, wurden XZ-Bilder — entlang der D-V Achse — von Maximalprojektionen
hergestellt und analysiert. (nicht gezeigt). Die Ergebnisse hierzu werden in 4.8.1 erlautert. Die
Auswertung der XZ-Bilder ergab — ohne hier 4.8.1 vorgreifen zu wollen — hinsichtlich der
Immunfluoreszenz von Zfh2 folgendes: Wahrend in der wt Fligelscheibe die Falten eine relativ
gleichmallige Auffaltung des Hauptepithels bewirkten, zeigten bi und im starkeren Ausmaf bilomb*'%
L3 Flugelscheiben, in der dorsalen hinge, eine Erweiterung der Falten an deren Scheitel. Dies
bewirkte wiederum eine Uberlagerung des Hauptepithels im Bereich der Falten, vermutlich verstarkt
durch Einbettung der Praparate zwischen Objekttrager und Deckglaschen. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde gefolgert, dass die Verbreiterung der Zfh2 Domane in der dorsalen hinge von
bi und bilomb>"*® L3 Fligelscheiben (Abb. 45), zumindest teilweise, auf eine Erweiterung der Falten

zuruckgefiihrt werden kann. Gleiches wird auch fiir die Wg-IR- und Wg-OR-Doméane angenommen.

In /(1)omb3198 L3 Fligelscheiben wurde eine starke Beeintrachtigung der Zfh2-Expression in der
dorsalen hinge festgestellt (Abb. 46 B; Anhang Abb. 89 bis Abb. 92). In spaten L3 /(1)omb®'#®
Flliigelscheiben betraf dies vorwiegend den distal der H/H-Falte gelegenen Bereich (Domane 2 und 3)
und zeigte sich in einer medialen Reduzierung oder Unterbrechung der zwischen der H/H- und dbH-
Falte lokalisierten Expression (Domane 3) sowie einem voélligen Fehlen der Expression distal der dbH-
Falte (Domane 2) (Anhang Abb. 91 und Abb. 92). Ein Verlust der Zth2-Expression zwischen der pbH-

und H/H-Falte (Domane 4) wurde nur in wenigen mittleren-spaten L3 /(1)omb3198

Fligelscheiben
beobachtet (Abb. 46 B). Die Immundoppelfarbung zeigte eine gewisse Korrelation zwischen der Zfh2-
und Wg-Expression in der dorsalen hinge. So wurde bei einer Unterbrechung der Wg-IR-Expression
gleichfalls eine mediale Reduzierung der Zfh2-Expression distal der H/H-Falte (Domane 2 und 3)
festgestellt (Anhang Abb. 91 A, B). Bei einer gleichzeitigen Unterbrechung der Wg-IR- und Wg-OR-
Expression war die Zfh2-Expression im entsprechenden Bereich (Domane 2, 3 und 4) vollstandig

unterbrochen (Abb. 46 B).
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Abblldung 46 th2 und Wg-Expression in wt und /(1)0mb3198 Fligelscheibe

Dargestellt sind wt (A) und /(1)omb®'®® (B) L3 Fliigelimaginalscheibe. DAPI (WeiR; A,B), anti-Zfh2 (Rot;
A’ ,B’), anti-Wg (Magenta; A ,B™), Uberlagerung des anti-Zfh2 und anti-Wg Signals (Rot, Magenta;
A" ,B 7). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

Bemerkenswert ist, dass in jingeren L3 /(1)omb3198

Fligelscheiben Zfh2 im medialen Bereich der
dorsalen hinge entweder nur schwach und in einem schmalen Bereich exprimiert wurde oder nicht
nachweisbar war (Anhang Abb. 89). In diesen Fligelscheiben war die Wg-IR-Expression ebenfalls
medial unterbrochen (Anhang Abb. 89 und Abb. 90). Aufgrund des friihen Entwicklungsstadiums war

die Wg-OR-Expression nicht oder nur schwach nachweisbar.

4.4.2 Klonaler omb-Verlust und Zfh2-Expression

omb |-o-f Klone, welche in der dorsalen hinge von L3 Fligelscheiben lokalisiert waren, zeigten eine
reduzierte Immunfluoreszenz gegen Zfh2, wenn der Klon distal der Wg-IR-Expression — zwischen der
B/H- und dbH-Falte (Doméane 2) — lokalisiert war (weilte Pfeile in Abb. 47). Dahingegen wurde in omb
I-o-f Klonen, die weiter proximal lokalisiert waren — also auf Hohe oder proximal der Wg-IR-Domane —

keine veranderte Immunfluoreszenz gegen Zfh2 festgestellt (Abb. 47).
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Abbildung 47 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Zfh2-Expression

Gezeigt sind I(1)ombA4 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A, A"""), anti-Zfh2
(Weil3; A, A" und anti-Wg (Grin; A7 ), Uberlagerung des anti-Zfh2 und RFP Signals (Weil,
Rot; A™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln;
(A7) apikale und basale Einzelbilder wurden entfernt um die Klongrenzen zu kennzeichnen. (A™" -
AT ) I(1)ombA4 mutante Klone in der dorsalen hinge wurden gekennzeichnet. (B) Ein kleiner
/(1)ombA4 mutanter Klon distal der Wg-IR-Expression zeigte eine reduzierte anti-Zfh2 Farbung (weifl’e
Pfeile). Weitere I(1)ombA4 mutante Klone proximal bzw. auf der Wg-IR-Expression zeigten keine
Veranderte Zfh2-Expression. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.4.3 Diskussion: zinc finger homeodomain-2

In der Fligelscheibe wird die zfh2-Expression durch den repressiven Einfluss von Tsh sowie der Dpp-
Signalisierung proximal begrenzt (Terriente et al., 2008). So konnte gezeigt werden, dass der Verlust
von Tsh zur Erweiterung der zfh2-Expression nach proximal flhrt, wahrend in tsh exprimierenden
Klonen die Expression von zfh2 herunterreguliert wird (Terriente et al., 2008). In omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben wurde ein Verlust der tsh-lacZ-Expression im Zentrum der distalen Domane (distal der
H/N-Falte) nachgewiesen (Abb. 52). Eine Ausweitung der Zfh2-Expression nach proximal — in die
normale tsh Domane — wurde in omb Nullmutanten Fllgelscheiben hingegen nicht festgestellt (Abb.
46 B, Anhang Abb. 89 bis Abb. 92). Dies deutet darauf hin, dass der lokale Verlust der tsh-Expression
im omb mutanten Hintergrund nicht ausreichend ist, um eine ektopische Zfh2-Expression proximal der
pbH-Falte zu induzieren. Eine Erweiterung der tsh-lacZ-Expression nach distal in die normale zfh2
Domane, was eine Reduzierung der Zfh2-Expression in der dorsalen hinge bewirken kénnte, wurde
nicht beobachtet (Abb. 52). Terriente und Kollegen (Terriente et al., 2008) zeigten, dass Klone, die
eine konstitutiv aktive Form des Tkv Rezeptors exprimieren, die Expression von zfh2 reprimieren und

umgekehrt, dass zfh2 in tkv mutanten Klonen dereprimiert wird. In Ubereinstimmung hiermit, wurde in
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der dorsalen hinge von omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben sowohl eine Reduktion der Zfh2-
Expression als auch eine Zunahme der Dpp-Expression — also eine Verbreiterung sowie eine

Zunahme der Fluoreszenz-Intensitat der Immunfluoreszenz von Dpp — festgestellt (Abb. 35).

Zfh2 und Wgq in der dorsalen hinge von omb Nullmutanten

Wie oben bereits erwahnt, Uberlagert in der wt L3 Fllgelscheibe die Zfh2-Expression (Doméne 2, 3
und 4) die beiden Wg-Ringe in der dorsalen hinge (Abb. 45 A, Anhang Abb. 85 und Abb. 86). In omb
Nullmutanten L3 Flligelscheiben wurde ein teilweiser oder vollstandiger Verlust der Wg- und Zfh2-
Expression im Zentrum der dorsalen hinge nachgewiesen (Abb. 46 B, Anhang Abb. 89 bis Abb. 92).
Beim Vergleich der Immunfluoreszenz von Wg und Zfh2 wurde folgende Korrelation festgestellt: Ein
Verlust der Wg-IR-Expression ging mit einem Verlust oder einer Reduktion von Zfh2 in der Doméne 2
und 3 einher, bei einem Verlust von Zfh2 in der Domane 2, 3 und 4 war sowohl die Wg-IR- als auch
die Wg-OR-Expression unterbrochen (Abb. 46 B, Anhang Abb. 92). Es ist bekannt, dass in der Mitte
des dritten Larvenstadiums die wg-Expression in der wg-OR-Domane durch Zfh2 aktiviert wird (Perea
et al., 2009). In Ubereinstimmung damit wurde bei einer Unterbrechung der Zfh2-Expression in
Domane 4 der dorsalen hinge auch eine Unterbrechung der Wg-OR-Expression im gleichen Bereich
der omb Nullmutanten L3 Fllgelscheibe festgestellt.

Im Allgemeinen war in der dorsalen hinge von omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben eine
Beeintrachtigung der Zfh2- wie auch der Wg-Expression haufiger in der distalen hinge (Wg-IR) als in
der proximalen hinge (Wg-OR) zu beobachten.

Im Rahmen einer weiterfihrenden Untersuchung sollte die Expression von Nub und Rn in omb
mutanten Fllgelscheiben analysiert werden. So kann eine Beeintrachtigung der Zfh2-Expression (in
der dorsalen hinge) durch eine mdgliche Erweiterung der Nub-Expression nicht ausgeschlossen
werden. Eine Fehlexpression von rn wirde hingegen die wg-Expression in der hinge direkt
beeinflussen (siehe oben). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression von nub und rn auch in omb
Nullmutanten Imaginalscheiben untersucht werden. Mehrere Versuche zur Einkreuzung eines nub-
Gal4 bzw. rn-lacZ Transgens in einen omb Nullmutanten Hintergrund misslangen. rn-lacZ ist eine
Letalmutation (die Bloomington-Linie 7406 wird mittlerweile als rn[89] aber nicht mehr als lacZ-Linie

gefuhrt).

45 nab

Das Gen nab kodiert einen Transkriptionskofaktor (Clements et al. 2003; Terriente Félix et al. 2007;
Ziv et al. 2009; Hadar et al. 2012) der in der Fligelimaginalscheibe als Corepressor von Rn die
Expression von wg in der hinge kontrolliert (Terriente Félix et al., 2007). Das Gen rotund (rn) kodiert
ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor der Kriippel-Familie (St Pierre et al., 2002). In der L3 Fligelscheibe
grenzt die distale nab-Expression proximal an die wg-IR-Domane, wahrend die ebenfalls distale rn-
Expression die wg-IR-Domane Uberlappt (Terriente Félix et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass
Rn fiir die Aktivierung des spade-Enhancers (wgspd) notwendig ist (del Alamo Rodriguez et al., 2002).
So fihrt die Mutation rA2-2 zum Verlust der wg-IR-Expression und zum Verlust des Fligelgelenks

und weist damit einen ahnlichen Phanotyp wie wgspdfg auf (del Alamo Rodriguez et al., 2002). Es
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wurde berichtet, dass Rn die Expression von nab und dve aktiviert wohingegen Zfh2 deren Expression
reprimiert und dadurch die Expressionsdomane von nab und dve proximal begrenzt (Terriente et al.,
2008). Aufgrunddessen, dass Nab die Transkriptionsaktivitat von Rn reprimiert (Terriente Félix et al.,
2007) ermoglicht die Zfh2-Expression in der hinge, durch dessen repressiven EinfluR auf nab, die

Aktivierung der wg-IR-Expression durch Rn (Terriente et al., 2008).

4.5.1 Systemischer omb-Verlust und Nab-Expression

Die Nab-Expression wurde mittels Immunfluoreszenz gegen Nab nachgewiesen. In der wt
Fligelscheibe fiillte die Nab-Expression fast die gesamte pouch und grenzte proximal an die Wg-IR-
Domane (Abb. 48 A; Anhang Abb. 93). Entlang der D/V-Grenze wurde keine Nab-Expression
festgestellt. Entlang der A/P-Grenze sowie im Zentrum der pouch war die Expression reduziert. Im
Vergleich zu wt L3 Flugelscheiben zeigte sich in omb hypomorphen (bi und bi/omb3198) L3
Fligelscheiben eine Zunahme der Fluoreszenz-Intensitat von Nab (Abb. 48 B,C; Anhang Abb. 94).
Eine Anderung der Ausdehnung der Nab-Expression war hingegen nicht feststellbar. In /(1)omb3198 L3
Fligelscheiben kam es zu einer zuweilen drastischen Umgestaltung des Nab Expressionsmusters.
Dieses war meistenteils komplementar zur ektopischen Wg-Expression (Abb. 48 D; Anhang Abb. 95
und Abb. 96). Eine Erweiterung der Nab-Expression in die dorsale hinge wurde in keinem der drei

mutanten Genotypen festgestellt (Abb. 48).
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Nab

Abbildung 48 Nab-Expression in wt, bi, bi/omb®'®® und (1)omb®'®® Fliigelscheiben

Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb*™®® (C) und I(1)omb**® (D) L3 Flugelimaginalscheiben. DAPI
(WeiB; A-D), anti-Nab (Griin; A*-D"), anti-Wg (Magenta; A"-D""), Uberlagerung des anti-Nab und anti-
Wg Signals (Griin, Magenta; A"""-D ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung
als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A"*") Die Nab-Expression grenzt an die Wg-IR-Doméane und
ist proximal starker als distal. Entlang der D/V-Grenze wird kein Nab detektiert. Im A-Kompartiment
erscheint die anti-Nab Farbung an der A/P-Grenze reduziert und nimmt von medial nach lateral an
Intensitat zu. (D7) Fllgelscheiben zeigen in Bereichen ektopischer Wg-Expression eine
Verminderung oder ein Fehlen der anti-Nab Farbung. Der Stern (*) kennzeichnet die verbleibende
Wg-IR-Expression in der dorsalen hinge. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert. (D) Die
Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels Tonwertkorrektur weiter erhoht.

4.5.2 Diskussion: Nab, Zfh2 und Wg

Es konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von Zfh2 (mittels RNAI) im P-Kompartiment zum
Verlust der wg-IR und wg-OR-Expression flihrt (Terriente et al., 2008). Ein Knockdown von zfh2

LP30

innerhalb der hinge mit dem schwacheren zfh2-Gal4 Treiber resultiert in einem ahnlichen

Phanotyp, mit geringerer Penetranz in der wg-OR-Domane (Terriente et al., 2008). Der Verlust der
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wg-IR-Expression, in Fligelscheiben denen Zfh2 fehlt, kann darauf zurlickgefihrt werden, dass in
allen rn exprimierenden Zellen auch nab coexprimiert wird (Terriente et al., 2008). So verusacht die
Reduktion von Zfh2, neben dem Verlust der wg-Expression in den Ringdomanen der hinge, auch eine
Erweiterung der nab und dve Expression nach proximal, in die distale hinge und damit in die rn
Domane (Terriente et al., 2008). Wie oben bereits beschrieben, konnte in der dorsalen hinge von omb
Nullmutanten L3 Fligelscheiben ein Verlust der Wg- wie auch der Zfh2-Expression nachgewiesen
werden (Abb. 46). Entgegen der Erwartung wurde in omb Nullmutanten L3 Fllgelscheiben aber keine
Erweiterung der Nab-Expression nach proximal, in die hinge, beobachtet (Abb. 48) — was einen

Verlust der wg-IR-Expression hervorrufen wirde.

Nab und Wg in der distalen Fliigelscheibe von omb Nullmutanten

Durch das Zusammenwirken von Rn und Nab — sowie durch die kombinierte Wirkung von Nab und
Dve — wird in der pouch eine ektopische Expression von wg auRerhalb der D/V-Grenze unterdriickt
(Terriente Félix et al.,, 2007). In jungen L3 omb Nullmutanten Flligelscheiben wurde Wg haufig in
einem schmalen diskontinuierlichen Streifen an der A/P-Grenze, in der distalen Fligelscheibe,
ektopisch exprimiert (siehe beispielsweise Abb. 44 B, C; Anhang Abb. 90). In einigen Fallen schien
diese ektopische streifenartige Wg-Expression die Wg-D/V mit der Wg-IR-Expression in der dorsalen
und/oder ventralen hinge zu verbinden. Eine entsprechende Wg-Expression wurde in spateren L3
omb Nullmutanten Fllgelscheiben nur selten beobachtet (Anhang Abb. 96). Bei spaten L3 omb
Nullmutanten Fligelscheiben konnte aber, im D-Kompartiment, haufig eine Ablenkung der
verbleibenden Wg-IR-Expression nach distal festgestellt werden, so dass sich die Wg-IR-Expression
in die pouch erstreckte und sich dadurch der Wg-D/V-Expression annahrte (siehe beispielsweise Abb.
44 D). Hierzu passend war in der dorsalen pouch von omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben die Nab-
Expression haufig reduziert (Abb . 48 D; Anhang Abb. 95 und Abb. 96). In bi, bilomb*"®® und
/(1)omb3798 L3 Flugelscheiben war die Nab-Expression weitgehend komplementar zur Wg-Expression,
wie auch in wt (Abb. 48, Anhang Abb. 93 bis Abb. 96). Hierzu passend wurde im omb Nullmutanten
Hintergrund eine distale Verlagerung der verbleibenden Wg-IR-Expression beobachtet, wenn
gleichzeitig ein Verlust der Nab-Expression, im entsprechenden Bereich der dorsalen pouch detektiert
wurde (Anhang Abb. 96). Dies deutet darauf hin, dass in omb Nullmutanten Fligelscheiben die
Reduktion (bzw. der Verlust) von Nab die ektopische Wg-Expression in der distalen Fligelscheibe
(pouch) ermoglicht.

Es ist denkbar, dass der Verlust von Omb nicht nur die Expression von Nab sondern auch dessen
Funktion beeinflusst. Das menschliche Ortholog von Nab, Nab1, interagiert mit Proteinen, die als Tbhx
Interaktoren charakterisiert wurden. Dazu gehdren die Transkriptionsfaktoren EGR1 (interagiert mit
TBX2, Redmond et al., 2010) und Muskelin (interagiert mit TBX20, Debenedittis et al., 2011).

4.6 homothorax (hth)

In der hinge der L3 Fllgelimaginalscheibe wird hth in zwei ringformigen Domanen exprimiert, die mit
der wg-IR- und wg-OR-Domane (berlappen (Casares und Mann, 2000; Azpiazu und Morata, 2000).
Die hth-Expression wird anscheinend durch den Wg Signalweg kontrolliert (del Alamo Rodriguez et

al.,, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass in der hinge die Expression von Wg der von Hth
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vorausgeht und dass Wg- fiir die Hth-Expression erforderlich ist (Casares und Mann, 2000). In
Ubereinstimmung hiermit wurde in wgspdfg mutanten Fllgelscheiben ein Verlust des inneren Rings
der hth-Expression nachgewiesen (del Alamo Rodriguez et al., 2002). Fiir die initiale Aktivierung der
wg-Expression ist Hth nicht notwendig, jedoch fiir deren Aufrechterhaltung in der wg-IR- und wg-OR-
Domane (del Alamo Rodriguez et al., 2002; Perea et al., 2009).

4.6.1 Systemischer omb-Verlust und hth-lacZ-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von hth durch Verwendung einer Enhancer-Trap-
Linie (hth-lacZ) visualisiert. Die hth-lacZ-Expression wurde mittels X-Gal Farbung (wt und /(1)omb3198)
(Abb. 49) und Immunfluoreszenz gegen B-Galaktosidase (wt, bi, bi/omb®'®® und I(1)omb>*’*®) (Abb. 50)
in L3 Fligelscheiben analysiert. In wildtypischen L3 Fligelscheiben wurde hth-lacZ in Teilen des
Notums und in zwei annahernd konzentrischen Ringen in der hinge exprimiert (Abb. 49 A-D, Abb. 50
A). Im inneren Ring lag die starkste Expression im medialen Bereich der dorsalen hinge sowie in der
anterior-ventralen hinge (Pleura) (Abb. 50 A) und damit innerhalb der omb Expressionsdoméane. Die
dorsale Halfte des &auferen Rings zeigte eine starke hth-lacZ-Expression, wohingegen im V-
Kompartiment eine entsprechende Expression kaum zu erkennen war (Abb. 49 A-D). In der pouch
wurde in L3 keine hth-lacZ Aktivitat festgestellt. In I(1)omb>’*® L3 Fligelscheiben zeigte die X-Gal
Farbung eine Unterbrechung des inneren und aufleren Rings der hth-lacZ-Expression im Zentrum der
dorsalen hinge (Abb. 49 E-H). In der anterior-ventralen hinge (Pleura) war die Expression reduziert.
Einige spate L3 Fllgelscheiben, mit besonders stark ausgepragten morphologischen Veranderungen,

zeigten zusatzlich eine stark verminderte hth-lacZ-Expression in der gesamten Scheibe (Abb. 49 H).
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Abbildung 49 Expressionsmuster von hth-lacZ in wt und I(1)omb3198 Fligelscheiben

Dargestellt sind wt (Kontrolle; A-D) und I(1)omb*>'*® (E-H) L3 Flugelimaginalscheiben. Die hth-lacZ-
Expression wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. (E-H) In I(1)omb3198 mutanten Fllgelscheiben war die Farbung im Zentrum der dorsalen hinge
unterbrochen.
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Fir eine genauere Untersuchung der Expression von hth-lacZ wurde eine Immundreifachfarbung
gegen B-Galaktosidase (hth-lacZ), Nab und Wg in L3 Fllgelscheiben durchgefiihrt (Abb. 50). In wt L3
Fligelscheiben berlagerte die Immunfluoreszenz von Wg die von htht-lacZ in den beiden Ringen der
hinge (Abb. 50 A; Anhang Abb. 93). In der Serie wt, bi, bilomb>*® und I(1)omb®*"®® nahm mit
abnehmendem Omb Niveau die Fluoreszenz-Intensitat von hth-lacZ in der gesamten Scheibe ab
(Anhang Abb. 93 bis Abb. 95). In /(1)omb®'®® L3 Fliigelscheiben zeigte die Immunfluoreszenzfarbung
eine Unterbrechung der hth-lacZ- sowie der Wg-Expression im Zentrum der dorsalen hinge (Abb. 50
D), in Ubereinstimmung mit den X-Gal Farbungen (Abb. 49 E-H). Der Expressionsverlust von Wg und
hth-lacZ war auf die gleiche zentrale Region beschrankt. In auRergewohnlich grof3en /(1)omb3198 L3
Fligelscheiben, die massive morphologische Defekte aufwiesen, kam es in zentral gelegenen
Bereichen der Fllgelscheibe zur ektopischen Expression von hth-lacZ (siehe beispielsweise Abb. 49
H).

hth-lacZ hth-lacZ

hth-lacZ

hth-lacZ hth-lacZ

DARLE hth-lacZ hth-lacZ
Abbildung 50 hth-lacZ-Expression in wt, bi, bi’lomb>"*® und (1)omb>'*® Fliigelscheiben
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Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb*™®® (C) und I(1)omb**® (D) L3 Flugelimaginalscheiben. DAPI
(WeiB; A-D), hth-lacZ (anti-B-Galaktosidase; Tirkis; A*-D"), anti-Wg (Magenta; A"-D™"), Uberlagerung
des hth-lacZ und anti-Wg Signals (Turkis, Magenta; A"°-D"™"). In allen Bildern ist anterior links und
dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A") In der hinge wird hth-lacZ in
einem inneren Ring (distal der H/H-Falte) und einen auf3eren Ring (proximal der H/H-Falte) exprimiert.
(A™) hth-lacZ und Wg werden in der hinge coexprimiert. (D", D*™") In der dorsalen hinge ist die hth-
lacZ-Expression medial unterbrochen. (D" ") hth-lacZ und Wg werden in der hinge coexprimiert. Alle
Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert. (D**") Die Intensitat des hth-lacZ Signals wurde mittels
Tonwertkorrektur weiter erhoht.

4.6.2 Klonaler omb-Verlust und hth-lacZ-Expression

Zur Uberpriifung der bisherigen Ergebnisse wurde eine klonale Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde
festgestellt, dass in der dorsalen hinge lokalisierte /(1)ombM mutante Klone eine reduzierte hth-lacZ-
Expression aufwiesen (Abb. 51). Groflere Klone, welche die dorsale hinge im P-Kompartiment
Uberspannten, flihrten zu einer Reduktion der hth-lacZ-Expression im inneren Ring (Abb. 51 C, D).
Wie bei der Wg-IR-Expression, war auch bei hth-lacZ der proximale Bereich des inneren Rings
weniger stark beeintrachtigt. Kleinere Klone, welche distal der H/H-Falte lokalisiert waren, zeigten eine
reduzierte hth-lacZ-Expression in der distalen Halfte des Klons, wahrend die Expression in der
proximalen Halfte des Klons weitestgehend unverandert erschien (Abb. 51 A, B). In den untersuchten

L3 Fligelscheiben wurden keine anterioren Klone im medialen Bereich der dorsalen hinge gefunden.
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Abbildung 51 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die hth-lacZ-Expression

Gezeigt sind /(1)omb44 mutante Klone in L3 Fliigelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A-D), hth-lacZ (anti-
B-Galaktosidase; Griin; A'-D), Uberlagerung des hth-lacZ (Griin) und RFP (Rot) Signals (A-D™). In
allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; In (A, C) wurden
apikale und in (B, D) apikale und basale Einzelbilder entfernt. In (B, D) sind jeweils 20 mediale
Einzelbilder als Maximalprojektion gezeigt. In (B**) kennzeichnet das linke Quadrat (weilser Rahmen)
den Bereich der Flugelscheibe der in den rechten Quadraten vergréRert dargestellt ist. (B) Ein kleiner
I(1)ombA4 mutanter Klon distal der H/H-Falte wies eine reduzierte hth-lacZ Farbung auf. (C) Ein

/(1)ombA4 mutanter Klon zeigte eine teilweise Reduktion der hth-lacZ Farbung. Alle Fluoreszenzbilder
wurden Tonwertkorrigiert.

4.7 teashirt (tsh)

In der spaten L3 Fllgelimaginalscheibe wird tsh in einer Ring-Domane um die pouch und beinahe im
gesamten Notum exprimiert (Sun et al., 1995; Bhojwani et al., 1995). Die Expressionsmuster von tsh
und hth Uberlappen weitgehend, aber in der dorsalen hinge werden beide Gene nur im proximalen
Ring der hth-Expression coexprimiert (Pai et al., 1998; Casares und Mann, 2000; Azpiazu und Morata,

2000). In der spaten L3 Fligelscheibe wird die tsh- und die nub-Expression durch die sogenannte

93



gap-Domane voneinander getrennt. Es wurde berichtet, dass die Zellen dieser drei Domanen zum Teil
unabhangige Wachstumseinheiten in der hinge bilden (Zirin und Mann, 2007); eine (distale) Nub
exprimierende, eine (proximale) Tsh exprimierende und die zwischenliegende gap-Doméane (aus Nub-
und Tsh-negativen Zellen). So konnte gezeigt werden, dass neutrale Minute+ Klone (die in Minute
Gewebe generiert wurden) dazu tendieren parallel zur Grenze der Nub oder Tsh-Expression zu
proliferieren, wenn sie in der gap-Domane lokalisiert sind oder an diese angrenzen (Zirin und Mann,
2007). Fur die Bildung der gap-Domane scheint die Wg-Signalisierung in der hinge erforderlich zu
sein. So grenzen im friihen zweiten Larvenstadium die Expressionsdomanen von nub und tsh in der
hinge aneinander und die gap-Doméane wird dann von Zellen gebildet, in denen die tsh-Expression
durch die Wg-Signalisierung reprimiert wird. Infolge der lokalen Zellproliferation der Tsh- und Nub-
negativen Zellen vergréfRert sich die gap-Domane bis ans Ende der Larvalentwicklung (Zirin und
Mann, 2007).

Zu tsh existiert das paraloge Gen tiptop (tio). Tsh und tio zeigen in der Imaginalentwicklung ein sehr
ahnliches Expressionsmuster und sind weitgehend redundant (Bessa et al.,, 2009). Die spontane
aeroplane Mutante tragt die Insertion eines transposablen I-Elementes in einem tsh hinge-enhancer.
Die Fliigel von tsh® Fliegen zeigen eine Fusion von Strukturelementen in der proximalen hinge, die

zum held-out Phanotyp flihren (Soanes et al., 2001).

4.7.1 Systemischer omb-Verlust und tsh-lacZ-Expression

In dieser Arbeit wurde eine tsh-lacZ Enhancer-Trap-Linie verwendet, um die Expression von tsh zu
untersuchen. In L3 Flligelimaginalscheiben zeigte die tsh-lacZ Linie Aktivitat in der proximalen hinge
(Doméne 5 und 6) sowie im Notum (Abb. 52 A-D). Die X-Gal Farbung der tsh-lacZ Linie ergab eine
prominente Farbung in der dorsalen hinge die durch die H/N-Falte in eine distale und proximale
Domane unterteilt wurde (Abb. 52 A-D). Damit Uberlappte die distale tsh-lacZ Domane mit der
proximalen Domane von hth-lacZ (vergleiche Abb. 52 A-D mit Abb. 49 A-D). In wt zeigten die L3
Fligelscheiben auch eine starke proximale tsh-lacZ Farbung in der anterior-ventralen hinge (Pleura)
wie auch eine weiter distal gelegene, annahrend ringférmige Farbung in der gesamten ventralen hinge
(Abb. 52 A-D). Im posterioren Teil Uberlagerte diese Farbung teilweise die proximale pouch. Das tsh-
lacZ Muster stimmte mit dem publizierten anti-Tsh Muster weitgehend tberein (Cifuentes und Garcia-
Bellido, 1997; Soanes et al., 2001; Bessa et al., 2009). Aufgrund ihrer ungewdhnlichen Positionierung
und der zuweilen weit auseinanderliegenden, gefarbten Zellkerne (wie es fur Zellkerne des
Plattenepithels charakteristisch ist) handelte es sich bei der distalen Farbung des ventralen
Kompartiments oder zumindest bei dessen posterior-ventralen Teils um eine tsh-lacZ Aktivitat in der
Peripodialmembran (Abb. 52 A-D). Fir diese Annahme spricht auch die Beobachtung einer
schwachen tsh-lacZ Farbung im A-Kompartiment von I(1)ombAP6 Fligelscheiben (Abb. 52 E-H), die als
Aquivalent zur peripodialen Farbung im wt betrachtet wurde. Im Vergleich zu wt war in I(1)ombAP6 L3
Fligelscheiben das Expressionsmuster von tsh-lacZ deutlich verandert (Abb. 52 E-H). So war die tsh-
lacZ-Expression in der ventralen hinge reduziert, iberlagert von einer ausgedehnten Expression in der
Peripodialmembran. In der dorsalen hinge blieb die proximale Domane der tsh-lacZ-Expression nur

teilweise erhalten und beschrankte sich auf einen medialen Bereich proximal der H/N-Falte (Abb. 52
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F-H). Die distale Domane der tsh-lacZ-Expression (distal der H/N-Falte) war haufig medial
unterbrochen (Abb. 52 F-H).
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Abbildung 52 Expressionsmuster von tsh-lacZ in wt und I(1)ombAP6 Fligelscheiben

Dargestellt sind wt (Kontrolle; A-D) und /(1)ombAP6 (E-H) L3 Flugelimaginalscheiben. Die tsh-lacZ-
Expression wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. (E-H) In I(1)ombAP6 mutanten Fllgelscheiben war die Farbung im Zentrum der dorsalen hinge
unterbrochen.

4.7.2 Diskussion: teashirt

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass in omb Nullmutanten Fllgelscheiben
die Expression von tsh-lacZ (wie auch hth-lacZ Abb. 49 E-H; Abb. 50 D) im Zentrum der proximalen
hinge (Domane 5) verloren geht (Abb. 52 F-H). Es konnte gezeigt werden, dass Tsh
Uberexprimierende Klone eine gesteigerte Hth-Expression in der hinge induzieren und in umliegenden
Bereichen die Entwicklung von Gelenkstrukturen fordern (Azpiazu und Morata, 2000). Der lokale
Verlust der tsh-Expression in omb mutanten Fligelscheiben ist daher mit einer reduzierten

Gelenkentwicklung kompatibel.

4.8 JAK/STAT

In Drosophila beinhaltet der JAK/STAT-Signalweg (Janus kinase/ signal transducers and activators of
transcription)  folgende Hauptkomponenten: den Liganden Unpaired (Upd), den
Transmembranrezeptor Domeless (Dome), die einzige JAK-Tyrosinkinase Hopscotch (Hop), sowie
den Transkriptionsfaktor Stat92E (zur Ubersicht siehe: Arbouzova und Zeidler, 2006; Zeidler und
Bausek, 2013). Der JAK/STAT-Signalweg ist fir die Gelenkentwicklung essentiel. Wahrend der
Fligelentwicklung werden die upd-Expression und die Stat92E-Aktivitat auf die hinge beschrankt und
die Signalwegaktivitat bleibt bis ins Adultstadium auf die Gelenkregion lokalisiert (Ayala-Camargo et
al., 2013). upd und Stat92E werden in der Flligelscheibe in gleichen Mustern dynamisch exprimiert. Im

frihen zweiten Larvenstadium kann die 10xSTAT-GFP-Reporteraktivitat in allen Zellen der
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Fligelscheibe detektiert werden (Rodrigues et al., 2012, Ayala-Camargo et al., 2013). Vom spaten
zweiten bis zum spaten dritten Larvenstadium wird die Aktivitdt des JAK/STAT-Signalwegs fast
vollstandig aus der distal gelegenen Nub-Domane ausgeschlossen, wahrend der Signalweg in fast
allen Zellen der hinge aktiv ist, mit dem héchsten Niveau in der dorsalen hinge (Ayala-Camargo et al.,
2013). Im adulten Fllugel verursachen Klone die fir Stat92E mutant sind einen nahezu vollstandigen
Verlust der Gelenkstrukturen, sodass der Fligel direkt am Thorax ansetzt (Ayala-Camargo et al.,
2013). Fir die Fligelimaginalscheibe wurde gezeigt, dass die Hemmung der Wg-Signalisierung in der
hinge zu einer Verringerung der gap-Domane und folglich zu einer Annahrung der beiden Wg-Ringe
fuhrt (Zirin und Mann, 2007). Dieser Phanotyp wird auch in Stat92E mutanten Klonen beobachtet
(Ayala-Camargo et al., 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitit von Stat92E mittels eines 10xSTAT-GFP-
Transkriptionsreporters visualisiert, der zehn multimerisierte Kopien eines Stat92E Response
Elements aus dem Socs36E Gen enthalt, welche die Expression von GFP regulieren (Bach et al.,
2007). Das Fluoreszenzmuster sowie die —intensitat der Fluoreszenz des 10xSTAT-GFP-Reporters

erlauben eine Beurteilung der Ausdehnung (Lokalisation) und Aktivitat des JAK/STAT-Signalweges.

4.8.1 Systemischer omb-Verlust und JAK/STAT-Signalisierung
In den Fligelimaginalscheiben wurde die Aktivitdt des 10xSTAT-GFP Reporters durch direkte

Fluoreszenz des GFP und mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung gegen GFP visualisiert (Abb.
53). Die Fluoreszenzmuster waren groftenteils identisch. Die einzige Ausnahme bildete das
unterschiedlich stark ausgepragte Expressionsminimum im Zentrum der dorsalen hinge (weifl3e
Pfeilspitzen in Abb. 53 und zugehdérige Beschreibung). Sofern nicht anders angegeben, werden im
Folgenden die Ergebnisse anhand der direkten GFP-Fluoreszenz des 10xSTAT-GFP Reporters
beschrieben. Die Position der apikalen und basalen Falten in der dorsalen hinge wurden anhand der

DAPI Kernfarbung bestimmt und fiir die Beschreibung der Expression herangezogen.

Abbildung 53 10xSTAT-GFP-Expression in wt Flligelscheibe

Wildtypische Fligelimaginalscheibe im mittleren-spaten L3 Stadium. DAPI (Weil3; A), 10xSTAT-GFP
(Gruin; A), anti-GFP (Rot; A™"), anti-Wg (Magenta; A™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Die 10xSTAT-GFP Expressionsdomane
besitzt im Zentrum der dorsalen hinge ein Expressionsminimum (wei3e Pfeilspitzen). Bei der direkten
GFP-Fluoreszenz (Griin; A’) liegt das Expressionsminimum in der distalen Domane und bei der
indirekten Immunfluoreszenzfarbung gegen GFP (Rot; A™) in der distalen und proximalen Doméane.
Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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In wildtypischen Fllgelscheiben des friihen-mittleren L3 Stadiums bildete die Expressionsdomane des
10xSTAT-GFP Reporters einen geschlossenen Ring, ohne ein deutliches und reproduzierbares
Expressionsminimum innerhalb der hinge (Abb. 54 A). In Fligelscheiben des mittleren-spaten L3
Stadiums wurden hingegen Expressionsminima in der dorsalen und anterior-ventralen hinge
beobachtet (Abb. 53). Ferner zeigten spate L3 Fliigelscheiben nur eine geringe 10xSTAT-GFP-
Expression in der Pleura (Abb. 53). In der dorsalen hinge war die Expressionsdomane des 10xSTAT-
GFP Reporters durch die H/H-Falte in eine distale Expression (Domane 3) und eine proximale
Expression (Doméane 4) unterteilt. Dabei wurde die distale Expression durch die dbH-Falte begrenzt
und die proximale Expression durch die pbH-Falte (Abb. 55 A).

Zusatzlich zur bereits beschriebenen Expressionsdomane des 10xSTAT-GFP Reporters, in Domane 3
und 4 der dorsalen hinge, wurde eine weitere ringférmige Expression in Domane 2 der dorsalen hinge
beobachtet. In wt Flligelscheiben war diese Expression schwach und Uberlappte teilweise mit der Wg-
IR-Domane (weiller Pfeil in Abb. 55 A; Anhang Abb. 97).

Abbildung 54 10xSTAT-GFP-Expression in wt, bi, bi’lomb*'*® und I(1)omb*'*® Fliigelscheiben
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Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb®'®® (C) und I(1)omb>'*® (D) Fliigelimaginalscheiben. Die
Fligelscheiben entsprechen einem frihen-mittleren L3 Stadium. DAPI (weil}; A-D), 10xSTAT-GFP
(Grin; A-D"), anti-Wg (Magenta; A"-D™"), Uberlagerung des 10xSTAT-GFP und anti-Wg Signals
(Grin, Magenta; A" "-D""). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A") In der wt Fligelscheibe wurde im Zentrum der dorsalen
hinge (weilde Pfeilspitze) kein Minimun der 10xSTAT-GFP-Expression festgestellt. (A-D") Die weilten
Pfeile markieren die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz in Doméane 2 der dorsalen hinge. (A""°-D""") Die
Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels Tonwertkorrektur erhéht.

In bifid und bilomb*'*® Fligelscheiben wurden ahnliche Veranderungen der 10xSTAT-GFP-Expression
festgestellt. Im Vergleich zu wt schien die Fluoreszenz des 10xSTAT-GFP Reporters in omb
hypomorphen Fliigelscheiben teilweise erweitert und verstarkt (Abb. 54; Abb. 55; Anhang Abb. 98 und
Abb. 99). bifid Fligelscheiben im frihen-mittleren L3 Stadium wiesen in Domane 3 und 4 der dorsalen
hinge eine etwa gleich hohe Fluoreszenz-Intensitat auf (Abb. 54). Im mittleren-spaten L3 Stadium war
in bifid und bilomb*'% Fligelscheiben die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz in der distalen Expression
(Doméane 3) starker als in wt (Abb. 55), in der proximalen Expression (Domane 4) wies die
Fluoreszenz eine gewisse Variabilitat auf (Abb. 55) — d.h. die Fluoreszenz variierte von Scheibe zu
Scheibe (Anhang Abb. 98 und Abb. 99). In einigen bifid und bi/omb®'®® Flugelscheiben schien die
Fluoreszenz in Domane 4 zumindest bereichsweise reduziert (Anhang Abb. 98 und Abb. 99). Hiervon
war vor allem der zentrale und posteriore Bereich der dorsalen hinge betroffen. Dieser Phanotyp war

in spateren L3 Fligelscheiben starker ausgebildet als in jlingeren und in bilomb*'%

Fligelscheiben
starker ausgepragt als in bifid. Ein Expressionsminimum des 10xSTAT-GFP Reporters in der dorsalen

hinge, wie in wt beobachtet, wurde in bifid und bilomb*'% Fligelscheiben nicht festgestellt (Abb. 55).

98



Abbildung 55 10xSTAT-GFP-Expression in wt, bi, bi’lomb>"*® und I(1)omb>'*® Fliigelscheiben

Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb>"*® (C) und I(1)omb>’*® (D) Fliigelimaginalscheiben im mittleren-
spaten L3 Stadium. DAPI (Weil3; A-D), 10xSTAT-GFP (Grin; A'-D"), anti-Wg (Magenta; A”-D™),
Uberlagerung des 10xSTAT-GFP und anti-Wg Signals (Griin, Magenta; A"-D ™). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Die drei apikalen
Falten (B/H, H/H, H/N) und die zwei basalen Falten (dbH, pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. (A)
In der dorsalen hinge der wt Fligelscheibe grenzt die Wg-IR-Expression an die distale (untere) Kante
der 10xSTAT-GFP Expressionsdomane. Die Wg-OR-Expression war in diesem L3 Stadium weniger
offensichtlich und Gberlappte mit der 10xSTAT-GFP Expressionsdomane in der proximalen hinge. Die
starke 10xSTAT-GFP-Expression in Domane 3 und 4 wurde durch die beiden basalen Falten
begrenzt. In Domane 2 wurde eine sehr schwache 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz detektiert (Pfeil). (B,
C) In der dorsalen hinge der bi und bilomb*'% Fligelscheibe (berlappt die Wg-IR-Expression
weitgehend (B) bzw. vollstandig (C) mit der 10xSTAT-GFP Expressionsdomane. In der dorsalen hinge
war die Fluoreszenz-Intensitat (FI) von 10xSTAT-GFP zum Teil stark erhoht; in bi (B) distal und
proximal der H/H-Falte (in Domane 2 (Pfeil) und Doméane 3 sowie teilweise in Domane 4), in
bi/lomb*>'*® (C) distal der H/H-Falte ((in Domane 2 (Pfeil) und Domane 3). (D) In der /(1)omb®'#®
mutanten L3 Fligelimaginalscheibe war die FI von 10xSTAT-GFP generell stark erhéht. Die
10xSTAT-GFP-Expression in Domane 2 (Pfeil) reichte bis fast an die Wg-Expression an der D/V-
Grenze heran. (D7) Die Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels Tonwertkorrektur erhdht. (D”
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und D) apikale Einzelbilder wurden entfernt um die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz im Hauptepithel der
Imaginalscheibe zu verdeutlichen.

In I(1)omb3198 L3 Fligelscheiben kam es zu einer deutlichen Umgestaltung des Fluoreszenzmusters
des 10xSTAT-GFP Reporters, im Vergleich zu wt (Abb. 55). In der dorsalen und ventralen hinge
(Pleura) als auch in der Peripodialmembran wurde eine starkere beziehungsweise ektopische
10xSTAT-GFP-Fluoreszenz festgestellt (Abb. 55 D; Abb. 56; Anhang Abb. 100). Aufgrund der starken
peripodialen Farbung war die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz des Hauptepithels in normalen
Fluoreszenzaufnahmen (d.h. in Maximalprojektionen des gesamten Z-Bildstapels) nur schwer zu
erkennen (Abb. 56 A’-F). Die Fluoreszenzbilder in Abb. 56 (A" -F ") sind Maximalprojektionen von Z-
Bildstapeln, bei denen apikale Einzelbilder entfernt wurden, um die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz im
Hauptepithel der Imaginalscheibe zu verdeutlichen und eine Uberlagerung durch die peripodiale
Fluoreszenz zu beseitigen (Abb. 56 und zugehdrige Beschreibung).

Die Analyse der 10xSTAT-GFP Reporteraktivitat in der dorsalen hinge von /(1)omb3198

Fligelscheiben
ist schwierig. Aufgrund der zuweilen starken morphologischen Veranderungen (z.B. der Ausbildung
ektopischer Falten), sowie der veranderten Wg-Expression in der dorsalen hinge, konnten weder die
endogenen Falten noch die Wg-Expression fir die Beschreibung der 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz in
diesem Bereich herangezogen werden.

In der dorsalen hinge von /(1)omb3198 L3 Flligelscheiben fand sich eine streifenférmige
Fluoreszenzfarbung mit einer hohen Fluoreszenz-Intensitat (blaue Pfeile in Abb. 56). Aufgrund der
Positionierung entsprach diese Fluoreszenz sehr wahrscheinlich der wildtypischen distalen
Expression in Doméane 3 (siehe Abb. 55). Proximal dieser Expression war hingegen keine streifen-
oder ringférmige Fluoreszenz erkennbar, zwischen den einzelnen Fligelscheiben unterschied sich
das Fluoreszenzmuster als auch die Intensitdt in diesem Bereich haufig (Abb. 56). Die meisten
l(1)omb3798 L3 Flugelscheiben zeigten im Bereich der dorsalen pouch/hinge eine distale Verschiebung
der 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz — welche in wt nur in Domane 2 der dorsalen hinge schwach
detektiert wurde — sodass die Fluoreszenz fast bis an die Wg-DV-Expression heran reichte (weil3e
Pfeile in Abb. 55 und Abb. 56). In /(1)omb*"®® L3 Flugelscheiben zeigte sich ein stark verandertes
Fluoreszenzmuster des 10xSTAT-GFP Reporters im V-Kompartiment, mit ektopischen Domanen in
der distalen Fligelscheibe (Abb. 55; Abb. 56). Die ektopischen Domanen waren gréfltenteils
komplementar zur ektopischen Wg-Expression in der distalen Fligelscheibe (Abb. 55 D**"; Abb. 56
ATEY,
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Abbildung 56 10xSTAT-GFP-Expression in /(1)omb®'*® Fliigelscheiben




Dargestellt sind /(1)omb*"®® (A-F) L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-F), 10xSTAT-GFP (Grin;
A-F), Uberlagerung des 10xSTAT-GFP und anti-Wg Signals (Griin, Magenta; A"-F ™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A*-F )
In I(1)omb3798 L3 Fligelscheiben wurde der 10xSTAT-GFP Reporter in den meisten Regionen der
Fligelscheibe stark bzw. ektopisch exprimiert. Im D-Kompartiment wurde eine streifenformige
10xSTAT-GFP-Fluoreszenz in Domane 3 der dorsalen hinge detektiert (blaue Pfeile). In Doméane 2
der dorsalen hinge wurde eine starke 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz festgestellt (weille Pfeile), die fast
bis an die Wg-D/V-Expression heran reichte. (A" -F ") Im V-Kompartiment der distalen Flligelscheibe
war die ektopische Expression des Reporters grotenteils komplementar zur ektopischen Wg-
Expression. (A"'-D""") Die Intensitat des anti-Wg Signals wurde mittels Tonwertkorrektur erhéht. (A -
F**") apikale Einzelbilder wurden entfernt um die 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz im Hauptepithel der
Imaginalscheibe zu verdeutlichen.

Verteilung der 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz in der dorsalen hinge

In wt L3 Fligelscheiben grenzte die distale Expression des 10xSTAT-GFP Reporters (Doméane 3)
distal an die Wg-IR-Domane (Domane 2) (Abb. 55 A). In bi und bilomb®"®® L3 Fligelscheiben
hingegen, Uberlappte die distale Reporterexpression (Domane 3) mit der Wg-IR-Domane (Abb. 55 B,
C), was vorwiegend im medialen Bereich der dorsalen hinge beobachtet wurde. Damit erschien in
omb hypomorphen Fliigelscheiben die Wg-IR-Expression vorwiegend in Doméane 3 der dorsalen hinge
lokalisiert (Abb. 55 B, C). Bemerkenswert ist, dass im P-Kompartiment einiger bi als auch bilomb*'%
Fligelscheiben die Wg-IR-Expression fast bis an die H/H-Falte heran reichte (Abb. 55 B, C; Anhang
Abb. 98 und Abb. 99). In bi und im stirkeren AusmaR in bilomb>®® Flugelscheiben fiihrte die

Verlagerung der Wg-IR-Expression nach proximal zu einem geringeren Abstand zur Wg-OR-Domane.

Um die genaue Position der 10xSTAT-GFP Expressionsdomane innerhalb der dorsalen hinge, unter
Berilcksichtigung der Position der Wg-IR-Doméane, zu bestimmen, wurden XZ-Bilder von
Maximalprojektionen (von Z-Bildstapeln) hergestellt. Anhand der XZ-Bilder wurde bestatigt, dass die
10xSTAT-GFP Ringdomane zwischen den beiden basalen Falten (dbH und pbH) lokalisiert war, in

Domane 3 und 4 der dorsalen hinge, in wt als auch in bi und bilomb*"%® L3 Flliigelscheiben (Abb. 57).
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Abbildung 57 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder
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Dargestellt sind wt (A), bi (B), bilomb®'*® (C) und I(1)omb®'*® (D) L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-D)
Uberlagerung des 10xSTAT-GFP (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals.. (A-D’) Die drei apikalen
Falten (B/H, H/H, H/N) und die zwei basalen Falten (dbH, pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. In
den Bildern (A-D) ist anterior links und dorsal oben, in den XZ-Bilder (A*-D") ist apikal links und basal
rechts. Weifde Linien in A-D markieren die Positionen der XZ-Schnitte in A*-D".

Die drei apikalen Falten (B/H, H/H, H/N) und die beiden basalen Falten (dbH, pbH) der dorsalen hinge
von L3 Fllgelscheiben kénnen als Ergebnis einer ziehharmonikaartigen Anordnung des Hauptepithels
in diesem Bereich betrachtet werden. In wt L3 Fligelscheiben wiesen alle Falten der dorsalen hinge
eine vergleichbare Tiefe auf. Anhand der XZ-Bilder wurde festgestellt, dass in bi und bilomb*'%
Fligelscheiben die Morphologie der Falten in der dorsalen hinge haufig gestort war.

In omb hypomorphen Fliigelscheiben des mittleren-spaten L3 Stadiums waren die Falten — apikalen
wie auch basalen Falten, der dorsalen hinge — haufig am Scheitel erweitert (Abb. 57 B, C; Abb. 58 G-
L; Abb. 59) — d.h. apikale Falten waren basal und basale Falten apikal verbreitert. Der Begriff Scheitel
ist der Geologie entlehnt und bezeichnet hier den tiefsten Punkt einer Falte. In bi Fllgelscheiben
wurde meist eine Erweiterung in der H/H- und dbH-Falte festgestellt und in geringerem Ausmal auch
in der B/H-Falte (Abb. 58 G-L). In bilomb*'% Fligelscheiben wurde ebenfalls meist eine Erweiterung in
der H/H- und dbH-Falte festgestellt, aber in vergleichbarem Ausmaf auch in der B/H-Falte und in
geringerem Ausmal in der pbH-Falte (Abb. 59). Der Phanotyp war also hinsichtlich der proximo-

distalen Ausdehnung innerhalb der dorsalen hinge in bilomb*'%

starker ausgepragt als in bi.
Demzufolge kam es bei Abnahme des Omb Niveaus zu einer Verstarkung des Faltenphanotyps —
auch bezlglich dessen Ausdehnung in der dorsalen hinge. Es ist wahrscheinlich, dass in der freien,
ungequetschten Imaginalscheibe breite Falten als tiefe Falten vorliegen. Der Faltenphanotyp in der
dorsalen hinge schien im medialen Bereich starker ausgepragt als im lateralen Bereich. Die
Auspragung wurde auch mit dem Alter der Flugelscheiben starker (Abb. 58 G-L; Abb. 59). Die
Erweiterung der Falten am Scheitel resultierte in einigen Fligelscheiben in einer teilweisen
Uberlagerung des Hauptepithels in der dorsalen hinge (siehe beispielsweise Abb. 58 J'; Abb. 59 E).
Aufgrund der Nahe der 10xSTAT-GFP-Expression (in wt in Domane 3 und 4) zur Wg-IR-Expression
(in wt in Domane 2) (Abb. 55 A; Abb. 57 A’), ist es wahrscheinlich, dass eine Uberlagerung des
Hauptepithels fiir die Uberlappung beider Expressionsdomanen, in den Maximalprojektionen von omb
hypomorphen Fligelscheiben, zumindest mitverantwortlich ist (Abb. 55 B, C; Abb. 57 B", C°). In
einigen wenigen Fallen war die Breite der Falte nicht am Scheitel (der tiefste Punkt einer Falte)
sondern auf der gegeniiberliegenden Seite erweitert, sodass der Offnungswinkel der Falte groRer war,
im Vergleich zu wt (siehe beispielsweise Abb. 58 L™ (H/N-Falte); Abb. 59 E* (H/N- und pbH-Falte)).
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Abbildung 58 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder von wt und bi Flliigelscheiben
Dargestellt sind wt (A-F) und bi (G-L) L3 Fligelimaginalscheiben. (A-L") 10xSTAT-GFP (Grin), DAPI
(Weil3; A°-L"). (A", D) Die drei apikalen Falten (B/H, H/H, H/N) und die zwei basalen Falten (dbH,
pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. In den Maximalprojektionen von Z-Bildstapeln (A-L) ist
anterior links und dorsal oben, in den XZ-Bilder (A’-L") ist apikal links und basal rechts. Weilte Linien
in A-L markieren die Positionen der XZ-Schnitte in A™-L".
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Abbildung 59 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder von bi/omb>'*® Fliigelscheiben

Dargestellt sind bilomb®™*® (A-K) L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-K') 10xSTAT-GFP (Griin), DAPI
(Weil3; A°-L"). (E", H) Die drei apikalen Falten (B/H, H/H, H/N) und die zwei basalen Falten (dbH,
pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. In den Maximalprojektionen von Z-Bildstapeln (A-K) ist
anteriorl links und dorsal oben, in den XZ-Bilder (A*-K") ist apikal links und basal rechts. Weil3e Linien
in A-K markieren die Positionen der XZ-Schnitte in A*-K".

In der dorsalen hinge von wt L3 Fllgelscheiben ist die 10xSTAT-GFP Reporteraktivitat in den basalen
Zellen der Falten am héchsten, mit einer hdheren Gesamtaktivitat in der H/H- als in der H/N-Falte
(Johnstone et al., 2013). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung der 10xSTAT-GFP-
Fluoreszenz innerhalb der dorsalen hinge in L3 Fligelscheiben der Serie wt, bi und bilomb*'%
untersucht. In Ubereinstimmung mit den Literaturergebnissen wurde in wt L3 Fliigelscheiben eine
hohere Aktivitat des 10xSTAT-GFP Reporters in den basalen Zellen der Falten der dorsalen hinge
beobachtet (Abb. 58 A-F). In bi und bilomb®"®® L3 Fligelscheiben war ebenfalls eine lokalisierte
10xSTAT-GFP Reporteraktivitat in den Falten der dorsalen hinge detektierbar (Abb. 58 G-L; Abb. 59

A-K). In omb hypomorphen Fliigelscheiben schien die Reporteraktivitat starker polarisiert als in wt —
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d.h. in apikalen Zellen schwacher und in basalen Zellen starker (Abb. 58; Abb. 59).

319 1 3 Fligelscheiben zeigten einen variablen Faltungsphanotyp — d.h. der

Die untersuchten /(1)omb
Faltungsphanotyp variierte von Scheibe zu Scheibe (siehe DAPI Kernfarbung Anhang Abb. 100) — in
der dorsalen hinge als auch in der distalen Fligelscheibe (Abb. 57 D). Zumeist schloss der
Faltungsphanotyp eine ektopische Faltenbildung (d.h. Auffaltung des Hauptepithels) in der distalen
Fligelscheibe in Kombination mit einer starkeren Auffaltung des Hauptepithels in der dorsalen hinge
oder aber einer Verbreiterung der Falten — bei gleichzeitiger Erweiterung am Scheitel und auf der
gegenuberliegenden Seite — in der dorsalen hinge ein. In einigen wenigen L3 Fligelscheiben wurde
aber auch eine verminderte Faltenbildung (also eine reduzierte Auffaltung) in der dorsalen hinge

beobachtet (nicht gezeigt).

4.8.2 Systemischer omb-Verlust und STAT92E-lacZ-Expression

STAT92E ist das einzige STAT-Gen in Drosophila. Die Enhancer-Trap-Linie STAT92E-lacZ zeigte,
nach X-Gal Farbung, in wt L3 Flligelscheiben eine schwache ringférmige Farbung um die pouch und
eine deutlich starkere Farbung in der dorsalen hinge und im Notum (Abb. 60 A, B). In /(1)omb3198 L3
Fligelscheiben wurde eine ektopische Farbung in der Pleura beobachtet, die starke Farbung in der
dorsalen hinge war auf das Zentrum beschrankt und die ringférmige Farbung um die pouch war nicht
erkennbar (Abb. 60 C, D). Die Expression von STAT92 wird durch die Aktivitdt des JAK/STAT-
Signalweges reprimiert (Zeidler et al., 1999; Tsai et al.,, 2015). Dies erklart das annahernd
komplementare Verhalten von STAT92E-lacZ und 10xSTAT-GFP.
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Abbildung 60 Expressionsmuster von STAT92E-lacZ in wt und /(1)omb3198 FIUgeIscheib_en

Dargestellt sind wt (A-B) und I(1)omb*"®® (C-D) L3 Flugelimaginalscheiben. Die STAT92E-lacZ-
Expression wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben.

4.8.3 Diskussion: JAK/STAT
In der wt L3 Fligelscheibe war die am weitesten distal gelegene Aktivitat des JAK/STAT-Signalwegs

in der Domane 2 der dorsalen hinge nachweisbar (Abb. 55 A). Jedoch wurde in diesem Bereich nur
eine sehr schwache Signalaktivitat detektiert. Mit abnehmendem Omb Niveau nahm die Aktivitat des
JAK/STAT-Signalwegs — die anhand der Intensitat der 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz untersucht wurde
— in Doméane 2 der dorsalen hinge zu (Abb. 55). omb Nullmutante L3 Fligelscheiben zeigten
zusatzlich zu einem deutlichen Aktivitatsanstieg eine distale Verlagerung der JAK/STAT-Signalaktivitat

im Bereich der dorsalen pouch/hinge, sodass der Abstand zur D/V-Grenze verringert war (Abb. 55 D;
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Abb. 56). Diese Verlagerung resultierte aus einer veranderten Ausdehnung und Lokalisation der
Signalaktivitdt — entlang der P-D Achse. In der vorliegenden Arbeit wurde bei mehreren untersuchten
Genen, ein verandertes Expressionsmuster im Bereich der dorsalen pouch/hinge in omb Nullmutanten
L3 Flugelscheiben beobachtet (z.B. Wg-IR). Im Unterschied zur Aktivitatssteigerung des JAK/STAT-
Signalwegs, wurde bei den meisten hinge-spezifischen Genexpressionen eine reduzierte
Expressionsstarke — vorwiegend im medialen Bereich der dorsalen pouch/hinge — beobachtet. So kam
es dort zu einer Reduktion oder Unterbrechung (Verlust) der Expression von: trn-lacZ (Abb. 29), caps-
lacZ (Abb. 30), hth-lacZ (Abb. 49, Abb. 50), tsh-lacZ (Abb. 52) und Zfh2 (Abb. 46). Dahingegen wurde
bei kek1-lacZ — in der medialen Flligelscheibe — eine Expansion der Expression von der dorsalen
hinge in die distale Fliigelscheibe (pouch) festgestellt (Abb. 33). Die Immunfluoreszenz gegen Wgq, in
omb Nullmutanten L3 Fllgelscheiben, zeigte haufig eine starke Reduktion oder Unterbrechung in der
Wg-IR-Expression wie auch eine Verlagerung der hinge spezifischen Expression von proximal — der
dorsalen hinge — nach distal (siehe beispielsweise Abb. 37). Ferner war auch das pouch-spezische
Expressionsmuster von Nab, in einigen omb Nullmutanten L3 Fllgelscheiben, in der dorsalen pouch
reduziert (Anhang Abb. 95 und Abb. 96).

Eine veranderte Lokalisation (d.h. distale Verlagerung) der JAK/STAT-Signalaktivitat sowie der hinge-
spezifischen Expression von Wg deutet darauf hin, dass die normale Spezifizierung und
Differenzierung der Zellen in der dorsalen Halfte der pouch sowie der dorsalen hinge bei omb

Nullmutanten gestort sein kdnnte.

Es wurde berichtet, dass eine verminderte Wg-Signalisierung die Aktivitat des JAK/STAT-Signalwegs
in der hinge hemmt, wahrend eine ektopische Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs die Wg-
Expression in der hinge nicht beeintrachtigt (Ayala-Camargo et al., 2013). In der wt L3 Fllgelscheibe
Uberlappt die 10xSTAT-GFP-Expression die Wg- und Hth-Expression in der hinge, wahrend des L3
Stadiums. Es wurde vorgeschlagen, dass in der hinge Wg und Hth in der genetischen Hierarchie
oberhalb (upstream) der Stat92E-Aktivitat stehen. So zeigen in der proximalen pouch lokalisierte Hth-
exprimierende Klone, haufig eine erhohte JAK/STAT-Signalaktivitdt, wahrend in der hinge lokalisierte
hth mutante Klone zum Verlust der 10xSTAT-GFP-Fluoreszenz flihren (Ayala-Camargo et al., 2013).
Klone mit einer reduzierten Wg-Signalisierung, aufgrund der Uberexpression einer dominant-
negativen Form von TCF (TCFDN), zeigen eine zellautonome Reduktion der 10xSTAT-GFP-
Expression, in der dorsalen hinge (Ayala-Camargo et al., 2013). Entgegen der Erwartung wurde in
omb Nullmutanten L3 Fllgelscheiben — im medialen Bereich der der dorsalen pouch/hinge — eine
Reduktion der Wg-IR- und Hth-Expression (Abb. 50 D) festgestellt, jedoch eine héhere Aktivitat von
Stat92E (Abb. 55). In den entsprechenden Doméanen der dorsalen hinge — vorwiegend in Domane 2
und 3 — fand sich eine Signalverstarkung des JAK/STAT-Signalwegs (Abb. 55 D; Abb. 56), im
Vergleich zu wt L3 Fliigelscheiben (Abb. 55 A; Abb. 53).

JAK/STAT-Signalisierung in der distalen Fligelscheibe
Eine ektopische Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs in der distalen Fllgelscheibe, z.B. durch eine
ektopische Expression von upd in der pouch, fuhrt zu kleinen, verkimmerten Fllgelblattern (Ayala-

Camargo et al., 2013). Dies verdeutlicht, dass eine distale Erweiterung der JAK/STAT-Signalaktivitat
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die Flagelblattentwicklung beeintrachtigt und dass der Aktivitatsbereich auf die hinge beschrankt
werden muss, damit eine korrekte Fligelentwicklung stattfinden kann. Dies steht im Einklang mit der
Veranderung des Aktivitatsmusters des 10xSTAT-GFP Reporters in omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben — also einer starken ektopischen STAT92E-Aktivitat, in grollen Bereichen der distalen

Fligelscheibe — sowie mit dem Fllgelphanotyp von von pharat-adulten omb Nullmutanten (Abb. 3 D).

Der distale Faktor Nub inhibiert die Expression von upd wie auch die Aktivitat von Stat92E in der
Fligelimaginalscheibe (Ayala-Camargo et al., 2013). So zeigen Klone, die ektopisch Nub exprimieren,
einen zellautonomen Verlust der JAK/STAT-Signalwegaktivitat in der hinge, wohingegen in nub
mutanten Klonen, die in der (proximalen) pouch lokalisiert sind, der JAK/STAT-Signalweg ektopisch
aktiviert wird (Ayala-Camargo et al., 2013). Umgekehrt bewirkt eine ektopische JAK/STAT-
Signalisierung nur eine moderate Repression von Nub in der pouch (Ayala-Camargo et al., 2013). Die
Begrenzung der JAK/STAT-Signalisierung auf die hinge, wird vermutlich durch mehrere distale
Faktoren vermittelt. Ayala-Camargo und Kollegen formulierten ein Model, in dem mehrere distale
Faktoren die JAK/STAT-Signalisierung auf die hinge beschranken, um eine Kkorrekte
Fligelentwicklung zu ermdglichen (Ayala-Camargo et al., 2013). Dementsprechend flihrt auch eine
Fehlexpression von Rn in der dorsalen hinge zu einer Reduktion der 10xSTAT-GFP Reporteraktivitat
(Ayala-Camargo et al., 2013). Ayala-Camargo und Kollegen interpretierten die Ergebnisse ihrer Studie
dahingehend, dass Upd und die Aktivitat des TF Stat92E nicht mit der pouch Identitat vereinbar ist
(Ayala-Camargo et al., 2013). Diese Interpretation passt zu der Situation in der distalen Fllgelscheibe
von omb Nullmutanten — insbesondere im Bereich der dorsalen pouch/hinge. Der Aktivitatsanstieg
sowie die distale Verlagerung der JAK/STAT-Signalaktivitat, im Bereich der dorsalen pouch/hinge in
omb Nullmutanten L3 Fligelscheiben, kénnte mdglicherweise auf eine gestdrte Rekrutierung von
pouch Zellen, wahrend der Fliigelscheibenentwicklung, hindeuten (vgl. Wu und Cohen, 2002; Zecca
und Struhl, 2007b, 2010).

JAK/STAT-Signalisierung und Faltenbildung in der dorsalen hinge

In wt L3 Flugelscheiben weisen die Falten der dorsalen hinge eine vergleichbare Tiefe auf. In os°
mutanten Fligelscheiben ist die Morphologie der H/N-Falte hingegen haufig gestort (Johnstone et al.,
2013). os (outstretched), basierend auf genetischen Komplementationstests und phanotypischer
Ahnlichkeit, ist ein Allel von upd. So haben beispielsweise upd3 Mutanten einen mit os°
vergleichbaren Phanotyp (Wang et al., 2014). In os° Fliigelscheiben ist die Expression von upd im
Bereich der dorsalen H/N Falte eliminiert. Die Expression von upd2 und upd3 wurde nicht untersucht;
allerdings reicht der nachgewiesene Verlust der upd-Expression, um 10xSTAT-GFP im Bereich der
H/N Falte zu eliminieren (Johnstone et al., 2013). upd und upd3 haben in vielen Geweben ein
Uberlappendes Expressionsmuster. In Fligelimaginalscheiben konnte upd3-Expression durch in situ
Hybridisierung nicht nachgewiesen werden (Wang et al., 2014). In 0s° Fliigelimaginalscheiben ist die
Tiefe der H/N Falte mit variabler Expressivitat reduziert; im Extremfall fehlt die Falte. Eine leichte
Reduktion der Faltentiefe kann mit einer apikalen Verbreiterung der Falte einhergehen (Johnstone et
al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des JAK/STAT-Signalwegs im Bereich der

H/N-Falte fur die normale H/N-Faltenentwicklung notwendig ist, und dass eine Reduktion der
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JAK/STAT-Signalisierung in der HN-Falte ausreichend ist um einen os Fligelgelenkphanotyp zu
kopieren (Johnstone et al., 2013).

Im Vergleich zu wt war in omb mutanten L3 Fligelscheiben sowohl eine Beeintrachtigung der
Faltenmorphologie als auch der JAK/STAT-Signalaktivitat feststellbar. In der dorsalen hinge von omb
hypomorphen (bi und bifomb®'*®) L3 Fliigelscheiben wurde ein Anstieg der JAK/STAT-Signalaktivitat
vor allem im Bereich der H/H-Falte beobachtet, wahrend im Bereich der H/N-Falte die 10xSTAT-GFP-

3198

Fluoreszenz grofteils unregelmafig erschien. In einigen bi und bi’fomb L3 Flugelscheiben kam es

zu einer teilweisen Reduktion der Reporteraktivitat in der H/N-Falte. Die Morphologie der Falten — in

der dorsalen hinge — war in bi und bilomb®'%®

mutanten L3 Fllgelscheiben dahingehend verandert,
dass die Falte an ihrer Basis erweitert war. Eine entsprechende Erweiterung wurde haufig in der
medialen Falte (H/H; in bi und bi/omb®"®) und in den beiden distalen Falten (B/H, dbH; in bilomb®'®®)
aber nur selten in den beiden proximalen Falten (H/N, pbH) der dorsalen hinge beobachtet. Wahrend
in der H/H-Falte eine starke Fluoreszenz des 10xSTAT-GFP Reporters detektierbar war, konnte in der
B/H- und dbH-Falte hingegen keine deutliche Fluoreszenz festgestellt werden; vielmehr kam es im
zwischenliegenden Bereich, in Doméane 2 der dorsalen hinge, zu einer Zunahme der Fluoreszenz —
was nur in der Maximalprojektion (von Z-Bildstapeln) der Flligelscheibe erkennbar war.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Abnahme des Omb Niveaus (in der Serie wt, bi,
bi/omb3198) eine tendenzielle Zunahme der JAK/STAT-Signalaktivitat in den Doméanen 2-4 wie auch
eine Verstarkung des Faltenphanotyps (Erweiterung der Falte am Scheitel) in der H/H- , B/H- und
dbH-Falte bewirkte. Demzufolge zeigten jene Falten, in der dorsalen hinge von omb hypomorphen L3
Fligelscheiben, haufig eine veranderte Faltenmorphologie, die in einem Bereich mit einer verstarkten
JAK/STAT-Signalaktivitat positioniert waren. Dies legt eine mdgliche Korrelation der Aktivitat des
JAK/STAT-Signalwegs und der Faltenmorphologie in omb mutanten Flligelscheiben nahe. Auch steht
diese Annahme im Einklang mit der Funktion des JAK/STAT-Signalwegs bei der Bildung der H/N-
Falte und einer reduzierten Faltentiefe bei verminderter JAK/STAT-Signalisierung (wie in der H/N-
Falte beobachtet) (siehe Johnstone et al., 2013).

Aufgrund der Ergebnisse sollte eine Beeintrachtigung der JAK/STAT-Signalisierung — in der dorsalen
hinge — als mogliche Ursache fir den Gelenkphanotyp von bifid Mutanten in Betracht gezogen

werden.

Hinsichtlich der Fluoreszenzfarbung des 10xSTAT-GFP Reporters in omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben ist zu bemerken, dass der Eindruck dominierte, dass die veranderte
Faltenmorphologie, in der dorsalen hinge, das Fluoreszenzmuster zu beeintrachtigen schien. Dies war
insbesondere im proximalen Bereich der dorsalen hinge der Fall. Ferner besteht die Mdglichkeit, dass
die veranderte JAK/STAT-Signalaktivitat flir die morphologischen Veranderungen in omb mutanten

Fligelscheiben mitverantwortlich sein kdnnte.

4.9 Proliferation und Apoptose

Die Proliferation in der Fllgelimaginalscheibe wird durch mehrere Signalwege gesteuert. Im
Allgemeinen werden die EGFR, Wnt/Wg, Notch und TGF-B/Dpp Signalwege als wachstumsfordernd

und der Hippo Signalweg als wachstumshemmend angesehen (Molnar et al., 2011b; Brummel et al.,
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1999). Jedoch unterscheiden sich ihre Wirkungen je nach Region, Entwicklungsstadium und Grad der
Aktivitat des Signalweges. Dementsprechend wirken in der pouch der Fligelscheibe mittlere Niveaus
von Wg als permissives Signal fir die Zellproliferation, wahrend ein hohes Wg Niveau die
Zelldifferenzierung induziert (Baena-Lopez et al., 2009). In der hinge férdert Wg die Proliferation auch
bei hohen Konzentrationen (Dichtel-Danjoy et al., 2009). Die Wg-Signalisierung scheint daher in der
pouch und in den weiter proximal gelegenen Regionen der Fligelimaginalscheibe (hinge und Notum)
unterschiedliche mitogene Reaktionen hervorzurufen (Whitworth und Russell, 2003). So fihrt die
ektopische Expression von Wg in den proximalen Regionen der Fllgelscheibe (hinge und Notum) zu
einem Uberwachsen des Gewebes, eine Uberexpression in der pouch hat hingegen keinen
vergleichbaren Effekt (Neumann und Cohen, 1996a; Russell, 2000; Whitworth und Russell, 2003).

Die Expression von Wg in der wg-IR- und wg-OR-Domaéne ist fir die lokale Zellproliferation in der
hinge erforderlich (Neumann und Cohen, 1996a; Perea et al., 2009). Infolge der Zellproliferation
verschieben sich die wg exprimierenden Zellen des inneren und aufleren Rings nach proximal und
entfernen sich damit von den vg exprimierenden Zellen der distalen Fligelscheibe (del Alamo
Rodriguez et al., 2002; Terriente et al., 2008). Die lokale Proliferation in der hinge liegt auch dem
Wachstum der gap-Domane zugrunde, wodurch sich die wg-IR- und wg-OR-Domanen voneinander
entfernen. Die JAK/STAT Signalisierung ist fir die Proliferation in der hinge essentiell (Mukherjee et
al., 2005). Dpp hemmt die Proliferation in der medialen Flligelscheibe und férdert die Proliferation in
den lateralen Bereichen der pouch (Zhanget al., 2013). Im wt ist die Proliferation in der
Fligelimaginalscheibe weitgehend gleichmafig. Omb tragt zu einem gleichmaRigen Wachstum in der
Fligelscheibe bei, da der Dpp-Signalweg Uber omb die Proliferation regionspezifisch kontrolliert
(Zhang et al., 2013). Als Zielgen von Dpp vermittelt omb die regionale Proliferation in der
Fligelimaginalscheibe Uber die Transkriptionskontrolle des microRNA Gens bantam (ban), indem
Omb die Expression von ban in medialen Regionen reprimiert und in lateralen Regionen fordert
(Zhang et al., 2013). Das Gen ban kodiert eine microRNA (miRNA), die in Drosophila als
wachstumsférdernder Faktor gilt, da ban die Zellproliferation férdert und gleichzeitig die Apoptose
hemmt (Brennecke et al., 2003). Der Fat-Hippo Signalweg reguliert ebenfalls die Expression von ban
um das Wachstum zu kontrollieren (Nolo et al., 2006; Thompson und Cohen, 2006). Fir den Dpp-
Signalweg wurde eine synergistische Interaktion mit dem Fat-Hippo Signalweg beschrieben
(Oh und Irvine, 2011). Dabei wirken Dpp Uber den Transkriptionsfaktor Mad und der Fat-Hippo
Signalweg Uber den Transkriptionscofaktor Yorkie um die Transkription von ban zu regulieren und das
Wachstum zu férdern (Oh und Irvine, 2011).

4.9.1 Systemischer omb-Verlust und Proliferation

Die Untersuchung der Zellproliferation erfolgte unter Verwendung des Proliferationsmarkers EdU in
Imaginalscheiben der Serie wt, bi, bi/omb®"®® und I(1)omb®'®® (Abb. 61; Abb. 62). Die EdU Farbung
ergab eine gleichmaRige Proliferation in wt L3 Fligelscheiben (Abb. 61 A). In spaten L3
Fligelscheiben war die Zone nicht-proliferiender Zellen (zone of non-proliferating cells, ZNC,
O’Brochta und Bryant, 1985) erkennbar (Abb. 61 A). In Ubereinstimmung mit der DAPI Kernfarbung

waren in der EdU Farbung die Falten in der hinge, insbesondere die apikalen Falten der dorsalen
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hinge, sichtbar. Im XZ-Schnitt — entlang der D-V Achse — erschien die EdU- wie auch die DAPI
Farbung in den Falten gleichmaRig verteilt (nicht gezeigt).

In bifid L3 Flugelscheiben wurde ein Anstieg der Zellproliferation in der omb Expressionsdoméane
festgestellt (dorsale hinge, anterior-ventrale hinge (Pleura), pouch; Abb. 61 B). Hiervon betroffen, war
besonders die Pleura sowie ein zentraler Bereich in der dorsalen hinge — zwischen den basalen
Falten (in Doméane 3 und 4). Innerhalb der pouch zeigte sich in unmittelbarer Nahe zur ektopischen
Falte (welche entlang der A/P-Grenze verlief) eine erhéhte EAU Farbung (Abb. 61 B). Im XZ-Schnitt —
entlang der D/V-Grenze — war die EdU Farbung im A- und P-Kompartiment der pouch etwa gleich
stark ausgepragt (nicht gezeigt).

3198

Im Vergleich zu wt wurde in bi/lomb L3 Fligelscheiben ebenfalls eine Zunahme der Zellproliferation

in der normalen omb Expressionsdomane festgestellt (Abb. 61 C, D). Der Einfluss der ektopischen

Falte (entlang der A/P-Grenze) auf die EAU Farbung in der pouch war in bilomb*'%

3198

L3 Flugelscheiben
weniger stark als in bi oder nicht erkennbar. In bi/omb L3 Fligelscheiben wurde, in einem anterior-
dorsal lokalisierten Bereich, eine niedrigere Zellproliferation beobachtet sowohl im Vergleich zu wt wie
zu den umliegenden Bereichen.

In I(1)omb®"®® L3 Fliigelscheiben kam es ebenfalls — wie in bi und bilomb®'%®

— zu einem Anstieg der
Zellproliferation in der normalen omb Expressionsdomane. Hierbei wurde vor allem in der pouch und
in der anterior-ventralen hinge (Pleura) eine starke Uberproliferation festgestellt (Abb. 61 E, F; Abb.
62). Im Vergleich dazu war in der dorsalen hinge die Uberproliferation haufig weniger stark ausgepragt
(Abb. 62). Im Vergleich zu wt wurde in /(1)omb3198 L3 Flugelscheiben haufig eine verminderte
Zellproliferation auferhalb oder am Rand der normalen omb Expressionsdomane detektiert (Abb. 62).
In spaten L3 Fligelscheiben war dies besonders gut ersichtlich (Abb. 62 D).

Die Ergebnisse stehen in Einklang mit den Folgerungen von Zhang und Kollegen (Zhang et al., 2013),
die die omb-Expression durch regionale Knockdowns oder Uberexpression manipuliert hatten.
Danach unterdriickt Omb medial (d.h. in der Nahe der A/P-Grenze) die Proliferation, wahrend Omb

lateral die Proliferation stimuliert (Zhang et al., 2013).
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Abbildung 61 EdU Farbung und Wg-Expression in wt, bi, bi/omb®*® und I(1)omb*'*® Flugelscheiben




Dargestellt sind wt (A), bi (B), bi/omb®'®® (C, D) und I(1)omb®'®® (E, F) L3 Fliigelimaginalscheiben. Die
Fligelscheiben wurden mit einem Antikérper gegen Wg (A™"-F"°, Magenta) gefarbt, fir DNA (A-F,
DAPI) und inkorporiertes EdU (A'-F") das Zellen in der S-Phase anzeigt. (A""-F ") Uberlagerung des
EdU (WeiR) und anti-Wg (Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A, E, F) Die drei apikalen Falten (B/H, H/H, H/N)
und die zwei basalen Falten (dbH, pbH) in der dorsalen hinge sind markiert. (A™-F )
Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

omb3198|A°

Abblldung 62 EdU Farbung und Wg Expression /(1)omb3198 Fligelscheiben

Dargestellt sind I(1)omb3198 (A-D) L3 Flugelimaginalscheiben. Die Fligelscheiben wurden mit einem
Antikorper gegen Wg (A-D""°, Magenta) gefarbt, fir DNA (A-D, DAPI) und inkorporiertes EdU (A’-
D, A"-D) das Zellen in der S-Phase anzeigt. (A""-D"") Uberlagerung des EdU (WeiR) und anti-Wg
(Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Apikale Falten (Auswahl) sind mit roten Balken markiert; basale
Falten (Auswahl) sind mit blauen Balken markiert. (A-F"") Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.
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Im Folgenden wird der raumliche Zusammenhang zwischen Proliferation (d.h. dem EdU Farbemuster)
und der ektopischen Faltenbildung in der Fligelscheibe beschrieben. Sowohl die endogenen Falten in
der dorsalen hinge als auch die ektopischen Falten innerhalb der pouch von L3 Flligelscheiben
wurden anhand der Zellkernfarbung (DAPI) festgestellt (Abb. 62 und zugehdrige Beschreibung). In der
dorsalen hinge von wildtypischen als auch omb mutanten L3 Fligelscheiben wurde eine
Beeinflussung des EdU Farbemusters durch endogene Falten, in Maximalprojektionen von Z-
Bildstapeln, beobachtet (Abb. 61). Hierbei zeigten besonders die apikalen Falten einen prominenten
Effekt auf die Verteilung des Proliferationsmarkers EdU. Aufgrund dessen wurden in Abb. 62 die

Positionen einiger apikalen Falten von exemplarischen l(1)omb3798

L3 Fligelscheiben markiert. Wie
auch in Abb. 62 zu sehen, war der Einfluss der ektopischen Falten auf das EdU Farbemuster nur
gering (im Vergleich zur Immunfluoreszenzfarbung von cDcp1 (cleaved Caspase Dcp-1); siehe 4.9.2).
Aulerdem ist die geringe Anzahl EdU-positiver Zellen, in unmittelbarer Nahe der Falten,
wahrscheinlich auf eine niedrige Anzahl an Zellkernen im Bereich der Falten zurlickzufiihren (Abb.
62).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es sowohl in omb hypomorphen als auch in omb
Nullmutanten L3 Fliigelscheiben zu einem Anstieg der Zellproliferation innerhalb der normalen omb

Expressionsdomane kommt.

4.9.2 Systemischer omb-Verlust und Apoptose

In folgendem Experiment wurde Apoptose durch Immunfluoreszenz gegen gespaltene Caspase Dcp-1
(cDcp-1) detektiert, in Imaginalscheiben der Serie wt, bi, bi/omb®*® und I(1)omb®*® (Abb. 63; Abb. 64).
In wildtypischen L3 Fliigelscheiben wurde nur in wenigen Zellen des Hauptepithels, die vorwiegend in
der pouch lokalisiert waren, Apoptose nachgewiesen (Abb. 63 A, B). Auffallig war eine hohe Anzahl
apoptotischer Zellen in der Trachee (Tracheenast der Tr2) und in dem Luftsack Primordium (ASP, air
sac primordium) in Ubereinstimmung mit Guha und Kornberg (Guha und Kornberg, 2005). Sowohl
Trachee, ASP und Myoblasten (Zellen die spater die Flugmuskelzellen bilden) sind an der basalen
Seite der Imaginalscheibe angelagert.

In bifid L3 Fligelscheiben wurde in der pouch und in der dorsalen hinge eine hdhere Anzahl
apoptotischer Zellen detektiert (Abb. 63 C, D). In der pouch war das cDcp-1 Signal haufig mit der
ektopischen Falte (entlang der A/P-Grenze) assoziiert. Dieser Phanotyp konnte sowohl in bifid als
auch in bilomb*'* Fligelscheiben beobachtet werden (Abb. 63 D-F). In bilomb*'% Fligelscheiben war
sowohl in der pouch als auch in der dorsalen hinge ein genereller Anstieg an apoptotischen Zellen zu
beobachten (Abb. 63 E, F). In der Mehrzahl dieser Fliigelscheiben (8 von 12) war der Grofiteil der
apoptotischen Zellen in der anterioren Halfte der dorsalen hinge lokalisiert, entweder in Héhe der H/H-
Falte oder distal der H/H-Falte.
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Abbildung 63 Apoptose in wt, bi, bilomb>"*® und I(1)omb>"*® L3 Flugelscheiben

Dargestellt sind wt (A, B), bi (C, D), bilomb®™*® (E, F) und [(1)omb>'*® (G, H) L3
Fligelimaginalscheiben. Die Flligelscheiben wurden mit einem AntikGrper gegen gespaltene Caspase
DcP1 (A’-H’) und DNA (A-H) gefarbt. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur. Tracheen sind
gelb markiert.

Die Anzahl von Zellen die eine Apoptose durchlaufen, war in l(1)omb3798

L3 Flugelscheiben sehr hoch
(Abb. 63 G, H; Abb. 64). Ungeachtet der morphologischen Defekte war in einigen Flligelscheiben ein
Muster erkennbar. Hierbei wurde jeweils eine hohe Zahl cDcp-1 positiver Zellen in folgenden
Bereichen der Fliigelscheibe beobachtet: in der lateralen Flligelscheibe parallel der D-V Achse
(starker ausgepragt im A- als im P-Kompartiment) (Abb. 63 G, H; gelbe Pfeile in Abb. 64) und
innerhalb der pouch in Verbindung mit ektopischen Falten, welche entlang der A-P Achse verliefen
(gelbe Pfeilspitzen in Abb. 64). In Fligelscheiben mit dem hier beschriebenen Muster wurden
entweder keine oder nur vereinzelt apoptotische Zellen im medialen Bereich der dorsalen hinge

detektiert (Abb. 64). Dahingegen zeigten l(1)omb3798 L3 Flugelscheiben, die aufgrund ihrer Grof3e und
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den damit einhergehenden drastischen morphologischen Defekten einem sehr spaten L3 Stadium

zugeordnet wurden, in allen Regionen Apoptose, einschlieBlich der hinge (nicht gezeigt).

Abbildung 64 Apoptose in I(1)omb>’*® Fligelscheiben

Dargestellt sind I(1)omb3198 (A-D) L3 Flugelimaginalscheiben. Die Fligelscheiben wurden mit einem
Antikdrper gegen gespaltene Caspase DcP1 (A'-D"") und DNA (A-D, A""-D""") gefarbt. In allen Bildern
ist anterior links und dorsal oben. Apikale Falten (Auswahl) sind mit roten Balken markiert; basale
Falten (Auswahl) sind mit blauen Balken markiert. Gelbe Pfeile markieren cDcp-1 positive Zellen in
der lateralen Fligelscheibe. Gelbe Pfeilspitzen markieren cDcp-1 positive Zellen in der medialen
Fligelscheibe. (A-D'") Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A™'-D"") Mediale
Einzelbilder von Z-Bildstapeln, zur Veranschaulichung der apikalen Falten. Alle Fluoreszenzbilder
ohne Tonwertkorrektur.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in omb hypomorphen und in omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben ein Anstieg an apoptotischen Zellen, in der distalen Flligelscheibe, festgestellt wurde.

Dieser Anstieg war zum Grofteil mit ektopischen apikalen Falten innerhalb der pouch assoziiert.

116



4.9.3 Diskussion: Proliferation und Apoptose

Der Venenfusionsphanotyp von bifid wird auf einen Gewebeverlust zwischen den Longitudinalvenen
(L1-L5) zurtckgefuhrt (Grimm und Pflugfelder, 1996; Pflugfelder, 2009), was auf eine verminderte
Zellproliferation und/oder einen erhdhten Zelltod im betreffenden Bereich schlielen Iasst.
Uberraschenderweise wurde in bifid L3 Fliigelscheiben ein Anstieg der Apoptose bei gleichzeitigem
Anstieg der Proliferation in der dorsalen und ventralen hinge nachgewiesen (Abb. 63 C, D; Abb. 61 B).
Dies wurde bislang nur fiur die ventrale hinge und Pleura beschrieben (Umemori et al., 2007).

omb Nullmutante Fliigelscheiben zeigen ein starkes Uberwachsen des ventralen Kompartimentes.
Das dieses ventrale Uberwachsen durch die Expression des JNK-Signalweg-Antagonisten puckered
(puc) unterdriickt werden kann, deutet darauf hin, dass die Hyperproliferation, in der ventralen
Fligelscheibe, von der JNK-Signalweg vermittelten Apoptose abhangig ist (del Alamo Rodriguez et
al., 2004). Es ist bekannt, dass durch Apoptose eine kompensatorische Proliferation ausgeldst werden
kann (Huh et al., 2004; Ryoo et al., 2004; Pérez-Garijo et al., 2009; Morata et al., 2011). Allerdings
konnte gezeigt werden, dass in bifid Fligelscheiben eine Abschwachung der Apoptose, durch die
Expression von DIAP1 (Death-associated inhibitor of apoptosis 1), zu keiner Verringerung des
Uberwachsens der Pleura fiihrt (Umemori et al., 2007). Auch filhrt die Expression von DIAP1 in der
Fligelgelenkregion zu keiner Abschwachung des bifid Phanotyps (G.O. Pflugfelder, persoénliche
Mitteilung).

Es ist bekannt, dass Wg die Proliferation in der hinge fordert (siehe 4.9). Zwischen den analysierten
Genotypen bi, bilomb>"*® und /(1)omb3198 konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen der
veranderten Wg-Expression und der Beeintrachtigung der Zellproliferation in der hinge festgestellt
werden (Abb. 62).

Das veranderte Aktivitatsmuster des JAK/STAT-Signalwegs in der hinge von omb hypomorphen
Mutanten wie auch innerhalb der distalen Fligelscheibe von omb Nullmutanten (Abb. 55) legt eine
Beteiligung des Signalweges an der Uberproliferation in omb mutanten L3 Fliigelscheiben nahe. Es
konnte gezeigt werden, dass der JAK/STAT-Signalweg eine Rolle bei der zellularen Proliferation der
Fligelimaginalscheibe spielt, ohne die ZellgréRe oder Apoptose zu verandern (Mukherjee et al.,
2005). In der hinge ist die JAK/STAT-Signalisierung fur die Proliferation essentiell, aber eine spate
nicht-kanonische Aktivierung von STAT92E hemmt die Proliferation in der Fligelscheibe (Mukherjee
et al., 2005).

JAK/STAT-Signalisierung und Apoptose in der distalen Flligelscheibe

In omb Nullmutanten L3 Fllgelscheiben zeigte sich ein stark verandertes Aktivititsmuster des
JAK/STAT-Signalweges, mit ektopischen Domanen in der distalen Fliigelscheibe und einem zum Teil
unregelmafigen Muster in der dorsalen hinge (Abb. 55 D; Abb. 56). Bemerkenswert ist die grof3e
Ahnlichkeit zwischen dem von apoptotischen Zellen dargestellten Muster und dem Expressionsmuster
des 10xSTAT-GFP Reporters im Hauptepithel der distalen Flligelscheibe von omb Nullmutanten L3
Fligelscheiben (Abb. 64; Abb. 56). Interessanterweise war in der distalen Fligelscheibe die
Uberwiegende Anzahl der apoptotischen Zellen wie auch eine hohe JAK/STAT-Signalaktivitat in

unmittelbarer Nahe zu ektopischen apikalen Falten lokalisiert. Allerdings ist eine Bestimmung der
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genauen Position der ektopischen Falten, aufgrund der Faltenmorphologie sowie des Uberwachsens
des ventralen Kompartiments, in omb Nullmutanten Flligelscheiben schwierig.

Worley und Kollegen (Worley et al., 2018) berichten, dass die Expression von hohen Dosen UAS-
upd1, in der Fligelscheibe, ein betrachtliches Niveau an Apoptose erzeugt. Dies deutet darauf hin,
dass eine starke ektopische JAK/STAT-Signalisierung, in der Flligelscheibe, Apoptose bewirken kann.
Dies konnte auch das hohe Niveau an Apoptose, innerhalb der distalen Fligelscheibe von omb
Nullmutanten (Abb. 64) erklaren — wie auch die Korrelation mit der ektopischen JAK/STAT-
Signalaktivitat (Abb. 56).

4.10 four-jointed (fj) und dachsous (ds)

Wahrend der Fllgelentwicklung wird Vg in einem proximo-distalen Gradienten exprimiert, unter der
Kontrolle der Signalwege von Dpp, Wg und Notch (Couso et al., 1995; Kim et al., 1996, 1997; Zecca
und Struhl, 2007a). Diese Signalwege (Dpp, Wg und Notch) regulieren auch die Expression von
dachsous (ds) und four-jointed (fj) (Rogulja et al., 2008; Zecca und Struhl, 2010), was in der
Fligelscheibe weitgehend durch den TF Vg vermittelt wird. Vg férdert die Expression von fj und
hemmt gleichzeitig die Expression von ds (Cho und Irvine, 2004; Zecca und Struhl, 2010). In vielen
sich entwickelnden Geweben werden Fj und Ds in entgegengesetzte Gradienten exprimiert, u.a. in der
Augen- und Fllgelimaginalscheibe. In der Fliigelscheibe, im Hinblick auf die pouch und hinge Region,
ist die abgestufte Expression von Fj distal hoch und proximal niedrig, die von Ds proximal hoch und
distal niedrig.

Die Expressions-Gradienten von Ds und Fj spielen eine Rolle bei der Regulierung der planaren
Zellpolaritat (PCP) in mehreren Geweben (Matis und Axelrod, 2013). Die PCP regelt die Polaritat tGber
die Ebene eines Gewebes. In Drosophila sind zwei Systeme (d.h. molekulare Netzwerke) bekannt, die
die PCP kontrollieren; Frizzled/Flamingo (Fz/Fmi) und Fat/Dachsous (Ft/Ds) (zusammengefasst in
Simons und Mlodzik, 2008). Ds und Ft, beide atypische Cadherine, bilden interzellulare Heterodimere
(Cho und Irvine, 2004; Matakatsu und Blair, 2004). Fj, eine Golgi standige Kinase, moduliert die Ft-Ds-
Wechselwirkung indem sie die Cadherin-Domanen von Ds und Ft phosphoryliert (Ishikawa et al.,
2008; Simon et al, 2010). Ferner wurde vorgeschlagen, dass Fj sezerniert wird und folglich als
Morphogen fungieren konnte um die Ft/Ds-Phosphorylierung zu regulieren (zusammengefasst in
Tagliabracci et al., 2013). Ds und Fj regulieren die Aktivitat von Fat. Es wurde gezeigt, dass das Ft/Ds-
PCP-System den Hippo-Signalweg in Drosophila reguliert (Matis und Axelrod, 2013). Der Hippo-
Signalweg ist eine evolutionar konservierte Signalkaskade, die mittels Regulierung von
Zellproliferation und Apoptose das Organwachstum bzw. die Grofle von Organen kontrolliert. Der
Hippo-Signalweg wird durch eine Vielzahl von Signalwegen reguliert (zur Ubersicht siehe: Grusche et
al., 2010; Staley und Irvine, 2012). Kern des Hippo-Signalwegs ist eine Kinasekaskade, diese umfasst
die zwei Serin/Threonin-Proteinkinasen Hippo (Hpo) und Warts (Wts), und ihre jeweiligen
Adapterproteine Salvador (Sav) und Mob as tumor suppresor (Mats) (zur Ubersicht siehe: Staley und
Irvine, 2012; Meng et al., 2016). Die Hpo-Kinase (im Komplex mit Sav) phosphoryliert und aktiviert die
im Komplex mit Mats vorliegende Wis-Kinase (Wu et al.,, 2003; Lai et al., 2005). Anschliel3end
transloziert der aktivierte Wts/Mats-Komplex in den Nukleus und phosphoryliert und inhibiert den

Transkriptionskoaktivator Yorkie (Yki) (Oh und Irvine, 2009) — wodurch Yki im Zytoplasma sequestriert
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wird. Yki ist ein wichtiger nachgeschalteter Effektor des Hippo-Signalwegs. Im dephosphorylierten
Zustand bindet Yki an den TF Scalloped (Sd) um die Expression von Zielgenen zu regulieren die fir
das Zellwachstum, die Proliferation sowie das Zellliberleben in Drosophila verantwortlich sind. Dabei
fordert Yki die Zellproliferation und hemmt die Apoptose. Die Hpo-Wis-Signalisierung reguliert
hingegen das Wachstum negativ, indem sie Yki phosphoryliert und inaktiviert (zusammengefasst in
Richardson und Portela, 2017).

Die Ds-Ft-Signalisierung induziert den Hippo-Signalweg durch Hemmung der Aktivitat des atypischen
Myosins Dachs (D), das die Aktivitat von Wits durch Blockierung einer Mats-vermittelten
Konformationsanderung von Wts hemmt. Ds hingegen bindet und reguliert Mnb (Minibrain), eine
Serin/Threonin-Proteinkinase, die im Komplex mit Riq vorliegt, und wiederum Wts phosphoryliert und
inaktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass die Rolle von Ft in der Hippo-Signalisierung von seiner
Rolle in der PCP getrennt werden kann. Darlber hinaus bestehen Wechselwirkungen zwischen PCP
und Hippo, da PCP-Defekte in ft Mutanten durch Modulation der Hippo-Signalsisierung gerettet
werden konnen, moglicherweise durch das Yki-Zielgen Fj (zusammengefasst in Richardson und
Portela, 2017).

4.10.1 Systemischer omb-Verlust und fj-lacZ-Expression

In dieser Arbeit wurde eine fj-lacZ Enhancer-Trap-Linie verwendet, um die Expression von fj zu
untersuchen. Mittels Antikdrperfarbung gegen das Protein Fj wurde bereits von Strutt und Kollegen
(Strutt et al., 2004) die Verteilung in der wildtypischen Fllgelimaginalscheibe analysiert. Die Fj-
Expression in der pouch wurde hierbei als abgestuft beschrieben, mit einem niedrigen
Expressionsniveau in der Peripherie und der starksten Expression im Zentrum der pouch (Strutt et al.,
2004). Ferner wird die Fj-Expression entlang der D/V-Grenze und entlang der A/P-Grenze
herunterreguliert (Strutt et al., 2004).

In wildtypischen L3 Fllgelscheiben wies die fj-lacZ Linie (nach X-Gal Farbung) eine starke Farbung in
der pouch und in den lateralen Bereichen des Notums auf (Abb. 65 A). Zusatzlich zeigte sich im D-
Kompartiment eine deutliche peripodiale Farbung. Eine verminderte Expression entlang einer der
beiden Kompartimentsgrenzen der Fligelscheibe wurde nicht beobachtet. In jlingeren L3 /(1)ombAPG
Fligelscheiben war eine Ausweitung der fj-lacZ Farbung in die hinge, vorwiegend im posterior-
ventralen Bereich, zu beobachten (Abb. 65 B, C). In diesem Bereich der hinge wurde auch in spaten
L3 I(1)ombAPG Fligelscheiben eine bisweilen starke ektopische fj-lacZ Farbung festgestellt (Abb. 65 E-
H). Die verbleibende Farbung im Zentrum von spaten L3 I(1)omb""® Fliigelscheiben (Abb. 65 E-H)
unterschied sich von der wildtypischen fj-lacZ Farbung (Abb. 65 A) in ihrer Ausdehnung, was
besonders in den lateralen Bereichen zu erkennen war. Im Vergleich zu wt war diese zentrale fj-lacZ

Farbedomane auch deutlich kleiner, im Verhaltnis zur Gesamtflache der Scheibe.
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Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 65 Expressionsmuster von fj-lacZ in wt und I(1)ombAF’6 Fligelscheiben
Dargestellt sind wt (Kontrolle; A) und /(1)ombAP6 (B-H) L3 Flugelimaginalscheiben. Die fj-lacZ-
Expression wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. (B-D) In jungeren L3 I(1)ombAp6 Fligelscheiben war die Farbung in der distalen Fligelscheibe in
die hinge erweitert. (E-H) In spaten L3 I(1)ombAP6 Fligelscheiben befand sich eine starke Farbung im
Zentrum der Scheibe und eine ektopische Farbung in der posterior-ventralen hinge.

4.10.2 Klonaler omb-Verlust und fj-lacZ-Expression

Die klonale Analyse von I(1)ombM mutanten Klonen (omb |-o-f Klone) in L3 Fligelscheiben ergab in
der pouch eine teilweise Reduktion der fj-lacZ-Expression sowie eine Verstarkung der
Immunfluoreszenz von fj-lacZ am distal gelegenen Rand der Klone (Abb. 66). Klone welche in der

dorsalen oder ventralen hinge positioniert waren zeigten keine ektopische Expression von fj-lacZ
(Abb. 66 B).
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Abbildung 66 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die fj-lacZ-Expression

Gezeigt sind /(1)ombA4 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A-C), fi-lacZ (Grin;
A'-C"), anti-Omb (Magenta; A">*-C "), Uberlagerung des fj-lacZ und RFP Signals (Griin, Rot; A"-D™").
In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; (A-B) apikale
Einzelbilder wurden entfernt aufgrund des RFP Signals der Peripodialmembran. (A-C) /(1)ombA4
mutante Klonen in der pouch zeigten eine teilweise Reduktion der fj-lacZ Farbung sowie eine starkere
Farbung am distalen Rand des Klons. (B) /(1)ombA4 mutante Klone in der dorsalen und ventralen
hinge zeigten keine ektopische fj-lacZ-Expression. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.10.3 omb-Uberexpression und fj-lacZ-Expression

Die Uberexpression von Omb in der dpp-Doméne fiihrte zu einer Reduktion der fj-lacZ-Expression
innerhalb der pouch von L3 Fligelscheiben (Abb. 67). Hierbei war zu beobachten, dass die Reduktion
im anterioren Rand der ektopischen Omb Expressionsdomane nur unvollstandig war. Dahingegen
wurde an der posterioren Grenze eine teilweise verstarkte Immunfluoreszenz von fj-lacZ beobachtet,

die wahrscheinlich nicht-zellautonom induziert war.
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Abbildung 67 Effekte der Uberexpression von Omb auf d|e fj- /acZ-Expressmn

L3 Flugelimaginalscheiben des Genotyps w; tub-Gal80ts/fj-lacZ; dpp-Gal4/UAS-omb wurden nach 72h
auf 29°C fixiert und gefarbt. fi-lacZ (Griin; A-D), anti-Omb (Magenta; A*-D"), Uberlagerung des fj-lacZ
und anti-Omb Signals (Griin, Magenta; A”-D"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A-D) Die ektopische Expression von Omb
entlang der A/P-Kompartimentsgrenze fiihrte zu einer Reduktion der fj-lacZ-Expression in der pouch.
Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.10.4 Klonale omb-Uberexpression und fj-lacZ-Expression

Bei der klonalen Uberexpression von Omb (omb g-o-f Klone) wurden verschiedene Effekte auf die fj-
lacZ-Expression beobachtet. So kam es in Abhangigkeit von der Position des Klons zu einer
Reduktion und/oder Aktivierung der fji-lacZ-Expression (Abb. 68). Im Notum wurde eine zellautonome
Reduktion der fj-lacZ-Expression detektiert, wenn der Klon in einem Bereich mit einer hohen fj-lacZ-
Expression lokalisiert war (Abb. 68). In Bereichen mit einer schwachen fj-lacZ-Expression wurde
dagegen eine nicht-zellautonome Aktivierung von fj-lacZ beobachtet (Abb. 68). Interessanterweise

schien in einigen der letztgenannten Falle die Immunfluoreszenz von fj-lacZ (d.h. Zellen mit einer
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ektopischen fj-lacZ-Expression) nicht vollstandig komplementar zur Immunfluoreszenz von Omb (d.h.
Zellen der Expressionsklone) (siehe beispielsweise Abb. 68 A).

In der hinge sowie in der pouch wurde kein einheitlicher Effekt festgestellt (Abb. 68). Allerdings
wurden innerhalb der pouch keine groferen Klone gefunden. In der pouch wiesen omb g-o-f
Einzelzellklone nur vereinzelt einen Verlust der fj-lacZ-Expression auf. In der distalen hinge, auf Héhe
der D/V-Grenze, zeigten zwei omb g-o-f Klone eine deutliche Immunfluoreszenz fur fj-lacZ (Abb. 68 B,

D), wahrend weitere Klone in diesem Bereich keinen Effekt zu haben schienen.
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Abbildung 68 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die fj-lacZ-Expression




fi-lacZ (Griin; A-F), anti-Omb (Magenta; A'-F’), Uberlagerung des fj-lacZ (Griin) und anti-Omb
(Magenta) Signals (A-F), Uberlagerung des fj-lacZ (Griin) und mRFP (Rot) Signals (A"-F ™). In
allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Dargestellt sind
L3 Flugelimaginalscheiben, in denen UAS-omb Uberexprimierende Klone im ersten Larvenstadium
induziert wurden. Der Nachweis der Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte durch
Immunfluoreszenz gegen Omb und durch Coexpression von UAS-mRFP. Alle Fluoreszenzbilder
wurden Tonwertkorrigiert.

4.10.5 ds-lacZ-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster von ds mit Hilfe einer ds-lacZ Enhancer-
Trap-Linie untersucht. Nach X-Gal Farbung der ds-lacZ Linie zeigte sich eine starke Farbung in der
gesamten hinge und im Grofdteil des Notums von L3 Fligelimaginalscheiben (Abb. 69). Die
Immunfluoreszenzfarbung gegen B-Galaktosidase ergab ein genaueres Bild der ds-lacZ-Expression in
der dorsalen hinge, mit einer starken Expression zwischen der H/H- und pbH-Falte (Doméane 4) und
einer schwacheren Expression jeweils distal (Domane 2 und 3) und proximal (Domane 5 und 6) (Abb.
70). Die ds-lacZ-Expression spiegelt daher weitgehend das Muster der anti-Ds Immunfarbung (siehe
Rodriguez, 2004).

wit

ds-lacZ

Abbildung 69 Expressionsmuster von ds-lacZ in wt Flligelscheiben
(A-C) Die ds-lacZ-Expression in wt L3 Fligelimaginalscheiben wurde mittels X-Gal Farbung
nachgewiesen. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die ds-lacZ-Expression auch in omb Nullmutanten Imaginalscheiben
untersucht werden, jedoch misslangen mehrere Versuche zur Einkreuzung des ds-lacZ Konstruktes in
einen omb Nullmutanten Hintergrund. Eine durchgefiihrte Zellklonanalyse, sowohl omb |-o-f als auch
omb g-o-f Klone, ermdglichte es die Auswirkung eines Omb Verlusts bzw. der Uberexpression von

Omb auf die ds-lacZ Aktivitat zu untersuchen.

4.10.6 Klonaler omb-Verlust und ds-lacZ-Expression

In L3 Fliigelscheiben zeigte sich in omb |-o-f Klonen weder eine ektopische Aktivierung von ds-lacZ in
der pouch (Abb. 70 A-C) noch eine Anderung dessen Aktivitt in der ventralen hinge (Abb. 70 B).
GrolRe omb |-o-f Klone wurden in der dorsalen hinge nicht gefunden, jedoch konnte in einem relativ
kleinen Klon, der proximal der B/H-Falte lokalisiert war (Domane 2), eine verminderte ds-lacZ-

Expression festgestellt werden (Abb. 70 C).
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Abbildung 70 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ds-lacZ-Expression

Gezeigt sind /(1)ombA4 mutante Klone in L3 Fligelimaginalscheiben. mRFP (Rot; A-C), ds-lacZ (Grin;
A-C’), anti-Omb (Magenta; A-C™ ), Uberlagerung des ds-lacZ und RFP Signals (Griin, Rot; A™-
C™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; (A-C)
apikale Einzelbilder wurden entfernt aufgrund des RFP Signals der Peripodialmembran. (A-C)
I(1)ombA4 mutante Klonen zeigten in der pouch keine ektopische ds-lacZ-Expression. (B) /(1)ombA4
mutante Klone in der ventralen hinge (Pleura) zeigten keine Modulation der ds-lacZ-Expression. (C)
Ein kleiner /(1)ombA4 mutanter Klon (gekennzeichnet in C') in der dorsalen hinge zeigte eine
reduzierte Immunfluoreszenz von ds-lacZ. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.

4.10.7 Klonale omb-Uberexpression und ds-lacZ-Expression

In L3 Fligelscheiben zeigten omb g-o-f Klone einen aktivierenden Effekt auf ds-lacZ. In den
proximalen Regionen der Fligelscheibe (Notum, dorsale und ventrale hinge) wie auch in der
proximalen pouch fiihrte die klonale Uberexpression von omb zu einer ektopischen bzw. verstarkten
Aktivierung von ds-lacZ (Abb. 71; Abb. 72). Dieser Effekt war zellautonom und in gro3en Klonen
deutlich erkennbar. Die distale Fllgelscheibe (pouch) enthielt Uberwiegend kleine Zellklone. Im

proximalen Bereich der pouch wurde auch in kleinen omb g-o-f Klonen eine schwache ektopische ds-
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lacZ-Expression festgestellt, wohingegen im Zentrum der pouch kein deutlicher Effekt zu beobachten
war (Abb. 71 C, D; Abb. 72 C, D).

s-lact - CL - > C M
Abbildung 71 Effekte der klonalen omb Uberexpresion auf die ds-lacZ-Expression
Dargestellt sind L3 Fligelimaginalscheiben, in denen UAS-omb Uberexprimierende Klone im ersten
Larvenstadium induziert wurden. Der Nachweis der Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte
durch Immunfluoreszenz gegen Omb und durch Coexpression von UAS-mRFP. ds-lacZ (Grin; A-D),
mRFP (Rot; A"-B), anti-Omb (Rot; A"-B™"), Uberlagerung des ds-lacZ und anti-Omb Signals (Griin,
Rot; A™-B°, C’-D’). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (C) und (D) zeigen die Fligelscheiben die in (A) bzw. (B)
dargestellt sind; die Helligkeit und der Kontrast der Fluoeszenzbilder in (C-D) wurde erhéht um das ds-
lacZ Signal innerhalb der pouch hervorzuheben. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 72 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ds-lacZ-Expression
Abbildungsbeschreibung siehe Abb. 71.

4.10.8 Diskussion: four-jointed und dachsous

Die abgestuften Expressionsmuster von ds und fj scheinen fiir die Fat-Aktivitat entscheidend zu sein
(Rogulja et al., 2008; Willecke et al., 2008; Zecca und Struhl, 2010). So legen die Literaturergebnisse
nahe, dass die Fat-Hippo-Signalisierung empfindlich auf die Steilheit des Gradienten von Ds und Fj
reagiert. Wahrend eine gleichformige Ds- oder Fj-Expression die Zellproliferation verringern kann,
kénnen starke Unterschiede in der Fj- oder Ds-Expression zwischen benachbarten Zellen, die durch I-
o-f oder g-o-f Klone erzeugt werden, eine starke Yki Aktivierung und folglich Zellproliferation bewirken
(Rogulja et al., 2008; Willecke et al., 2008). Die verwendete fj-lacZ Linie zeigte nach X-Gal Farbung
eine starke und reproduzierbare Expression in der pouch von wt L3 Fligelscheiben (Abb. 65 A). Diese
Expression liel3 keinen Gradienten erkennen, weshalb eine Analyse des Gradienten im omb

Nullmutanten Hintergrund nicht moglich war.

Interessanterweise bewirkte sowohl die Uberexpression von Omb in der dpp-Doméane (Abb. 67) als
auch der klonale Verlust von Omb in der pouch (Abb. 66) eine teilweise Reduktion der fj-lacZ-
Expression. Ein reprimierender Einfluss wurde gleichfalls bei omb l-o-f und bei omb g-o-f
Experimenten auf die Wg-IR-Expression beobachtet. Dahingegen fuhrten omb |-o-f und omb g-o-f zu

einer Aktivierung von caps-lacZ in der Fligelscheibe.
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Fir Vertreter der T-Box-Genfamilie wurden Ahnlichkeiten zwischen g-o-f und I-o-f Ph&notypen bereits
beschrieben. Defekte im Thoraxverschluss wurden bei Uberexpression von Doc3 wie auch bei
verminderter Doc-Expression beobachtet (Lu et al. unveréffentlicht). Solche Ubereinstimmungen
wurden auch beschrieben fir Tbx1 (Baldini 2005; Gao et al., 2015) und Tbx2 (Radio et al., 2010). Dies

ist fur Transkriptionsfaktoren, die im Komplex mit anderen Proteinen wirken nicht ungewdhnlich (z.B.

Ap, Milan und Cohen, 1999).
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Puffer und Lésungen

PBS (10X)

1,3 M NaCl

0,07 M NayHPO,

0,03 M NaH,PO,

Glycerol

50% Glycerol in PBS (1X)

70% Glycerol in PBS (1X)

Fixierlésung (flr X-Gal Farbung)

0,1 M NaCacodylat (pH 7,3)

0,75 % Glutaraldehyd

0,03 M NaH,PO,

Farbeldsung (fir X-Gal Farbung)

1,5 ml 50 mM K4(Fell(CN)g)

1,5 ml 50 mM Kj(Felll(CN)g)

5 ml PBS (10X)

50 ul 1M MgCl,

42ml ddH,0

1/30 Vol. X-Gal-DMF Lésung (8%ig)

PBT

PBS (1X)

0,3 % TritonX-100

0,02 % NaAz

2,5 % bzw. 1 % BSA

Fixierlésung (fir Immunohistochemie)

4% Paraformaldehyd

5.1.2 Antikorper

Antikorper gegen | Herkunft AK-Nr. Verdinnung Bezugsquelle

Ap Kaninchen 1:1000 Pflugfelder
B-Galactosidase Kaninchen 55976 1:1000 Cappel
B-Galactosidase Huhn 9361 1:1000 Abcam
B-Galactosidase Maus Z378B 1:750 Promega

DcP1 Kaninchen 1:200 Rogulja-Ortmann
dLMO (Bx) Ratte 1:500 Pflugfelder

Nab Kaninchen 1:1000 Diaz-Benjumea
Omb Kaninchen (Xanthippe) 1:1000 Pflugfelder
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Sal Kaninchen 1:500 Pflugfelder

Vg Kaninchen 1:600 Pflugfelder

Wg Maus 1:100 Pflugfelder

Zfh2 Ratte 1:2000 Technau

Tabelle 1: Primare Antikorper

Antikérper gegen | Herkunft gekoppelt mit | AK-Nr. Verdinnung Bezugsquelle

Kaninchen Esel DyLight 405 711-475-152 | 1:250 Dianova

Kaninchen Esel Alexa488 A21206 1:500 Invitrogen

Kaninchen Esel Alexa546 A10040 1:500 Invitrogen

Kaninchen Esel Alexa568 A10042 1:500 Invitrogen

Kaninchen Esel Alexa647 A31573 1:500 Life
Technologies

Huhn Esel FITC 703-096-155 | 1:250 Dianova

Huhn Esel Cy3 703-166-155 | 1:250 Dianova

Huhn Esel Cy5 703-175-155 | 1:250 Dianova

Maus Esel Alexa488 715-545-151 1:250 Dianova

Maus Esel Alexa568 A10037 1:500 Life
Technologies

Maus Esel Alexa647 A31571 1:500 Invitrogen

Ratte Esel Alexa633 A21094 1:500 Invitrogen

Tabelle 2: Sekundare Antikérper

5.1.3 Praabsorption des Omb Antikérpers

Der primare Antikérper Omb (Xanthippe) wurde in einer Verdinnung von 1:50-1:100 praabsorbiert.
Hierfar wurden zunachst 25-50 weibliche Drittstadien Larven der Linie /(7)omb®'®® (GOP 965)
prapariert (siehe 5.2.1), dann flr 40min bei Raumtemperatur auf einem Schuttler fixiert, gespilt (PBT
mit 2,5% BSA) und gewaschen (PBT mit 2,5% BSA). Die Praabsorption erfolgte fir 2h bei

Raumtemperatur lichtgeschitzt auf einem Schiittler.

5.1.4 Fliegenstamme

Die Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iber die in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstdmme. Die

Sortierung der Fliegenstamme ist alphabetisch nach dem Namen des untersuchten Gens bzw. der

Defizienz. Homozygote Allele sind nur einmal angegeben, heterozygote Allele sind durch einen

Schragstrich (,/“) getrennt.

Stock- Bezeichnung Genotyp Herkunft *
Nr.

5374 ap-lacZ P{ry[+t7.2]=PZ}ap[rK568]/CyO Bloomington
665 arr-lacZ y[1] w[67c23]; P{w[+mC]=lacW}arr[k08131]/CyO | Bloomington
11579 caps-lacZ P{ry[+t7.2]=PZ}caps[02937] ry[506]/TM3, red[*] Bloomington
11394 ds-lacZ g?rggjt7.2]=PZ}ds[05142] cn[1]/CyO; ry[506] Bloomington
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6370 fi-lacZ w[1118];P{w[+mC]=lacW}fj[9-11]/CyO, Bloomington
P{ry[+t7.2]=sevRas1.V12}FK1
12109 fng-lacZ P{ry[+t7.2]=PZ}fng[rG554] ry[506]/TM3, Sb[1] Bloomington
11670 hth-lacZ P{ry[+t7.2]=PZ}hth[05745] ry[506]/TM3, ry[RK] Bloomington/
1101 Sb[1] Ser[1] GOP
11053 | kek1-lacZ '(252)%'014“ P{PZ}kek1”"**1(2)36Ba""*** cn'/CyO; | Bloomington
ry
nub-Gal4; mCD8GFP- Manuel
UAS/TM6B Calleja
7406 rn-lacZ rn[89] ry[506])/TM3, Sb[1] Bloomington
10344 sda-lacZ ry[506]P{ry[+t7.2]=PZ}sda[03884], Bloomington
1(3)03884[03884]/TM3, ry[RK] Sb[1] Ser[1]
11681 Stat92E-lacZ ry[506]P{ry[+t7.2]=PZ}Stat92E[06346]/TM3, Bloomington
ry[RK] Sb[1] Ser[1]
4550 trn-lacZ y' W' P{lacWitrn®"**"""/TM3, Sb" Ser' Bloomington
1018 tsh-lacZ C(1)M3,y[1)/Dp(1;Y)y[+]; Bloomington
P{ry[+t7.2]=A92}tsh][i71]; ca[1] awd[K]
wg-lacZ GOP
82 ombP1 GOP
10xSTAT-GFP Bach et al.,
2007
w w[1118] O. Vef
965 I(1)omb’™" GOP
127 I(1)omb”* GOP
758 I(1)omb*** GOP
1042 I(1)omb™ GOP
304 omb” GOP
317 Df(1)rb13B, w: GOP
DpA1125/SM6a
255 UAS-omb 4-15 W1 118; P[W+ UAS-omb] 4-15 (1) GOP
w; UAS-omb 4-15; diese Arbeit
TM6b*, Sb, Tb/CxD
256 UAS-omb 2-17 W1 118; Il: P[W+ UAS-omb] 2-17 (Il GOP
w; CyO*/Pm; UAS-omb diese Arbeit
2-17
501 hsGFP,hsFLP,FRT19; y w hs-GFP hs-FLP FRT19; CyO*/Sco GOP
CyO*/Sco * = Dfd-EYFP
30558/ | w; act>CD2>Gal4, UAS- | w[1118];P{w[+mC]=GAL4-Act5C(FRT.CD2).P}S, | Bloomington/
505 mMRFP/TM3, Sb P{w[+mC]=UAS-RFP.W}3/TM3, Sb[1] GOP
w;UAS-omb; diese Arbeit
act>CD2>Gal4, UAS-
mRFP/TM6b*
551 MRFP,hsFLP, FRT19A; GOP
CyO*/Sco
552 MRFP,hsFLP, FRT19A; GOP
TM*/D
554 hsGFP,hsFLP,FRT19A; | ywH,Av-GFPFLPFRT19A; H, Av-mRFP/TM6, Tb | GOP
mRFP/TM6, Tb
625 w;tub-Gal80ts; dpp- GOP
Gal4/TM6, Tb
737 hsGFP,hsFLP, FRT19; GOP
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CyO*/Sco

742 mRFP,hsFLP, FRT19; GOP
TM*/D

1007 UAS-omb-pal-C4 GOP
w; CyO*/Pm; UAS-omb- diese Arbeit
pal-C4

1372 ombD4, FRT19A/FM6 GOP
ombD4, diese Arbeit
FRT19A/FMGFP
w; CyO*/Pm; TM6b*,Sb, O. Vef
Tb/CxD

1130 en-Gal4 UAS- 0. Vef
stinger/CyO*

296 UAS:lacZ GOP

297 UAS:lacZ GOP

360 UAS:lacZ GOP

680 ombDP6/FMGFP;; GOP
UAS:lacZ

6341 hs-FLP; arm-Z FRT80B | P{ry[+t7.2]=hsFLP}22, y[1] w[*]; P{w[+mC]=arm- | Bloomington

lacZ.V}70C P{ry[+17.2]=neoFRT}80B
63126 kto FRT80B/TM6,Tb w[*]; kto[T241] P{ry[+17.2]=neoFRT}80B/TM6B, Bloomington
Tb[1]

Tabelle 3: Fliegenstamme
* Alle Fliegenstamme aus der Stammsammlung von G.O. Pflugfelder sind mit GOP gekennzeichnet.
Alle Fliegenstamme mit der Herkunftsbezeichnung Bloomington wurden vom Bloomington Drosophila

Stock Center bezogen.

5.1.5 Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wie Handschuhe, Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle etc.
wurden von den Firmen Sarstedt, Eppendorf und Hartenstein bezogen. Kleine Laborgerate wie
Waagen, Vortexer, Horizontalwippschuttler, Glaswaren, etc. wurden von der Firma Hartenstein
bezogen. Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Roth,

Sigma-Aldrich und Vector Laboratories bezogen.

5.2 Methoden

5.2.1 Praparation von Drittstadien Larven

Zur Untersuchung von Imaginalscheiben wurden wandernde Larven des dritten Larvenstadiums
vewendet. Dazu wurden Larven mit einer Pinzette in ein Blockschélchen mit eiskaltem PBS
transferiert. Falls erforderlich wurden weibliche und mannliche Larven getrennt. Mannliche Larven
kénnen durch das Vorhandensein von Hodenblaschen identifiziert werden. Diese sind im posterioren
Drittel der Larve lokalisiert und als runde, transparente und paarige Strukturen zu identifizieren. Fur
die Praparation werden die Larven mit Hilfe von zwei Pinzetten in zwei Halften geteilt. Die anteriore
Halfte wird invertiert (mit Ausnahme der Genitalscheiben, befinden sich alle tbrigen Imaginalscheiben
in der anterioren Halfte der Larve). Hierzu wird eine Pipettenspitze zwischen den Mundwerkzeugen

eingefuhrt und mit Hilfe einer zweiten Pinzette Uber die Pinzettenspitze gestllpt. Falls nicht anders
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angegeben, wurde Gewebe das flr die Untersuchung nicht von Interesse ist entfernt (Fettkorper,
Darm und Speicheldriise). Die invertierten Larven wurden in 1,5 ml Eppendorfgefalle mit eiskaltem
PBS uberfiihrt und auf Eis gelagert. Die Praparation der Imaginalscheiben erfolgte nach Fixierung und

anschlielender Farbung (siehe 5.2.2).

5.2.2 Praparation von Imaginalscheiben

Nach Fixierung und anschlieBender Farbung (siehe 5.2.3 und 5.2.4) wurden die Larvenpraparate mit
Hilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze auf einen Objekttrager transferiert. Die
Imaginalscheibenpraparation erfolgte unter einem Stereomikroskop und unter Verwendung von
Prapariernadeln. Die vereinzelten Imaginalscheiben wurden mit einer Pipette auf einen Objekttrager
Uberfihrt, mit einem Deckglas abgedeckt und dieses mit Nagellack fixiert.

Die Praparation und die Einbettung erfolgte bei X-Gal Farbung in 70% Glycerol und bei
Antikérperfarbung in Vectashield mit 70% Glycerol (im Verhaltnis 1:1). Bei Antikérperfarbung wurde
als Eindeckmedium entweder Vectashield (VECTASHIELD® Mounting Medium Catalog No. H-1000,
Vector Laboratories) oder Vectashield mit DAPI (VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI
Catalog No. H-1200, Vector Laboratories) mit 70% Glycerol (im Verhaltnis 1:1) verwendet.

5.2.3 X-Gal Farbung von L3 Imaginalscheiben

Fir die X-Gal Farbung wurden die Larvenpraparate zunachst fir 15 Min. mit der entsprechenden
Fixierlésung (siehe 5.1.1) fixiert. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur auf einem Schdittler.
Nach der Fixierung wurden die Praparate einmal mit PBS gespllt und dreimal fir jeweils 5 Min. mit
PBS gewaschen. Fir die X-Gal Farbung wurde das PBS durch die frisch angesetzte Farbeldsung
ausgetauscht. Die Farbereaktion erfolgte lichtgeschitzt bei Raumtemperatur auf einem Schiittler.
Falls nicht anders angegeben wurde Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Praparate
erneut einmal mit PBS gespllt und dreimal fiir jeweils 5 Min. mit PBS gewaschen. Anschlielend
wurde das PBS durch 50% Glycerol ersetzt und fir mindestens 1 Std. bei Raumtemperatur auf dem
Schattler inkubiert. Bis zur Praparation der Imaginalscheiben (siehe 5.2.2) wurden die

Larvenpraparate in 70% Glycerol bei 4°C aufbewabhrt.

5.2.4 Immunfluoreszenzfarbung von L3 Imaginalscheiben (Antikdrperfarbung)

Fir die Antikérperfarbung wurden die Larvenpraparate zunachst fiur 20 Min. bis 40 Min. mit 4%igem
PFA fixiert. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur lichtgeschitzt auf einem Schittler. Nach der
Fixierung wurden die Praparate drei- bis viermal mit PBT (mit 1% BSA) gespilt und dreimal 20 Min. in
PBT (mit 2,5% BSA) gewaschen und geblockt. Die Praparate wurden Gber Nacht mit dem priméaren
Antikérper in PBT (mit 2,5% BSA) bei 4°C lichtgeschitzt auf einem Schiuttler inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Praparate erneut drei- bis viermal mit PBT (mit 1% BSA) gespult und dreimal 20 Min.
in PBT (mit 2,5% BSA) gewaschen. Falls nicht anders angegeben wurden die Praparate mit dem
sekundaren Antikérper in PBT (mit 2,5% BSA) fir 2 Std. lichtgeschutzt auf einem Schiittler inkubiert.

Nach drei Spulschritten mit PBT (mit 1% BSA) folgten drei, jeweils mindestens 20 Min umfassende
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Waschschritte in PBT (mit 1% BSA). Bis zur Praparation der Imaginalscheiben wurden die

Larvenpraparate in Vectashield mit 70% Glycerol (im Verhaltnis 1:1) bei 4°C aufbewahrt.

5.2.5 Detektion proliferierender Zellen in Imaginalscheiben

Um Zellproliferation in Imaginalscheiben nachweisen zu kénnen wurde das EdU-Click 647 Kit
(Baseclick GmbH, Tutzing, Deutschland) verwendet. Dabei werden Ilebende Zellen in
Zellkulturmedium inkubiert dem das Thymidinanalogon EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine) zugesetz
wurde. Wahrend der Replikation bauen dann Zellen in der S-Phase EdU statt Thymidin in ihre DNA
ein. Das in die DNA inkorporierte EdU kann anschlieend in fixierten Zellen in einer Kupfer (Cu(l))-
katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition mit einem Eterneon-Red 645 gekoppeltem Azid detektiert
werden.

Zu Beginn wurde eine EdU-Lésung hergestellt. Hierflr wurde 1yl 10 mM EdU (Endkonzentration: 10
pMM) in 1000pl Schneider’s Insect Medium (Sigma Aldrich) geldst. Die Larvenpraparate wurden fir 20
Min. bei 25°C in 330ul der zuvor hergestellten EdU-LAsung inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Praparate fir 20 Min. mit 4%igem PFA fixiert. Die Fixierung erfolgte bei Rt auf einem Schuttler. Nach
der Fixierung wurden drei Waschschritte durchgeflihrt, in folgender Reihenfolge: flir 20 Min. in PBS
(mit 3% BSA), fur 20 Min. in PBS (mit 0,5% TritonX-100) und fir 20 Min. in PBT (mit 3% BSA).
Anschliel3end erfolgte eine Click-IT Reaktion gegen EdU mit einem Reaktionsansatz der kurz vor der
Verwendung, nach Herstellervorgaben, angesetzt wurde. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter
Lichtausschluss durchgefiihrt. Die Praparate wurden flr 30 min bei RT mit dem Reaktionsansatz
inkubiert und dann fir 20 Min. in PBS (mit 3% BSA) gewaschen. Im Anschlul wurde eine

Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt (siehe 5.2.4).

5.2.6 Fliegenhaltung

Alle Drosophila Fliegenlinien wurden auf Standardfuttermedium in Plastikréhrchen gehalten, die mit
luftdurchlassigen Schaumstoffstopfen verschlossen waren. Die Haltung der Fliegenlinien erfolgte bei
18°C. Falls nicht anders angegeben wurden die Fliegen zur Vermehrung und bei Kreuzungen auf
25°C uberfuhrt. Eine Erhéhung der Temperatur hat eine Steigerung der Vermehrungsrate zur Folge.
So betragt die Generationszeit von Fliegen bei 25°C etwa 11 Tage und bei 18°C etwa 21 Tage. Das
Umsetzen der Fliegen in neue Plastikrohrchen mit frischem Futtermedium erfolgte bei einer Haltung
bei 18°C nach 4 bis 5 Wochen und bei 25°C nach 2 bis 3 Wochen.

5.2.7 Fliegenkreuzung

Fir genetische Kreuzungen missen jungfrauliche Fliegen gesammelt werden. Hierfir wurden alle
adulten Fliegen des entsprechenden Stammes aus dem Plastikrohrchen entfernt und dieses mit den
verbleibenden Puppen und Larven bei 25°C gehalten. Die frisch geschlipften jungfraulichen
Weibchen wurden abgesammelt und gesondert bei 18°C, bis zur Verkreuzung, aufbewahrt. Die
Unterscheidung von weiblichen und mannlichen Fliegen erfolgte anhand folgender Merkmale: Im
Vergleich zu weiblichen Fliegen besitzen mannliche Fliegen einen auffalligen Geschlechtsapparat

sowie Geschlechtskdmme an den basalen Tarsen des ersten Beinpaares. Jungfrauliche Fliegen sind
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allgemein heller als altere Fliegen, und besitzen einen dunklen Fleck auf der ventralen Seite des
Abdomens. Dieser stammt vom Meconium, dem Restdarm der Larve. Flr eine gezielte genetische
Kreuzung wurden zwischen 8 und 20 jungfrauliche weibliche Fliegen mit 4 bis 8 mannlichen Fliegen,

unterschiedlichen Alters, in einem Plastikrohrchen bei 25°C gehalten.

5.2.8 Untersuchung von enhancer-trap bzw. reproter Linien im omb mutanten

Hintergrund

Zur Untersuchung von enhancer-reporter Linien im omb Nullmutanten Hintergrung wurden folgende
omb mutante Allele verwendet: /(1)omb3198, I(1)ome4 und I(1)omb15 (im Folgenden bezeichnet als
I(1)omb). I(1)omb/FM-GFP Jungfrauen wurden mit mannlichen Fliegen der zu untersuchenden Linie
gekreuzt und die Nachkommen im dritten Larvenstadium untersucht. Mannliche omb mutante Larven
wurden aufgrund der fehlenden griinen Fluoreszenz identifiziert. Grin fluoreszierende mannliche
Larven dienten als Kontrolle. Zur Untersuchung von enhancer-GAL4 Linien wurde zunachst ein UAS-
lacZ Transgen in die zu untersuchende Linie eingebracht und anschlielend mit /(1)omb/FM-GFP
Jungfrauen gekreuzt. Zur Untersuchung von enhancer-reporter Linien im bifid mutanten Hintergrung
wurden omb” Jungfrauen mit mannlichen Fliegen der zu untersuchenden Linie gekreuzt und die
Nachkommen im dritten Larvenstadium untersucht. Mutante und Kontroll Larven wurden Anhand der
Fluoreszenzmarker identifiziert, wie auch bei /(1)omb (siehe oben).

Zur Untersuchung von enhancer-reporter Linien im bilomb*'%

mutanten Hintergrung waren zwei
Kreuzungen notwendig. In der ersten Kreuzung wurden bi/bi; Bal. (Bal., Balancerchromosom)
Jungfrauen mit Mannchen der entsprechenden Linie (GenX-lacZ) gekreuzt. Anschlielend wurden
I(1)omb/FM-GFP Jungfrauen mit Mannchen des Genotyps bilY; GenX-lacZ/Bal. aus der F1
Generation gekreuzt. Die aus der zweiten Kreuzung resultierten Tiere des Genotyps I(1)omblbi;

GenX-lacZ wurden dann im dritten Larvenstadium untersucht.

5.2.9 Das GAL4/UAS System

Das GAL4/UAS System ermdoglicht eine zeitlich und raumlich gerichtete Expression eines beliebigen
Transgens in Drosophila melanogaster (Brand und Perrimon, 1993). Das System stammt aus der
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) und kommt natlrlicherweise nicht in Drosophila vor. Das
System basiert auf zwei Komponenten: dem transkriptionellen Aktivator GAL4 und einem beliebigen
Transgen unter der Kontrolle der GAL4 Erkennungssequenz, der sogennanten upstream activation
sequence (UAS). Das GAL4-Gen kodiert flr einen Transkriptionsfaktor, der in Saccharomyces als
Aktivator fir die Gene des Galaktose Metabolismus fungiert. Das GAL4 Protein bindet als Dimer an
die UAS. Anwendung findet dieses binare System meist durch die Verwendung von zwei transgenen
Linien: einer GAL4-Treiberlinie (Aktivatorlinie) und einer UAS-Linie (Effektorlinie). Die GAL4-
Treiberlinie exprimiert den Transkriptionsfaktor GAL4 unter der Kontrolle eines spezifischen Promotors
und die UAS-Linie enthalt ein UAS abhangiges Transgen. Durch Kreuzung dieser Linien, werden
beide Komponenten des Systems in der Folgegeneration zusammengebracht und das GAL4 Protein
kann an die UAS binden und die Transkription des UAS kontrollierten Transgens induzieren. Das

GAL4/UAS System ermdglicht eine durch den GAL4 kontrollierenden Promotor spezifizierte
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Expression eines beliebigen Transgens in vivo. Die hinter die UAS klonierte Sequenz kann z.B. fiir ein
Protein oder auch eine dsRNA (fir RNAI) kodieren. Ein Grofdteil der zur Verfliigung stehenden
Treiberlinien enthalten das pGawB Konstrukt, bei dem die GAL4-Expression unter der Kontrolle eines
schwachen (P-Transposase) Promotors steht. Die zeitliche und raumliche Kontrolle der GALA4-

Expression beruht auf endogene Enhancer in der Umgebung des pGawB Konstrukts.

5.2.10 Die TARGET Technik

Eine Erweiterung des GAL4/UAS Systems stellt die Verwendung des GAL4 Repressors GAL80 dar.
Dieser reprimiert die GAL4 Aktivitat durch eine physikalische Wechselwirkung. Dabei bindet GAL80 an
die Transaktivator Domane von GAL4, wodurch eine Bindung an die UAS und folglich eine Aktivierung
des UAS kontrollierten Transgens verhindert wird. Uber die TARGET (temporal and regional gene
expression targeting) Technik wird zudem eine zeitliche Kontrolle des GAL4/UAS Systems erreicht,
indem eine temperatursensitive Variante von GAL80 (GALSOtS) eingesetzt wird (McGuire et al., 2003).
Bei permissiver Temperatur (18°C bzw. 25°C) wird der Repressor exprimiert und verhindert eine
GAL4 vermittelte Transkription. Bei restriktiver Temperatur (29°C bzw. 29,8°C) wird die Repression
durch GAL80" aufgehoben. GALB80" steht entweder unter der Kontrolle des tubulin 1a oder des Actin
Promotors und wird folglich ubiquitar exprimiert. Durch Anderung der Umgebungstemperatur wird also
die reprimierende Wirkung von GAL80"® auf GAL4 weitestgehend aufgehoben und eine genaue

Kontrolle des Expressionsstarts ermdglicht.

5.2.11 Kreuzungsexperimente mit der TARGET Technik

Fir die gleichzeitige rdumliche und zeitliche Kontrolle bei Uberexpressions- bzw. Knockdown
Experimenten wurde das GAL4/UAS/GAL80ts System verwendet. Die Expression eines UAS-omb
bzw. UAS-ombRNAI Transgens stand unter der Kontolle eines dpp-GAL4 Konstrukts, welches eine
Expression innerhalb der Expressionsdomane von dpp ermoglicht. Die zeitliche Kontrolle wurde tber
die Verwendung der Temperatursensitiven Variante des Repressors GAL80 (GALSOtS) ermaoglicht. Der
Temperaturwechsel von 18°C auf 29°C, zur Aufhebung der Repressoraktivitat von GALB80", fand drei
bis vier Tage vor der Praparation der Larven statt.

Zur Untersuchung des Effekts einer omb Uberexpression wurden sowohl zweitchromosomale als auch
drittchromosomale enhancer-trap bzw. reporter Linie verwendet. Fur die Untersuchung einer
zweitchromosomalen enhancer-trap bzw. reporter Linie wurde diese zunachst mit w/w; CyO*/Pm;
UAS-omb Jungfrauen gekreuzt um anschlieBend Mannchen des Genotyps w/Y; CyO*/GenX-lacZ;
UAS-omb/lll (aus der F1 Generation) mit Jungfrauen der Linie w/w; tub-Gal80ts; dpp-Gal4/TM6, Tb zu
kreuzen. Nach Selektion gegen die Marker Tb und CyO* wurden Larven folgender Genotypen mittels
Antikorperfarbung gegen Omb identifiziert und unterschieden: w; tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-
Gal4/UAS-omb und w; tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-Gal4/lll. Tiere ohne UAS-omb Transgen dienten
als Kontrolle. Bei drittchromosomalen enhancer-trap bzw. reporter Linien wurden in der ersten
Kreuzung Mannchen des Genotyps w; UAS-omb; TM6b*, Sb, Th/CxD verwendet und die Larven der

F1 Generation nach der zweiten Kreuzung gegen den Marker Tb selektiert.

Kreuzungen von zweitchromosomalen enhancer-reporter Linien (omb Uberexpression):
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Kreuzung 1)

w/w; CyO*/Pm; UAS-omb x | w/Y; GenX-lacz/ll

w; CyO*/GenX-lacZ; UAS-omb/Ill

Kreuzung 2)

w; tub-Gal80ts; dpp-Gal4/TM6, Tb x | w/Y; CyO*/GenX-lacZ; UAS-omb/IlI

w; tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-Gal4/UAS-omb

w; tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-Gal4/Ill

Kreuzungen von drittchromosomalen enhancer-reporter Linien (omb Uberexpression):

Kreuzung 1)

w/w; UAS-omb; TM6b*, Sb, Tb/CxD x | w/Y; GenX-lacZ/Ill

w; UAS-omb/Il; TM6b*, Sb, Tb/GenX-lacZ

Kreuzung 2)

w; tub-Gal80ts; dpp-Gal4/TM6, Tb x | w/Y; UAS-omb/Il; TM6b*, Sb, Tb/GenX-lacZ

w; tub-Gal80ts/UAS-omb; dpp-Gal4/GenX-lacZ

w; tub-Gal80ts/Il; dpp-Gal4/GenX-lacZ

Fur Knockdown Experimente wurden Fliegen des Genotyps w; CyO*/Pm; UAS-ombRNAi eingesetzt
und ausschlieBlich zweitchromosomale enhancer-reporter Linien untersucht. Beide notwendigen
Kreuzungen wurden nach dem gleichen Prinzip wie bei der Uberexpression von omb (siehe oben)
durchgefihrt.

Kreuzungen von zweitchromosomalen enhancer-reporter Linien (omb Knockdown):

Kreuzung 1)

w/w; CyO*/Pm; UAS-ombRNAI x | w/Y; GenX-lacz/ll

w; CyO*/GenX-lacZ; UAS-ombRNAI/IlI

Kreuzung 2)

w; tub-Gal80ts; dpp-Gal4/TM6, Tb x | wlY; CyO*/GenX-lacZ; UAS-ombRNAI/III
w;  tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-Gal4/UAS-
ombRNAI

w; tub-Gal80ts/GenX-lacZ; dpp-Gal4/Ill

5.2.12 RNA-Interferenz

Bei der endogenen RNA-Interferenz (RNAI, auch RNA-Silencing genannt) handelt es sich um einen
natlrlichen Mechanismus der Zelle zur posttranskriptionellen Genregulation, durch die gezielte
Inaktivierung von Genen. Eingeleitet wird dieser Mechanismus durch doppelstrangige RNA (dsRNA),

die an komplementare mRNA binden kann, um sie zu blockieren und den Abbau der komplementaren
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MRNA Sequenz veranlasst (zusammengefasst in Ameres und Zamore, 2013). Die Kombination der
RNAiI mit dem GAL4/UAS System (siehe 5.2.9) bietet die Madoglichkeit der =zeit- und
gewebespezifischen Stillegung einer bestimmten Genaktivitdt in Drosophila. Hierfir werden Gal4-
Fliegenlinien, die Gal4 in spezifischen zeitlichen und/oder raumlichen Mustern exprimieren, mit UAS-
RNAI-Fliegenlinien gekreuzt. Diese exprimieren jeweils ein einzigartiges Transgen, das fir eine
dsRNA mit Komplementaritat zu einem endogenen Gen kodiert (zusammengefasst in Heigwer et al.
2018). In dieser Arbeit wurde ein UAS-ombRNAi-Transgen in der dpp oder en Expressionsdomane, in
der Fliigelimaginalscheibe, exprimiert. Zur Uberprifung der RNAi-Effizienz wurde eine

Immunfluoreszenzfarbung gegen Omb durchgeflihrt.

5.2.13 Das FLP/FRT System

Das FLP/FRT System erlaubt die Generierung homozygoter Zellklone in ansonsten heterozygoten
Tieren mittels mitotischer Rekombination. Dieses System stammt ebenfalls aus Saccharomyces
cerevisiae und beruht auf der homologen Rekombination wahrend der Mitose. Die Rekombination
findet zwischen sogenannten FRT (flipase recombinase target) Sequenzen statt, welche durch die
sequenzspezifische Rekombinase FLP (Flipase) erkannt und miteinander rekombiniert werden (Golic
und Lindquist, 1989; Golic, 1991; Xu und Rubin, 1993). Befinden sich auf homologen
Chromosomenarmen FRT Sequenzen resultiert die FLP vermittelte mitotische Rekombination zum
Austausch der distal der FRT Sequenzen gelegenen Chromosomenarmen. Befindet sich aulierdem
eine heterozygote Mutation distal der FRT Sequenz, fiihrt dies zur Entstehung von zwei Tochterzellen
die sich in genetischer Hinsicht voneinander und von der heterozygoten Elternzelle unterscheiden.
Nachdem Rekombinations-Ereignis sind beide Tochterzellen homozygot fir den distal der FRT
Sequenzen gelegenen Teil des Chromosomenarms. Eine der beiden Tochterzellen ist homozygot fir
die Mutation (distal der FRT Sequenz) und erzeugt Uber Zellteilung genetisch identische Zellen
wodurch ein mutanter Zellklon entsteht. Die andere Tochterzelle ist homozygot fir den ,wildtypischen®
Chromosomenarm und generiert Uber Zellteilung einen sogenannten Zwillingsklon (twin-spot) der
genetisch wildtypisch ist. Fir eine visuelle Unterscheidung der beiden Klone, befindet sich meist auf
dem wildtypischen Chromosomenarm ein Markergen (z.B. GFP) unter der Kontrolle eines ubiquitar
aktiven Promotors (z.B. ubi, ubiquitin). Alle heterozygoten Zellen exprimieren eine Kopie des
Markergens, Zellen des Zwillingklons zwei Kopien und der mutante Zellklon keine Kopie. Haufig
kbnnen anhand der Expressionsstarke alle drei Genotypen mittels Fluoreszenzmikroskopie
unterschieden werden. Die Position der homologen FRT Sequenzen legt die Position der
Rekombination fest. Fir die klonale Analyse wurde ein fiir Flipase kodierendes Transgen unter der
Kontrolle eines Hitzeschock induzierbaren Promotors (hsp70) verwendet (hsFLP). Dies erlaubt die

zeitliche Kontrolle der FLP Induktion.

Exemplarische Kreuzungen einer zweitchromosomalen enhancer-reporter Linie (unter Verwendung
der Linie 740):

Kreuzung 1)

mRFP hsFLP FRT19A; CyO*Dfd-GFP/Sco x | w/Y; GenX-lacz/ll
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mRFP hsFLP FRT19A/Y; CyO*/GenX-lacZ

Kreuzung 2)

[(1)ombFRT19A/FM-GFP x | mRFP hsFLP FRT19A/Y; CyO*/GenX-lacZ

mRFP hsFLP FRT19A/I(1)ombFRT19A; GenX-
lacZ/Il

mRFP hsFLP FRT19A/FM-GFP; GenX-lacZ/ll

Exemplarische Kreuzungen einer drittchromosomalen enhancer-reporter Linie (unter Verwendung der
Linie 554):

Kreuzung 1)

ubi-gfp, hs-flp, FRT19A;; mRFP/TM6,Tb x | wlY; GenX-lacZ/lll

ubi-gfp, hs-flp, FRT19A/Y; TM6,Tb/GenX-lacZ

ubi-gfp, hs-flp, FRT19A/Y; mRFP/GenX-lacZ

Kreuzung 2)

[(1)ombFRT19A/FM-GFP X | ubi-gfp, hs-flp, FRT19A/Y; TM6,Tb/GenX-lacZ

ubi-gfp, hs-fip, FRT19A/I(1)ombFRT19A; GenX-
laczZ/Ill

ubi-gfp, hs-flp, FRT19A/FM-GFP; GenX-lacZ/ll|

Kreuzung zur Generierung von kto mutanten Klonen

Zur Generierung von kto mutanten Klonen wurden hs-FLP; arm-Z FRT80B Jungfrauen mit Mannchen
des Genotyps w/Y;; kto FRT80B/TM6,Tb gekreuzt. Die aus dieser Kreuzung hervorgegangen Larven
wurden im ersten Larvenstadium einem einstiindigen Hitzeschock bei 37°C im Wasserbad ausgesetzt.

Die Larven wurden vor der Praparation im dritten Larvenstadium gegen den Marker Tb selektiert.

5.2.14 Das FLPout-GAL4 System
Das FLPout-GAL4 System kombiniert das FLP/FRT System (Xu und Rubin, 1993) mit dem GAL4/UAS

System (Brand und Perrimon, 1993) und ermdglicht die konstitutive Expression eines Transgens in
markierten Zellen oder Zellklonen. Eine sogenannte FLPout Kassette (auch FRT Kassette genannt)
trennt das flir GAL4 kodierende Transgen von einem meist ubiquitar aktiven Promotor (z.B: Act5C
oder tub1a). Die FLPout Kassette wird an beiden Seiten durch eine FRT Sequenz flankiert und enthalt
ein Markergen (z.B. CD2) und eine Transkriptions Terminationsstelle (polyA Signal). Die flankierenden
FRTs missen die gleiche Orientierung aufweisen, damit die FLP vermittelte Rekombination (der FRT
Elemente) zur Exzision der FRT-flankierten Sequenz flihrt. Zur Induktion der Rekombinase FLP wird
meist der hitzeschock induzierbare Promotor des hsp70 Gens genutzt. Ein Hitzeschock resultiert in
der ubiquitdren Expression der FLP. Uber den Zeitpunkt und die Dauer des Hitzeschocks kann
Einfluss auf die FLP Induktion und die Klonbildung genommen werden. Generell resultiert ein friiher

Hitzeschock (Induktion) in groRere Klone und die Dauer des Hitzeschocks beeinflusst die Anzahl der
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Zellen in denen ein FLPout-Ereignis stattfindet. Durch Induktion der FLP und anschliefiender Exzision
der Kassette mitsamt der Transkriptions Terminationsstelle, gelangt die fir GAL4 kodierende Region
unter die Kontrolle des ubiquitaren Promotors. Klone die GAL4 exprimieren aktivieren ein
vorhandenes UAS Transgen und kdénnen Uber ein zusatzliches UAS Transgen (z.B. UAS-GFP) positiv

markiert werden.

5.2.14.1 Generierung von omb Uberexpressions Zellklone (g-o-f)

Zur Generierung von markierten Klonen die omb Uberexprimieren wurde das act>CD2>GAL4
Konstrukt verwendet (im folgenden act>stop>GAL4 bezeichnet) (Ito et al., 1997). Fir klonale
Uberexpressionsexperimente (gain of function, g-o-f) waren zwei Kreuzungen notwendig.

In der ersten Kreuzung wurden hs-GFP hs-FLP FRT19; CyO*Dfd-GFP/Sco Jungfrauen mit Mannchen
der entsprechenden Linie (GenX-lacZ auf dem zweiten Chromosom) gekreuzt. Anschlieend wurden
w; UAS-omb; act>CD2>Gal4, UAS-mRFP/ TM6b* Jungfrauen mit Mannchen des Genotyps hs-GFP
hs-FLP FRT19/Y; CyO*/lacZ aus der F1 Generation gekreuzt. Die aus der zweiten Kreuzung
resultierten Tiere des Genotyps w/ hs-GFP hs-FLP FRT19; UAS-omb/lacZ; act>CD2>Gal4, UAS-
mRFP/Ill konnten aufgrund der fehlenden griinen Fluoreszenz (CyO*Dfd-GFP und TM6b*) identifiziert
werden. Bei diesen Larven fihrte ein Hitzeschock von 40 Min. zu einer hohen Anzahl von omb
exprimierenden Zellklonen. Ein Hitzeschock von 20 Min. fihrte zu einer geringeren Anzahl von
Klonen. Aufgrund des UAS-mRFP Konstrukts waren die omb Uberexpressions Zellklone positiv

markiert. Der Hitzeschock erfolgte stets drei Tage vor der Praparation der Larven.

Kreuzung 1)

hsGFP hsFLP FRT19; CyO*Dfd-GFP/Sco x | w/Y; GenX-lacz/ll

hsGFP hsFLP FRT19/Y; CyO*/GenX-lacZ

Kreuzung 2)

w; UAS-omb; act>CD2>Gal4, UAS- hsGFP hsFLP FRT19/Y; CyO*/GenX-lacZ
mRFP/TM6b*

w/ hsGFP hsFLP FRT19; UAS-omb/ GenX-
lacZ; act>CD2>Gal4, UAS-mRFP/II

5.2.15 Mikroskopie und Dokumentation der Imaginalscheiben

Die Orientierung der dokumentierten Imaginalscheiben, falls nicht anders angegeben, ist stets:
anterior/links, posterior/rechts, dorsal/oben und ventral/unten. Die Abbildungen (Kollagen) wurden mit
Adobe Photoshop CS4 oder CS6 (Adobe Systems Incorporated, San Jose/USA) erstellt.

5.2.16 Durchlicht-Mikroskopie (X-Gal Farbung)

Zur Dokumentation der Imaginalscheiben nach X-Gal Farbung wurde als Mikroskop das Axioplan (Fa.

Carl Zeiss AG, Gottingen/D) benutzt. Dabei wurde die Software Axio Vision (Release 4.8.2, Carl Zeiss
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Vision GmbH) auf einem Standard PC verwendet. Die Bildaufnahme erfolgte bei 10facher

Vergroflerung, mit einer Auflosung von 512x512 Pixeln.

5.2.17 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (Immufluoreszenzfarbung)

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden mit einem inversen konfokalen Laserscanning-
Mikroskop analysiert (Leica TCS SP5, Fa. Leica Microsystems, Heidelberg/D). Fir die konfokale
Bildaufnahme wurde die zugehérige Software (Leica Application Suite (LAS), Fa. Leica Microsystems)
verwendet. Diese erfolgte bei 20facher VergréRerung, mit einer Auflésung von 1024x1024 Pixeln. Bei
Mehrfachfarbungen wurden alle Fluoreszenzfarbstoffe einzeln (sequentiell) angeregt und detektiert. Z-
Bildstapel von (x, y) Schnittebenen wurden entlang der z-Achse aufgenommen. Anschlieend wurden
Maximalprojektionen (maximale Uberalterungsprojektionen) der z-Reihe generiert. Einzelne z-Schnitte
("Querschnitte") wurden als digitale (x, z) Schnitte durch die Maximalprojektion der Z-Bildstapel
erzeugt, unter Verwendung der Software LAS AF Lite (Fa. Leica Microsystems).

Fur die Aufnahmen zu einer Serie — wt, bi, bi/omb®'*® und /(1)omb3198 — blieben alle Einstellungen

unverandert.

5.2.18 Bildbearbeitung

Die konfokale Datenverarbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop CS4 oder Adobe Photoshop CS6, die
Abbildungen (Kollagen) wurden mit Adobe Photoshop CS4 erstellt. Fir die Abbildungen der
konfokalen Bilddaten wurden mit Adobe Photoshop die Bilder einer z-Reihe (Z-Bildstapel) in einer
Maximalprojektion zusammengefligt. In einigen Fallen wurden vor der Maximalprojektion apikale
und/oder basale Bilder der z-Reihe entfernt, um die Signale in den Imaginalscheiben sichtbar zu
machen oder stdérende Signale zu entfernen. Die anschlieRende Bildbearbeitung wurde mit Adobe
Photoshop mittels Tonwertkorrektur durchgeflihrt (in der Bildbeschreibung als ,Tonwertkorrigiert*

vermerkt).

5.2.19 Aligemeine Software

Die vorliegende Arbeit wurde in Microsoft: Word 2011 und Microsoft: Word 2016 (Microsoft
Corporation, Redmond/USA) geschrieben. Zur Bildbearbeitung wurde Adobe: Photoshop CS4 oder
CS6 (Adobe Systems Incorporated, San Jose/USA) benutzt. Schematische Darstellungen
(Zeichnungen) und ahnliche Abbildungen wurden unter Verwendung von Adobe: lllustrator CS4
(Adobe Systems Incorporated, San Jose/USA) generiert und mit Hilfe von Adobe: Photoshop CS4
oder CS6 (Adobe Systems Incorporated, San Jose/USA) bearbeitet.
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6 Zusammenfassung

In den zwei Teilen dieser Arbeit wurde die Auswirkung des Verlusts von optomotor-blind (omb) auf die
dorso-ventrale (D/V) Kompartimentsgrenze und auf die Entwicklung der Gelenkregion der
Fligelimaginalscheibe untersucht.

Es war bekannt, dass der vollstandige Verlust von omb zu einer ektopischen Expression des dorsalen
Selektorgens apterous (ap) im V-Kompartiment der Flligelimaginalscheibe fihrt. In der
Normalentwicklung des Fliigels wird an der Grenze zwischen Ap* und Ap” Zellen durch Aktivierung
des Notch (N) Signalweges die D/V-Grenze induziert. Hier wurde nachgewiesen, dass auch an
ektopischen Ap'/Ap-Grenzen in omb mutanten Scheiben N aktiviert wird (nachgewiesen durch die
Expression des N-Zielgens wingless (wg)). Dies bedeutet, dass der Prozess der D/V-Grenzbildung
Omb-unabhangig ist. Dennoch kann omb die Positionierung der D/V-Grenze beeinflussen. Frihere
Arbeiten haben gezeigt, dass klonale Fehlexpression von ap in der Nahe der D/V-Grenze zu einer
vollstandigen Fusion des Klons mit dem entsprechenden Kompartiment fiihrt, d.h. ventrale Ap*-Klone
werden in das D-Kompartiment integriert und umgekehrt. Hier zeigte ich, dass dies nicht gilt, wenn die
Ap+ Klone innerhalb eines omb Klons lagen. In einem gangigen Modell wird angenommen, dass sich
Kompartimente in der Expression von Zelladhasionsmolekilen unterscheiden. Nach diesem Modell
konnte der Verlust von omb zu einer Aufhebung des Adhasivitatsunterschiedes zwischen dorsalen
(Ap+) und ventralen (Ap-) Zellen fihren. Interessanterweise hat Omb eine ahnliche Funktion an der
anterior-posterioren (A/P) Kompartimentgrenze (Shen und Dahmann, 2005).

Klone, die mutant fiir kohtalo (kto) sind, weisen beziiglich ap Ahnlichkeiten mit omb Klonen auf
(Janody und Treisman, 2003). Kto kodiert flir das Ortholog des allgemeinen Transkriptionsfaktors
Med12. In kto Klonen wurde Omb allerdings hochreguliert, auch zeigten kfo Klone Wg Expression im
und nicht um den Klon. In L2 Fligelscheiben tragen die Zelloberflachenmolekiile Capricious (Caps)
und Tartan (Trn) zur dorsal-spezifischen Zellaffinitat bei (Milan et al., 2001). Verlust von omb flihrte zu
ektopischer Expression von caps und trn. Allerdings unterscheidet sich das Verhalten von Caps” und
Trn" Klonen an der D/V-Grenze von omb Klonen. Diese Ergebnisse machen unwahrscheinlich, dass
Kto, Omb und Caps/Trn in einem Signalweg agieren.

Omb ist essentiell fir die Entwicklung des Fligelgelenks (hinge). Das hypomorphe omb Allel omb®™
(bi) ist nach seinem Flligelphanotyp benannt. Ich untersuchte die Auswirkung von systemischem (in
der Serie wt, bi, I(1)omb/bi, I(1)omb), regionalem (Gal4>omb-RNAIi) und klonalem omb Verlust sowie
von omb Uberexpression auf die Expression hinge-relevanter Gene. In der Fliigelimaginalscheibe liegt
die Anlage der hinge ringformig um die Anlage des Fllgelblatts (pouch). Omb wird stark in der
dorsomedialen und ventromedialen hinge-Anlage exprimiert.

Das A-P Musterbildungsgen decapentaplegic (dpp), das flr die Expression von omb essentiell ist,
wurde im omb mutanten Hintergrund Uberexprimiert. Omb wirkt daher als feed-back Inhibitor auf dpp.
Wg ist notwendig fur die hinge-Entwicklung und wird in zwei Ringen in der hinge-Anlage exprimiert
(innerer und aulerer Ring, wg-IR, wg-OR). Omb war vor allem fir die Wg-Expression im innerern
(distalen) Teil des wg-IR notwendig. Dies war Uberraschend, weil Untersuchungen zur Regulation der

wg-IR Expression vorher keinen Hinweis auf eine Feinstruktur dieser Expressionsdomane gegeben
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hatten. Viele hinge-relevante Gene oder Signalwege zeigten teils subtile, teils deutliche
Veranderungen im omb mutanten Hintergrund (zfh2, nab, hth, tsh, Jak/STAT, ds).

Der zunehmende Verlust von omb bewirkte eine Verbreiterung der Falten, die in der hinge-Anlage die
pouch konzentrisch umgeben. Diese Verbreiterung konnte die anscheinend erweiterte Expression
einiger Gene erklaren. Omb Hypomorphie bedingte eine Zunahme von Apoptose aber auch von
(moglicherweise kompensativer) Proliferation in der hinge Region. Der im adulten Flligel manifeste
Gewebsverlust erfolgt daher moglicherweise im Pupalstadium.

Bislang ist es nicht gelungen, durch Manipulation der Expression einzelner Gene den omb hinge
Phanotyp zu retten. Die hier gefundenen Auswirkungen auf viele Gene kénnten erklaren, warum
solche Einzelmanipulationen nicht ausreichend sind. Eine weitere Komplikation ist, dass sich
Fligelgelenk und Fliagelblatt nicht unabhangig von einander entwickeln. Four-jointed (Fj) und
Dachsous (Ds), Regulatoren des Hippo-Signalweges, sind an der Integration der
Entwicklungsprozesse beteiligt. Die Expression beider Gene wird in pouch bzw. hinge durch Omb

beeinflusst.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
AD
AV
A/P
A-P
Bal.
BSA
Bsp.
bzw.
CRM
D

D-V
engl.
et al.
Fa.
GFP
g-o-f
L1/L2/L3
I-o-f
Lsg.
mg
ml
Min
Mg

i

P
P-D
PD
PV
PBS
PFA
RT
Tbx
TF
TritonX-100
usw
\%
val.
z.B.

anterior

Abbildung

anterior dorsal

anterior ventral
anterior/posterior
anterior-posterior
Balancerchromosom
Rinderserumalbumin
Beispiel
beziehungsweise
cis-regulatorisches Modul
dorsal

dorso/ventral
dorso-ventrale

englisch

lat.: et alii (und andere)
Firma

engl.: green fluorescent protein
engl.: gain-of-function

erstes/zweites/drittes larvales Stadium

engl.: loss-of-function
Lésung

Milligramm

Milliliter

Minute

Mikrogramm
Mikroliter

posterior
proximo-distale
posterior dorsal
posterior ventral
engl.: phosphate buffered saline
Paraformaldehyd
Raumtemperatur
T-Box
Transkriptionsfaktor
Octylphenolpolyethylenglycolether
und so weiter

ventral

vergleichen

zum Beispiel

158



8.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Kompartimente in der Fllgelimaginalscheibe ................coooriir e, 6
Abbildung 2 Omb-Expression in der Flligelimaginalscheibe...............cccooriiiiccce e, 7
Abbildung 3 Einfluss von omb Verlust auf die Flligelentwicklung ..............oooomimiiiiiiiciicieceeeee e, 9
Abbildung 4 Expressionsmuster von ap-lacZ in wt und /(1)omb3198 Fligelscheiben...............cccccoeee. 16
Abbildung 5 Ap- und Wg-Expression in wt Fligelscheibe...............cccooiiiiiiiiiiiecreee e 17
Abbildung 6 Ap- und Wg-Expression in bi und bi/omb®'?® FIigelSCheiben ..........cococveeeeerereeereeersen, 18
Abbildung 7 Ap- und Wg-Expression in wt, bi, bi/omb®'*® und I(1)omb®'®® Fliigelscheiben .................. 18
Abbildung 8 Ap- und Wg-Expression in /(1)omb®'%® FIUGEISChEIDEN ...........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeses 20
Abbildung 9 Ap- und Wg-Expression in (1)omb®'%® FIUGEISChEIDEN ...........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeererses 22
Abbildung 10 Expressionsmuster von ap-lacZ und Wg in wt Flligelscheibe...........ccccceveieiiiiiiiiinnnn. 25
Abbildung 11 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ-EXpression ..........ccccceeeeeeeieiieneneneenn. 26
Abbildung 12 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression...................... 27
Abbildung 13 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression ...................... 28
Abbildung 14 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression...................... 29
Abbildung 15 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression. ...................... 30
Abbildung 16 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die arr-lacZ- und Wg-Expression........................ 30
Abbildung 17 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ-EXpression ...........ccccceeeeeeeeiiieeeenennn. 31
Abbildung 18 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression ....................... 32
Abbildung 19 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ap-lacZ- und Wg-Expression ....................... 33
Abbildung 20 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression...................... 34
Abbildung 21 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ap-lacZ- und Wg-Expression............ 35
Abbildung 22 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Notch-Aktivitat............ccccceeeeiiiiii, 38
Abbildung 23 Model zum Migrationsverhalten omb I-o-f Klone an der D/V-Grenze.............................. 40
Abbildung 24 Wg- und Vg-Expression in einer wildtypischen Flligelimaginalscheibe ......................... 46
Abbildung 25 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die WQ-EXPression...........ccoccccceieiiiiiiiieieeeeeeeeee, 47
Abbildung 26 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Wg- und Vg-Expression ........ccccceeeeeeeiiiinnnn..n. 48
Abbildung 27 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Wg- und Omb-Expression.........ccccccooeeeeeein. 49
Abbildung 28 Effekte des klonalen kto Verlusts auf die Ap-EXPression..............euvvveveiiiiciiiiiiieeeeieeeennn. 50
Abbildung 30 Expressionsmuster von caps-lacZ in wt und /(1)omb3198 Fligelscheiben ....................... 56
Abbildung 31 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die caps-lacZ-Expression....................... 57
Abbildung 33 Expressionsmuster von kek1-lacZ in wt und /(1)omb3198 Fligelscheiben ....................... 61
Abbildung 34 Expressionsmuster hinge-relevanter GENe...............coooiiiiiiiiiiiiiiiii e 66
Abbildung 35 dpp-lacZ-Expression in wt, bi, bi/omb®'®® und I(1)omb®'® Flugelscheiben .................... 68
Abbildung 36 dpp-lacZ-Expression in XZ-Bilder von wt, bi, bi’lomb>"*® und I(1)omb>'*® Fliigelscheiben
...................................................................................................................................................... 69
Abbildung 37 dpp-lacZ-Expression in /(1)omb>"% FIGGEISCREIDEN ..........c.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeererees 69
Abbildung 38 Wg-Expression in wt, bi, bi/omb®"®® und I(1)omb®'®® Fligelscheiben ..........cocovvveevevenenn. 72
Abbildung 39 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression...................... 73
Abbildung 40 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression...................... 74
Abbildung 41 Effekte der Expression von ombRNAI auf die Wg-EXpression...........ccccceeeeeeeiiiiiieeneneennn. 75



Abbildung 42 Effekte der Uberexpression von Omb auf die Wg-EXpPression............cccocvevveeveeeeeveeennnne. 76

Abbildung 43 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die Wg-EXpression ............ccccccveveeenn.. 77
Abbildung 44 Vg- und Wg-Expression in wt und I(1)omb3198 Flligelscheiben ..........cccooovvviiiiiiiiiiiiiinnn, 79
Abbildung 46 Zfh2- und Wg-Expression in wt und /(1)omb®'*® FIigelSCheibe ........coovevevveveeeerernnnn 84
Abbildung 47 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Zfh2-Expression..........cccocvicieieiiiiiiinnnnennn. 85
Abbildung 48 Nab-Expression in wt, bi, bi/omb®'®® und (1)omb®'®® Flugelscheiben..........cocovvveevevunn.. 88
Abbildung 49 Expressionsmuster von hth-lacZ in wt und /(1)omb3198 Fligelscheiben.......................... 90
Abbildung 50 hth-lacZ-Expression in wt, bi, bilomb>"*® und (1)omb>'*® Fliigelscheiben ..........c........... 91
Abbildung 51 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die hth-lacZ-EXpression ...........ccccceeeeeeeieieenenen..n. 93
Abbildung 52 Expressionsmuster von tsh-lacZ in wt und /(1)ombAP6 Fligelscheiben........................... 95
Abbildung 53 10xSTAT-GFP-Expression in wt Flligelscheibe .............coooovimiiicecee e, 96
Abbildung 54 10xSTAT-GFP-Expression in wt, bi, bi’lomb®'*® und I(1)omb®'*® Fliigelscheiben............ 97
Abbildung 55 10xSTAT-GFP-Expression in wt, bi, bilomb®'*® und I(1)omb®'*® Fliigelscheiben............ 99
Abbildung 56 10xSTAT-GFP-Expression in /(1)omb®'%® FIUgelSCheiben ..........ovoooveveeeeeeeeeereerns 101
Abbildung 57 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder ... 102
Abbildung 58 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder von wt und bi Fligelscheiben ....................... 104
Abbildung 59 10xSTAT-GFP-Expression in XZ-Bilder von bilomb>'*® Fliigelscheiben..........c.......... 105
Abbildung 60 Expressionsmuster von STAT92E-lacZ in wt und /(1)omb®®® Flugelscheiben ............. 106
Abbildung 61 EdU Farbung und Wg-Expression in wt, bi, bi/omb®*® und I(1)omb*'*® Flugelscheiben
.................................................................................................................................................... 112
Abbildung 62 EdU Farbung und Wg-Expression /(1)omb>'*® Fliigelscheiben ..........coovveeveeereveeennn 113
Abbildung 63 Apoptose in wt, bi, bilomb>"*® und I(1)omb>'*® L3 FlUgelScheiben .........ccoveveveeveeenn. 115
Abbildung 65 Expressionsmuster von fj-lacZ in wt und I(1)ombAP6 Fligelscheiben......................... 120
Abbildung 66 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die fi-lacZ-EXpression ...........ccccceeeeeeeeiiieenennnn.. 121
Abbildung 67 Effekte der Uberexpression von Omb auf die fj-/lacZ-EXpression ...........ccccccceevecveenn.. 122
Abbildung 68 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die fj-lacZ-EXpression ...........ccccceeeeeeieiiieeeenennn. 124
Abbildung 69 Expressionsmuster von ds-lacZ in wt Flligelscheiben ..........ccccciiiiiiiiiiii, 125
Abbildung 70 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die ds-lacZ-Expression ........ccccceeeeeeiiiiiinnnnn. 126
Abbildung 71 Effekte der klonalen omb Uberexpresion auf die ds-lacZ-Expression .......................... 127
Abbildung 72 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ds-lacZ-Expression......................... 128
Abbildung 73 Ap- und Wg-Expression in /(1)omb®'% FIUgeISCheiDEN ..........cevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeres 162
Abbildung 74 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Wg-EXpression.............ccccvveieceieieiieeeeennn. 163
Abbildung 75 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression.................... 163
Abbildung 76 Expressionsmuster von arr-lacZ in wt und I(1)omb3198 Fligelscheiben ........................ 164
Abbildung 77 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ap-lacZ-EXpression ........................ 165
Abbildung 78 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Notch-Aktivitat..............ccevvviiiiiiiiiiinn. 166
Abbildung 79 LiteraturergebniSSE ........oooiiiiiiiiiiiiec e —————— 167
Abbildung 80 dpp-lacZ- und Wg-Expression in wt Flligelscheiben .............cccvvviiiiiiiiii 167
Abbildung 81 dpp-lacZ- und Wg-Expression in bi Flligelscheiben.............cccoovvviiiiiiiiii 168
Abbildung 82 dpp-lacZ- und Wg-Expression in bi/omb®'%® FIigelSCheiben...........ocooveveeeveeerereern 168
Abbildung 83 dpp-lacZ- und Wg-Expression in I(1)omb>"*® FIUgelSCheiDen ..........cocoveveeeveerereerenn 169



Abbildung 84 Omb-Expression in wt und Wgspdfg L3 Fllgelscheibe..........cccoovmiiiiiiiiicciieeeeee e 169

Abbildung 85 Zfh2- und Wg-Expression in wt Flligelscheiben.............cccooriiiiiicccceeeeeee e 170
Abbildung 86 Zfh2- und Wg-Expression in wt Fligelscheiben.................oooiiiiiiiiii 171
Abbildung 87 Zfh2- und Wg-Expression in bi Flligelscheiben.............c.oooovimiiiiiiiiiiieeeeeeee 172
Abbildung 88 Zfh2- und Wg-Expression in bi/omb>"*® FIUGEISCNEIDEN ........c.ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeses 173
Abbildung 89 Zfh2- und Wg-Expression in /(1)omb®"% FIGgelSCheiDEN .........c.ovveeeeeeeeeeeeeeereeee 174
Abbildung 90 Zfh2-Expression in /(1)omb>"*® FIUGEISCREIDEN. .......c.ovveeeeeeeeeeeeeeee e e 175
Abbildung 91 Zfh2-Expression in /(1)omb>"*® FIUGEISCREIDEN. .......c.ovveeeeeeeeeeeeeeeee e 176
Abbildung 92 Zfh2-Expression in /(1)omb>"*® FIUGEISCREIDEN. .......c.ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeees 177
Abbildung 93 hth-lacZ- und Nab-Expression in wt Fligelscheiben.............ccccoovvviiiiiiciiiiie, 178
Abbildung 94 hth-lacZ- und Nab-Expression in bi und bi/lomb®'®® Fligelscheiben..........coooceeveveuenn. 179
Abbildung 95 hth-lacZ- und Nab-Expression in /(1)omb®"% FIigelSCheiben .........coovevveeveereeeenen 180
Abbildung 96 Nab- und Wg-Expression in /(1)omb>"*® FIUgelSCheIDEN..........coveveeeeeeeeeeeeeeereeees 181
Abbildung 97 10xSTAT-GFP-Expression in wt Flligelscheiben .............cooovviiiiicccceeecce e 182
Abbildung 98 10xSTAT-GFP-Expression in bi Fllgelscheiben............ccccoovviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 183
Abbildung 99 10xSTAT-GFP-Expression in bi/omb®'% FIUgelSCheiDeN ...........ovoveeeeeeeeeeeeeeereese 184
Abbildung 100 10xSTAT-GFP-Expression in /(1)omb®'?® FIGgelSCheiben ...........oovoveeeeeeeeeeeeeeere, 185

161



8.3 Erganzende Abbildungen

Abbildung 73 Ap- und Wg-Expression in /(1)omb3198 Fligelscheiben

Dargestellt sind /(7)omb®'®® mutante (B-F) L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (Weif; B-F), anti-Ap
(Griin; B*-F"), anti-Wg (Magenta; B'-F "), Uberlagerung des anti-Ap (Griin) und anti-Wg (Magenta)
Signals (B"""-F ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion
von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. Apikale Falten (Rot) und basale Falten (Blau)
wurden markiert (Auswahl). (B*-F") Aufgrund der sehr schwachen bzw. fehlenden Immunfluoreszenz
von Wg innerhalb der pouch (wie in Abb. 9 gezeigt), wurde eine nachtragliche Bildbearbeitung
(Tonwertkorrektur) durchgefiihrt (siehe 5.2.18). Hierbei wurde bestatigt, dass — im medialen Bereich
der Fligelscheibe in (D und F) — weder an der D/V-Grenze noch in der ventralen hinge Wg exprimiert
wurde. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 74 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Wg-Expression

mRFP (Rot; AB), wg-lacZ (Grin; A’), anti-Wg (Magenta; A",B™), Uberlagerung des anti-Wg
(Magenta) und mRFP (Rot) Signals (A™",B*"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. Alle Fluoreszenzbilder
wurden Tonwertkorrigiert.

Abbildung 75 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die wg-lacZ- und Wg-Expression

mRFP (Rot; AB), wg-lacZ (Grin; A’), anti-Wg (Magenta; A",B™), Uberlagerung des anti-Wg
(Magenta) und mRFP (Rot) Signals (A™",B*""). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. Alle Fluoreszenzbilder
wurden Tonwertkorrigiert.
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Anhang Abbildungen
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arr-lacZ

omb3198 m

arr-lacZ

Abbildung 76 Expressionsmuster von arr-lacZ in wt und I(1)omb3198 Fligelscheiben

Die arr-lacZ-Expression in Fligelscheiben von wildtypischen (Kontrolle; A-D) und I(1)omb3198 (E-H)
Larven des dritten Larvenstadiums wurde mittels X-Gal Farbung nachgewiesen. In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. In I(1)omb3198 mutanten Flugelscheiben wurde vorwiegend im V-
Kompartiment eine Anderung der arr-lacZ-Expression festgestellt.
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Abbildung 77 Effekte der klonalen omb Uberexpression auf die ap-lacZ-Expression
ap-lacZ (Griin; A-D), anti-Omb (Magenta; A-D"), Uberlagerung des ap-lacZ (Griin) und mRFP (Rot)
Signals (A*-D’), Uberlagerung des anti-Omb (Magenta) und mRFP (Rot) Signals (A-D ™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Dargestellt sind L3
Fligelimaginalscheiben. Fir Abbildungsbeschreibung siehe auch Abb. 21. Der Nachweis der
Expression von UAS-omb in Zellklonen erfolgte durch Immunfluoreszenz gegen Omb und durch
Coexpression von UAS-mRFP. (A-D) Einige dorsale Klone (nicht alle) zeigen eine teilweise oder
vollstdndige Reduktion bzw. einen Verlust der ap-lacZ-Expresion. Alle Fluoreszenzbilder wurden
Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 78 Effekte des klonalen omb Verlusts auf die Notch-Aktivitat

DAPI (WeiR, A-E), NRE-GFP (Griin; A"-E’), mRFP (Rot; A"-E"), Uberlagerung des NRE-GFP (Griin)
und mRFP (Rot) Signals (A"-E'"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln; apikale Einzelbilder wurden entfernt. In der Trachee wurde eine
starke NRE-GFP Reporteraktivitat detektiert (gelbe Pfeile). Der wei3e Pfeil markiert die Verlagerung
der NRE-GFP-Expression, in den ventralen Klon. Alle Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 79 Literaturergebnisse

(A) Aus Wang et al., 2016 (verandert). (B-C) Aus Wang et al., 2000 (verandert). (A) /(1)ome4 mutante
Fligelscheibe. DAPI (Blau), mirr-lacZ (Rot) (anterior links und dorsal oben). (B) wt Fligelscheibe
(omb-Gal4; UAS-GFP). Vg (Rot), omb-Gal4; UAS-GFP (Grin) (anterior links und ventral oben). (C)
Uberexpression eines konstitutiv aktivem EGFR in der omb Domane (omb-Gal4/UAS-EGFRM"*2,
UAS-GFP). Vg (Rot), UAS-GFP (Grlin) (anterior links und ventral oben).

Abbildung 80 dpp-lacZ- und Wg-Expression in wt Flliigelscheiben

Dargestellt sind wt L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-H) Uberlagerung des anti-B-Galaktosidase (dpp-
lacZ, Grin) und anti-Wg (Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 81 dpp-lacZ- und Wg-Expression in bi Flligelscheiben

Dargestellt sind bi L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-H) Uberlagerung des anti-B-Galaktosidase (dpp-
lacZ, Grin) und anti-Wg (Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

bi/lomb3198|B

3198

Abbildung 82 dpp-lacZ- und Wg-Expression in bi/lomb” ™" Fligelscheiben

Dargestellt sind bi/lomb>"*® mutante L3 Fligelimaginalscheiben. (A-H) Uberlagerung des anti-B-
Galaktosidase (dpp-lacZ, Grin) und anti-Wg (Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und
dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne
Tonwertkorrektur.
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Abbildung 83 dpp-lacZ- und Wg-Expression in I(1)omb3198 Fligelscheiben
Dargestellt sind I(1)omb3198 mutante L3 Fliigelimaginalscheiben. (A-H) Uberlagerung des anti-B-
Galaktosidase (dpp-lacZ, Grin) und anti-Wg (Magenta) Signals. In allen Bildern ist anterior links und
dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne
Tonwertkorrektur.

Abbildung 84 Omb-Expression in wt und Wgspdfg L3 Fligelscheibe

(A) wt L3 Flugelimaginalscheibe. (B) wgspdfg mutante L3 Fliigelimaginalscheibe. (A,B) Uberlagerung
des anti-Wg (Rot) und anti-Omb (Blau) Signals. Die wei3en Pfeile markieren die Position der Wg-IR-
Domane und die weillen Pfeilspitzen die Wg-OR-Domane. Die tirkise Pfeile markieren die Omb-
Expression im Luftsack Primordium (ASP) und die tirkise Pfeilspitzen die Trachee. In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 85 Zfh2- und Wg-Expression in wt Fliigelscheiben




Abbildung 86 Zfh2- und Wg-Expression in wt Fliigelscheiben




Abbildung 87 Zfh2- und Wg-Expression in bi Flliigelscheiben




Dargestellt sind bi L3 Fligelimaginalscheiben. anti-Zfh2 (Rot; A-L), anti-Wg (Magenta; A*-L"). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

Abbildung 85 (auf der Seite 170) Zfh2- und Wg-Expression in wt Fliigelscheiben
Dargestellt sind wt L3 Fligelimaginalscheiben. anti-Omb (Grln; A-F), anti-Zfh2 (Rot; A*-F"), anti-Wg
(Magenta; A" -F"), Uberlagerung des anti-Zfh2 und anti-Wg Signals (A"-F ™). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

Abbildung 86 (auf der Seite 171) Zfh2- und Wg-Expression in wt Flliigelscheiben
Dargestellt sind wt L3 Fligelimaginalscheiben. anti-Zfh2 (Rot; A-L), anti-Wg (Magenta; A'-L"). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

Dargestellt sind bilomb*'*® mutante L3 Fligelimaginalscheiben. DAPI (Weil3; A-D), anti-Wg (Magenta;
A’-D"), anti-Zfh2 (Rot; A"°-D""), anti-Omb (Grln; A™'-D" ™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne
Tonwertkorrektur.
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Abbildung 89 Zfh2- und Wg-Expression in /(1)omb*'*® Flugelscheiben




Dargestellt sind /(7)omb®'®® mutante L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (Weil; A-F), anti-Zfh2 (Rot; A'-
F'), anti-Wg (Magenta; A-F ), Uberlagerung des anti-Zfh2 und anti-Wg Signals (A""-F ™). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 90 Zfh2-Expression in /(1)omb®'*® Fliigelscheiben

Dargestellt sind /(1)omb®"®® mutante L3 Fligelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-C), anti-Zfh2 (Rot; A'-
C’), anti-Wg (Magenta; A-C™). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Fluoreszenzbilder (A, B™*, C**) wurden Tonwertkorrigiert.
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Abblldung 91 Zfh2-Expression in I(1)omb3198 Flligelscheiben

Dargestellt sind /(1)omb3198 mutante L3 Fligelimaginalscheiben. DAPI (Weil}; A-E), anti-Zfh2 (Rot; A’-
E’), anti-Wg (Magenta; A"-E), Uberlagerung des anti-Zfh2 und anti-Wg Signals (A""-E*™"). In allen
Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 92 Zfh2-Expression in /(1)omb®'*® Fliigelscheiben

Dargestellt sind /(1) omb®'®® mutante L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-E), anti-Zfh2 (Rot; A'-
E’), anti-Wg (Magenta; A”-E™"). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als
Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Fluoreszenzbilder (A*-E", A"-E"") wurden Tonwertkorrigiert.
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Abbildung 93 hth-lacZ- und Nab-Expression in wt Flligelscheiben
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Abbildung 94 hth-lacZ- und Nab-Expression in bi und bi/lomb

Flliigelscheiben
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Dargestellt sind bi (A-C) und bi/lomb®*® (D-F) L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (WeiR; A-F), hth-lacZ
(Turkis; A'-F’), Uberlagerung des hth-lacZ (Tirkis) und anti-Wg (Magenta) Signals (A"-F),
Uberlagerung des anti-Nab (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A"-F ). In allen Bildern ist
anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle
Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

Abbildung 93 (auf der Seite 178) hth-lacZ- und Nab-Expression in wt Fliigelscheiben
Dargestellt sind wt (mittlere bis spate) L3 Fligelimaginalscheiben. DAPI (Weil}; A-F), hth-lacZ (Turkis;
A'-F"), Uberlagerung des hth-lacZ (Tirkis) und anti-Wg (Magenta) Signals (A-F "), Uberlagerung des
anti-Nab (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A"°-F" ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A’-F") In der hinge wird hth-lacZ in einem
inneren Ring (distal der H/H-Falte) und einen aulReren Ring (proximal der H/H-Falte) exprimiert. (A -
F**) hth-lacZ und Wg werden in der hinge coexprimiert. (A""-F" ") Die Nab-Expression grenzt proximal
an die Wg-IR-Domane und ist proximal starker als distal. Entlang der D/V-Grenze wird kein Nab
detektiert. Im A-Kompartiment erscheint die anti-Nab Farbung an der A/P-Grenze reduziert und nimmt
von medial nach lateral an Intensitat zu. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 95 hth-lacZ- und Nab-Expression in /(1)omb®'® Fligelscheiben
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Dargestellt sind /(1)omb*™*® mutante L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (Weifs; A-F), hth-lacZ (Turkis;
A'-F"), Uberlagerung des hth-lacZ (Tirkis) und anti-Wg (Magenta) Signals (A™-F "), Uberlagerung des
anti-Nab (Grin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A"°-F" ). In allen Bildern ist anterior links und dorsal
oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. (A’-D) In der dorsalen hinge ist die hth-
lacZ-Expression medial unterbrochen. (A-D"") hth-lacZ und Wg werden in der hinge coexprimiert.
(A°-D"") Flugelscheiben zeigen in Bereichen ektopischer Wg-Expression eine Verminderung oder
ein Fehlen der anti-Nab Farbung. Der Stern (*) kennzeichnet die verbleibende Wg-IR-Expression in
der dorsalen hinge. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.

3

Abbildung 96 Nab- und Wg-Expression in /(1)omb*'®® Flugelscheiben

Dargestellt sind /(1)omb*"®® mutante L3 Fliigelimaginalscheiben. DAPI (Wei3; A-D), Nab (Griin; A'-D’),
anti-Wg (Magenta; A”-D™"), Uberlagerung des anti-Nab (Griin) und anti-Wg (Magenta) Signals (A™"-
D). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-
Bildstapeln. (A'-D") In der medialen pouch ist die anti-Nab Farbung gréfRtenteils reduziert. (A°-D™)
Wg wird in der pouch fehlexprimiert. (A*""-D""") Fligelscheiben zeigen in Bereichen ektopischer Wg-
Expression eine Verminderung oder ein Fehlen der anti-Nab Farbung. Der Stern (*) kennzeichnet die
verbleibende Wg-IR-Expression in der dorsalen hinge. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 97 10xSTAT-GFP-Expression in wt Flliigelscheiben

Dargestellt sind wildtypische L3 Fligelimaginalscheiben in unterschiedlichem Entwicklungsstadium
(frih — mittel — spat (L3), von oben nach unten). DAPI (Weil}; A-E), 10xSTAT-GFP (Grin; A-E’), anti-
GFP (Rot; A"-E™), anti-Wg (Magenta; A" "-E™""). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 98 10xSTAT-GFP-Expression in bi Flligelscheiben

Dargestellt sind bifid mutante L3 Fligelimaginalscheiben in unterschiedlichem Entwicklungsstadium
(frih — mittel — spat (L3), von oben nach unten). DAPI (Weil}; A-E), 10xSTAT-GFP (Grin; A-E"), anti-
GFP (Rot; A"-E™), anti-Wg (Magenta; A""-E"""). In allen Bildern ist anterior links und dorsal oben.
Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. In E ist eine sehr spate L3 (prapupale)

Fligelscheibe gezeigt; in (E*") ist anhand der anti-Wg Farbung entlang der D/V-Grenze zu erkennen,
dass die Fllgelscheibe bereits evertiert. Alle Fluoreszenzbilder ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 99 10xSTAT-GFP-Expression in bi/omb®'®® Fligelscheiben
Dargestellt  sind bi/lomb>™*®  mutante L3 Fligelimaginalscheiben in  unterschiedlichem
Entwicklungsstadium (friih — mittel — spat (L3), von Oben nach Unten). DAPI (Weil3; A-E), 10xSTAT-
GFP (Grun; A'-E’), anti-GFP (Rot; A"-E™"), anti-Wg (Magenta; A" "-E*""). In allen Bildern ist anterior
links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder
ohne Tonwertkorrektur.
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Abbildung 100 10xSTAT-GFP-Expression in /(1)omb®'*® Fliigelscheiben

Dargestellt  sind /(1)omb3798 mutante L3 Fligelimaginalscheiben in unterschiedlichem
Entwicklungsstadium (friih — mittel — spat (L3), von oben nach unten). DAPI (Weil3; A-E), 10xSTAT-
GFP (Grun; A'-E"), anti-GFP (Rot; A™-E™"), anti-Wg (Magenta; A" "-E™""). In allen Bildern ist anterior
links und dorsal oben. Darstellung als Maximalprojektion von Z-Bildstapeln. Alle Fluoreszenzbilder
ohne Tonwertkorrektur.
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