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1 Einleitung

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) dient der Integration von sensorischen
Informationen und koordiniert bewusste wie auch unbewusste Koérperfunktionen. Im
Verlauf der Evolution hat das ZNS fortwahrend an Komplexitat gewonnen und unter
allen Organsystemen die groRte Entwicklungssteigerung erfahren. Phylogenetisch
findet sich ein erstes Nervensystem (NS) mit funktionell verschiedenen Netzwerken
von Neuronen bei den Coelenteraten. Die Plathelminthen weisen bereits ein
zentrales Nervensystem auf. In diesem Tierstamm werden in der Literatur auch
erstmalig Gliazellen beschrieben, die den zweiten Zelltyp des NS ausmachen
(Breidbach und Kutsch, 1995).

Gliazellen bilden ein Stltzgewebe aus, ernahren und isolieren Neurone. Sie
regulieren die Homobostase und dienen den auswachsenden Neuronen als
Wegweiser. Die Neurone sind die funktionellen Einheiten des NS. lhre Aufgabe ist
es, Signale aufzunehmen, zu verarbeiten und weiterzuleiten (Levitan und
Kaczmarek, 2002). Mit steigendem Komplexitatsgrad hat die Zahl der Neurone und
vor allem die der Gliazellen fortwahrend zugenommen. Im menschlichen Gehirn
finden sich 10'® Gliazellen und 10" Neurone (Pearson und Doe, 2004), einige dieser
Neurone gehen bis zu 150.000 Zellkontakte miteinander ein (Hashimoto und Kano,
1998). Die Entstehung des Gehirns zu entschlisseln ist zweifellos eine der

schwierigsten Aufgaben der Entwicklungsbiologie.

Da grundsatzliche Mechanismen phylogenetisch konserviert sind, ist es zweckmalig,
die Grundlagen der Entstehung des Nervensystems an einem weniger komplexen
Organismus zu erforschen. Wir benutzen fur unsere Analysen die Fruchtfliege

Drosophila melanogaster.

Drosophila wird seit Anfang des letzten Jahrhunderts studiert und
entwicklungsbiologische Vorgange sind entsprechend gut untersucht. Das Genom
der Fruchtfliege ist vollstandig sequenziert, wodurch eine systematische Analyse von
DNA-Sequenzen ermoglicht wird. Es steht eine gro3e Auswahl an mutanten
Fliegenstammen zur Verfigung, da rezessive Letalmutationen durch den Einsatz von
Balancerchromosomen in stabilen Fliegenstammen gehalten werden konnen. Die
kurze Generationszeit und die geringe Anzahl von vier Chromosomen pradestinieren

Drosophila flr genetische Kreuzungsexperimente. In den letzten Jahrzehnten ist eine
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Vielzahl von Techniken entwickelt worden, die es erlauben, das Expressionsprofil
und die Funktion von Genen aufzuklaren. Die meisten dieser Techniken basieren auf
dem Einsatz von Transposons. Beispielsweise lasst sich mit Hilfe der Enhancer-
Trap-Methode die zeitlich-raumliche Expression eines Gens analysieren (Bellen et
al., 1989). Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens ist das GAL4/UAS-System, mit
dem Gene gezielt in Organen und Zellen exprimiert werden kénnen (Brand und
Perrimon, 1993). Die Sammlung transgener Fliegenstdmme ist demzufolge sehr
umfangreich. Weiterhin hat das embryonale Bauchmark von Drosophila eine
Uberschaubare Anzahl von etwa 300 Neuronen und 30 Gliazellen pro Hemisegment
(Bossing et al.,, 1996). Viele dieser Zellen sind identifiziert und individuell
ansprechbar. Untersuchungen konnen daher in einem mechanistisch und zellular

vertrauten Kontext durchgefuhrt werden.

1.1  Embryonale Neurogenese von Drosophila melanogaster

Im Gegensatz zu den Vertebraten besitzen Invertebraten wie Drosophila ein
ventrales Nervensystem (VNS), das sich aus dem zentralen Nervensystem (Gehirn
und Bauchmark) und dem peripheren Nervensystem (PNS) zusammensetzt. Der
segmentale Aufbau ist im embryonalen ZNS deutlich zu erkennen. Es besteht aus 14
bilateral symmetrischen Einheiten, die als Neuromere bezeichnet werden. Man
unterscheidet zwischen drei gnathalen, drei thorakalen und acht abdominalen
Neuromeren (Abb. 1.1 A). Aus den gnathalen Segmenten geht der hintere Teil des
Gehirns hervor, wahrend das Bauchmark, das dem Ruckenmark der Sauger
entspricht, die thorakalen und abdominalen Segmente umfasst. Beinahe alle Zellen
des ZNS werden durch neurale Vorlaufer gebildet, die Neuroblasten (NB) genannt
werden. NB entstehen im Neuroektoderm, einem Gewebe aus dem sowohl neurale
als auch epidermale Vorlauferzellen hervorgehen (Campos-Ortega und Hartenstein,
1985; Poulson, 1950). Vor der Gastrulation bilden sich im Neuroektoderm
Aquivalenzgruppen von je vier bis sechs Zellen. Durch den Vorgang der lateralen
Inhibition, in den proneurale und neurogene Gene involviert sind, wird festgelegt,
welche Zelle in einer Aquivalenzgruppe zum NB wird (Martin-Bermudo et al., 1995;
Skeath und Carroll, 1992). Nach der Gastrulation delaminieren pro Hemineuromer 30
NB in funf festgelegten Segregationswellen (S1-S5) ins Innere des Embryos und

ordnen sich zwischen Mesoderm und Ektoderm an. Abhangig von der Position im
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Neuroektoderm exprimiert jeder NB eine spezifische Kombination an Genen, die an
der anterior-posterioren (AP) und dorso-ventralen (DV) Musterbildung beteiligt sind
(Bhat, 1999; Skeath, 1999; Skeath und Thor, 2003; Abb. 1.1 B). Das jeweilige
Expressionsmuster und der Zeitpunkt der Delamination weisen dem NB eine
bestimmte Identitat zu (Chu-LaGraff und Doe, 1993; Skeath et al., 1995; Udolph et
al.,, 1995). Demnach erhalten NB, die zur selben Zeit in den gleichen relativen
Positionen in verschiedenen Hemisegmenten entstehen, die gleiche Identitat.
Gemal ihrer Spezifizierung positionieren sich die NB in sieben Reihen und funf
Spalten im Hemisegment (Abb. 1.1 D). Die NB werden nach ihrer Spalten- und
Reihennummer benannt. So findet sich z. B. der NB2-4 in der vierten Spalte von
Reihe zwei (Abb.1.1 D).

Kurz nach der Delamination beginnen sich die NB asymmetrisch im Stammzellmodus
zu teilen. Bei der Teilung wird basal eine kleinere Ganglienmutterzelle (GMZ)
abgeschnurt. Die GMZ werden alphabetisch nach der Reihenfolge ihrer Entstehung
benannt (GMZa, GMZb usw.) GMZ haben ein beschranktes Proliferationspotential
und teilen sich nur einmal. Diese Eigenschaften werden durch Zellschicksals-
determinanten bestimmt, die im NB asymmetrisch lokalisiert werden und wahrend
der Mitose in die GMZ segregieren (Cai et al., 2003; Wodarz, 2005). Bei der Teilung
von GMZ werden wiederum Determinanten asymmetrisch verteilt und es entstehen
zwei Neurone und/oder Gliazellen mit unterschiedlichen Zellschicksal (Buescher et
al., 1998; Skeath und Doe, 1998; Spana und Doe, 1996).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Spezifizierung von Neuroblasten im embryonalen
ventralen Nervensystem

A: Anlagenkarte eines Embryos im Stadium 6. Das Neuroektoderm ist in verschiedenen Grauténen
dargestellt. Aus dem procephalen Neuroektoderm (pNE) gehen die Hemispharen des Gehirns hervor,
das Bauchmark entstammt dem ventralen Neuroektoderm (vNE). Die gnathalen Segmente sind
dunkelgrau hervorgehoben, die thorakalen mittelgrau und die abdominalen Segmente hellgrau. B:
Spezifizierung von NB im Neuroektoderm. Dargestellt ist ein thorakales Segment. Die Zellen in den
Aquivalenzgruppen werden durch die Expression von AP- und DV-Genen spezifiziert. C: Durch
laterale Inhibition wird eine Zelle pro Aquivalenzgruppe zum NB, aus den anderen Zellen gehen
epidermale Zellen hervor. D: NB-Karte. Anordnung der NB in einem Hemisegment. Jeder NB hat eine
eindeutige Identitat und nimmt seine Position gemaf seiner Spezifizierung im Neuroektoderm ein. Der
NB2-4 ist hervorgehoben. E: Entstehung von Zellstammbdumen am Beispiel des NB2-4T: NB teilen
sich asymmetrisch und bringen in jeder Teilungsrunde eine GMZ hervor. GMZ werden alphabetisch
nach der Reihenfolge ihrer Geburt benannt (GMZa, GMZb usw.). GMZ teilen sich nur einmal, wobei
zwei Neurone und/oder Gliazellen entstehen. In dieser Teilung werden Zellschicksalsdeterminanten
asymmetrisch verteilt, wodurch den beiden Nachkommenzellen eine unterschiedliche Identitat
zugewiesen wird (graue und schwarze Umrandung der Zellen). Abbildung verandert nach Novotny
(2003).



Jeder NB generiert entsprechend seiner Identitat einen spezifischen und
reproduzierbaren Zellstammbaum, in dem die einzelnen Zelltypen in einer invarianten
zeitlichen Abfolge geboren werden (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999;
Schmidt et al.,, 1997). Es wird angenommen, dass es sich dabei um einen
zellautonomen Vorgang handelt, der an die sequenzielle und transiente Expression
der Transkriptionsfaktoren Hunchback (Hb), Krippel (Kr), Pdm1/Pdm2, Castor (Cas)
und Grainy head (Grh) gekoppelt ist (Brody und Odenwald, 2000; Brody und
Odenwald, 2002; Isshiki et al., 2001; Kambadur et al., 1998; Novotny et al., 2002;
Pearson und Doe, 2004). Diese Gene werden konsekutiv im NB in einem bestimmten
Zeitfenster exprimiert. Das jeweilig exprimierte Set an Transkriptionsfaktoren wird
vom NB an die GMZ vererbt, die in diesem Zeitfenster geboren werden. Mit der Zeit
entstehen GMZ die unterschiedliche Gene der zeitlichen Spezifizierungskaskade
exprimieren (Abb. 1.2). Durch die Expression eines Faktors bzw. einer Kombination
von Faktoren wird der GMZ eine temporale Spezifizierung zugewiesen. Am Ende
eines Zeitfensters wird die Expression im NB abgeschaltet, die GMZ und deren

Nachkommen behalten aber die Expression der Spezifizierungsfaktoren bei.

basal
Neurone
und Glia
GMZ
NB > > > > M
apikal

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der sequenziellen Genexpression in Neuroblasten

Die Transkriptionsfaktoren Hb, Kr, Pdm, Cas und Grh werden sequenziell und transient in NB
exprimiert. Das Set an Transkriptionsfaktoren, die ein NB zum Zeitpunkt der Geburt einer GMZ
exprimiert, wird an diese GMZ weitergegeben. Die GMZ und deren Nachkommen behalten die
Expression dieser Faktoren bei. GMZ werden basal abgeschnirt; so entstehen charakteristische
Schichten von apikal nach basal, in denen alle Zellen einen oder mehrere dieser Faktoren
exprimieren. Hb ist der erste Faktor dieser Genkaskade, weshalb die Mehrzahl der Hb-positiven Zellen
apikal im VNS gelegen ist. In den meisten NB wird Hb mit Kr koexprimiert. Abbildung verandert nach
Brody und Odenwald (2002).



Hunchback ist der erste Faktor dieser zeitlichen Spezifizierungskaskade und wird in
fast allen NB schon zum Zeitpunkt der Delamination exprimiert. Es konnte gezeigt
werden, dass Hb tatsachlich notwendig und ausreichend ist, um fruh geborene Zellen
zu spezifizieren. Dementsprechend fehlen in hb-Mutanten frih geborene Zellen und
eine Uberexpression von Hb in NB fiihrt zu einer erhéhten Anzahl von Zellen mit
»frtuhem® Schicksal (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002).

Um die nachste temporale Identitatsstufe des NB einzuleiten, ist es notwendig, dass
hb am Ende seines Zeitfensters im NB abgeschaltet wird (Isshiki et al., 2001; Kanai
et al., 2005; Novotny et al., 2002). Das Abschalten von hb ist an die Mitose
gekoppelt, da in G2-Phase-arretierten NB die Hb-Expression beibehalten wird
(Grosskortenhaus et al., 2005; Isshiki et al., 2001). Welche Faktoren fur das
Abschalten von Hb im NB zustandig sind, war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt.
Ebenso war unklar, weshalb das mitotische Signal nur im NB, nicht aber in der GMZ

wirkt.

Eine weitere Funktion von hb ist, den multipotenten Zustand von NB aufrecht zu
erhalten. Nach Beendigung der Hb-Expression wird der NB zunehmend in seiner
Kompetenz beschrankt, Nachkommen mit frihem® Schicksal zu generieren (Carr et
al., 2004; Isshiki und Doe, 2004; Pearson und Doe, 2003). Diese Erkenntnisse
wurden durch Untersuchungen von Pearson und Doe (2003) am Zellstammbaum
NB7-1 gewonnen. Aus den ersten funf GMZ des NB7-1 gehen funf U-Neurone
hervor, die in der Reihenfolge ihrer Geburt U1-U5 genannt werden. U1 und U2, die
Nachkommen der ersten beiden GMZ, sind Hb-positiv (Abb. 1.3 A). Wenn Hb im
NB7-1 Uberexprimiert wird, bevor die erste Teilung stattgefunden hat, kommt es zu
einer Vermehrung von U1-Neuronen auf Kosten von normalerweise spater
geborenen Neuronen (Abb. 1.3 D). Bei einer ektopischen Expression von Hb im NB7-
1, nachdem dieser schon die dritte GMZ generiert hat, kann der NB auf die
Produktion von U1-Neuronen rickprogrammiert werden (Abb. 1.3 E). Wird Hb jedoch
nach der Geburt der funften GMZ Uberexprimiert, so ist der NB7-1 nicht mehr in der

Lage, U1-Neurone zu generieren (Abb. 1.3 F).

Damit kommen Hb im NS zwei Funktionen zu: Zum einem die Spezifizierung eines
»fruhen“ Schicksals, zum anderen verleint Hb den NB die Kompetenz, auf die

Expression von Hb mit der Generierung ,friher” Zellschicksale zu reagieren.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Zellstammbaums NB7-1 und der Effekte von
ektopischem Hunchback im NB7-1

A: Die frihe Entwicklung des Zellstammbaums NB7-1. Die ersten fiinf GMZ des NB7-1 bringen jeweils
ein U-Neuron hervor, die nach der Reihenfolge ihrer Entstehung U1-U5 genannt werden. U1 und U2
exprimieren Hb. B: Die Kompetenz des NB, Nachkommen mit ,friihen” Schicksal zu generieren, nimmt
mit zunehmenden Alter ab. C-F: Darstellung der Experimente von Pearson und Doe (2003) zur
Bestimmung der Kompetenz des NB7-1. Die griine Farbgebung der inneren Kugel zeigt die
Expression von Hb an, die Farbe der Umrandung steht fiir die jeweilige Identitat des U-Neurons (s.
Farbcode). C: Wildtyp (WT). D: Wird Hb im NB7-1 vor der ersten Teilung Uberexprimiert, entstehen
zusatzliche U1-Neurone auf Kosten von normalerweise spater geborener Neurone. E: Wird Hb nach
der Geburt der dritten GMZ im NB7-1 Uberexprimiert, kann der NB auf die Generierung von U1-
Neuronen rickprogrammiert werden. F: Nach der fiinften Teilung ist die Kompetenz des NB so weit
eingeschrankt, dass er nicht mehr auf Hb mit der Generierung von friih geborenen U-Neuronen

reagieren kann. Abbildung verandert nach Carr et al. (2004).




Bislang konnte noch nicht geklart werden, auf welche Weise Hb seine Funktion als
Kompetenz- und Spezifizierungsfaktor ausubt. Die molekularen Eigenschaften von
Hb sind allerdings schon seit beinahe =zwei Jahrzehnten bekannt. Diese
Charakterisierungen wurden vorgenommen, nachdem hb als Gap-Gen entdeckt
wurde, das an der AP-Musterbildung beteiligt ist (Lehmann und Nusslein-Volhard,
1987; White und Lehmann, 1986).

hb kodiert fur einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor mit evolutiv konservierten
Zinkfingern des Typs C2H2 (Sommer und Tautz, 1991; Sommer et al., 1992; Tautz et
al., 1987; Treier et al., 1989). Die Zinkfinger sind in einer N-terminalen und einer C-
terminalen Domane organisiert. Vermutlich vermittelt die N-terminale Domane die
DNA-Bindung (Hulskamp et al., 1994). Neben den Zinkfingern konnten vier weitere
konservierte Domanen gefunden werden: Die nahe des N-Terminus gelegenen
Boxen A und B (Tautz et al., 1987), sowie die C- und die D-Box, die zwischen den

beiden Zinkfinger-Domanen liegen (Sommer et al., 1992).

Erste Arbeiten zur Funktion einzelner Domanen im Nervensystem wurden von
Viktoria Linne im Rahmen ihres Diplomprojektes in dieser Arbeitsgruppe
durchgefuhrt. Sie untersuchte hb-Allele mit Stop-Codons in verschiedenen Domanen
des Proteins. Gleichzeitig analysierte sie die Induktion von ektopischen U-Neuronen
bei Uberexpression verschiedener hb-Varianten im NB7-1, in denen gezielt Doméanen
deletiert bzw. mutiert worden waren. Bei diesen Arbeiten wurde allerdings nicht die

Identitat der Zellen Uberpruft.



1.2 Fragestellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte der Mechanismus aufgeklart werden, der dafur verantwortlich
ist, dass hb im NB abgeschaltet, in der GMZ aber beibehalten wird. Dazu galt es, den
oder die Faktoren zu identifizieren, welche die Expression von hb im NB terminieren.
Weiterhin sollte herausgefunden werden, warum dieser Faktor nicht auch in der GMZ
fur das Abschalten von hb sorgt. Es stellte sich heraus, dass der Transkriptionsfaktor
Seven-up (Svp) die Hb-positive Phase in NB beendet. Svp wird vor der
entscheidenden Mitose im NB transkribiert, aber nur geringfiigig translatiert, da eine
effiziente Translation wahrscheinlich Mitose-abhangig ist. Nach der Teilung wird Svp
nicht nur im NB, sondern auch in der neu entstandenen Hb-positiven GMZ exprimiert.
In dieser Zelle verhindert jedoch der Homéodomanen-Transkriptionsfaktor Prospero
(Pros), der bei der Teilung in die GMZ segregiert, die Aktivitdt von Svp. Da Svp und
Pros die Transkription von hb direkt oder indirekt regulieren, wurde zudem eine
Enhancerfragment-Analyse durchgefuhrt, um relevante regulatorische Bereiche des
hb-Gens zu identifizieren. Neben den bereits bekannten Regionen im 5°-Bereich von
hb, wurden 3" der kodierenden Sequenz weitere nervensystemspezifische Enhancer-

elemente gefunden.

Des Weiteren wurde die Funktion einzelner Domanen von Hb im Nervensystem
untersucht. Dazu wurden hb-Varianten, in denen evolutiv konservierte Domanen
deletiert bzw. mutiert waren, im NB7-1 Uberexprimiert und auf ihre Fahigkeit zur
Induktion von ,frihem® Zellschicksal getestet. In einem zweiten Ansatz wurden hb-
Allele analysiert, die Stop-Codons in den entsprechenden Doméanen aufwiesen. Die
Identitat der Zellen wurde mit spezifischen Markern Uberpruft. Es stellte sich heraus,
dass die A-Box moglicherweise die Aktivitat von Hb reguliert. Die D-Box ist
notwendig, um ,frihe® Zellschicksale zu spezifizieren. Zudem gibt es Hinweise, dass
die terminale Zinkfingerdomane in die Aufrechterhaltung der Kompetenz von NB

involviert ist.



2 Material und Methoden

2.1 Gerate
Bezeichnung Modell Hersteller
Binokular Stemi 2000 Zeiss

: . Axioplan Zeiss
Durchlichtmikroskop Axioskop 2 Zeiss

Druckeinheit

Pressure Unit

Science Products

Fluoreszenzmikroskop BX 50 Wi Olympus
HE 33
Gel-Elektrophoresekammern HE 99X Hoefer
Gelkamera Quickstore MS Laborsysteme
: TB1 Thermoblock Biometra
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf
Inkubatoren KB-115 WTB Binder

Friocell 707

MMM Medcenter
Einrichtungen

Kaltlichtlampe

KL1500 electronic

Schott

Axiocam MRm Zeiss
Kameras 3CCD Mikroskopkamera | Sony
Kapillarenpuller P97 Sutter
Konfokales Laserscanning- TCS SPII Leica
Mikroskop
Magnetrthrer MR3001 Heidolph
Mikromanipulator Mikromanipulator Leitz
Netzteil fir Gel-Elektrophorese | Gene Power Supply GPS | Pharmacia
200/400
PCR Maschine TGradient Biometra
Pipetten Pipetman 2,10, 20, 100, Gilson
200, 1.000
pH-Meter CG840 Schott
Photometer Biophotometer Eppendorf
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Bezeichnung Modell Hersteller
. 3015 GFL
Schuttler 3019 GEL
Thermomixer Compact Eppendorf
Tischzentrifuge Mini Spin Eppendorf
Transilluminator N90 M MS Laborgerate
Vakuumpumpe LVS 301 llImvac GmbH
Vakuumzentrifuge Savant Speed Vac® Thermo Life Sciences
Vibrofix VF1 Janke & Kunkel
Vortexer Vortex Genie 2TM Bender & Hobein AG
Waage PM 4600 Delta AM50 Mettler
Mettler
Wasserbad 1002 GFL
: 5410 Eppendorf
Zentrifugen 5417R Eppendorf

Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendete Gerate

2.2 Software

Software Hersteller/Internetadresse

Photoshop 7.0.1 Adobe

[llustrator 10.0 Adobe

Amira 3.0 TCS

LCS Lite Leica

LCS Leica

Vector NTI Invitrogen

Oligonucleotid Properties http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html
Calculator

Blast 2 sequences http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html

Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendete Software
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2.3 Chemikalien und Losungen

Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalitat von den Firmen MBI
Fermentas, Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen, sofern nicht anders

angegeben.

Lésungen

Alle Loésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit autoklavierten H,O
angesetzt. Zur Herstellung von RNase-freien Lésungen wurde 1/200 Volumen
Diethylpyrocarbonat (DEPC) zur Lésung hinzuzugegeben. Die Ldsungen wurden
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend autoklaviert. DEPC
bindet an primare und sekundare Amine und fuhrt zu kovalenten Bindungen,

wodurch die Aktivitat der RNase zerstort wird.

Apfelsaftagar
Fiar die Herstellung der Ablageschalen wird Agar-Agar (28g/l) in handelsublichem
Apfelsaft (100%) in der Mikrowelle aufgekocht und in Petrischalen (& 5cm)

gegossen. Nach dem Abkuhlen werden die Platten bei 4°C gelagert.

Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch
Chloroform und Isoamylalkohol werden im Verhaltnis 24:1 gemischt und bei 4°C

gelagert.

DAB-L6sung

Eine Tablette (10mg) 3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) wird in 20ml PBS
gel6st. Die Losung wird 2h bei 60°C, anschliel3end uber Nacht bei Raumtemperatur
auf dem Schdattler inkubiert. Aliquots zu je 1ml werden bei —20°C gelagert. Vor der

Farbereaktion wird H,O2 (1l /1ml) zur DAB-L6sung zugegeben.
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Fixativ fiur ,,Whole-mount“-Antikorperfarbungen an Embryonen
PEMS bzw. PBS 450ul

Formaldehyd (37%) 50ul

Heptan abs. 450yl

Fixativ fiur ,,Whole-mount“-in situ-Hybridisierungen an Embryonen
PEMS bzw. PBS 350pl
Formaldehyd (37%) 150ul
Heptan abs. 450yl

Glycerin zum Einbetten lichtmikroskopischer Praparate
Glycerin 70% in PBS

Hybridisierungslosung (50ml)

Formamid 25ml
20x SSC-DEPC 12,5ml
DEPC-H0 12,5ml
Tween 20 50ul

Luria Broth (LB)-Medium

Trypton 109/l
Hefe-Extrakt 5g/l
NaCl 109/l

in H>O losen und autoklavieren

LB-Medium mit Ampicillin (LB-Amp.)
Ampicillin 660ul/l in LB-Medium gelost

LB-Platten mit Ampicillin
159/l Bacto-Agar werden in LB-Medium gelost. Das Medium wird autoklaviert und
nach dem Abkuhlen (ca. 60°C) wird Ampicillin (75mg/l) zugegeben. Anschliefend
wird die Losung in sterile Petrischalen gegossen. Die abgekuhlten Platten werden bei
4°C gelagert.
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Nahrmedium flr Drosophila

216g Agar werden 10min in 10l Wasser gekocht. AnschlieRend werden 488g Hefe,
130g Sojamehl und 2420g Maisgriel3 in 51 Wasser gemischt und zur kochenden
Agar-Losung zugegeben. 2,16g Malzextrakt, 1,08g Sirup und weitere 10,51 Wasser
werden hinzugefugt und unter standigem Ruhren 30min gekocht. Kurz bevor der
Futterbrei in die KunststoffzuchtgefalRe abgefullt wird, gibt man Nipagin (50g in 2l

Wasser gelost) sowie 120ml Propionsaure dazu.

PBS (phosphatgepufferte Salzlésung, 20x, pH 7,4)

NaCl 1,3M
NaH,PO, 0,03M
NAHPO4 0,07M

PBT (phosphatgepufferte Salzlosung plus Triton, 0,2%)
Triton X-100 (0,2%) in PBS

PBTween (phosphatgepufferte Salzlésung plus Tween, 0,1%)
Tween-20 (0,1%) in DEPC-PBS

PEMS (PIPES-EGTA-Magnesiumsulfat-Sorbit)

PIPES 100mM (pH 6,9)
EGTA 1mM
MgSOq4 1mM
Sorbit 1,2 M

Phenol/Chloroform
Phenol/TE 1Volumen

Chloroform 1Volumen
Phenol-Chloroform-lsoamyalkohol

Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol werden im Verhaltnis 25:24:1 gemischt und

bei 4°C gelagert.
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SSC (20x, pH 7,0)
NaCl 175,3¢/l
Natriumcitrat 88,29/l

TAE (Tris-Acetat-EDTA, 50x, pH 8)

Tris 2424l
Na;EDTA 50mM
Eisessig 57,1ml/l

TNT (Tris-Natriumchlorid-Tween, 50ml)

2M NaCl 3,76ml
1M Tris, pH7,5 5ml
Tween 20 25ul
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24 Fliegenstamme

Bezeichnung Genotyp Herkunft/Referenzen
Wildtyp
Oregon R Wildtyp Bloomington Stock Center

Balancerstamme

Vierfachbalancer fur das
2. und 3. Chromosom

w; CyO-twi-lacZ/Pm;TM6b,
abdA-lacZ, Ant™e/Cxd

O. Vef

Vierfach-Translokations-
Balancer fur das
2. und 3. Chromosom

w; SM6a TM6b/Pm +

O. Vef

Doppelbalancer fur das
3. Chromosom

TM3, ftz-lacZ/TM6b

Bloomington Stock Center

Mutanten
s
dmi2* dMi2*/TM3, KrGFP Bloomington Stock Center
3. Chromosom
+~6
dMi2° dMi2°/TM3, KrGFP Bloomington Stock Center
3. Chromosom
Def(3L)H99 /TM6b- :
Df(3L)H99 abdA-lac H. Steller (White et al., 1994)
3. Chromosom
1 o pllU hb' Ki' ry'/TM6b,abdA — .
hb" (hb™™) lacZ ITM3. KrGFP Bloomington Stock Center
3. Chromosom
7
hb” (hb*") hb’/TM6b,abdA-lacZ Bloomington Stock Center

3. Chromosom

hb’/TM6b,abdA-lacZ
3. Chromosom

Bloomington Stock Center

Pros®’/TM3, ftz-LacZ

pros®’ 3. Chromosom F. Matsuzaki
17 Pros'/TM6b Tb .
pros 3. Chromosom A Hildago
1
svp’ gv%gc':/ln?osom Bloomington Stock Center
622 svp®’/TM3, Ubx-lacZ
VP 3. Chromosom M. Hoch
white White 1118 Bloomington Stock Center

X Chromosom

Gal4-Stamme

' PlenGALA4] T L1
engrailedGAL4 5 Chromosom (Tabata et al., 1995)
MZVumGAL4 P[MZVumGAL4] J. Urban

X Chromosom

(Landgraf et al., 2003)
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Bezeichnung Genotyp Herkunft/Referenzen
UAS-Stamme

P[svp1]; P[svp1] ;
UAS-svp1 Michael Hoch

svp 2. und 3. Chromosom chaetnoc

UAS-proskK P[prosK] 2. Chromosom |H. Vassin
P[hb] ;P[hb] :

UAS-hb Wimmer et al., 2000
2. und 3. Chromosom (Wi )
) w’; P[hbAA]; P[hbAA] V. Linne
UAS-hbAAX] 2. und 3. Chromosom -
) w’; P[hbAD]; P[hbAD] V. Linne
UAS-hbaDIV 2. und 3. Chromosom -
UAS-hb*Zn2 w’; P[hb*Zn2] V. Linne
2. Chromosom

Enhancerfragment-

Insertionsstamme

DS1 T2 w',P[D31] U. Mettler
3. Chromosom

DS1T6 w',P[DS1] U. Mettler
3. Chromosom

DS1-1 T4 w',P[DS1-1] U. Mett
X Chromosom etier

DS1-2 T4 w',P[DS1-2] U. Mett
X Chromosom etier

DS1-3 T18 w,P[DS1-3] U. Mettler
Chromosom nicht
bestimmt

DS2 T2 w',P[DS2] U. Mettler
3. Chromosom

DS2 T7 w',P[DS2] U. Mettler
3. Chromosom

HZ4+1kb up w',P[HZ4+1kb up] U. Mettler
alle Insertionsstamme

UP3 w,P[UP3] ) U. Mettler
alle Insertionsstamme

Tabelle 2-3: In dieser Arbeit verwendete Fliegenstamme

2.5 Fliegenhaltung

Drosophila melanogaster-Fliegenstamme werden in KunststoffzuchtgefaRen mit
Schaumstoffstopfen auf Nahrmedium bei 25°C gehalten. Die Generationszeit betragt
bei 25°C ca. 15 Tage (Ashburner, 1989). Um Kontaminationen durch Schimmel und
Milben einzudammen, werden die Fliegen alle 14 Tage in neue Zuchtgefalle gesetzt.
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Zur Verbreiterung eines Fliegenstamms setzt man die Fliegen alle zwei bis drei Tage
in neue Zuchtgefalle und futtert sie zusatzlich mit Trockenhefe, um die Eiablage zu
stimulieren. Fliegenstdmme, die nicht fur Experimente genutzt werden, halt man bei
18°C. Bei dieser Temperatur dauert die Generationszeit etwa doppelt so lange wie
bei 25°C, so dass die Fliegen nur alle vier Wochen in neue Zuchtgefalie umgesetzt

werden mussen.

2.6 Genetische Kreuzungen

Fliegen zweier Stamme werden miteinander gekreuzt, indem jungfrauliche Weibchen
des einen Stammes mit Mannchen des anderen Stammes verpaart werden. Beim
Sammeln von jungfraulichen Weibchen macht man sich zunutze, dass mannliche
Fliegen erst vier bis sechs Stunden nach dem Schillipfen geschlechtsreif werden.
Daher sammelt man alle vier Stunden (bei 25°C) die frisch geschlipften Weibchen

ab. Die in dieser Zeit geschlupften Mannchen werden verworfen.

Sollen die Embryonen der F1-Generation analysiert werden, futtert man die Fliegen
zunachst Uber zwei bis drei Tage mit Hefe und Uberfuhrt sie dann in Ablagegefalie
(s. Kap. 2.8). Lauft ein Kreuzungsexperiment Uber mehrere Generationen, so setzt
man die Elterngeneration alle zwei bis drei Tage in neue Zuchtgefalle und futtert sie
zusatzlich mit Trockenhefe. Bevor die F1-Generation schllpft, werden evtl. noch

vorhandene Fliegen aus der Parentalgeneration im jeweiligen Gefal® entfernt.

2.7 Ektopische Expression von Genen mit Hilfe des GAL4/UAS-

Systems

Mit dem GAL4/UAS-System (Brand und Perrimon, 1993) ist es moglich, Gene in
einem raumlich und zeitlich spezifischen Muster in Drosophila zu exprimieren. Dazu
werden zwei P-Element-tragende Fliegenstamme miteinander gekreuzt. Einer dieser
Stamme hat ein P-Element inseriert, das fir GAL4 kodiert. GAL4 ist ein
Transkriptionsfaktor, der an UAS-Sequenzen bindet (upstream activating sequence)
und in Hefe fur die Transkription von drei Enzymen des Galaktosestoffwechsels
zustandig ist (Stryer, 1995). In dem P-Element-Stamm steht GAL4 unter der
Kontrolle eines endogenen Enhancers. Dieser ist zu bestimmten Zeiten in der

Entwicklung von Drosophila in definierten Zellen aktiv, weshalb nur in diesen Zellen
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GAL4 exprimiert wird. Fliegen dieses Stammes kreuzt man wiederum mit Fliegen, die
ein P-Element besitzen, auf dem sich UAS-Sequenzen und das Gen befinden, das
ektopisch exprimiert werden soll. In den aus dieser Kreuzung entstehenden
Embryonen wird GAL4 exprimiert, sobald der Enhancer aktiv wird unter dessen
Kontrolle GAL4 steht. GAL4 kann dann an die UAS-Sequenzen binden und aktiviert
so die Transkription des nachfolgenden Gens. Mit dem GAL4/UAS-System konnen
nach dem Baukastenprinzip alle UAS-Gen-Konstrukte zeitlich koordiniert in

festgelegten Zellen und Geweben exprimiert werden.

TATA GAL4

uvyu
A A A
S

Insertion des
P-Elements

Insertion des
P-Elements

¢F1
f GAL4-Protein
u —

zellspezifische Expression von GAL4 GAL4-induzierte Transkription des Gens X

GA

Abb. 2.1: Funktionsweise des GAL4/UAS-Systems

Fliegen, die ein P-Element inseriert haben, das fir GAL4 kodiert, werden mit Fliegen gekreuzt, die ein
P-Element tragen, das flir UAS und das Gen kodieren, welches ektopisch exprimiert werden soll (Gen
X). GAL4 steht unter der Kontrolle eines endogenen Enhancers und wird in denjenigen Zellen
exprimiert, in denen der Enhancer aktiv ist. In diesen Zellen aktiviert GAL4 die Expression des Gens
X. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von T. Bobrzynski.

2.8 Eiablagen

Zur Eiablage Uberfuhrt man die Fliegen in Kunststoffgefalle, deren Boden aus einem
luftdurchlassigen Drahtnetz besteht. Die Gefalte werden mit einer mit Hefe
bestreuten Aplelsaftagarplatte (s. Kap. 2.3) verschlossen. Auf diese Platten legen die

Fliegen ihre Eier ab. Durch die Wahl der Inkubationszeit und —temperatur erhalt man
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Embryonen im gewilnschten Entwicklungsstadium (Bestimmung der Stadien nach
(Campos-Ortega und Hartenstein, 1985). Am haufigsten werden Uber Nacht-Ablagen
durchgefuhrt (ca. 14h). Auf diese Weise erhdlt man ein Gemisch aller
Entwicklungsstadien. Die Eiablage erfolgt normalerweise bei 25°C. Bei GAL4/UAS-
Kreuzungsexperimenten wird die maximale ektopische Expression erreicht, wenn

sich die Eier bei 29°C entwickeln.

2.9 Chemische Dechorionisierung der Embryonen

Zunachst werden die Apfelsaftagarplatten, auf denen sich die Eier befinden, mit
Wasser uberschichtet und die Embryonen mit einem Pinsel vom Agar geldst. Danach
werden die Embryonen in einen Trichter mit Auffangnetz eingespdult. Der Trichter wird
etwa drei Minuten in ein Gefald mit Chlorbleichlauge (7,5%) gestellt. Die Chlorbleiche
|6st das Chorion mit den Atemhornchen vom Embryo ab. Anschlielend werden die

Embryonen grundlich mit Wasser gespuilt.

2.10 Fixierung der Embryonen

Dechorionisierte Embryonen werden in Reaktionsgefale mit Fixierlosung (s. Kap. 2.9
und 2.3) Uberfuhrt und auf dem Schuttler inkubiert. Fir Antikérperfarbungen wahlt
man eine Inkubationszeit von 20min, fir eine in situ-Hybridisierung inkubiert man
25min. Um ein gutes Fixierergebnis zu erreichen, sollten die Reaktionsgefalie schrag
auf den Schattler gelegt werden, damit die Embryonen mdglichst haufig mit der
Phasengrenze in Berihrung kommen. Zum Entfernen der Vitellinhille zieht man die
untere Phase aus dem Reaktionsgefal® ab und gibt ca. 500ul Methanol (abs.) hinzu
und schuttelt das Gefall auf dem Vortexer etwa 20s. Durch die Scherkrafte wird die
Vitellinhdlle mechanisch beseitigt. Als Folge sinken die Embryonen auf den Boden
des Gefalkes. Nun wird erneut die untere Phase abgezogen, mit 500ul Methanol

aufgefullt und noch einmal 20s geschuttelt. Danach zieht man die Flussigkeit ab,
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spilt’ die Embryonen mehrere Male mit Methanol und wascht' 3x10min mit
Methanol. Die Embryonen konnen direkt weiter verwendet werden oder auch fur

einige Wochen bei —20°C gelagert werden.

2.11 Antikorperfarbung

Der primare Antikorper wird in der angegebenen Konzentration in PBT gelost. Um
Schimmel und Bakterienbefall zu verhindern, versetzt man die Antikdrperldsung mit
0,03% NaNs. Dechorionisierte und fixierte Embryonen (s. Kap. 2.9 und 2.10) werden
5x mit PBT gespult und anschlieRend 3x15min in PBT inkubiert. Danach zieht man
das PBT ab, gibt den primaren Antikdrper zu und inkubiert die Embryonen Uber
Nacht bei 4°C. AnschlieRend werden die Embryonen mehrmals mit PBT gespult und
erneut 3x15min in PBT inkubiert. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen auf
dem Schduttler. Primare Antikorper kdnnen mehrmals verwendet werden und sollten

bei 4°C gelagert werden.

2.12 In situ-Hybridisierung

Zur Durchfuhrung einer in situ-Hybridisierung mit anschliellender Fluoreszenz-
farbung werden dechorionisierte und fixierte Embryonen (s. Kap. 2.9 und 2.10) in
PBTween gespult und 4x15min in PBTween gewaschen. Um die Autofluoreszenz zu
unterdrucken, werden die Embryonen mit Natriumborhydrid behandelt (0,001g/1ml
PBT). Dazu invertiert man das Reaktionsgefald und lasst es dann 10min offen unter
dem Abzug stehen. Anschlieend spult man 2x und wascht 5x10min mit PBTween.
Die Embryonen werden dann nacheinander mit PBTween, PBTween/
Hybridisierungslosung (1:1) und Hybridisierungslosung fur je 10min auf dem
Thermoschuttler bei 55°C inkubiert.

' Beim Spiilen wird die Flissigkeit im ReaktionsgefaR ausgetauscht, eine Inkubation
auf dem Schiuttler unterbleibt aber. Beim Waschen schlief3t sich an den Austausch

der Flussigkeit ein Inkubationsschritt auf dem Schuttler an.
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Die Prahybridisierung erfolgt 2h bei 55°C mit 10ul ssDNA (Heringssperma 10mg/ml)
in 990ul Hybridisierungslosung. Die Heringssperma/Hybridisierungslésung wird zuvor
aufgekocht und auf Eis abgekuhlt. Bevor man die Sonde hybridisiert, kocht man die
in Hybridisierungslésung verdinnte Sonde zusammen mit 1% ssDNA 2min bei
100°C auf und kuhlt sie auf Eis ab. Die Hybridisierung erfolgt Uber Nacht bei 4°C auf
dem Schittler. Am nachsten Tag wascht man zunachst 40min  mit
Hybridisierungslosung, 40min mit Hybridisierungslésung/PBTween (1:1) und
2x30min mit PBTween bei 65°C. Daran schliel3t sich ein letzter Waschritt mit

PBTween an (30min bei Raumtemperatur).

2.13 Meerrettich-Peroxidase-Farbung

Dechorionisierung, Fixierung und Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgen,
wie in den Kap. 2.9, 2.10 und 2.11 beschrieben. Fiur die Meerrettich-Peroxidase-
Farbung wird ein biotinylierter sekundarer Antikorper verwendet. Sekundare
Antikorper binden an den konstanten Bereich des primaren Antikorpers. Diese
konstanten Bereiche sind innerhalb einer Spezies identisch. Spezifische sekundare
Antikorper binden demnach an alle primaren Antikdrper, die aus der gleichen Tierart
stammen. Man 16st den sekundaren Antikdrper in der entsprechenden Verdinnung in
PBT und inkubiert die Embryonen 2h. Anschlieiend werden die Embryonen 3x mit
PBT gespult und 3x15min in PBT inkubiert. Wahrend dieser Waschschritte setzt man
die AB-Losung an (Vectastain, ABC-Kit). Dazu gibt man je 4ul L6sung A und B zu
300ul PBT wund inkubiert die Losung 30min. Der AB-Komplex dient der
Signalverstarkung und enthalt Avidin und biotinylierte Meerrettich-Peroxidase (Horse
Radish Peroxidase, HRP). Avidin bindet mit hoher Affinitat an Biotin und verfugt Uber
vier Bindestellen fur Biotin. Es koppelt den biotinylierten sekundaren Antikérper an
die HRP. Die Embryonen werden 1h in der A/B-Lésung inkubiert. Danach spuilt und
wascht man mit PBT. Nun gibt man 500ul mit H,O, versetzte DAB-L6sung (s. Kap.
2.3) hinzu. Die HRP setzt das DAB zu einem braunen Farbstoff um. Bei optimaler
Farbung der Embryonen stoppt man die Reaktion durch Spulen und grandlichem
Waschen mit PBT ab. AnschlieRend werden die Embryonen 2x in PBS gespult und in
Glycerin (70%) gelagert. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen auf dem
Schuttler.
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2.14 Fluoreszenzfarbung

Dechorionisierung, Fixierung und Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgen
wie in den Kap. 2.9, 2.10 und 2.11 beschrieben. Man gibt den sekundaren, mit
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikorper zu und inkubiert die Embryonen 2h.
Nach der Inkubation spult und wascht man grandlich mit PBT. Nach zweimaligen
Spulen in PBS werden die Embryonen in Glycerin (70%) uUberfuhrt. Da
Fluoreszenzfarbstoffe leicht ausbleichen, sollten die Embryonen wahrend der
Wasch- und Inkubationszeiten in einem lichtundurchlassigen Gefal® aufbewahrt

werden. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen auf den Schuttler.

2.15 Tyramid-Verstarkungssystem

Nach Farbungen mit bestimmten Antikorpern, wie bspw. dem a-Seven-up-Antikorper,
zeigt sich nach der Detektion mit den herkdbmmlichen Methoden nur ein schwaches
Signal (s. Kap. 2.12 und 2.13). In solchen Fallen verwendet man zur Signal-
verstarkung das TSA-Kit (Perkin Elmer).

Die Antikorperfabung wird wie in Kap. 2.11 beschrieben, durchgefuhrt. Nach dem
Abziehen des primaren Antikdrpers, werden die Embryonen 10min in HyO»-
versetztem PBT (10ul H2O2 in 1ml PBT) inkubiert. AnschlieRend spullt man 3x und
wascht 3x15min mit PBT. Danach werden die Embryonen mit einem sekundaren
biotinylierten Antikorper 2h inkubiert. Nun spult man 3x und wascht 3x15min mit PBT.
Als nachstes werden die Embryonen mit Streptavidin-HRP (1:500 in PBT) 30min
inkubiert. Nach 3x Spulen und Waschen (jeweils 5min) mit TNT werden die
Embryonen 10min mit Tyramid-Cy3 (1:50 in Amplification Diluent) inkubiert.
AnschlieBend spllt man 5x und wascht 4x15min mit TNT. Alle Wasch- und

Inkubationsschritte erfolgen auf dem Schiittler.
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Antikorper Herkunftstier Konzentration Bezugsquelle/Referenz
o-p-Gal Kaninchen 1:750 Cappel
o-p-Gal Maus 1:2.000 Cappel
o-Castor Kaninchen 1:500 W. Odenwald
o-Eagle Kaninchen 1:500 (Dittrich et al., 1997)
o-Eagle Maus 1:10 DSHB
o-Engrailed Maus 1:3 Developmental Studies
Hybridoma Bank
o-Even-skipped Kaninchen 1:5.0000 M. Frasch
o-Even-skipped Maus 1:3 Developmental Studies
Hybridoma Bank
a-Hunchback Meerschweinchen |1:1.000 T. Novotny
(Mettler et al., 2006)
o-Kruppel Meerschweinchen |1:800 (Kosman et al., 1998)
o-Pdm Kaninchen 1:500 W. Chia
o-Prospero Maus 1:10 C. Doe
a-Reverse Polarity | Maus 1:20 Developmental Studies
Hybridoma Bank
a-Seven up Maus 1:1.000 Y. Hiromi
a-Zfh-2 Ratte 1:200 M. Lundell

Tabelle 2-4: In dieser Arbeit verwendete primare Antikorper
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Antikorper Herkunftstier Konzentration Bezugsquelle/Referenz
a-Kaninchen-Biotin Esel 1:250 Dianova
o-Maus-Biotin Esel 1:250 Dianova
a-Kaninchen-Cy3 Esel 1:250 Dianova
a-Maus-Cy3 Esel 1:250 Dianova
a-Meerschweinchen-Cy3 | Ziege 1:250 Dianova
o-Ratte-Cy3 Esel 1:250 Dianova
o-Kaninchen-FITC Ziege 1:250 Dianova
o-Kaninchen-Cy5 Esel 1:250 Dianova
a-Maus-Cy5 Ziege 1:250 Dianova
a-Meerschweinchen-Cy5 | Ziege 1:250 Dianova
o-Dig-POD Schaf 1:1.000 Roche
a-FITC-POD Schaf 1:1.000 Roche

Tabelle 2-5: In dieser Arbeit verwendete sekundare Antikorper

2.16 Anfertigen von Praparaten zur mikroskopischen Analyse

Zur lichtmikroskopischen Analyse des embryonalen Nervensystems von Drosophila

bieten sich zwei Arten von Praparaten an. Fir eine Ubersicht eignen sich ,Whole

mount”-Praparate, detaillierte Analysen kdnnen mit flach aufpraparierten Embryonen

durchgefuhrt werden.

2.16.1 ,Whole mount”-Praparate

Auf einem Objekttrager werden zwei Deckglaschen mit Nagellack fixiert. In den

Zwischenraum gibt man einen Tropfen Glycerin (70%) mit Embryonen in den

gewulnschten Stadien. Der Tropfen und die darin schwimmenden Embryonen werden

gleichmalig zwischen den als Abstandhaltern dienenden Deckglaschen verteilt. Nun

legt man ein weiteres Deckglaschen so Uber die beiden fixierten Deckglaschen, dass
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es an beiden Seiten die unteren Deckglaschen u(berragt. Die Abstandhalter
verhindern, dass die Embryonen zerdruckt werden. Durch Bewegen des oberen

Deckglaschens konnen die Embryonen nach Belieben ausgerichtet werden.

2.16.2 Praparate von flach aufpraparierten Embryonen

Zunachst werden in Glycerin gelagerte Embryonen auf einen Hohlschliffobjekttrager
uberfuhrt. Auf einen zweiten Objekttrager gibt man ca. 6-10ul des entsprechenden
Einbettmediums. Bei nicht fluoreszierenden Farbungen verwendet man Glycerin
(70%), bei Fluoreszenzfarbungen benutzt man Quenching Medium (Vectashield
mounting medium H-1000, Vector Laborities). Nun sucht man sich Embryonen des
gewunschten Stadiums unter dem Binokular heraus und Uberfuhrt sie ins
Praparationsmedium. Zum Praparieren werden die Embryonen mdglichst weit aus
dem Medium herausgezogen, so dass sie flach aufliegen und weniger beweglich
sind. In den Embryonalstadien 9-12 ist das Bauchmark noch nicht kondensiert und
muss in seiner ganzen Lange ausgestreckt werden. Dazu fixiert man den Kopf des
Embryos mit einer Wolframnadel; eine zweite Nadel fihrt man in den Hohlraum
zwischen dem Bauchmark ein und klappt mit dieser Nadel das Bauchmark um. Die

Embryonen werden mit der Epidermis nach oben ausgerichtet.

Embryonen spaterer Stadien werden zunachst so orientiert, dass sie mit der
Ventralseite auf dem Objekttrager aufliegen. Nun macht man mit einer Nadel einen
Schnitt entlang der dorsalen Mittellinie und trennt die Verbindung des Vorderdarms
und der Epidermis am Kopf. Dann entfernt man den Darm und klappt die Epidermis

zu beiden Seiten nach auf3en.

Zum Einbetten werden die Embryonen am Rand des Einbettmediums aufgereiht. Ein
Deckglaschen wird an der Seite, an der sich die Embryonen befinden, auf den
Objekttrager gelegt. Mit Hilfe einer feinen Pinzette lasst man das Deckglaschen
langsam abgleiten. Zum Schluss werden die Rander des Deckglaschens mit

Nagellack versiegelt.
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2.17 Mikromanipulation

Zur Erzeugung transgener Fliegenstdmme mussen die entsprechenden P-Elemente
stabil im Genom der Fliege integriert werden. Bei Drosophila nutzt man den Vorteil
des syncytialen Blastoderms aus. In der frUhen Entwicklung finden nur
Kernteilungen, aber keine Cytokinese statt. Man injiziert die P-Element-DNA in den
posterioren Pol, wo sich spater die Keimbahnzellen, die so genannten Polzellen
formieren. Nach der zehnten syncytialen Teilung entstehen 12-14 Polzellen (ca. 1h
20min bei 25°C). Sie sind die ersten Zellen, die im Organismus gebildet werden.
Beim Einziehen der Zellwande wird die P-Element-DNA in die Polzellen
eingeschlossen und kann mit Hilfe der ebenfalls injizierten Transposase ins Genom
inserieren. Fliegen der F1-Generation, die aus transformierten Keimbahnzellen
entstehen, tragen das P-Element. Um solche Fliegen zu erkennen, erfolgt die
Injektion von P-Elementen in weilRaugige white-Fliegen. Auf dem P-Element befindet
sich ein white*-Gen, das fiir rote Augenfarbe kodiert. Eine P-Element-tragende Fliege

in der F1-Generation kann man an der orange-roten Augenfarbe erkennen.

2.17.1 Vorbereitung der Injektionslosung und des Mikromanipulators

Die Konzentration der Plasmid-DNA in der Injektionslosung sollte etwa 1ug/ul
betragen. In einen Ansatz von 20ul werden zudem 2ul 10fach Injektionspuffer und
0,6ul pA2-3 Helferplasmid (ca. 25ng/ul) hinzugefugt. Das Helferplasmid verfugt Uber

die Transposase, die notwendig ist, um das P-Element im Genom zu integrieren.

Die Injektionsapparatur besteht aus einem Mikroskop mit einem 10x Objektiv, einem
Mikromanipulator mit Injektionskapillare und einer Druckeinheit, die an eine
Sauerstoffflasche angeschlossen ist. Eine ausgezogene Glaskapillare (GB 100-TF
8P, Science Products) wird mit 0,5ul Injektionsldésung beflllt. Die Kapillare wird in
den Mikromanipulator eingesetzt und an die Druckeinheit angeschlossen. An einer
gebrochenen Kante eines Deckglaschens bricht man die Spitze der Kapillare ein
wenig, so dass sie sehr scharfkantig ist und nur wenig Flussigkeit bei Betatigung der

Druckeinheit freigibt.
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2.17.2 Vorbereitung der Embryonen und Injektion der Plasmid-DNA

Embryonen aus halbstundigen Eiablagen werden dechorionisiert (s. Kap. 2.9) und
auf einem Stuck Apfelsaftagar hintereinander aufgereiht. Dabei ist darauf zu achten,
dass alle Embryonen die gleiche anterior-posterior Orientierung aufweisen. Ein zuvor
dinn mit Heptankleber bestrichenes Deckglaschen wird vorsichtig auf die
Embryonen gedruckt und wieder abgezogen. Als Folge bleiben die Embryonen am
Heptankleber haften. Nun lasst man die Embryonen trocknen. Die Trocknungszeit
richtet sich nach Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit. Testweise empfiehlt es sich,
mit einer Trocknungszeit von 8min 30s zu beginnen. Nach dem Trocknen werden die

Embryonen mit einem Tropfen 10s-Voltalef-Ol Giberschichtet.

Das Deckglaschen wird auf einem Objekttrager mit einem Tropfen Glycerin fixiert
und in den Objekttragertisch des Mikroskops eingespannt. Nun injiziert man eine
kleine Menge Injektionslésung in den posterioren Pol des Embryos. Lauft der Embryo
bei dieser Prozedur aus, so ist entweder die Kapillare nicht spitz genug oder der
Embryo ist nicht lange genug getrocknet worden. Falls Schwierigkeiten auftreten, mit
der Nadel in den Embryo einzustechen, ist die Kapillare in der Regel zu stumpf oder
verstopft. Nach dem Injizieren werden nicht injizierte und zu alte Embryonen
abgetotet. Das Deckglaschen mit den injizierten Embryonen wird in ein kleines
Wagschalchen Uberfihrt und mit 3s-Voltalef-Ol Uberschichtet (Abb. 2.2). Die
Embryonen werden bis zum Schlipfen (ca. 48h) bei 18°C gehalten. Die geschlipften
Larven werden abgesammelt und in ein kleines Zuchtgefall, das mit etwas ,instant
drosophila medium Blue“ (Carolina Biological Supply Company) versetzt wurde,
uberfihrt.
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MATERIAL UND METHODEN

Embryonen sammeln

Embryonen

auf Agarblock {ibertragen
dechorionisieren
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abheben Embryonen mit 10S Voltalefol tberschichten
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Abb. 2.2: Vorbereitung und Injektion der Embryonen

Embryonen aus halbstiindigen Eiablagen werden dechorionisiert (1, 2) und auf einem Stick
Apfelsaftagar aufgereiht (3, 4). AnschlieRend Uberfiihrt man die Embryonen auf ein mit Heptankleber
beschichtetes Deckglas (5). Nach dem Trocknen werden die Embryonen mit 10s-Voltalef-Ol
Uberschichtet (6). Mit Hilfe des Mikromanipulators wird die Plasmid-DNA in den posterioren Pol des
Embryos injiziert (7). Nach dem Injizieren werden zu alte und nicht injizierte Embryonen abgetdtet (8).
Danach wird das Deckglas mit den Embryonen in Wagschélchen Uberfiihrt (9) und mit 3s-Voltalef-Ol
Uberschichtet. Abbildung verandert nach C.Berger und V. Linne.
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2.18 Etablieren transgener Fliegenstamme und Bestimmung des

Insertionschromosoms

Aus den Larven entwickeln sich nach etwa 100h die adulten Fliegen. Diese Fliegen
werden abgesammelt und einzeln mit white-Fliegen gekreuzt. Fliegen der F1-
Generation, die eine rotliche Augenfarbe aufweisen, haben das P-Element inseriert.
Die aus einer Kreuzung geschlipften rotdugigen Fliegen werden miteinander

verpaart, um den Stamm zu etablieren.

Zur Bestimmung des Chromosoms, auf dem das P-Element inseriert ist, werden die
transgenen Mannchen mit white’-Weibchen gekreuzt, die zweit- und dritt-
chromosomale Doppelbalancer besitzen. Balancerchromosomen kdnnen aufgrund
zahlreicher Inversionen nicht rekombinieren. Da Balancerchromosomen rezessive
Letalmutationen tragen, konnen sie nur heterozygot auftreten. Darlber hinaus
verfugen sie Uber dominante Marker, anhand derer man die Anwesenheit eines

Balancerchromosoms an der Imago nachweisen kann.

Haben in der F1-Generation nur die Weibchen rote Augen, so ist das P-Elements auf
dem X-Chromosom inseriert, da die Mannchen aus dieser Kreuzung ihr X-
Chromosom, auf dem sich das white-Gen befindet, von einem Weibchen des
Balancer-Stammes erhalten haben. Falls es sich nicht um eine X-chromosomale
Insertion handelt, werden rotaugige Mannchen aus der F1-Generation wiederum mit
Weibchen des Balancer-Stamms gekreuzt. Das Insertionschromosom kann durch die
Kombination der Marker, welche die Fliegen der F2-Generation aufweisen, bestimmt
werden (Abb. 2.3). Viertchromosomale Insertionen kommen aufgrund der geringen

Grolle des vierten Chromosoms nur sehr selten vor.
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Abb. 2.3: Kreuzungsschema zur Bestimmung des P-Element-tragenden Chromosoms

Zur Bestimmung des P-Element-tragenden Chromosoms werden Mannchen des P-Element-
Insertionsstammes mit white-Weibchen gekreuzt, die zweit- und drittchromosomale Doppelbalancer
besitzen. Sind in der F1-Generation alle Mannchen weilRdugig, so handelt es sich um eine X-
chromosomale Insertion. Falls dies nicht der Fall ist, werden Mannchen aus der F1-Generation mit
Weibchen des white-Balancerstammes gekreuzt. Aus der Kombination der Marker, welche die
Fliegen der F2-Generation aufweisen, lasst sich das Insertionschromosom bestimmen.

2.19 Herstellung der seven-up,prospero—Doppelmutante

Die Gene svp und pros befinden sich auf dem rechten Arm des dritten Chromosoms
(svp: 87B4-5, pros: 86E2-4). Um einen Stamm herzustellen, der fur beide Gene
mutant ist, missen die beiden mutanten Chromosomen miteinander rekombiniert
werden. Meiotische Rekombination findet bei Drosophila nur in Weibchen statt. Um
diese Chromosomen zu rekombinieren, werden die pros- und svp-Mutanten zunachst
gekreuzt (Abb. 2.4, 1.). Aus der F1-Generation werden jungfrauliche Weibchen
abgesammelt, die kein Balancerchromosom haben. In diesen Weibchen konnen die
homologen Chromosomen in den Keimbahnzellen rekombinieren. Die Weibchen
werden mit Mannchen gekreuzt, die einen drittchromosomalen Doppelbalancer
besitzen (Abb. 2.4, 2.). Im nachsten Schritt testet man, ob eine Rekombination
stattgefunden hat, d.h. ob die Nachkommen dieser Kreuzung beide Mutationen auf
einem Chromosom tragen. Dazu wird jeweils ein mannlicher Nachkomme aus dieser
Kreuzung fur einige Tage mit drei bis funf pros- und svp-mutanten Jungfrauen
verpaart (Abb. 2.4, 3.). Falls vorhanden, benutzt man fur diese Kreuzung ein anderes
Allel als man fir die Rekombination verwendet hat. Dadurch lassen sich falsch-
positive Rekombinationsereignisse aufgrund einer Rekombination anderer letaler

Faktoren auf dem Allel-tragenden Chromosom ausschlieRen. Nach der Befruchtung
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werden die pros- und svp-mutanten Weibchen voneinander getrennt und zur
Eiablage in neue Kunststoffzuchtgefalle gesetzt. Gehen aus beiden Kreuzungen nur
Fliegen hervor, die einen drittchromosomalen Balancer tragen, so sind die beiden
Mutationen auf einem Chromosom rekombiniert. Insgesamt mussten 1.400
Kreuzungen analysiert werden, um eine positive Rekombination zu finden. svp und
pros sind 865.145bp voneinander getrennt. Geht man davon aus, dass ein
Centimorgan  350.000-450.000bp umfasst (dieser Wert entspricht einem
Centimorgan auf dem X-Chromosom, personliche Mitteilung Gert Pflugfelder, Mainz),

ware eine Rekombinationshaufigkeit von etwa 2% zu erwarten gewesen.

4 svps?? pros®’
T™3 TM3
22
2 svp® T™M3
? pros©”’ X dTMGb
+ svp©22
5 ?Tm3
> dTMGENM3 X 17
pros
TM6b

Abb. 2.4: Kreuzungsschema zur Herstellung einer pros,svp-Doppelmutante

Zur Herstellung eines pros,svp-doppelmutanten Stammes, werden pros-Mutanten mit svp-Mutanten
gekreuzt (1). Weibchen der F1-Generation, die keinen drittchromosomalen Balancer tragen, werden
mit Mannchen eines drittchromosomalen Doppelbalancerstammes gekreuzt (2). Die Mannchen, die
aus dieser Kreuzung entstehen, werden wiederum einzeln mit pros und svp-mutanten Weibchen
gekreuzt (3). Falls alle Nachkommen aus diesen Kreuzungen einen drittchromosomalen Balancer
tragen, wurden die beiden Allele auf einem Chromosom rekombiniert.

2.20 Quantifizierung der Expressionsstarke der UAS-hb-Konstrukte

in den Insertionsstammen

Um die Expressionsstarke der UAS-hb-Konstrukte (s. Kap. 2.4 und Abb. 3.25) in den
Insertionsstammen zu bestimmen, wurden die hb-Varianten in Zellen Uberexprimiert,
die normalerweise Hb-negativ sind. Dazu wurden die Konstrukte mit MZVum-GAL4
uberexprimiert. GAL4 wird in diesem Stamm unter anderem in den drei Hb-negativen

VUM-Neuronen exprimiert (Landgraf et al., 2003), die aufgrund ihrer medioventralen
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Lage im ZNS und ihrer GroRe gut zu erkennen sind. An Embryonen aus dieser
Kreuzung wurde eine Antikorperfarbung gegen Hb vorgenommen. Die Expression
von Hb in den VUM-Neuronen wurde mit der endogenen Hb-Expression im selben
Embryo verglichen. Als Vergleichszellen wurde eine gut zu identifizierende Zelle
gewahlt, die dorsal im Bauchmark in einem Verbund von drei Zellen lokalisiert ist. Am
Laserscanning-Mikroskop wurden konfokale Serien des Bauchmarks der Embryonen
aufgenommen. Die Intensitdt des Lasers wurde so reguliert, dass die
Fluoreszenzintensitat der VUM-Neurone gerade nicht mehr im Sattigungsbereich des
Detektors war. Mit der Funktion ,Quantify“ der Leica Confocal Software kann die
maximale Expression in einem angegebenen Bereich einer Ebene berechnet
werden. Es wurden jeweils die Ebenen gewahlt, in der die zu messenden Zellen die
groldte Signalstarke aufwiesen. Pro Embryo wurden jeweils 3-7 Messwerte fur die
VUM-Neurone und die dorsal gelegene Zelle erhoben. Dieser Vorgang wurde an je
vier Embryonen einer Kreuzung durchgefihrt. Fur jeden Embryo wurde der Quotient
aus den Mittelwerten der maximalen Expression der VUM-Neurone und der dorsal
lokalisierten Zelle errechnet. Aus den vier Werten (fur jeden Embryo der Messreihe)
wurde wiederum der Mittelwert ermittelt. Tabelle 2-6 zeigt die durchschnittliche
Expressionsstarke fur die jeweiligen Insertionsstdmme. Die Quantifizierung der
Expressionsstarke fur UAS-hb*Zn2 wurde bereits von Viktoria Linne im Rahmen ihrer
Diplomarbeit durchgefuhrt. Der Wert betrug 2,96 und war damit etwas hdher als die

damals ermittelte Expressionsstarke von UAS-hb (2,67).

MZVum-GAL4 x Starke der Expression Standardabweichung
UAS-hb 2,98 0,84
UAS-hbAA 1,75 0,37
UAS-hbAD 2,74 0,61

Tabelle 2-6: Expressionsstarke der UAS-hb-Konstrukte
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2.21 Herstellung der hb- und svp-RNA-Sonden

Zum Nachweis der hb- und svp-mRNA, wurden mittels in vitro-Transkription der hb-
und svp-cDNA komplementare RNA-Sonden hergestellt. Die beiden cDNAs waren
bereits in Vektoren kloniert (Margolis et al., 1995; Mlodzik et al., 1990). Die hb-cDNA
befand sich im pBluescript Il KS-Vektor (flankiert von Xbal-Restriktionsschnittstellen),
die cDNA von svp war in den pBluescript [l SK-Vektor einkloniert worden (flankiert

von EcoRI-Restriktionsschnittstellen).

Diese Vektoren besitzen an beiden Seiten der ,multiple cloning site“ einen Promotor
fur die T3 bzw. T7-RNA-Polymerase (s. Abb. 7.1 und 7.2). Durch die Wahl der
entsprechenden Polymerase konnen beliebig beide Strange transkribiert werden.
Dazu wurden die Vektoren zunachst durch Restriktionsenzyme linearisiert (s. Kap.
2.29 und Tab. 2.9). Die Schnittstellen sind so gewahlt worden, dass sie sich am
spateren 3’-Ende der RNA befinden. Auf diese Weise kann ausgeschlossen werden,
dass die RNA Sequenzen des Vektors enthalt. Es empfiehlt sich Restriktionsenzyme
zu verwenden, die keine Uberhangenden 3’-Enden produzieren, da diese ebenfalls
als Startpunkt der RNA-Polymerase dienen kénnen (Schenborn und Mierendorf,
1985). Sollten sich 3"-Uberhdnge nicht vermeiden lassen, so kénnen diese mit der
Klenow- oder der T4-DNA-Polymerase geglattet werden. Nach der in vitro-
Transkription wird die markierte RNA durch eine ethanolische Fallung aufgereinigt (s.
Kap. 2.21.1 und 2.31.3). Um das Degradieren der RNA zu verhindern, muss unter
RNase-freien Bedingungen gearbeitet werden (zur Herstellung RNase-freier

Losungen s. Kap. 2.3).

2.21.1 In vitro-Transkription

Die Markierung der svp-RNA erfolgte mit DIG-markiertem UTP, die RNA von hb
wurde mit UTP-FITC markiert. Es wurden die RNA-Polymerasen T3 (hb) und T7
(svp) verwendet. Die in vitro-Transkription wurde nach den folgenden Angaben des

Herstellers duchgefihrt (Fluorescein bzw. Dig RNA Labeling Mix, Roche).

Zur Herstellung eines Transkriptionsansatzes von 20ul werden 1ug der linearisierten
Plasmid-DNA, 2ul ,Labeling Mix“, 2ul 10fach Puffer zusammenpipettiert und
gegebenenfalls mit DEPC-H,0 auf 18pl aufgeflullt. Nach Zugabe von 2ul RNA-
Polymerase wird die Losung gemischt und 2h bei 37°C inkubiert. Zum Abstoppen der
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Reaktion gibt man 2ul DNase | dazu, um die DNA-Matrize zu degradieren. Die
Aktivitat der RNA-Polymerase wird durch Zugabe von 2ul 0,2M EDTA inhibiert.
AnschlieRend wird die RNA gefallt (s. Kap: 2.31.3).

2.22 Herstellung von Enhancerfragmenten aus der regulatorischen

Region von hunchback

Um enhancertragende Bereiche in der genomischen Region von hb zu identifizieren,
wurden zunachst die potentiell regulatorischen Regionen des hb-Gens mittels PCR
amplifiziert, wobei der Bac-Klon BACR0O1F13 (AC009512) als Matrize diente. Das
PCR-Produkt wurde anschliel3end aufgereinigt und in den pCRII-Topo-cloning-Vektor
(Invitrogen, s. Abb. 7.3) subkloniert. Die Inserts wurden mit geeigneten Restriktions-
endonucleasen aus dem Topo-Vektor geschnitten und in den Enhancervektor C4PLZ
kloniert. Der C4PLZ-Vektor verfiigt Uber ein white*-Mini-Gen und ein LacZ-Reporter-
Gen, das mit einem basalen Promoter fusioniert ist (Wharton und Crews, 1993; s.
Abb. 7.4).

2.23 PCR

Die PCR (polymerase chain reaction) wurde zum Amplifizieren potentiell
regulatorischer Regionen von hb und zur Bestimmung der Anwesenheit und

Orientierung der Inserts im Topo- bzw. im C4PLZ-Vektor verwendet.

2.23.1 Herstellung der Amplifikate

Zur Herstellung der PCR-Produkte von UP2, UP3, HZ4+1kb up, DS1 und DS2 wurde
das ,Expand Long Template PCR System“ (Roche) verwendet. Dieses PCR-System
basiert auf einem Polymerasegemisch, das eine Taqg-Polymerase und eine
Polymerase mit 3’-5"-Exonucleaseaktivitat enthalt. Dies ermdglicht die
weitestgehend fehlerfreie Amplifikation von langeren PCR-Produkten. DS1-1, DS1-2
und DS1-3 wurden mit der Pfu-Polymerase (MBI Fermentas) amplifiziert. Sie verfugt

ebenfalls Uber eine 3°-5'-Exonucleaseaktivitat. Die verwendeten Primer sind in
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Tabelle 2-7 aufgefihrt. Die PCR-Reaktionen wurden nach den Angaben der
Hersteller durchgefuhrt.

Amplifikat 5°-Primer 3’-Primer

UP3 5-CGA GAT GAG TAACTG 5-GCATCT TTA TGA ATA
GTA AGT GAATTT CC-3° CGC TGC GACTTC G-3°

UP2 5-CGA GAG TGT AAG TAT ATG |5°-CCA CTA CAT TTA CCA CAA
CAT ATG C-3° ATA GGA TCC-3’

HZ4+1kb up |5-GCA TAT TTT TGG GCA TGT |5-GCT GGA AAT TAA GGC
GGG AAA CTG G-3° CAC TAA GTC G-3°

DS1 5-CCT AAC TGT ATT GAA CTG |5-GGA GGATTACCATCG
TAG CCA CC-3’ CTT TCA AGG-3°

DS1-1 5-CCAATG GAACTG TCA ACA |5-GGA CTC TCC ACC TAC TCT
CG-3’ TC-3’

DS1-2 5-GGATTT GGT GTG GGT TAC |5-GTC AGC ACATCC TTG
G-3’ GTG C-3’

DS1-3 5-CGT CCATCG TGT CCA CTC |5-GGT GGA TGT GTT TCG
C-3’ AGA GC-3’

DS2 5-GCT ACA AAC AAT GCC ACT |5'-GGA AGC GAA GTT GAT
TTT CGT GC-3° GCC TCA CC-3’

Tabelle 2-7: Primer zum Amplifizieren potentiell regulatorischer Bereiche von hunchback

2.23.2 PCR zur Bestimmung der Anwesenheit und Orientierung eines

Inserts im Vektor

Um zu prufen, ob Inserts erfolgreich in einen Vektor ligiert worden sind bzw. um
deren Orientierung im Vektor zu bestimmen, wurden PCRs mit jeweils einem Vektor-
und einem Insert-spezifischen Primer durchgefuhrt. Dazu wurden Bakterienkolonien
mit einer Pipettenspitze direkt in den PCR-Ansatz Uberflihrt und danach in eine Uber
Nacht-Kultur getaucht (s. Kap. 2.27.1). Dies hat den Vorteil, dass nach einer
positiven PCR-Reaktion, die entsprechende Plasmid-DNA zur Praparation bereit
steht.

Bei der PCR-Reaktion wurde der anfangliche Denaturierungsschritt auf 15min (bei
95°C) verlangert, um die Bakterienwand aufzubrechen und die DNA fir die PCR-
Reaktion zuganglich zu machen. Die verwendeten vektorspezifischen Primer sind in

Tabelle 2-8 aufgefuhrt. Die PCRs wurden mit der Tag-Polymerase durchgefuhrt.
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Bezeichnung Vektor Sequenz

C4PLZ Reverse Primer C4PLZ 5°-TCA AAT ACC CTT GGA TCG AAG-3’
M13 Reverse Primer Topo 5°-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3°

M13 Forward Primer Topo 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

T7 Primer Topo 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3°

Tabelle 2-8: Vektorspezifische Primer zur Uberpriifung der Anwesenheit und Orientierung von
Inserts

2.24 Aufreinigung des PCR-Produkts

Um stérende Salze, Primer und die Polymerasen aus PCR-Ansatzen zu entfernen,
wurden alle PCR-Produkte mit dem ,PCR Purification Kit* (Qiagen) gemafl den
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Diese Methode basiert auf der Adsorption der
DNA an einer Silikat-Matrix in Anwesenheit chaotroper Substanzen, die eine
Hydration der DNA verhindern. Puffer mit hoher Salzkonzentration verstarken die

Adsorption, Puffer mit geringer Salzkonzentration ermdglichen die Elution der DNA.

2.25 Subklonierung von PCR-Produkten in den Topo-Vektor

Das ,, Topo Cloning Kit* (Invitrogen) stellt eine Erleichterung fur die Subklonierung von
PCR-Produkten in den pCRII-Topo-cloning-Vektor dar. Sie ist fur die Ligation von
PCR-Produkten entwickelt worden, die mit der Tag-Polymerase amplifiziert worden
sind. An den 3’-Enden des bereits linearisiert vorliegenden Vektors befindet sich
jeweils ein Desoxythymidin-Rest. Diese beiden 3’-Enden koénnen mit
Desoxyadenosin-Resten des PCR-Produktes ligieren, die durch die Terminale
Transferase-Aktivitdt der Tag-Polymerase generiert werden. Diese Methode erspart
den Einsatz von Restriktionsenzymen. Die Ligation wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Nach der Ligation wurden E. coli ,One Shot“-Zellen mit 2
oder 4ul des Ligationsansatzes transformiert. Der Topo-Vektor verfugt Uber eine
Ampicillin-Resistenz, daher konnen transformierte Bakterien auf ampicillinhaltigen-

Agarplatten selektioniert werden. Um Insert-tragende und -freie Kolonien
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voneinander zu unterscheiden, wird die a-Komplementationsmethode benutzt. Die
verwendeten Bakterien haben eine chromosomale Deletion fur das 3-Galaktosidase-
Gen. Die ,multiple cloning site” des Vektors liegt innerhalb der Sequenz des Gens fur
die a-Untereinheit der p-Galaktosidase, die fir die Komplementation der Deletion
notwendig ist. Eine Insertion innerhalb der ,multiple cloning site” verhindert die
Komplementation und inhibiert damit auch die Fahigkeit der Bakterien, X-Gal in einen
blauen Farbniederschlag umzuwandeln. WeiRe Kolonien sollten daher das PCR-

Produkt inseriert haben.

2.26 Generierung eines Desoxyadenosin-Uberhangs

Im Gegensatz zur Tag-Polymerase verfligt die Pfu-Polymerase nicht Uber eine
Terminale Transferase-Aktivitat und hangt daher kein zusatzliches Desoxyadenosin
an das 3'-Ende des neu synthetisierten Strangs. Dies ist aber eine Voraussetzung
fur eine Topo-Klonierung (s. Kap. 2.25). Aus diesem Grund wird nach erfolgter PCR
an die 3'-Enden des PCR-Produkts ein Desoxyadenosin angebracht. Hierfur gibt
man zu 30ul PCR-Produkt 1yl dATP (100mM), 4ul 10x Tag-Puffer, 1ul Tag-
Polymerase (2u/pl), 1,6yl MgClz (25mM) sowie 2,4pl H20. Dieser Ansatz wird dann
fur 30min bei 72°C in die PCR-Maschine gegeben.

2.27 Gewinnung von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wird zunachst das entsprechende Plasmid in
Bakterien eingebracht (s. 2.35). Um Plasmid-DNA in ausreichenden Mengen
herzustellen, vermehrt man eine Bakterienkolonie, die das gewunschte Plasmid tragt.
Dazu wird eine Bakterienkolonie in flissiges Nahrmedium uberfuhrt und Gber Nacht
inkubiert. Die optimale Wachstumstemperatur der Bakterien betragt 37°C. Durch
Schutteln der Flussigkultur wahrend der Inkubationszeit wird sichergestellt, dass die

Bakterien ausreichend mit Sauerstoff versorgt sind.
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2.27.1 Praparation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab

Eine einzelne Bakterienkolonie wird mit einem sterilen Zahnstocher oder einer
kleinen Pipettenspitze aufgenommen und in ein Reagenzglas mit 5ml LB-Amp.-
Medium Uberfihrt und Uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Am nachsten Morgen
zentrifugiert man 3ml der Lésung (5.000U/min, 5min). Dabei werden die Bakterien
prazipitiert. Die Praparation der Plasmid-DNA wird unter zu Hilfenahme des ,Mini
Prep Kits“ (Qiagen) nach dem Handbuch des Herstellers durchgefuhrt. Diese Art der
Plasmid-Praparation erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Die
Bakterienzellen werden durch die Zugabe eines Detergens aufgeschlossen, dadurch
gelangen die Plasmide in Losung. Ein Zentrifugationsschritt prazipitiert das mit der
Zellwand verbundene bakterielle Chromosom und wird so von der Plasmid-DNA
getrennt. AnschlieRend erfolgt eine Aufreinigung der Plasmid-DNA vom Uberstand

durch Anionen-Austauschchromatographie.

2.27.2 Praparation von Plasmid-DNA im groRen MaRstab

Fur die Injektion der P-Elemente werden mindestens 20ug Plasmid-DNA pro
Injektionsansatz benotigt. Um diese Mengen an DNA zu gewinnen, werden ,Midi“-
Praparationen durchgefuhrt. Dazu Uberfuhrt man eine Bakterienkolonie in 150ml LB-
Amp.-Lésung und schuttelt diese Uber Nacht bei 37°C. Die Zellen werden durch
Zentrifugation prazipitiert (13.000U/min, 15min). Nachfolgend wird das ,Midi Prep Kit*
(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Das ,Midi Prep Kit* basiert

ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse.

2.28 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsaurelésungen

Der Nucleinsduregehalt einer Losung kann mittels Photometrie bzw. mit Hilfe der
Gel-Elektrophorese festgestellt werden. Die photometrische Methode bestimmt die
Konzentration der Nucleinsaurelésung durch die Messung der optischen Dichte bei
einer Wellenlange von 260nm. Sie ist zuverlassig bei grofieren Mengen an DNA. Um
geringe Mengen an DNA zu quantifizieren (unter 100ng/ul), verwendet man die
Agarosegel-Elektrophorese. Bei dieser Methode liegt die Nachweisgrenze bei etwa
5ng DNA pro Bande.
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2.28.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zunachst erfolgt eine Eichung des Photometers mit dem gleichen Puffer, in dem die
DNA gelost ist. Das Photometer wird auf die Messung der optischen Dichte fur
doppelstrangige DNA (260nm) eingestellt. Zudem muss die Verdinnung der DNA
angegeben werden, die ublicherweise 1:100 betragt. Im zweiten Schritt zieht man 1pl
des Puffers ab und ersetzt ihn durch 1pyl DNA. Die Losung vermischt man durch
mehrmaliges Auf- und Abziehen der Flussigkeit mit der Pipette, wobei keine
Luftblaschen entstehen dirfen. Nun erfolgt die Messung der DNA-Konzentration. Um
das Messergebnis zu verifizieren, wird erneut 1ul der DNA-LAsung hinzugeben,
gemischt und die Messung wiederholt. Die zweite Messung sollte dann ca. das
Doppelte des ersten Messwertes ergeben. Bei allen Messungen ist darauf zu achten,

dass die Klvette immer in der gleichen Orientierung in das Photometer gestellt wird.

2.28.2 Konzentrationsbestimmung mittels Gel-Elektrophorese

Hierflr wird ein Aliquot eines DNA-Grolkenmarkers zusammen mit einem Aliquot der
zu messenden Losung auf einem Gel aufgetragen. Der GroRenmarker kann als
Mengenmarker verwendet werden, da die Lange der Fragmente und die
aufgetragene Menge der Marker-DNA bekannt ist. Nachdem die DNA
elektrophoretisch aufgetrennt worden ist (s. 2.32), wird die Intensitat der Bande des
zu messenden Aliquots mit den Banden des GréRenmarkers verglichen. Die Bande
des Markers, welche die gleiche Intensitat wie das Aliquot aufweist, enthalt die
gleiche Menge an DNA.

2.29 Restriktion von DNA und verwendete Enzyme

Restriktionsendonucleasen sind Enzyme, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen
und in der DNA an der Erkennungssequenz oder in ihrer Nahe Doppelstrangbriche
erzeugen. Dabei entstehen (glatte oder Uberhangende Enden. Fuir
Klonierungszwecke empfiehlt es sich mit Enzymen zu arbeiten, die Uberhangende
Enden erzeugen, denn das erleichtert die spatere Ligation. In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Typll-Restriktionsenzyme verwendet. Bei diesen Enzymen sind

Erkennungs- und Schnittstelle identisch. Restriktionsenzyme bendtigen spezielle
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Bedingungen zur optimalen Funktion (Puffer, Temperatur; zu ersehen aus der

Enzymaktivitatsliste des Herstellers).

Zur Bestimmung der Orientierung des Inserts in einem Vektor wurden etwa 250-
500ng der entsprechenden Plasmid-DNA in einem Volumen von 20ul oder 40ul 1h

mit den entsprechenden Enzymen inkubiert.

Um Vektoren und Inserts fur eine Ligation zu restringieren, wurden jeweils 5ug des
C4PLZ-Vektors und des Topo-Vektors mit Insert in einem Volumen von 100yl 4h bis
uber Nacht inkubiert. Die Inkubationen wurden bei 37°C durchgefluhrt.

Insert ‘I;Zr::z:gg:\esenzyme
UP3 EcoRl

uP2 Kpnl und Notl
HZ4+1kbUP EcoRl

DS1 EcoRI

DS1-1 BamHI und Notl
DS1-2 EcoRl

DS1-3 BamHI und Notl
DS2 Kpnl und Notl
hb-cDNA in pKS Notl

svp-cDNA in pSK Notl

Tabelle 2-9: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonucleasen

2.30 Dephosphorylierung

Um eine Selbstligation des Vektors zu unterbinden, werden die Enden des
linearisierten Vektors dephosphoryliert. Dazu gibt man nach erfolgter Restriktion 1l
»ohrimp“ Alkalische Phosphatase (SAP, MBI Fermentas) zum Ligationsansatz und
inkubiert 30min bei 37°C. Danach erfolgt die Inaktivierung der SAP durch
Hitzeeinwirkung (20min bei 65°C).
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2.31 Konzentrierung und Aufreinigung von Nucleinsauren

Nach einer Dephosphorylierung bzw. einer Restriktion missen vor der
Weiterverarbeitung stérende Salze und Proteine aus der DNA-Lésung entfernt
werden. Um Proteine aus Losungen zu beseitigen, fuhrt man eine Phenol-
Chloroform-Extraktion durch. Salze konnen durch ethanolische Fallungen entfernt
werden. Diese beiden Methoden ermdglichen zudem eine Konzentrierung der DNA-

Losung.

2.31.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Am einfachsten ist die Phenol-Chloroform-Extraktion mit Hilfe von ,Phaselock Caps*
(Eppendorf) durchzufihren. Diese enthalten ein Gel, das sich bei der
Phasentrennung durch Zentrifugation zwischen die organische und wassrige Phase
einfugt. Man gibt in zuvor abzentrifugierte ,Phaselock Caps® die DNA-L6sung und
fugt dasselbe Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) hinzu. Die
beiden Flussigkeiten werden durch vorsichtiges Schitteln des Reaktionsgefalies
vermischt und anschlieRend zentrifugiert (13.000U/min, 5min). Phenol denaturiert die
Proteine, die in der Interphase aggregieren. Chloroform denaturiert ebenfalls
Proteine und stabilisiert die Phasengrenze. Dadurch trennen sich die wassrige und
die organische Phase. Die Proteine sammeln sich in der schwereren organischen
Phase, wahrend die DNA in der oberen wassrigen Phase verbleibt. Zwischen den
beiden Phasen lagert sich das Gel ab, wodurch das Abziehen der wassrigen Phase
erleichtert wird. Die DNA-LAsung wird in ein zweites ,Phaselock Cap*“ tuberfihrt und
mit demselben Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Anschliel3end
schuttelt man das Reaktionsgefald und zentrifugiert es (13.000U/min, 5min). Der
Isoamylalkohol entfernt die Reste an Phenol aus der Losung. Die obere wassrige

Phase enthalt die aufgereinigte DNA.

2.31.2 Ethanolische Fallung von DNA

Man versetzt die DNA-L6sung mit dem 2,5fachen Volumen an Ethanol (100%) und
mit 1/10 Volumen Na-Acetat (3M, pH5,2). Als Folge fallt die DNA spontan aus. Bei
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einer DNA-Konzentration Uber 250ng/ul ist eine Fallung bei Raumtemperatur
effizienter als bei —20°C. Bei geringeren Konzentrationen sollte Uber Nacht bei einer
Temperatur von -20°C gefallt werden (Muhlhardt, 2003). Die Natrium-lonen
maskieren die negative Ladung der DNA und verdrangen das in Ethanol geloste
Wasser. Auf diese Weise prazipitiert die DNA als DNA-Salz-Komplex. Anschliel3end
wird die gefallte DNA zentrifugiert (14.000U/min, 35min, 4°C). Danach zieht man das
Ethanol ab und gibt ca. 200ul Ethanol (70%) hinzu und zentrifugiert (14.000U/min,
10min, 4°C). Nach dem Abziehen des Ethanols, wird das Prazipitat in der

Vakuumzentrifuge getrocknet und in EB-Puffer (Qiagen) oder H,O resuspendiert.

2.31.3 Ethanolische Fallung von RNA

Um RNA aus einem in vitro-Transkriptionsansatz von 25ul zu fallen, gibt man 2,5ul
LiCl und 70ul Ethanol (100%) hinzu. Nach einer Inkubationszeit von 30min bei —20°C
wird die Losung zentrifugiert (14.000U/min, 60min, 4°C). AnschlielRend wird das
Ethanol abgezogen, 500ul Ethanol (70% in DEPC-H,0) zugegeben und nochmals
zentrifugiert (14.000U/min, 10min, 4°C). Danach zieht man den Uberstand ab,
trocknet das Prazipitat in der Vakuumzentrifuge und resuspendiert es in 30ul DEPC-
H.O.

2.32 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ermdoglicht die Auftrennung von DNA in einem
elektrischen Feld. Dabei wandern die negativ geladenen DNA-Molekule zum Pluspol,
wobei sich kleinere DNA-Molekule schneller als groe Molekule durch das Gel
bewegen. Die Lange der DNA-Strange kann durch den Vergleich mit einem
GrolRenmarker bestimmt werden. Eine Detektion der DNA-Fragmente erfolgt Gber die
UV-lllumination von Ethidiumbromid, das zwischen die DNA-Strange interkaliert. Um
grolle Fragmente (Uber 7kb) zu trennen, wird ein Agarosegel mit niedriger
Konzentration verwendet (0,5%). Kleinere Fragmente (0,1-2kb) werden durch
hoherprozentige Gele (2,0%) besser aufgetrennt. Als Standard wird ein 0,7
prozentiges Gel benutzt, mit dem Fragmente von 0,8 bis 12kb aufgetrennt werden
konnen. Die Spannung betragt Ublicherweise 90V. Eine bessere Auftrennung erhalt

man aber, wenn man eine geringere Spannung wahlt.
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Zur Herstellung eines Gels wird die entsprechende Menge Agarose (w/v) in TAE
(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer gelost und mehrmals in der Mikrowelle aufgekocht, bis
sich die Agarose vollstandig gelost hat. Nach kurzem Abkihlen gibt man
Ethidiumbromid (0,4ng/ml) hinzu und giel3t die Losung in eine vorbereitete
Gelkammer. Nachdem das Gel polymerisiert ist (ca. 30min), wird es in eine
Elektrophoresekammer Uberfuhrt und mit TAE-Puffer Uberschichtet. Je nach
Fassungsvermdgen der Geltaschen werden DNA-Proben mit einem Volumen von
12ul bzw. 24l angesetzt. Dazu gibt man ,Loading Dye“ (6fach, MBI Fermentas) zur
DNA-L6sung und flllt gegebenenfalls mit H,O auf. AnschlieRend werden die DNA-
Proben in die Geltaschen pipettiert. Danach wird eine Spannung angelegt, wobei

sich die Laufzeit nach der Hohe der Spannung richtet (bei 90V ca. 30 min).

2.33 Gelextraktion

Restringierte DNA wird nach erfolgter Gel-Elektrophorese (s. 2.32) mit einem
Skalpell aus dem Gel auf dem Transilluminator herausgeschnitten. Dabei sollte zligig
gearbeitet werden, um eine Schadigung der DNA durch das UV-Licht zu vermeiden.
Die Aufreinigung erfolgt mit dem ,QiaQuick Gel Extraction Kit* (Qiagen) nach den

Angaben des Herstellers.

2.34 Ligation

Bei einer Ligation sollte das Verhaltnis von Insert zu Vektor etwa 3-5:1 betragen.
Eine Ligation wird in einem Volumen von 20ul angesetzt und enthalt neben der zu
ligierenden DNA 2ul des 10fach Ligationspuffers (MBI Fermentas) und 1pl der T4-
DNA-Ligase (MBI Fermentas). Die Menge an C4PLZ-Vektor betragt in der Regel
100-200ng. Nach Zugabe der entsprechenden Menge des Inserts wird
gegebenenfalls mit H,0 aufgeflllt. Der Ligationsansatz wird 48h bei 12°C inkubiert. 2-
4ul des Ligationsansatzes werden transformiert.
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2.35 Transformation

FUr die Transformation des C4PLZ-Vektors werden die elektrokompetenten Zellen
RR1 aus E. coli verwendet. Zunachst degradiert man eventuell noch vorhandene
DNA in den Transformations-Klvetten, indem man die Kivetten 30min UV-Licht
aussetzt und anschlieBend auf Eis abkuhlt. Die elektrokompetenten Zellen werden
auf Eis aufgetaut. Man gibt 2ul oder 4ul des Ligationsansatzes zu 75ul RR1-Zellen
und Uberfihrt die Zellen in eine Kivette. Ein kurzer Impuls von 2,5kV macht die
Bakterienzellen flr das Plasmid aufnahmefahig. Direkt nach der Elektroporation gibt
man 250ul LB-Medium hinzu und inkubiert die Zellen 1h bei 37°C auf dem Schuttler.
Diese Inkubationszeit ist notwendig, damit die Zellen die neu integrierten Resistenz-
Gene exprimieren und auf dem Selektionsmedium wachsen kdénnen. Anschlie3end
werden die Bakterien auf LB-Amp.-Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C

wachsen gelassen.
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3 Ergebnisse

Das embryonale ventrale Nervensystem von Drosophila melanogaster wird von
neuralen Stammzellen, den so genannten Neuroblasten (NB) generiert. Dabei bringt
jeder NB einen Zellstammbaum hervor, in dem die jeweiligen Zelltypen in einer
festgelegten Reihenfolge geboren werden (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999;
Schmidt et al.,, 1997). Die Reihenfolge wird durch die sequenzielle und transiente
Expression von Transkriptionsfaktoren im NB festgelegt. Das jeweilige Set an
exprimierten Transkriptionsfaktoren vererbt der NB bei der Teilung an die gerade
geborene Ganglienmutterzelle (GMZ), die durch die Expression jener
Transkriptionsfaktoren zeitlich spezifiziert wird (Brody und Odenwald, 2000; Isshiki et
al., 2001; Novotny et al., 2002).

hunchback (hb) wird mit wenigen Ausnahmen (bspw. NB3-3) in den meisten NB
bereits wahrend der Delamination exprimiert und spezifiziert die frih geborenen
Nachkommen von NB (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002). Nach dem
Generieren fruh geborener, durch Hb spezifizierte GMZ, ist es notwendig, dass die
Expression von Hb im NB abgeschaltet wird. Andernfalls kann der NB nicht zur
nachsten zeitlichen Identitat Gbergehen (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002), die
in der Regel von Kriippel (Kr) bestimmt wird (Isshiki et al., 2001). Wahrend hb im NB
abgeschaltet werden muss, wird die hb-Expression in der Schwesterzelle des NB,
der GMZ, jedoch beibehalten. Wie ist es madglich, nur in einer der beiden
Geschwisterzellen hb abzuschalten?

Ziel dieser Arbeit war, den Mechanismus der differentiellen Regulation von hb in NB
und GMZ aufzuklaren. Dazu musste herausgefunden werden, welche(r) Faktor(en)
das Abschalten von hb im NB regulieren und weshalb dieser Mechanismus nicht in
der GMZ greift.

3.1 Seven-up beendet die Hunchback-positive Phase in
Neuroblasten

Im ventralen Nervensystem (VNS) von seven-up (svp)-mutanten Embryonen finden
sich deutlich mehr Hb-positive Zellen als im Wildtyp (WT, vgl. Abb. 3.1 A und B).
Daher konnte Svp ein Faktor sein, der fur die Abschaltung von Hb im NB zustandig

ist. Um diese Frage zu klaren, ist es notwendig die Hb-Expression in svp-mutanten
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Embryonen in definierten Zellstammbaumen zu verfolgen. Auf diese Weise kann
festgestellt werden, ob ein Verlust von Svp tatsachlich zu einer verlangerten Hb-
Expression fuhrt, oder ob eine erhohte Anzahl Hb-positiver Zellen in svp-Mutanten
die Folge einer generellen Zellvermehrung ist.

Die Analysen wurden an den NB-Zellstammbaumen NB7-3, NB6-4T, NB7-1 sowie
NB2-4T durchgefiihrt?. NB7-3 und 6-4T sind Zellstammb&ume, die jeweils eine Hb-
positive Tochterzelle generieren, NB7-1 und NB2-4T bringen dagegen zwei Hb-
positive GMZ hervor. Fur die Analysen wurde das Funktionsverlust-Allel svp®?

verwendet.

Abb. 3.1: Im Bauchmark von seven-up-mutanten Embryonen ist die Anzahl der Hunchback-
positiven Zellen stark erhoht

Dargestellt sind jeweils vier Segmente. Anterior ist oben. Dinn gestrichelte Linien umranden das
Bauchmark, dick gestrichelte Linien reprasentieren die Mittellinie. Balken: 20 um.

A: Hb-Expression im Bauchmark eines wildtypischen Embryos im Stadium (st) 14.

B: Hb-Expression im Bauchmark eines svp-mutanten Embryos im Stadium 14. Im Vergleich zum WT
(A) zeigt sich eine stark erhdhte Anzahl von Hb-positiven Zellen.

2 Die Zellstammbaume des NB6-4 und NB2-4 haben tagmaspezifische Unterschiede. Ein T zeigt an,

dass hier der thorakale NB gemeint ist.
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3.1.1 Bei Verlust der Seven-up-Funktion wird Hunchback im NB7-3
nicht rechtzeitig abgeschaltet

Der NB7-3 generiert drei GMZ, aus denen das Motorneuron GW und die
Interneurone EW1, EW2 und EW3 hervorgehen (Nomenklatur nach Higashijima et
al., 1996). GW und EW1 sind die Nachkommen der ersten GMZ (GMZ7-3a) und
exprimieren Hb. Aus der zweiten GMZ (GMZ7-3b) gehen EW2 und ein zweites
Neuron hervor, welches unmittelbar abstirbt (Isshiki et al., 2001; Novotny et al.,
2002). Die dritte GMZ (GMZ7-3c) teilt sich nicht, sondern differenziert direkt zu EW3
(Karcavich und Doe, 2005; Abb. 3.2 G).

Alle Zellen des Zellstammbaums NB7-3 lassen sich durch die Expression des
Markers Eagle (Eg) identifizieren (Higashijima et al., 1996). So kann mittels einer a-
Hb/a-Eg-Doppelantikdrperfarbung® in  verschiedenen Entwicklungsstadien die
Dynamik der Hb-Expression im Zellstammbaum NB7-3 analysiert werden. Bereits
zum Zeitpunkt der Delamination exprimiert der NB7-3 Hb. Mit der ersten Teilung
generiert der NB7-3 die Hb-positive GMZ7-3a. Zu diesem Zeitpunkt ist der NB
ebenfalls noch Hb-positiv (Abb. 3.2 A). Vor der nachsten Teilung wird hb im NB
abgeschaltet. Im so genannten Dreizell-Stadium, in dem der Zellstammbaum aus
dem NB sowie GMZ7-3a und GMZ7-3b besteht, ist demnach die GMZ7-3a die
einzige Hb-positive Zelle (Abb. 3.2 B). Im Stadium (St) 14 ist die Entwicklung des
Zellstammbaums NB7-3 abgeschlossen. GW und EW1, die Nachkommen von
GMZ7-3a exprimieren Hb, wahrend EW2 und EW3, die Nachkommen von GMZ7-3b
und GMZ7-3c, Hb-negativ sind (Abb. 3.2 C). In svp-mutanten Embryonen generiert
der NB7-3 zunachst ebenfalls eine Hb-positive GMZ (Abb. 3.2 D). Im Gegensatz zum
WT wird hb aber nicht nach der ersten Teilung des NB abgeschaltet (Abb. 3.2 E).
Dies flhrt zu einer erhohten Anzahl Hb-positiver Zellen im Stadium 14 (Abb. 3.2 F).
In 75% der Hemisegmente konnen drei oder vier Hb-positive Zellen detektiert werden
(n=103 Hemisegmente). Eine Vermehrung Hb-negativer Zellen kann nicht festgestellt

werden.

% Im Zusammenhang mit Antikdrperfarbungen steht a fur anti. Dies bedeutet, dass der Antikérper das

angefuhrte Protein spezifisch erkennt und bindet.
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NB7-3

Abb. 3.2: In seven-up-Mutanten wird hunchback im NB7-3 verspatet abgeschaltet
Antikorperfarbung gegen Hb (griin) und den NB7-3-Zellstammbaummarker Eagle (Eg, magenta).
Dargestellt sind jeweils die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 eines Hemisegments (weil® umrandete
Zellen). Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A-C: Hb-Expression im WT. A: NB7-3 nach der ersten Teilung. Der NB und die GMZ7-3a exprimieren
Hb. B: NB7-3 nach der zweiten Teilung. GMZ7-3a exprimiert Hb, wahrend der NB und die GMZ7-3b
Hb-negativ sind. C: Zellstammbaum NB7-3 im Stadium 14: GW und EW1, die Nachkommen von
GMZ7-3a sind Hb-positiv; EW2 und EW3, die Nachkommen von GMZ7-3b und GMZ7-3c exprimieren
kein Hb. D-F: Hb-Expression in pros-Mutanten. D: NB7-3 in svp-mutanten Embryo nach der ersten
Teilung. Der NB und GMZ7-3a exprimieren Hb. E: Nach der zweiten Teilung hat der NB Hb noch nicht
abgeschaltet. Alle Zellen sind Hb-positiv. Inset zeigt a-Eg-Antikérperfarbung alleine. F: Im Stadium 14
findet sich eine erhohte Anzahl Hb-positiver Zellen. Drei von vier Neuronen sind Hb-positiv. G:
Schematische Darstellung des Zellstammbaums NB7-3.

3.1.2 Im Zellstammbaum NB6-4T fiihrt der Funktionsverlust von Seven-
up zu einer Reduktion von Neuronen, einhergehend mit einer
erhohten Anzahl von Gliazellen.

Der thorakale NBG-4T generiert, ebenso wie der NB7-3, nur eine Hb-positive

Tochterzelle (Isshiki et al., 2001). Es handelt sich bei dieser Zelle um die gliale

Vorlauferzelle M1, die drei Cell body-Gliazellen hervorbringt (Akiyama-Oda et al.,

1999). Nach der ersten Teilung wird Hb im NB6-4T abgeschaltet. Aus dem
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neuronalen Teil des Zellstammbaums NB6-4T gehen funf bis sechs Neurone hervor
(Schmidt et al., 1997), die lateral der Cell body-Gliazellen in einem Cluster lokalisiert
sind. Bislang ist jedoch nicht geklart, aus wie vielen GMZ diese Neurone entstehen.
Alle Zellen des Zellstammbaums NB6-4T sind durch die Expression von Eg
identifizierbar (Higashijima et al., 1996), allerdings wird die Expression von Eg in den
glialen Zellen fortwahrend schwacher. Im Stadium 14 ist sie in diesen Zellen in der
Regel kaum noch zu detektieren.

Im Stadium 11 besteht der wildtypische Zellstammbaum NB6-4T aus vier Zellen.
Zwei davon sind Hb-negativ. Bei diesen beiden Zellen handelt sich um den NB und
die GMZ6-4Ta. Die beiden Hb-positiven Zellen sind ML2 und MM2, die Tochterzellen
von M1. (Abb. 3-3 A, Nomenklatur nach Akiyama-Oda et al., 1999). Im svp-mutanten
Zellstammbaum NB6-4T exprimieren im Vierzell-Stadium (in diesem Stadium besteht
der Zellstammbaum aus vier Zellen) alle Zellen Hb (Abb. 3.3 D). Offensichtlich wird
hb nicht nach der ersten Teilung im NB abgeschaltet. Weiterhin lasst sich eine
Reduktion des neuronalen Anteils des Zellstammbaums NB6-4T feststellen. Im
Stadium 14 findet man durchschnittlich 2,94 Zellen (n= 43 Hemisegmente) statt der
ublichen funf im WT (& 4,93 Zellen/Hemisegment, n= 30 Hemisegmente, vgl. Abb.
3.3 B mit Abb. 3.3 E). Die Anzahl der Gliazellen ist dagegen erhdht (vgl. Abb. 3.3 C
mit Abb. 3.3 F). In drei Viertel der thorakalen Hemisegmente im WT finden sich drei
Cell body-Gliazellen, wahrend ein Viertel der Hemisegmente vier Cell body-
Gliazellen aufweist (n=43 Hemisegmente). In svp-mutanten Embryonen konnen in
mehr als der Halfte der thorakalen Hemisegmente vier Cell body-Gliazellen detektiert

werden (n= 34 Hemisegmente).
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Abb. 3.3: In seven-up-Mutanten wird hunchback im NB6-4T verspatet abgeschaltet
Antikdrperfarbung gegen NB6-4T-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (grin, A, B, D und E)
bzw. gegen Eg (magenta) und den glialen Marker Reverse polarity (Repo (Xiong et al., 1994) griin, C
und F). In A, B, D, und E sind die Zellen des Zellstammbaums NB6-4T in jeweils einem Hemisegment
dargestellt (weil® umrandete Zellen), die Mittellinie befindet sich links. In C, C’, F und F’ sind die
Gliazellen des Zellstammbaums NB6-4T in jeweils einem Segment gezeigt, die gerade gestrichelte
Linie reprasentiert die Mittellinie. Anterior ist oben. Balken: 20um.

A-C": WT. A: Zellstammbaum NB6-4T im Stadium 11. Die gliale Vorlauferzelle M1 hat sich bereits
einmal geteilt und die beiden Hb-positiven Zellen ML2 und MM2 hervorgebracht. Der NB hat zu
diesem Zeitpunkt GMZ6-4Ta generiert. B: Der neuronale Anteil des Zellstammbaums NB6-4T besteht
in Stadium 14 aus funf Zellen. C, C": Gliazellen des Zellstammbaums NB6-4T im Stadium 13. Zwei
Gliazellen befinden sich nahe der Mittellinie (MMM3 und MML3), eine Zelle ist weiter lateral lokalisiert
(ML2). D-F": svp-Mutanten D: Nach der ersten Teilung hat der NB6-4T hb nicht abgeschaltet. Alle vier
Zellen sind Hb-positiv. E: Der neuronale Anteil des Zellstammbaums NB6-T ist reduziert. F, F": Haufig
finden sich vier statt drei Gliazellen in svp-mutanten Zellstammbaum NB6-4T. G: Schematische
Darstellung des Zellstammbaums NBG-4T.
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3.1.3 In seven-up-Mutanten ist die Anzahl der Hunchback-positiven
Neurone im Zellstammbaum NB2-4T erhoht

Die Zellen des thorakalen Zellstammbaums NB2-4T lassen sich ebenfalls durch Eg
identifizieren (Higashijima et al., 1996; Abb. 3.4 G). Die ersten beiden GMZ des
Zellstammbaums NB2-4T exprimieren Hb (Abb. 3.4 B). Nachdem der NB GMZ2-4Tb
generiert hat, schaltet er hb ab und produziert mindestens noch eine weitere Hb-
negative GMZ (Abb. 3.4 B). Aus GMZ2-4Ta und GMZ2-4Tb gehen vier Hb-positive
Neurone hervor (Abb. 3.4 C). Unmittelbar anterio-lateral angrenzend an diese Hb-
positiven Neurone finden sich ein bis zwei Hb-negative Neurone, die vermutlich die
Nachkommen der Hb-negativen GMZ2-4Tc sind (Abb. 3.4 C).

In svp-mutanten Embryonen behalt der NB auch nach der zweiten Teilung die Hb-
Expression bei. Abb. 3.4 E zeigt den Zellstammbaum NB2-4T in einem svp-mutanten
Embryo im frihen Stadium 12. Hier finden sich finf Hb-positive Zellen. Vermutlich
handelt es sich um die Nachkommen der ersten GMZ, sowie den NB, die GMZ2-4Tb
und die GMZ2-4Tc. Daraus resultiert eine erhdhte Anzahl Hb-positiver Neurone im
Stadium 14 (Abb. 3.3 F). Durchschnittlich findet man 5,37 Hb-exprimierende Zellen
(n=35 Hemisegmente), statt vier im WT. Es kann nicht festgestellt werden, ob eine
Vermehrung Hb-negativer Zellen des Zellstammbaums NB2-4T vorliegt, da die Eg-
positiven/Hb-negativen Zellen in der Umgebung nicht eindeutig bestimmten

Zellstammbaumen zugeordnet werden kdnnen.
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NB2-4T

Abb. 3.4: In seven-up-Mutanten ist die Anzahl Hunchback-positiver Zellen im Zellstammbaum
NB2-4T erho6ht

Antikdrperfarbung gegen den NB2-4T-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (grin). Insets
zeigen die a-Eg-Antikorperfarbung alleine. Dargestellt sind jeweils die Zellen des Zellstammbaums
NB2-4T in einem Hemisegment (weil® umrandete Zellen). Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich
links. Balken: 20um.

A-C: Hb-Expression im WT. A: NB2-4T nach der ersten Teilung, der NB und die GMZ2-4Ta sind Hb-
positiv. B: Zellstammbaum NB2-4T im frihen Stadium 12. Der NB hat zwei Hb-positive GMZ (Pfeile)
und eine Hb-negative GMZ generiert. C: Zellstammbaum NB2-4T im Stadium 14: Die Nachkommen
von GMZ2-4Ta und GMZ2-4Tb sind Hb-positiv (Pfeile), zudem ist ein Hb-negatives Neuron zu sehen,
das vermutlich Nachkomme der GMZ2-4Tc ist. D-F: Hb-Expression in svp-Mutanten. D: Nach der
ersten Teilung des NB2-4T sind beide Zellen Hb-positiv. E: In svp-Mutanten schaltet der NB2-4T Hb
nach der zweiten Teilung nicht ab. Im frlhen Stadium 12 sind alle Zellen Hb-positiv. F: Im Stadium 14
findet man bis zu acht Hb-positive Zellen im Zellstammbaum NB2-4T. G: Schematische Darstellung
des Zellstammbaums NB2-4T.
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3.1.4 In seven-up-Mutanten werden im Zellstammbaum NB7-1
hauptsachlich Zellen generiert, die das Genexpressionsmuster
der Nachkommen von GMZ7-1a aufweisen

Die ersten funf GMZ des NB7-1 bringen jeweils ein U-Neuron und ein Usib-Neuron

hervor. Die U-Neurone werden nach der Reihenfolge ihrer Entstehung U1 bis U5

genannt und sind durch die Expression von Even-skipped (Eve) identifizierbar

(Pearson und Doe, 2003; Abb. 3.5 D). U1 und U2, Nachkommen der GMZ7-1a und

GMZ7-1b, exprimieren Hb (Abb. 3.5 A). U2 exprimiert im Gegensatz zu U1 Zfh-2,

was die Unterscheidung dieser beiden Zellen erméglicht. Zfh-2 wird ebenfalls in U3,

U4 und U5 exprimiert (Pearson und Doe, 2003; Abb. 3.5 A").

In svp-mutanten Embryonen variiert die Zahl der U-Neurone zwischen funf und elf.

Durchschnittlich gibt es 6,11 U-Neurone (n=68 Hemisegmente). Die meisten U-

Neurone sind Hb-positiv und Zfh-2-negativ (Abb. 3.5 B, B, & 4,82 Zellen/Hemiseg-

ment), weisen also U1-Charakteristika auf. Etwa eine Zelle pro Hemisegment (0,89)

ist Hb/Zfh-2-doppelpositiv und zeigt somit ein Expressionsmuster, welches typisch fur

ein U2-Neuron ist. Lediglich 0,39 Neurone pro Hemisegment sind Hb-negativ und

Zfh-2-positiv, haben also Charakteristika der spat geborenen U-Neurone U3, U4 und

us.

Wird die langste Isoform von Svp (Svp1) via en-GAL4 (Tabata et al., 1995) im NB7-1

uberexprimiert, so finden sich vorwiegend vier statt funf U-Neurone. In 76% der

Hemisegmente ist nur eines dieser U-Neurone Hb-positiv und weist zudem

Expression von Zfh-2 auf (Abb. 3.5 C, C’, n=143 Hemisegmente). Es handelt sich

also um ein U2-Neuron. Demnach fuhrt das Fehlen der Svp-Funktion zu einer

Uberproduktion von U1-Neuronen auf Kosten von Zellen mit ,spatem“ Schicksal,

wohingegen eine Uberexpression von Svp das Fehlen von U1 zur Folge hat.
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Abb. 3.5: Das Fehlen von Seven-up hat eine Vermehrung von U1 zur Folge, eine
Uberexpression von Seven-up fiihrt zum Verlust von U1.

Antikorperfarbung gegen den U-Neuronen-Marker Eve (magenta) und Hb (griin, A, B, C), bzw. Zfh-2
(grin, A", B, C’) im Stadium 14. Dargestellt sind jeweils die U-Neurone eines Hemisegments (weif}
umrandete Zellen). Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken 20um.

A: Im WT exprimieren U1 und U2, die Nachkommen der GMZ7-1a und GMZ7-1b, Hb. U3, U4 und U5,
die Nachkommen der GMZ7-1c, GMZ7-1d und GMZ7-1e sind hingegen Hb-negativ. A" Mit
Ausnahme von U1 exprimieren alle U-Neurone Zfh-2. B: In svp-mutanten Embryonen sind die meisten
U-Neurone Hb-positiv und Zfh-2 negativ (B"), weisen also ein Expressionsmuster auf, das typisch fur
U1 ist. C, C": Eine Uberexpression von Svp1 im NB7-1 filhrt zum Verlust des U1-Neurons. D:
Schematische Darstellung der ersten fiinf Teilungen des NB7-1.

3.2 Regulation der Seven-up-Expression

Ein Verlust der Svp-Funktion fuhrt zu einem verspateten Abschalten von hb im NB.
Dementsprechend kann in allen untersuchten Zellstammbaumen eine erhdhte
Anzahl Hb-positiver Zellen detektiert werden, die oft einhergeht mit der Reduktion

von Zellen mit ,spatem” Schicksal.

Offensichtlich ist die Svp-Aktivitat fur eine zeitlich koordinierte Expression von Hb
erforderlich. Dies kann entweder durch den Zeitpunkt der Svp-Expression reguliert
sein oder eine posttranslationale Modifikation von Svp ist notwendig, um Hb
abzuschalten. Um ersteres zu testen, wurde das Expressionsmuster von Svp in den
Zellstammbaumen NB7-3, NB6-4T, NB2-4T und NB7-1 analysiert.
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3.21 seven-up-mRNA wird unmittelbar vor der Teilung exprimiert, nach

der hunchback im Neuroblasten abgeschaltet wird
Bei der Analyse der svp-mRNA-Expression im WT kann folgende Aussage getroffen
werden: alle untersuchten NB beginnen mit der Transkription unmittelbar bevor die
Teilung erfolgt, nach der hb im NB abgeschaltet wird. So exprimieren der NB6-4T
und NB7-3, die jeweils eine Hb-positive Tochterzelle hervorbringen, svp schon vor
der ersten Teilung (Abb. 3.6 A, A" und B, B"). Im NB6-4T ist die svp-Expression nur
transient, da die Transkription nach der ersten Teilung eingestellt wird (Abb. 3.6 B,
B’). In den Neuroblasten NB2-4T und NB7-1, die hb nach der zweiten Zellteilung
abschalten, kann das svp-Transkript kurz vor der zweiten Teilung detektiert werden.
In GMZ2-4Ta und GMZ7-1a wird svp nicht exprimiert (Abb.3.6 B, B" und Abb. 3.6 D,
D).
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Abb. 3.6: seven-up-mRNA-Expression in NB6-4T, NB7-3, NB2-4T und NB7-1

In situ-Hybridisierung gegen svp (magenta) kombiniert mit einer Antikérperfarbung gegen Eg (grin, A,
B) und Hb (griin, C, D) an wildtypischen Embryonen. Die NB und deren GMZ sind umrandet. Anterior
ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A, B: svp-Expression in NB7-3, NB2-4T und NBG6-4T. Der NB6-4T exprimiert vor der ersten Teilung
svp-mRNA (Pfeilspitze in A), nach der Mitose stoppt die Expression (B’). NB2-4T beginnt kurz vor der
zweiten Teilung svp zu exprimieren (gebogener Pfeil in B, B"). svp wird nicht in der ersten GMZ des
NB2-4T exprimiert (schwarzer Pfeil in B, B"). NB7-3 exprimiert svp schon vor der ersten Teilung (Pfeil
in B, B"). C, D: svp-Expression im NB7-1. Der NB7-1 beginnt svp kurz vor der zweiten Teilung zu
exprimieren (D, D). svp-mRNA ist weder vor der ersten Teilung im NB zu detektieren (C, C’), noch
zeigt die GMZ7-1a svp-Expression (D, D").
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3.2.2 Seven-up-Protein wird sowohl im Neuroblasten als auch der
letztgeborenen Hunchback-positiven Ganglienmutterzelle eines
Zellstammbaums exprimiert

Seit kurzem ist ein Antikorper gegen Svp vorhanden (Kanai et al., 2005). Daher war

es maoglich, die Svp-Protein-Expression mit der —-mRNA-Expression zu vergleichen.

Die Expression des Svp-Proteins in den Zellstammbaumen des NB6-4T, NB7-3 und

NB2-4T ist sehr dynamisch. In NB6-4T kann Svp nach der ersten Teilung sowohl im

NB als auch in der Gliavorlauferzelle M1 detektiert werden (Abb. 3.7 A, A"). Ahnlich

wie das svp-Transkript, ist auch das Svp-Protein nur transient im NB6-4T und dessen

Nachkommenzellen vorhanden. Bereits im spaten Stadium 11 ist Svp nicht mehr im

Zellstammbaum NB6-4T detektierbar (Abb. 3.7 B, B").

Im NB7-3 wird Svp-Protein bereits vor der ersten Teilung exprimiert. Diese

Expression ist jedoch sehr schwach (Abb. 3.7 A, A’). Nach dieser Teilung sind

sowohl der NB als auch die GMZ7-3a Svp-positiv (Abb. 3.7 B, B"). Nachdem sich der

NB7-3 zum zweiten Mal geteilt hat, findet sich Svp sowohl in der GMZ7-3a, als auch

in der GMZ7-3b. Die Svp-Expression im NB ist zu diesem Zeitpunkt bereits schwach,

wohingegen die GMZ7-3a in der Regel die starkste Expression von Svp zeigt (Abb.

3.7 C, C’). Die Hb-positiven Nachkommenzellen der GMZ7-3a sind im Stadium 14

Svp-negativ. Jedoch zeigt das EW1-Neuron des Zellstammbaums NB7-3 Svp-

Expression (Abb. 3.7 D, D" und Abb. 3.17 A", B").

Die GMZ2-4Ta ist erwartungsgemall Svp-negativ. Nach der zweiten Teilung des

NB2-4T exprimieren die GMZ2-4Tb und der NB Svp (Abb. 3.7 A"). Vor der dritten

Teilung ist kein Svp mehr im NB2-4T zu detektieren, wohingegen die GMZ2-4Tb

immer noch Svp-positiv ist (Abb. 3.7 C, C"). Im Stadium 14 kann in keiner der Zellen

des Zellstammbaums NB2-4T Svp nachgewiesen werden (Abb. 3.7 D, D").

Im NB7-1 wurde die Svp Expression nicht untersucht. Grund dafur ist, dass die

Antikérper gegen den NB7-1-Marker Engrailed (En) und gegen Svp beide aus Maus

stammen. Daher war eine Doppelantikérperfarbung nicht moglich.

Vergleicht man die Daten aus der Analyse der Svp-Protein-Expression mit denen der

svp-mRNA-Expression, so scheint es, dass die Translation von Svp deutlich

verzogert einsetzt. Trotz der svp-Transkription findet sich kaum Svp-Protein in den

NB bevor die Teilung erfolgt, die das Abschalten von hb im NB zur Folge hat (Abb.

3.7 A, A, Daten fur NB6-4T und NB2-4T nicht gezeigt). Nach dieser Teilung sind

sowohl der NB als auch die gerade geborene GMZ Svp-positiv. Wahrend im NB die
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Svp-Expression zur Abschaltung von hb flihrt, bleibt in den letztgeborenen Hb- und
Svp-positiven GMZ die Hb-Expression jedoch erhalten.

Aus den Beobachtungen ergeben sich zwei Fragen. Erstens: wenn Svp in NB die hb-
Expression beendet, warum wird Hb dann nicht auch in Svp-positiven GMZ
abgeschaltet? Zweitens: ist die Translation von Svp tatsachlich von der Mitose

abhangig? In den folgenden Kapiteln sollen diese Fragen beantwortet werden.
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Abb. 3.7: Seven-up-Expression in den Zellstammbaumen NB6-4T, NB7-3 und NB2-4T
Antikorperfarbung gegen den NB6-4T-, NB7-3- und NB2-4T-Zellstammbaummarker Eg (magenta),
Svp (griin) und Hb (blau) an wildtypischen Embryonen. Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich
rechts. Balken: 20 um.

A, A, A": Stadium 11: der NB6-4T hat sich bereits einmal geteilt, beide Zellen sind Svp-positiv. Der
NB7-3 exprimiert vor der ersten Teilung nur wenig Svp. Im Zellstammbaum NB2-4T findet sich Svp im
NB und der GMZ2-4Tb, die GMZ2-4Ta ist Svp-negativ. B, B, B"": Spates Stadium 11: alle Zellen des
Zellstammbaums NB6-4T sind Svp-negativ. Der NB7-3 hat sich einmal geteilt. Beide Zellen sind Svp-
positiv. C, C°, C™": Fruhes Stadium 12: Nach der zweiten Teilung findet sich nur noch wenig Svp-
Protein im NB7-3. Die beiden GMZ des NB7-3 sind Svp-positiv. Die starkste Expression von Svp weist
die GMZ7-3a auf. Nach der zweiten Teilung ist der NB2-4T Svp-negativ. GMZ2-4Tb ist jedoch noch
Svp-positiv. D, D", D”": Stadium 14. Svp wird weder im Zellstammbaum NB2-4T noch in den Neuronen
des Zellstammbaums NB6-4T exprimiert. Eine Zelle des Zellstammbaums NB7-3 weist Svp-
Expression auf. Bei dieser Zelle handelt es sich um EW2. In thorakalen Segmenten besteht der NB7-3
aus funf Zellen, da hier die Geschwisterzelle von EW2 nicht abstirbt. Das weifs umrandete Inset ist aus
einer anderen fokalen Ebene hinzugefligt worden.
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3.2.3 Seven-up-Expression in G2-arretierten Neuroblasten

Vor der Mitose, nach der hb im NB abgeschaltet wird, liegen grol3e Mengen an svp-
Transkript vor. Es findet jedoch nur sehr wenig Translation statt. Unmittelbar nach
der Mitose kann man das Svp-Protein in den beiden Tochterzellen detektieren. Die
Annahme, dass eine Verstarkung der svp-Translation Mitose-abhangig ist, liegt
daher nahe.

Die Abschaltung von hb bedarf einer vorhergehenden Mitose (Grosskortenhaus et
al., 2005; Isshiki et al., 2001). In Mutanten, in denen die Mitose inhibiert wird, wie
bspw. bei string-Mutanten wird hb nicht abgeschaltet. String (Stg) ist das Homolog
der Phosphatase Cdc25, welche die Transition von der G2- zur M2-Phase in Gang
setzt (Edgar und O'Farrell, 1989). In solchen Embryonen ist die erste Mitose der NB
inhibiert (Cui und Doe, 1995). Die meisten NB exprimieren in Zellzyklus-arretierten
string-Mutanten Hb, und das zu einer Zeit, in der im WT die Hb-positive Phase langst
abgeschlossen ist (Isshiki et al., 2001). Eine mdgliche Erklarung fur diesen Phanotyp
ware, dass Svp in string-Mutanten nicht translatiert wird und daher die hb-
Transkription nicht beenden kann.

In string-mutanten Embryonen beginnt die svp-mRNA-Expression zur gleichen Zeit
wie im WT (vgl. Abb. 3.8 A, A" mit B, B"). So findet sich im spaten Stadium 11 svp-
Transkript in den Neuroblasten NB7-3, NB6-4T und NB2-4T (Abb. 3.8 B, B). Das ist
im Fall des NB2-4T ungewohnlich, denn dieser exprimiert im WT erst nach der ersten
Teilung svp (vgl. Abb. 3.8 A, A" mit B, B"). Im NB6-4T ist nur wenig Transkript zu
detektieren. Die Ursache dafur ist, dass der NB die Expression schon eingestellt hat,
wie es auch im WT in diesem Stadium der Fall ist (vgl. Abb. 3.8 A, A" mit B, B").
Betrachtet man hingegen die Svp-Protein Expression im frihen Stadium 12, lasst
sich feststellen, dass in den untersuchten NB kaum Protein vorliegt. Lediglich der
NB7-3 zeigt eine schwache Svp-Expression (Abb. 3.8 C, C’). Zu diesem Zeitpunkt
wird im WT Svp-Protein in hdheren Konzentration in den beiden GMZ des NB7-3 und
der GMZ2-4Tb exprimiert (vgl. Abb. 3.8 C, C" mit Abb. 3.7 C, C’). Demnach ist die
Effizienz der Svp-Translation in string-Mutanten stark herabgesetzt.
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Abb. 3.8: In string-Mutanten wird svp in NB6-4T, NB7-3 und NB7-1 transkribiert, aber kaum
translatiert.

Antikorperfarbung gegen Eg (griin) kombiniert mit einer in situ-Hybridisierung gegen svp (magenta, A-
B’), bzw. einer Antikdrperfarbung gegen Svp (magenta, C, C"). Die Eg-positiven NB und deren GMZ
sind mit gestrichelten Linien umrandet. Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken:
20um.

A, A’": svp-Expression im WT im spaten Stadium 11. NB7-3 (Pfeil) und NB2-4T (gebogener Pfeil)
exprimieren svp. B, B": svp-Expression in string-Mutanten im spaten Stadium 11. svp-Transkript kann
im NB7-3, im NB2-4T und im NB6-4T detektiert werden C, C": Svp-Expression in string-Mutanten im
spaten Stadium 12. Die Eg-positiven NB exprimieren kaum Svp. Lediglich im NB7-3 findet sich eine
schwache Expression von Svp.

Auffallig ist, dass die svp-mRNA in string-Mutanten vorwiegend im Zellkern lokalisiert
ist. Eine Hb-Antikérperfarbung kombiniert mit einer in situ-Hybridisierung gegen svp
weist in den doppelpositiven Zellen eine vollstdndige Uberlagerung der beiden
Farbungen auf (Abb. 3.9 A). Hb befindet sich im Zellkern, entsprechend seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor. Daraus kann geschlossen werden, dass der grofdte
Teil der svp-mRNA ebenfalls im Kern verbleibt. mRNA ist gewdhnlich im Cytoplasma

detektierbar, wo die Translation vonstatten geht. Daher ware zu erwarten gewesen,
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dass die svp-mRNA den Hb-positiven Kern umlagert. Vergleicht man z.B. eine
Doppel-in situ-Hybridisierung gegen svp und hb, findet man die hb-mRNA
vorwiegend im Cytoplasma der Zelle, wahrend das svp-Transkript im Kern lokalisiert
ist (Abb. 3.9 C, C’, C"). Diese nukleare Anreicherung der svp-mRNA konnte eine
gehemmte Translation erklaren.

Offensichtlich erfolgt jedoch trotzdem eine basale Translation der svp-mRNA. In
string-mutanten Embryonen im fruhen Stadium 12 variiert die Starke der Hb-
Expression in den NB. In Zellen, die eine starke Hb-Expression aufweisen, findet sich
keine svp-mRNA. Zellen mit einer geringen Hb-Expression exprimieren aber svp-
Transkript (Abb. 3.9 A, A", A”). Eine Antikorperfarbung gegen Svp und Hb zeigt,
dass die stark Hb-positiven Zellen kein Svp exprimieren. Jene Zellen, die nur
schwach Hb-positiv sind, exprimieren geringe Mengen an Svp-Protein (Abb. 3.9 B,
B’, B”"). Zudem findet man in den schwach Hb-positiven Zellen kaum hb-Transkript,
wohl aber in den stark Hb-positiven und gleichzeitig Svp-negativen Zellen (Abb. 3.9
D,D’, D).

Aus diesen Ergebnissen Iasst sich schlieRen, dass das Mitose-bedingte Abschalten
von Hb vermutlich darauf beruht, dass die effiziente Translation der svp-mRNA einer
Mitose bedarf, welche moéglicherweise die kernstandige Lokalisation der svp-mRNA
aufhebt.

63



I-}

- =

I
b -
I

Abb. 3.9: Seven-up schwicht die Hunchback-Expression in string-mutanten Embryonen ab
string-mutante Embryonen im frihen Stadium 12. Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt eines
Segments. Stark Hb-positive Zellen sind umrandet. Anterior ist oben, die gestrichelte Linie
reprasentiert die Mittellinie. Balken: 20 pm.

A, A, A" Antikorperfarbung gegen Hb (griin) kombiniert mit einer in situ-Hybridisierung gegen svp
(magenta). Stark Hb-positive Zellen exprimieren kein svp, schwach Hb-positive Zellen exprimieren
svp-Transkript. B, B°, B"": Antikdrperfarbung gegen Hb (griin) kombiniert mit einer Antikérperfarbung
gegen Svp (magenta). In schwach Hb-positiven Zellen finden sich geringe Mengen an Svp-Protein,
stark Hb-positive Zellen sind jedoch Svp-negativ. C, C’, C'": in situ-Hybridisierung gegen svp
(magenta) und hb (grin). hb-mRNA ist vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert, wahrend das svp-
Transkript im Zellkern akkumuliert. D, D°, D*": Antikdrperfarbung gegen Hb (griin) kombiniert mit einer
in situ-Hybridisierung gegen hb (magenta). Stark Hb-positive Zellen zeigen hb-Transkription, in
schwach Hb-positiven Zellen findet sich kaum hb-Transkript.

3.3 Prospero erhalt die Hunchback-Expression in Ganglienmutter-
zellen aufrecht

Nachdem der NB die letzte Hb-positive GMZ hervorgebracht hat, schaltet Svp die hb-

Expression im NB ab (s. Kap. 3.1). In der gerade geborenen GMZ, die ebenfalls Svp

exprimiert, bleibt die Hb-Expression jedoch bestehen. Wie kann man sich das
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erklaren? Offenbar wird die Svp-Funktion in der GMZ inhibiert. Daflir kénnte ein
Faktor verantwortlich sein, der in der GMZ agiert, nicht aber im NB. Gute Kandidaten
fur solche Faktoren sind die beiden Zellschicksalsdeterminanten Numb und Prospero
(Pros). Beide Proteine werden kurz vor der Mitose asymmetrisch in Form eines
Halbmonds am Cortex des NB lokalisiert und segregieren wahrend der Mitose in die
GMZ (Hirata et al., 1995; Knoblich et al., 1999; Spana und Doe, 1995). Um
herauszufinden, ob Numb und/oder Prospero einen Einfluss auf Hb haben, wurde die
Hb-Expression in nhumb- und prospero-Mutanten untersucht. In numb-Mutanten war
die Hb-Expression unverandert zum WT (Analysen wurden von Joachim Urban
durchgefuhrt, Daten nicht gezeigt). In pros-mutanten Embryonen hingegen ist die
Anzahl der Hb-positiven Zellen im Vergleich zum WT stark reduziert (vgl. Abb. 3.10 A
und B).

Um diejenigen Zellen zu identifizieren, in denen Hb verloren geht, wurde die Hb-
Expression in pros-mutanten Embryonen in den Zellstammbaumen NB6-4T, NB7-3
und NB2-4T analysiert. Dazu wurde das Funktionsverlust-Allel pros®” verwendet. Die
Hb-Expression in den U-Neuronen des NB7-1 konnte nicht untersucht werden, da
Eve, der U-Neuronen-Marker, Pros-abhangig ist (Doe et al., 1991; McDonald et al.,
2003).

Abb. 3.10: Im Bauchmark von prospero-mutanten Embryonen ist die Anzahl Hunchback-
positiver Zellen stark reduziert

Dargestellt sind jeweils vier Segmente. Anterior ist oben. Dinn gestrichelte Linien umranden das
Bauchmark, dick gestrichelte Linien reprasentieren die Mittellinie. Balken: 20 ym.

A: Hb-Expression im Bauchmark eines wildtypischen Embryos im Stadium 14.

B: Hb-Expression im Bauchmark eines pros-mutanten Embryos im Stadium 14. Im Vergleich zum WT
(A) zeigt sich eine stark reduzierte Anzahl von Hb-positiven Zellen.
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3.3.1 In prospero-Mutanten geht die Hunchback-Expression in der
erstgeborenen Tochterzelle der Zellstammbaume NB7-3 und NB6-

4T verloren

Hunchback wird im NB7-3 von pros-Mutanten wildtypisch exprimiert. Nach der ersten
Teilung sind sowohl der NB als auch die GMZ7-3a Hb-positiv (Abb. 3.11 D). Im
Dreizell-Stadium exprimiert im WT GMZ7-3a als einzige Hb (Abb. 3.11 B), in pros-
Mutanten kénnen in diesem Stadium jedoch in vielen Fallen drei Hb-negative Zellen
detektiert werden (Abb. 3.11 E). Im Stadium 14 kommt es zu einem vollstandigen
Verlust von Hb im Zellstammbaum NB7-3 (Abb. 3.11 F, n= 110 Hemisegmente). Um
zu Uberprufen, ob das Fehlen von Hb in pros-Mutanten auf das Absterben der Hb-
positiven Zellen zurickzufuhren ist, wurde die Hb-Expression in pros,Df(3L)H99-
Doppelmutanten untersucht. Die Defizienz H99 umfasst die Apoptose-Gene reaper,
hid und grim. In solchen Mutanten ist der programmierte Zelltod inhibiert (White et
al.,, 1994). In der pros,Df(3L)H99-Doppelmutante finden sich, wie in der pros-
Einzelmutante, vier Zellen im Zellstammbaum NB7-3, die alle Hb-negativ sind (Abb.
3.11 I; Herstellung und Analyse der pros,Df(3L)H99-Doppelmutante wurden von
Joachim Urban durchgefuhrt). Dies zeigt, dass der Verlust der Hb-positiven Zellen
nicht auf Apoptose zurtckzufihren ist. Wahrscheinlicher ist, dass Pros fur den Erhalt
der Hb-Expression in der GMZ7-3a erforderlich ist, weswegen in den Nachkommen
der GMZ7-3a Hb nicht nachweisbar ist. Die Zellteilung scheint in pros-Mutanten
jedoch beeintrachtigt zu sein, denn in Df(3L)H99-Einzelmutanten generiert der NB7-3
in der Regel acht Nachkommen (Novotny et al., 2002). In der pros,Df(3L)H99-
Doppelmutante besteht der Zellstammbaum NB7-3 lediglich aus vier Zellen.
Moglicherweise ist die Expression von Pros in GMZ unter anderem daflr

verantwortlich, dass sich diese Zellen teilen konnen.

Wenn Pros fur die Aufrechterhaltung von Hb in GMZ notwendig sein sollte, dann
musste eine Uberexprimierung von Pros im NB7-3 zu einer verlangerten Hb-
Expression fuhren. In diesem Fall wirde Pros das Abschalten von hb im NB
verhindern. Tatsachlich kann durch die ektopische Pros-Expression das Abschalten
von hb im NB inhibiert werden. Gleichzeitig fuhrt dies in den meisten Fallen zu einem
vorzeitigen Stopp der Zellproliferation, so dass der Zellstammbaum NB7-3 oft nur

aus zwei Zellen besteht. Das ist zu erwarten, denn Pros aktiviert das Gen dacapo,
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welches weitere Zellteilungen inhibiert (Li und Vaessin, 2000; Liu et al., 2002). In
einigen Fallen besteht der Zellstammbaum NB7-3 im Stadium 12 aus drei Zellen, die
in der Regel alle Hb exprimieren (Abb. 3.11 H). Bei einer dieser Zellen muss es sich
um den NB7-3 handeln, der sich mindestens einmal geteilt hat. Zu diesem Zeitpunkt
ist der NB im WT bereits Hb-negativ. Bei den beiden anderen Zellen handelt es sich
entweder um GMZ7-3a und GMZ7-3b oder die Nachkommen von GMZ7-3a.

I pros, Df(3L)H99

-

Abb. 3.11: Prospero ist notwendig, um die Hunchback-Expression in GMZ7-3a zu erhalten
Antikdrperfarbung gegen den NB7-3-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (griin). Dargestellt
sind jeweils die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 in einem Hemisegment (weil} umrandete Zellen).
Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A-C: WT. A: NB7-3 nach der ersten Teilung. Der NB und die erste GMZ exprimieren Hb. B: NB7-3
nach der zweiten Teilung. Die GMZ7-3a exprimiert Hb, wahrend der NB und die GMZ7-3b Hb-negativ
sind. C: NB7-3 Zellstammbaum im Stadium 14: GW und EW1, die Nachkommen der ersten GMZ sind
Hb-positiv; EW2 und EW3, die Nachkommen der zweiten und dritten GMZ exprimieren kein Hb. D-F:
pros-Mutanten. D: Nach der ersten Teilung exprimieren der NB und die GMZ7-3a Hb. E: Nach der
zweiten Teilung des NB sind alle Zellen Hb-negativ, die Hb-Expression bleibt in der GMZ7-3a also
nicht erhalten. F: Im Stadium 14 sind alle Zellen des Zellstammbaums NB7-3 Hb-negativ. G:
Schematische Darstellung des Zellstammbaums NB7-3. H: Eine Uberexpression von pros im NB7-3
hat eine verlangerte Hb-Expression im NB zur Folge. I: In pros,Df(3L)H99-Mutanten finden sich im
Stadium 14, wie in der pros-Einzelmutante, vier Hb-negative Zellen im Zellstammbaum NB7-3.
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Im WT wird Hb im Zellstammbaum NB6-4T in der Gliavorlauferzelle M1 und deren
Nachkommen exprimiert (Abb. 3.12 E). Im Stadium 11 exprimieren MM2 und ML2,
die Tochterzellen von M1, Hb. In pros-mutanten Embryonen hingegen sind alle
Zellen des Zellstammbaums NB6-4T in diesem Stadium Hb-negativ (vgl. Abb. 3.12 A
und C), was darauf hinweist, dass die Hb-Expression in M1 nicht beibehalten worden
ist. Ferner ist die Anzahl der Zellen im lateralen neuronalen Cluster in pros-Mutanten
erhoht (vgl. Abb. 3.12 B und D). Im WT besteht dieses Cluster im Stadium 14 aus ca.
funf Neuronen (J 4,93 Zellen/Hemisegment, n=30 Hemisegmente). In pros-
Mutanten finden sich jedoch im Schnitt 8,5 Zellen im lateralen Teil des

Zellstammbaums NB6-4T (n=35 Hemisegmente).

ENB6-4T
NB Q\ g C MMM3

4 O;&}z\QMMLS
M1 \‘Q-
ML2
-Q

| “9:®

GMca* o
-Q

| \Of;o
o

GMCb* o
-Q
Y . Qo

GMCc* o

[ Eg [CHb [JRepo

!

Abb. 3.12: In prospero-Mutanten geht die Hunchback-Expression im glialen Anteil des
Zellstammbaums NB6-4T verloren

Antikdrperfarbung gegen den NBG6-4T-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (griin) an
wildtypischen Embryonen (A, B) sowie svp-mutanten Embryonen (C, D). Dargestellt sind jeweils die
Zellen des Zellstammbaums NBG-4T in einem Hemisegment (weil3 umrandete Zellen). Anterior ist
oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A: Zellstammbaum NB6-4T im Stadium 11. Die gliale Vorlauferzelle M1 hat sich bereits einmal geteilt
und die beiden Hb-positiven Zellen ML2 und MM2 hervorgebracht (Pfeile). Der NB hat zu diesem
Zeitpunkt eine GMZ generiert. Inset zeigt die a-Eg-Antikdrperfarbung alleine. B: Der neuronale Anteil
des Zellstammbaums NB6-4T besteht in Stadium 14 aus funf Zellen. C: In pros-Mutanten bleibt die
Expression von Hb nicht erhalten. Im Stadium 11 sind alle vier Zellen des Zellstammbaums NB6-4T
Hb-negativ. D: Die Anzahl der Zellen im lateralen Cluster ist im Vergleich zum WT erhéht. E:
Schematische Darstellung des Zellstammbaums NB6-4T.
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3.3.2 In Prospero-Mutanten kommt es zu einem Verlust der Hunchback-
Expression in GMZ2-4Tb

Der NB2-4T generiert normalerweise zwei Hb-positive GMZ. Svp wird nur in GMZ2-
4Tb, der zweiten GMZ, exprimiert. Falls Pros tatsachlich die Funktion hat, der Svp-
bedingten Abschaltung von hb in GMZ entgegen zu wirken, sollte Hb in pros-
Mutanten nur in GMZ2-4Tb und deren Nachkommen verloren gehen. GMZ2-4Ta

sollte hingegen Hb-positiv bleiben, denn in dieser Zelle wird Svp nicht exprimiert.

In pros-Mutanten bringt der NB2-4T wie im WT zunachst zwei Hb-positive GMZ
hervor (vgl. Abb. 3.13 B und E). Im Stadium 14 findet sich nur in 10% der
Hemisegmente die wildtypische Anzahl von vier Hb-positiven Neuronen im
Zellstammbaum NB2-4T (n=40 Hemisegmente). In den meisten Fallen (53%) kdnnen
nur zwei Hb-positive Neurone detektiert werden (Abb. 3.13 F), die sehr
wahrscheinlich die Nachkommen der GMZ2-4Ta sind. Dies unterstutzt die oben
aufgestellte Hypothese, dass Prospero nur in der Svp-positiven GMZ2-4Tb des
Zellstammbaums NB2-4T ndétig ist, um die Hb-Expression aufrecht zu erhalten, nicht

aber in der Svp-negativen GMZ2-4Ta.
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Abb. 3.13: In prospero-Mutanten wird die Hunchback-Expression in der GMZ2-4Tb nicht
aufrechterhalten.

Antikoérperfarbung gegen den NB2-4T-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (griin) im WT (A-
C) und in pros-mutanten Embryonen (D-F). Insets zeigen a-Eg-Antikdrperfarbung alleine. Dargestellt
sind jeweils die Zellen des Zellstammbaums NB2-4T in einem Hemisegment (wei3 umrandete Zellen).
Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A: NB2-4T nach der ersten Teilung, der NB und die erste GMZ sind Hb-positiv. B: NB2-4T im friihen
Stadium 12. Der NB hat zwei Hb-positive GMZ (Pfeile) und eine Hb-negative GMZ generiert. C:
Zellstammbaum NB2-4T im Stadium 14: Die Nachkommen der ersten und zweiten GMZ sind Hb-
positiv (Pfeile), zudem ist ein Hb-negatives Neuron zu sehen, das vermutlich Nachkomme der dritten
GMZ ist. D: NB2-4T nach der ersten Teilung in pros-Mutanten. Beide Zellen sind Hb-positiv. E: Auch
in pros-Mutanten generiert der NB2-4T zwei Hb-positive GMZ (Pfeile). F: Im Stadium 14 kénnen in
den meisten Fallen nur zwei statt vier Hb-positive Neurone detektiert werden (Pfeile). G:
Schematische Darstellung der friihen Entwicklung des Zellstammbaums NB2-4T.

3.4 Seven-up ist epistatisch liber Prospero

Svp wird sowohl im NB als auch in der letztgeborenen Hb-positiven GMZ eines NB-
Zellstammbaums exprimiert. Im NB kann Svp hb abschalten, nicht aber in der GMZ.
In letzterer scheint Pros der Svp-Funktion entgegen zu wirken, weshalb Hb weiterhin
in dieser Zelle exprimiert wird. Um zu testen, ob diese Annahme zutreffend ist,

wurden svp,pros-Doppelmutanten analysiert. Sollte Pros das Svp-bedingte
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Abschalten von hb inhibieren, so ware zu erwarten, dass der Phanotyp der pros,svp-
Doppelmutante bzgl. der Hb-Expression dem der svp-Einzelmutante entspricht.
Betrachtet man die gesamte Hb-Expression im VNS eines pros,svp-mutanten
Embryos, so ergibt sich ein erster Anhaltspunkt fir die Richtigkeit dieses Modells.
Wie in der svp-Einzelmutation, finden sich in der pros,svp-Doppelmutante wesentlich
mehr Hb-positive Zellen als im WT (vgl. Abb. 3.14 A, C, und D). In pros-mutanten
Embryonen hingegen ist die Anzahl der Hb-positiven Zellen reduziert (vgl. Abb. 3.14
A und B).

Abb. 3.14: Im Bauchmark von prospero,seven-up-doppelmutanten Embryonen ist die Anzahl
Hunchback-positiver Zellen stark erhoht

Dargestellt sind jeweils vier Segmente. Anterior ist oben. Dinn gestrichelte Linien umranden das
Bauchmark, dick gestrichelte Linien reprasentieren die Mittellinie. Balken: 20 ym.

A: Hb-Expression im Bauchmark eines wildtypischen Embryos im Stadium 14.

B: Hb-Expression im Bauchmark eines pros-mutanten Embryos im Stadium 14. Die Anzahl von Hb-
positiven Zellen ist reduziert. C: In svp-mutanten Embryonen im Stadium 14 gibt es deutlich mehr Hb-
positive Zellen als im WT. D: Wie in der svp-Mutante finden sich auch in der pros,svp-Doppelmutante
mehr Hb-positive Zellen im Bauchmark im Stadium 14.

Die Analyse der Hb-Expression im Zellstammbaum NB7-3 zeigt ebenfalls, dass der
Phanotyp der pros,svp-Doppelmutante dem der svp-Einzelmutante entspricht. In
beiden Fallen ist die Hb-positive Phase des NB verlangert. Wahrend im WT im
fruhen Stadium 12 nur GMZ7-3a Hb-positiv ist (Abb. 3.15 A), finden sich sowohl in
svp- als auch in pros,svp-Mutanten oft drei Hb-positive Zellen (Abb. 3.15 E und G).
Daraus resultiert im Stadium 14 eine erhdhte Anzahl Hb-positiver Zellen im
Zellstammbaum NB7-3 (Abb. 3.15 F und H). In pros,svp-Mutanten kénnen in 67%
der Falle drei oder vier Hb-positive Zellen detektiert werden (n= 91 Hemisegmente).
In svp-Mutanten finden sich in drei Viertel der Hemisegmente drei oder vier Hb-
positive Zellen (n=103 Hemisegmente). Dahingegen exprimiert in pros-mutanten
Embryonen keine der Zellen des Zellstammbaums NB7-3 Hb im Stadium 14 (Abb.

3.15 D). Dieses Experiment belegt, dass svp epistatisch Uber pros ist.
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Abb. 3.15: seven-up ist epistatisch liber prospero

Antikdrperfarbung gegen den NB7-3-Zellstammbaummarker Eg (magenta) und Hb (griin). Dargestellt
sind jeweils die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 in einem Hemisegment (weil® umrandete Zellen.
Insets zeigen die a-Eg-Antikorperfarbung alleine. Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links.
Balken: 20um.

A, B: WT. A: NB7-3 nach der zweiten Teilung des NB. Die GMZ7-3a exprimiert Hb, wahrend der NB
und die GMZ7-3b Hb-negativ sind. B: Zellstammbaum NB7-3 im Stadium 14: GW und EW1, die
Nachkommen der ersten GMZ sind Hb-positiv; EW2 und EW3, die Nachkommen der zweiten und
dritten GMZ exprimieren kein Hb. C, D: pros-Mutante. C: Nach der zweiten Teilung des NB sind alle
Zellen Hb-negativ, die Hb-Expression bleibt in der GMZ7-3a also nicht erhalten. D: Im Stadium 14 sind
alle Zellen des Zellstammbaums NB7-3 Hb-negativ. E, F: svp-Mutante. E: Nach der zweiten Teilung
hat der NB Hb noch nicht abgeschaltet. Alle Zellen sind Hb-positiv. F: Im Stadium 14 findet sich eine

erhdhte Anzahl Hb-positiver Zellen. Drei von vier Neuronen exprimieren Hb. G, H: Die pros,svp-
Doppelmutante zeigt den gleichen Phanotyp wie die svp-Einzelmutante.

3.5 Regulation von Seven-up durch Prospero

Auf welcher Ebene inhibiert Pros die Funktion von Svp? Eine Moglichkeit ware, dass
Pros in der GMZ die Transkription von svp verhindert. Andererseits konnte Pros aber
auch die Aktivitat des Svp-Proteins in der GMZ beintrachtigen. Um zwischen diesen
beiden Maoglichkeiten zu unterscheiden, wurde die svp-mRNA- bzw. Protein-
Expression im Zellstammbaum NB7-3 im WT sowie in pros-Mutanten analysiert. (Die
Analysen der svp-mRNA-Expression im Zellstammbaum NB7-3 wurden von Georg

Vogler durchgefuhrt.)

In beiden Genotypen startet die svp-mRNA-Expression vor der ersten Teilung im
NB7-3 (Abb. 3.16 A und E) und ist auch noch nach dieser im NB7-3 detektierbar
(Abb. 3.16 B, C und F). Bei der Analyse der svp-Expression in der GMZ7-3a zeigen
sich jedoch Unterschiede zwischen WT und pros-Mutanten. Wahrend im WT nach
der ersten Teilung des NB7-3 die GMZ7-3a in 70% der Hemisegmente kein svp-
Transkript aufweist (Abb. 3.16 B, n=26 Hemisegmente), exprimiert in pros-Mutanten
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die GMZ7-3a immer svp, wenn die Expression auch schwacher als im NB ist (Abb.
3.16 F, n=16 Hemisegmente). Nachdem der NB GMZ7-3b generiert hat, ist das svp-
Transkript im WT in GMZ7-3a in acht von 21 Fallen und in pros-Mutanten in 13 von
20 Fallen detektierbar (Abb. 3.16 D und G). Diese Ergebnisse weisen auf eine
transkriptionelle Regulation von svp durch Pros hin. Interessanterweise lassen sich
die beobachteten Unterschiede in der Transkription von svp nicht auf Proteinebene
nachvollziehen. In beiden Genotypen findet sich vor der ersten Teilung kein oder
kaum Svp-Protein im NB7-3 (Abb. 3.16 H und K). Nach der ersten Teilung sind beide
Zellen Svp-positiv (Abb. 3.16 | und L). Nach der zweiten Teilung des NB ist die
GMZ7-3a in fast allen Fallen Svp-positiv, sowohl im WT (Abb. 3.16 J, n=30
Hemisegmente) als auch in pros-mutanten Embryonen (Abb. 3.16 M, n=25
Hemisegmente). In diesem Stadium exprimiert der NB kein Hb, wohl aber die erste
GMZ und dies trotz Anwesenheit des Svp-Proteins. Aus diesen beiden
Untersuchungen lasst sich schlielen, dass Pros auf transkriptioneller und

posttranslationaler Ebene wirkt, um die Svp-Aktivitat zu inhibieren.

Im Gegensatz zur frihen Entwicklung des Zellstammbaums NB7-3, zeigt sich in
spateren Stadien ein Unterschied in der Svp-Protein-Expression zwischen WT und
Pros-Mutanten. In wildtypischen Embryonen ist im Stadium 14 eine Zelle des
Zellstammbaums NB7-3 Svp-positiv. Diese Zelle exprimiert Kruppel (Kr), aber kein
Hb, (Abb. 3.17 A", B’). Die einzige Zelle im Zellstammbaum NB7-3, auf die diese
Kombination von Markern zutrifft, ist EW2, die Nachkommenzelle der GMZ7-3b
(Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002). In Pros-Mutanten hingegen findet man in
einem Drittel der Hemisegmente zwei Svp-positive Zellen (n=63 Hemisegmente,
Abb. 3.17 C, C’). Dies konnte darauf hindeuten, dass Pros neben der Regulation von

hb auch die Regulation von svp in spateren Stadien beeinflusst.
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Abb. 3.16: Seven-up-mRNA- und -Protein-Expression in der frilhen Entwicklung des
Zellstammbaums NB7-3

Antikoérperfarbung gegen den NB7-3-Zellstammbaummarker Eg (magenta) kombiniert mit einer in situ-
Hybridisierung gegen svp (grin, A-G) bzw. einer Svp-Antikérperfarbung (griin, H-M). Dargestellt sind
jeweils die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 in einem Hemisegment (weild umrandete Zellen).
Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A-D: svp-mRNA-Expression im WT. A: Bereits vor der ersten Teilung exprimiert der NB7-3 svp. B, C:
NB7-3 nach der ersten Teilung. Der NB ist weiterhin svp-positiv. B: In 70% der Falle findet sich kein
svp-Transkript in der GMZ7-3a. C: In 30% der Hemisegmente ist die GMZ7-3a svp-positiv. D: Nach
der zweiten Teilung des NB ist kaum noch svp-mRNA zu detektieren. E-G: svp-mRNA-Expression in
pros-mutanten Embryonen. E: Wie im WT exprimiert der NB7-3 vor der ersten Teilung svp. F: Nach
der ersten Teilung findet sich meist in beiden Tochterzellen svp-Transkript. G: Nach der zweiten
Teilung exprimiert die GMZ7-3a svp. H-J: Svp-Protein-Expression im WT. H: Vor der ersten Teilung ist
kaum oder kein Svp-Protein im NB7-3 zu detektieren. I: Nach der Teilung sind beide Zellen Svp-
positiv. J: Nach der zweiten Teilung sind alle drei Zellen Svp-positiv, die starkste Svp-Expression
findet sich in GMZ7-3a. K-M: Die Svp-Protein-Expression in pros-Mutanten entspricht der im WT.
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Abb. 3.17: In prospero-Mutanten findet sich eine zusitzliche Seven-up-positive Zelle im
Zellstammbaum NB7-3

Antikorperfarbung gegen den NB7-3-Zellstammbaummarker Eg (magenta), Svp (grin, A, B-C") und Kr
(gran, A", A”) bzw. Hb (blau) in Embryonen des Stadiums 14. Dargestellt sind jeweils die Zellen des
Zellstammbaums NB7-3 in einem Hemisegment (wei3 umrandete Zellen). Anterior ist oben, die
Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A, B: Im WT exprimiert eine Zelle im Zellstammbaum NB7-3 Svp. Bei dieser Zelle handelt es sich um
EW1, da sie als einzige Zelle des Zellstammbaums Kr-positiv (A", A”") und Hb-negativ (B, B") ist. C,
C’: In pros-mutanten Embryonen finden sich in einem Drittel der Hemisegmente zwei Svp-positive
Zellen im Zellstammbaum NB7-3. D: Schematische Darstellung des Zellstammbaums NB7-3 mit den
in den Analysen benutzten Markern.
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3.6 Analyse von LacZ-Enhancerkonstrukten aus dem 5°- und 3°-

Bereich von hunchback

-10 -5 0 5 10 15 20 25kb
Centromer €f——+—+———+—+—+—+——+—+—+—+——+—+—+—+——+——————————————>-Telomer
hb-CDS P2 P1 Jockey CG8112-CDS genomische
‘ i i L ."_ Region von
hb
DS2 Lac12 upP2
Lac8 | Hz4 | UP3 LacZ-Konstrukte
HZ4+1kb up
hb-RA CG8112-RA  Transkripte
hb-RB

Abb. 3.18: Ubersicht der genomischen Umgebung von hunchback

Schematische Darstellung der genomischen Region von hb basierend auf der Annotierung des
genomischen Bereichs AE003680 (Flybase). Gezeigt ist der Abschnitt 25kb ,upstream® und 10kb
,downstream® der kodierenden Sequenz von hb. Die kodierenden Sequenzen der Gene sind als
schwarze Pfeile dargestellt, Transkripte sind mit grinen Pfeilen gekennzeichnet, die grin gefiiliten
Bereiche reprasentieren jeweils die einzelnen Exons. Die Pfeilrichtung gibt die 5-3"-Orientierung an.
Da Jockey ein Transposon und damit kein Gen ist, fehlt hier der Pfeilkopf. Die grau unterlegten Kasten
stellen die bereits zu Beginn dieser Arbeit existierenden LacZ-Konstrukte dar, die weillen Kasten

reprasentieren die fur diese Arbeit angefertigten Konstrukte.

Die vorangegangen Untersuchungen haben gezeigt, dass Pros und Svp einen
direkten oder indirekten Einfluss auf die hb-Transkription haben. Aus diesem Grund
wurden potentielle regulatorische Regionen des hb-Gens analysiert, um relevante

Bereiche zu identifizieren.

Eine gangige Methode, einen Einblick in die Regulation eines Gens zu erhalten, ist
die experimentelle Enhancerfragment-Analyse (Dearolf et al., 1989; Small et al.,
1992). Dabei wird genomische DNA aus der potentiell regulatorischen Region in
einen Vektor eingebracht, der einen Minimalpromoter und ein Reportergen besitzt.
Dieser Vektor wird ins Genom der Fliege inseriert. Befinden sich nun Enhancer auf
der inserierten DNA, konnen Enhancer-bindende Proteine mit dem Minimalpromoter
interagieren und die Expression des Reportergens induzieren. Im optimalen Fall
spiegelt diese die Expression des betreffenden Genes wider. Durch sukzessive
Verkleinerung solcher enhancertragender Fragmente kann man im bestmdglichen

Fall die Lage eines Enhancers auf wenige Basenpaare eingrenzen.
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Es gibt zwei Transkripte von hb. Das hb-RA-Transkript umfasst 3,2kb und wird vom
distalen Promotor P1 reguliert, wahrend das 2,9kb lange hb-RB-Transkript durch die
Aktivitat des proximalen P2 Promotors transkribiert wird. Die beiden Transkripte
unterscheiden sich im ersten Exon, haben aber ein gemeinsames zweites Exon,
welches die gesamte kodierende Sequenz enthalt (Tautz et al., 1987). Im VNS wird
nur das langere hb-RA-Transkript exprimiert (Bender et al., 1987; Margolis et al.,
1994; Tautz et al., 1987).

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits die LacZ-Enhancerkonstrukte Lac12, HZ4
und Lac8 (Margolis, 1992). Das Lac8-Konstrukt enthalt 8kb genomische DNA, die
sich direkt 5° an den Beginn des zweiten Exons anschlie3t (Abb. 3.18). Dieser
Bereich umfasst die beiden Promotor P1 und P2 sowie Enhancerelemente, die fur
die hb-Expression im Blastodermstadium notwendig sind. In Embryonen, die das
Lac8-Fragment inseriert haben, kann keine LacZ-Expression im VNS detektiert
werden (Margolis, 1992; Margolis et al., 1994). Nimmt man die genomische DNA des
Lac8-Fragments und fugt noch die 5" angrenzenden 4kb DNA hinzu (HZ4), so erhalt
man Lac12 (Abb. 3.18). Das HZ4-Fragment enthalt nur die distalen 4kb von Lac12
(Abb. 3.18). Im Gegensatz zu Lac8 exprimieren HZ4- und Lac12-Insertionsstamme

LacZ im embryonalen NS (Margolis, 1992).

Lac12 und HZ4 wurden von Tanja Novotny und Sascha Eder im Rahmen einer
Doktorarbeit bzw. Diplomarbeit in dieser Arbeitsgruppe genauer charakterisiert.
Dabei wurde festgestellt, dass die 12kb 5" des zweiten Exons nicht die komplette
regulatorische Region von hb im VNS beinhalten. Bei der Analyse von Doppel-
Antikorperfarbungen gegen Hb und (3-Gal (das Genprodukt von LacZ) in Lac12- und
HZ4-Insertionsstammen wurden doppelpositive Zellen sowie Zellen, die nur Hb-
positiv waren, und Zellen, die nur B-Gal exprimierten, gefunden. Das heif3t, im HZ4-
und Lac12-Bereich fehlen Elemente, die in einigen Zellstammbaumen flr die hb-
Expression bzw. fur deren Aufrechterhaltung verantwortlich sind. Des Weiteren
fehlen Elemente, die in einer Reihe von Zellstammbaumen zum Abschalten der hb-
Expression notwendig sind. Beispielsweise wird LacZ sowohl in HZ4- als auch in
Lac12-Insertionsstammen in den Hb-negativen longitudinalen Gliazellen exprimiert
(Novotny, 2003).

Daher wurden zusatzliche LacZ-Enhancerkonstrukte im 5°- und 3’-Bereich der hb-

kodierenden Sequenz angefertigt und auf LacZ-Expression im NS getestet, um
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weitere regulatorische Bereiche zu identifizieren. Insgesamt wurden acht Konstrukte
hergestellt, drei davon enthielten DNA aus dem 5’-Bereich und funf aus der 3'-

Region der kodierenden Sequenz (Abb. 3.18).

3.6.1 In Stammen, die genomische DNA aus dem Bereich 5 von HZ4

inseriert haben, wird kein LacZ im Nervensystem exprimiert

Ausgehend von der Annahme, dass sich im 5°-Bereich weitere regulatorische
Sequenzen befinden kénnten, wurde zunachst ein Konstrukt angefertigt, welches das
HZ4-Fragment plus 1kb der 5" angrenzenden genomischen DNA enthielt (HZ4+1kb
up, Abb. 3.18). Uberraschenderweise konnte in keinem der elf transgenen
Fliegenstdmme Expression von LacZ im embryonalen Nervensystem nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

Bei der Analyse des UP3-Konstruktes, welches 3,2kb genomische DNA enthalt, die
5" des HZ4+1kb up lokalisiert ist, konnte ebenfalls keine LacZ-Expression detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). UP2, das den DNA-Bereich umfasst, der zwischen

HZ4+1kb up und UP3 liegt, wurde nicht analysiert.

3.6.2 DS1-Insertionsstamme zeigen starke Expression im

Nervensystem

Im 3’-Bereich der hb-kodierenden Sequenz wurden zunachst zwei Konstrukte, DS1
und DS2, generiert. DS1 beinhaltet 4,2kb genomische DNA, die 516bp nach der
kodierenden Sequenz beginnt. Es wurden acht Fliegenstdmme generiert, die das
DS1-Fragment integriert hatten. Alle zeigten LacZ-Expression. Die Analysen wurden
mit den Stammen DS1 T2 und DS1 T6 durchgefuhrt, da hier die starkste LacZ-

Expression festgestellt werden konnte.

Mit einer nicht fluoreszierenden Antikdrperfarbung gegen p-Gal lasst sich eine erste
Expression von LacZ im frihen Stadium 11 nachweisen (Abb. 3.19 B, B). B-Gal
findet sich in groRerer Menge im Gehirn und in einigen Zellen des Bauchmarks. Bei
diesen Zellen handelt es sich aufgrund ihrer Gro3e wahrscheinlich um NB. Bis zum

Stadium 17 nimmt die Zahl der LacZ-exprimierenden Zellen stetig zu (Abb. 3.19).
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Mittels einer a-Hb/a-B-Gal-Doppelfluoreszenz-Antikérperfarbung kann ein Vergleich
der endogenen Hb-Expression mit der LacZ-Expression durchgefuhrt werden. Da
Fluoreszenz-Antikorperfarbungen sensitiver als nicht fluoreszierende Antikorper-
farbungen sind, kann schon im Stadium 10, zur Zeit der S3-Segregationswelle der
NB, LacZ-Expression festgestellt werden. Der Uberwiegende Teil der Hb-positiven
NB ist in diesem Stadium LacZ-negativ. Im Stadium 11 ist die LacZ-Expression
wesentlich starker geworden. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die meisten der Hb-
positiven Zellen auch LacZ und es existieren bereits einige LacZ-positive Zellen, die

Hb-negativ sind (Daten nicht gezeigt).

Im Stadium 14 sind alle Hb-positiven Zellen ebenfalls LacZ-positiv (Abb. 3.20 A, B
und C). LacZ findet sich aber auch in vielen Hb-negativen Zellen. So exprimieren
nahezu alle Gliazellen LacZ (Abb. 3.20 A", B" und C’), von denen ein Grol3teil jedoch
Hb-negativ ist. Auch im Zellstammbaum NB7-3 exprimieren alle vier Zellen LacZ,
wohingegen nur GW und EW1 Hb-positiv sind. Zudem ist die Starke der LacZ-
Expression im Zellstammbaum NB7-3 ungewohnlich hoch (Abb. 3.20 D, D").
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o-B-Gal

F 4 F’
Abb. 3.19: DS1-Insertionsstamme exprimieren LacZ im embryonalen ventralen Nervensystem
Antikdrperfarbung gegen B-Gal an DS1 T6-transgenen Embryonen. Die linke Spalte zeigt die
Lateralansicht, die rechte Spalte die Ventralansicht der Embryonen. Anterior ist links. Balken: 100um.
A, A”: Im Stadium 10 kann noch kein LacZ detektiert werden. B, B": Im friihen Stadium 11 wird LacZ
im Gehirn und in wenigen Zellen des Bauchmarks exprimiert. C, C”": Im Verlauf des Stadiums 11 kann
man ein segmentales Muster der LacZ-Expression im VNS erkennen. D, E, F: In der weiteren
Embryonalentwicklung nimmt die Zahl der LacZ-positiven Zellen im NS zu.
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Abb. 3.20: DS1-Insertionsstamme exprimieren LacZ in vielen Hunchback-negativen Zellen
a-B-Gal Antikorperfarbung (magenta) kombiniert mit einer Antikérperfarbung gegen Hb (griin, A, B, C)
und den glialen Marker Repo (grin, A", B", C’) bzw. einer Antikorperfarbung gegen den NB7-3-
Zellstammbaummarker Eg (griin, D). Dargestellt sind Embryonen des Insertionsstamms DS1 T2 im
Stadium 14. Anterior ist oben, gestrichelte Linien deuten den Verlauf der Mittellinie an. Balken: 20um.
A-C: Ausschnitte aus dem dorsalen (A, A’), dem medialen (B, B") und dem ventralen Bereich des
VNS (C, C’). Alle Hb-positiven Zellen exprimieren LacZ, wobei viele Hb-negative Zellen ebenfalls
LacZ-Expression zeigen (A, B, C). Ein Grolteil der Hb/LacZ-negativen Zellen stellt die laterale Glia
dar, die bis auf wenige Ausnahmen (Pfeile) LacZ exprimiert (A, B, C’). D: Alle Zellen des
Zellstammbaums NB7-3 (weily umrandete Zellen) exprimieren stark LacZ.
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3.6.3 Analyse von Enhancerfragmenten, die evolutiv konservierte

Bereiche des DS1-Fragments enthalten

Des Weiteren sollte die Lage der Enhancer im DS1-Bereich eingegrenzt werden. Es
hat sich gezeigt, dass Enhancer eines Gens oft evolutiv konserviert und in Clustern
angeordnet sind (Berman et al., 2002; Berman et al., 2004; Brugger et al., 2004). In
einem Vergleich der Sequenz des DS1-Fragments von Drosophila melanogaster und
der entsprechend homologen Region in Drosophila pseudoobscura wurden drei
konservierte Blocke identifiziert (s. Kap. 7.1). Daher fertigte Michael Avermann im
Rahmen eines FlI-Praktikums unter meiner Leitung drei LacZ-Konstrukte an, die
DNA der konservierten Blocke enthielten. Bei diesen Fragmenten handelte es sich
um die LacZ-Konstrukte DS1-1 (1,1kb), DS1-2 (750bp) und DS1-3 (550bp) (Abb.
3.18).

In DS1-1-Insertionsstammen exprimieren nur wenige Zellen des Bauchmarks im
Stadium 14 LacZ. Bei diesen Zellen handelt es sich ausschliellich um Gliazellen
(Abb. 3.21 A"). Zudem gibt es tagmaspezifische Unterschiede. Im Thorax sind einige
der Subperineurial-Gliazellen (Ito et al., 1995), die Cell body-Gliazellen des NB6-4T
sowie Exit-Gliazellen (lto et al., 1995) LacZ-positiv. Im Abdomem exprimieren
deutlich weniger Zellen LacZ. Es fehlt bspw. die LacZ-Expression in den Cell body-
Gliazellen des Zellstammbaums NB6-4A. Die meisten der LacZ-positiven Zellen

exprimieren Hb, wenn auch haufig nur sehr schwach (Abb. 3.21 A, A").

Auch in den DS1-2-Insertionsstammen findet sich LacZ-Expression im Stadium 14
vorwiegend in den Gliazellen (Abb. 3.21 B’). Nur vier bis funf der LacZ-positiven
Zellen pro Hemineuromer sind keine lateralen Gliazellen. Die dorsal gelegene
Longitudinal- und Subperineurial-Glia zeigen das starkste LacZ-Signal. In einigen der
Exit-Gliazellen und den ventralen Subperineurial-Gliazellen kann ebenfalls LacZ

detektiert werden.

In DS1-3-Insertionsstdmmen ist im Stadium 14 in wahrscheinlich allen Zellen des
Bauchmarks LacZ zu detektieren (Abb. 3.21 C, C’). Allerdings ist die Expression
relativ schwach im Vergleich zum DS1-Ausgangsfragment. Die Expressionsstarke
innerhalb der Zellen des Bauchmarks schwankt sehr stark. Bemerkenswerter Weise
gehoren die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 zu den starker LacZ-positiven Zellen
(Abb. 3.21 D, D).
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Abb. 3.21: LacZ-Expressionsmuster in Insertionsstimmen von DS1-1, DS1-2 und DS1-3

a-B-Gal Antikdérperfarbung (magenta) kombiniert mit einer Antikérperfarbung gegen Hb (grun, A, B, C)
und den glialen Marker Repo (grun, A", B’, C’) bzw. einer Antikdrperfarbung gegen den NB7-3
Zellstammbaummarker Eg (grin, D). Dargestellt sind Embryonen der Insertionsstamme DS1-1 T4,
DS1-2 T4 und DS1-3 T18 im Stadium 14. Anterior ist oben, gestrichelte Linien deuten den Verlauf der
Mittellinie an. Balken: 20um.

A, A’: DS1-1-Insertionsstamme zeigen tagmaspezifische Unterschiede in der LacZ-Expression. LacZ
wird in den Cell body-Gliazellen des NB6-4T exprimiert (weilte Pfeilspitzen), nicht aber in den
abdominalen Cell body-Gliazellen des NB6-4A (schwarze Pfeilspitzen). Zudem findet sich in drei
thorakalen Exit-Gliazellen pro Hemineuromer LacZ-Expression (Pfeile). Im Abdomen exprimiert nur
eine dieser Zellen LacZ. B, B": In DS1-2-Insertionsstammen findet sich vor allem in der longitudinalen
Glia LacZ-Expression. C, C: DS1-3-Insertionsstdamme exprimieren in vermutlich allen Zellen des
Bauchmarks LacZ. D, D": Die Zellen des Zellstammbaums NB7-3 (weil3 umrandete Zellen) weisen
eine relative starke LacZ-Expression auf.
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3.6.4 DS2-Insertionsstamme exprimieren LacZ vorwiegend im Gehirn
und im PNS

Das DS2-Fragment umfasst 3,9kb und Uberlappt mit DS1 um 139bp. Es wurden
insgesamt sieben Fliegenstamme generiert, die dieses Fragment integriert hatten
(Abb. 3.18). Die Analysen wurden an den Stammen DS2 T2 und DS2 T7

durchgefuhrt, da sie eine starke Expression von LacZ aufwiesen.

LacZ-Expression im Gehirn kann mittels einer Fluoreszenz-Antikérperfarbung gegen
B-Gal im Stadium 9 nachgewiesen werden. Alle LacZ-positiven Zellen exprimieren
Hb, wenn auch mitunter recht schwach (Daten nicht gezeigt). Mittels einer nicht
fluoreszierenden a-B-Gal Antikdrperfarbung zeigt sich erstmals LacZ-Expression am
Ende des Stadiums 10 bzw. zu Beginn des Stadiums 11 im Gehirn (Abb. 3.22 A, A").
Im Stadium 11 konzentrieren sich die LacZ-positiven Zellen vor allem im Bereich des
Mandibularsegments. Weiterhin kann LacZ im labralen und im ocularen Anteil des
Protocerebrums, im Deuterocerebrum, sowie im posterioren Bereich des Labrums
detektiert werden (Abb. 3.23 A, B). Viele der LacZ-positiven Zellen exprimieren
ebenfalls Hb (Abb. 3.23 B). Im Verlauf der Embryonalentwicklung nimmt die Anzahl
der LacZ-positiven Zellen im Gehirn zu (Abb. 3.22 B, B’), jedoch sind diese Zellen

dann oftmals Hb-negativ (Daten nicht gezeigt).

Im Bauchmark gibt es nur wenige Zellen, die eine starke LacZ-Expression aufweisen.
So koénnen im Stadium 14 nur zwei mediodorsal gelegene Zellen pro Segment
detektiert werden, die eindeutig LacZ exprimieren. Diese Zellen sind Hb-positiv (Abb.
3.24 B, B’). In den dorsalen Gliazellen kann mitunter auch eine sehr schwache LacZ-
Expression beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Eine groRere Anzahl LacZ-
positiver Zellen findet sich im PNS, diese Zellen exprimieren haufig auch Hb (Abb.
3.24 B, B").
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Abb. 3.22: DS2-Insertionsstamme exprimieren LacZ vorwiegend im Gehirn

Antikorperfarbung gegen B-Gal an Embryonen des Stammes DS1 T7. Die linke Spalte zeigt die
Lateralansicht und die rechte Spalte die Ventralansicht der Embryonen. Anterior ist links. Balken:
100um.

A, A”: Im frihen Stadium 11 kann mit einer nicht fluoreszierenden Farbung erstmals LacZ-Expression
im Gehirn nachgewiesen werden. Im Bauchmark finden sich keine LacZ-positiven Zellen. B, B": Im
Stadium 14 zeigt sich eine starke Expression von LacZ im Gehirn, wohingegen nur wenige Zellen im
Bauchmark LacZ exprimieren. Einige Zellen im PNS sind ebenfalls 3-Gal-positiv.

DS2 a-p-Gal

st 11

Abb. 3.23: Ubersicht der LacZ-positiven Gehirnbereiche in DS2-Insertionsstimmen
Antikorperfarbung gegen B-Gal (A, braun und B, magenta) und Hb (B, griin) an Embryonen des DS2-
Insertionsstammes T2 im Stadium 11. Anterior ist oben, die gestrichelte weille Linie reprasentiert die
Mittellinie. Die graue gestrichelte Linie umrandet die jeweiligen Anteile des Kopfbereichs. Balken 40
pm. Mx: Maxillarsegment, Md: Mandibularsegment. Tc: Tritocerebrum, DC: Deutocerebrum, VE:
Vorderdarmepithel, oc PC: ocularer Anteil des Protocerebrums, Ib PC: labraler Anteil des
Protocerebrums, LR: Labrum.

A: Im Mandibularsegment finden sich die meisten LacZ-positiven Zellen. Des Weiteren wird LacZ im
ocularen, im labralen Protocerebrum, im Deutocerebrum, sowie im posterioren Bereich des Labrums
exprimiert. B: Fast alle Hb-positiven Zellen in diesen Regionen sind ebenfalls LacZ-positiv.
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Abb. 3.24: DS2-Insertionsstamme exprimieren LacZ nur in wenigen Zellen des Bauchmarks
Antikdrperfarbung gegen B-Gal (magenta) und Hb (griin) an Embryonen des DS2-Insertionsstammes
T2. Dargestellt sind jeweils drei Segmente. Anterior ist oben. Dinn gestrichelte Linie markieren die
Grenzen des Bauchmarks, dick gestrichelte Linien zeigen den Verlauf der Mittellinie an. Balken: 40
pm.

A, A" Im Stadium 11 findet sich in einigen Zellen des Bauchmarks eine meist schwache LacZ-
Expression. Alle LacZ-positiven Zellen sind auch Hb-positiv. Zwei lateral im Hemisegment gelegene
Zellen exprimieren am starksten LacZ (Pfeilkdpfe). B, B: Im Stadium 14 exprimieren nur zwei
mediodorsal im Hemisegment lokalisierte Zellen eindeutig LacZ (Pfeile). Diese Zellen sind schon im
Stadium 11 detektierbar (Pfeile in A) und exprimieren Hb (Pfeile in B"). Im PNS gibt es viele LacZ-
positive Zellen, die oft auch Hb exprimieren.
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3.7 Funktionsanalyse einzelner Domanen von Hunchback im

embryonalen ventralen Nervensystem

Zinkfinger Zinkfinger
A-Box B-Box Doméne 1 C-Box D-Box Domane 2
hb-Allele hb12 hb'! hb? hb?
- -
UAS-Konstrukte UAS-hbAA UAS-hbAD UAS-hb*Zn2
100 AS

Abb. 3.25: Lage der evolutiv konservierten Regionen des Hunchback-Proteins sowie der
analysierten hb-Allele und hb-Varianten

Graue Kasten stellen die entwicklungsgeschichtlich konservierten Zinkfinger dar, schwarze Kasten
reprasentieren die konservierten Boxen. Pfeile an den hb-Allelen zeigen die Position der Stop-Codons
dieser Allele an. Der Pfeil am UAS-Konstrukt UAS-hb*Zn2 deutet auf die Position, an der ein Cystein
gegen ein Alanin ausgetauscht worden ist. Klammern umfassen jeweils den Bereich, der in UAS-hbAA
und UAS-hbAD deletiert wurde. Abbildung verandert nach Hiilskamp et al. (1994).

Neben der Regulation war auch die Funktionsweise von Hb Gegenstand dieser
Arbeit. hb kodiert fur einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor mit Zinkfingern des Typs
C2H2 (Tautz et al., 1987). Das 758 Aminosauren gro3e Protein besitzt zwei
Zinkfinger-Domanen. Die eine Domane setzt sich aus vier Zinkfingern zusammen
und umfasst die Aminosauren 240-349. Die zweite Domane erstreckt sich am C-
Terminus Uber die Aminosauren 705-757 und verfugt Uber zwei Zinkfinger (Abb.
3.25). Zusammensetzung und Lage der beiden Domanen sind typisch fur Proteine
der lkaros-Familie, weshalb Hb als strukturelles Homolog der I|karos-Proteine
angesehen wird (Georgopoulos et al., 1992; McCarty et al.,, 2003). Ein
Sequenzvergleich von hb in verschiedenen Spezies hat gezeigt, dass die beiden
Zinkfinger-Domanen evolutiv konserviert sind (Sommer und Tautz, 1991; Sommer et
al., 1992; Treier et al.,, 1989). Daruber hinaus konnten vier weitere konservierte
Domanen im Hb-Protein gefunden werden: Die nahe des N-Terminus gelegenen
Boxen A und B (Aminosauren 25-30 bzw. 66-81;Tautz et al., 1987), sowie die C- und
D-Box, die zwischen den beiden Zinkfinger-Domanen liegen und von den
Aminosauren 350-380 bzw. 466-522 gebildet werden (Sommer et al., 1992; Abb.
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3.25). Die Funktion einzelner Domanen im Kontext der Wirkungsweise von Hb als
Gap-Gen wurde bereits eingehend charakterisiert (Hulskamp et al., 1994; Kehle et
al., 1998). Bislang liegen jedoch noch keine Publikationen Uber die Funktion

bestimmter Doméanen von Hb im NS vor.

Hb hat im NS mindestens zwei, voneinander zu trennende Funktionen. Zum einem
spezifiziert hb die fruh geborenen Nachkommen von NB (Isshiki et al., 2001; Novotny
et al., 2002), zum anderen ist hb notwendig, um den NB die Kompetenz zu verleihen,
frih geborene Nachkommen zu generieren (Carr et al., 2004; Isshiki und Doe, 2004;
Pearson und Doe, 2003). Isshiki et al. (2001) stellten fest, dass eine Uberexpression
von hb im NB7-1 zu einer Uberproduktion von U1-Neuronen (Nachkommen der
ersten GMZ) auf Kosten von U-Neuronen mit ,spatem® Schicksal fuhrt. 2003 konnten
Pearson und Doe zeigen, dass die Kompetenz des NB, Nachkommen mit ,frGhen”
Schicksal zu produzieren, Uber die Zeit abnimmt. Wurde bspw. hb im NB7-1
Uberexprimiert, nachdem er die fliinfte GMZ generiert hatte, so war der NB nicht mehr
in der Lage, ektopische U1-Neurone zu generieren. Mit der Zeit verliert der NB also

die Fahigkeit auf Hb zu reagieren.

Es bieten sich zwei Ansatze an, um eine funktionelle Analyse von Domanen
durchzufihren. Zum einem kdénnen molekular charakterisierte mutante hb-Allele
analysiert werden. Ein zweiter Ansatz ist die Uberexpression von hb-Varianten, bei

denen einzelne Domanen mutiert bzw. deletiert worden sind.

3.7.1 Analyse der Even skipped-positiven Zellen in mutanten hb-Allelen

Zur Untersuchung von hb-Mutanten wurden Allele verwendet, die Stop-Codons in der
D-Box bzw. vor der C-terminalen Zinkfingerdomane aufweisen. In diesen Allelen sind
grol3e Teile des Proteins noch enthalten, damit erhéht sich die Wahrscheinlichkeit,
dass eventuell auftretende Phanotypen auf das Fehlen dieser Domanen
zuriickzufiihren sind. Es wurden die hb-Allele hb’, hb” und hb'" untersucht. hb’
(entspricht hb") weist ein Stop-Codon an Aminosaureposition 608 auf. In diesem
Protein fehlen die terminalen Zinkfinger und etwa 100 Aminosauren der nicht

konservierten C-terminalen Region. Das hb’-Allel (entspricht hb%")

hat ein Stop-
Codon an der Aminosaure-Position 487. In diesem Allel fehlen ein gro3er Teil der D-
Box sowie die terminale Zinkfingerdomane. hb'" (entspricht hb'¥°) besitzt ein Stop-
Codon an Aminoséaure-Position 477, ist also 10 Aminos&uren kiirzer als hb’.
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Gut untersucht sind die Auswirkungen des Fehlens von Hb auf die frih geborenen,
Eve-positiven Neurone (Isshiki et al., 2001; Novotny et al.,, 2002). Diese
Untersuchungen wurden als Grundlage der in dieser Arbeit analysierten hb-mutanten
Allele gewahlt. Eve wird in Nachkommen der Neuroblasten NB4-2, NB1-1, NB7-1
und NB3-3 exprimiert. Die Eve-positiven Zellen konnen anhand ihrer Lage
identifiziert werden. Bei diesen Zellen handelt es sich um RP2, aCC, pCC, die U-
Neurone und die Eve-lateralen Zellen (Broadus et al., 1995). RP2 ist die Tochterzelle
der GMZ4-2a (Doe, 1992; Patel et al., 1992). Das Motorneuron aCC und das
Interneuron pCC entstehen aus der GMZ1-1a (Broadus et al., 1995). Die U-Neurone
sind die Nachkommen der ersten fiunf GMZ des NB7-1 und werden in der
Reihenfolge ihrer Geburt U1-U5 genannt (Pearson und Doe, 2003). RP2, aCC, pCC
sowie U1 und U2 sind im WT Hb-positiv (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002;
Abb. 3.26).

Vom NB3-3 stammen die Eve-lateralen Zellen ab (Higashijima et al., 1996; Schmidt
et al.,, 1997). Sie wurden bei der Analyse nicht berucksichtigt, da sie als

Nachkommen spat geborener GMZ Hb-negativ sind.

Eve H
Ho E

RP2
o zth2 [

EL-Neurone

Abb. 3.26: Schematische Darstellung der Even skipped-positiven Zellen
Dargestellt ist die Lage der Eve-positiven Neurone im Stadium 14 in einem Hemineuromer eines
wildtypischen Embryos. Der Farb-Code zeigt die Expression der in der Analyse verwendeten Marker.

Anterior ist oben, der Verlauf der Mittellinie wird durch die gestrichelte Linie angedeutet.

In den Arbeiten von Isshiki et al. (2001) und Novotny et al. (2002) wurde das Allel
hb'? (entspricht hb'¥) verwendet. hb'? ist ein amorphes Allel und hat ein Stop-Codon
an der Aminosaure-Position 256. Dies hat ein Fehlen des Bereiches ab dem ersten
Zinkfinger zur Folge (Hiilskamp et al., 1994). In hb'>-Mutanten fehlen U1 und U2,
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wohingegen die spat geborenen Neurone U3, U4 und U5 nicht beeintrachtigt sind
(Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass hb flur
die Spezifizierung von RP2, aCC und pCC notwendig ist. Oft fehlten diese Neurone
in hb'?>-Mutanten (Novotny et al., 2002). In den Fallen, in denen sie vorhanden
waren, exprimierten sie Zfh-2, einen Marker spat geborener Zellen (Isshiki et al.,
2001).

Bei der Analyse der hb-mutanten Allele wurde die Anzahl und Lage von RP2, aCC,
pCC und der U-Neurone untersucht. Um zu bestimmen, inwiefern die verkirzten Hb-
Proteine in der Lage sind ein ,spates® Schicksal zu unterdricken, wurde die
Expression von Zfh-2 analysiert. Dieser Marker ist typisch flr spat geborene Neurone
(Isshiki et al., 2001). Weiterhin wurden Antikorperfarbungen gegen Hb durchgeflhrt,
um die Expression und Stabilitdt des mutanten Hb-Proteins zu bestimmen. Der
Antikdrper gegen Hb ist polyklonal und kann somit auch verkirzte Proteine

detektieren.

In hb’-mutanten Embryonen zeigen sich kaum Unterschiede zum WT. Die U-
Neurone, RP2, aCC und pCC weisen ein wildtypisches Expressionsmuster von Hb
und Zfh-2 auf. Ein Verlust von RP2, aCC und pCC sowie den U-Neuronen kann nicht
festgestellt werden (Abb. 3.27 D-F’). Bisweilen kann lediglich eine Veranderung der
Position von RP2 und U3 detektiert werden. In 8,3% der Hemisegmente befindet sich
U3 medial von aCC und pCC. RP2 ist in 14,6% der untersuchten Hemisegmente

verschoben (n=48 Hemisegmente).

Ein Stop-Codon in der D-Box hat gravierende Auswirkungen auf die friih geborenen
Eve-positiven Zellen. Ahnlich wie in hb’?-Mutanten kdnnen bei hb’-Mutanten in 81%
der analysierten Hemisegmente (n=43 Hemisegmente) nur drei U-Neurone detektiert
werden. Alle verbliebenen U-Neurone weisen eine starke Zfh-2-Expression auf, die
typisch fur U3, U4 und U5 ist (Abb. 3.27 H). Dies lasst zunachst vermuten, dass U1
und U2 fehlen. Allerdings exprimiert in 29% der Falle eins der U-Neurone Hb. Im WT
findet sich Hb nur in U1 und U2. Dies weist darauf hin, dass mindestens eins der U-

Neurone mit normalerweise ,frihem* Schicksal in hb”-Mutanten geboren wird.

Ein Verlust von aCC und pCC kann nicht festgestellt werden, lediglich RP2 fehlt in
zwei von 43 Hemisegmenten. aCC, pCC und RP2 exprimieren immer Hb (Abb. 3.27
G, G”'). Offensichtlich ist Hb” aber nicht in der Lage, Zfh-2 zu unterdriicken, denn in
nahezu allen Fallen sind aCC, pCC und RP2 Zfh-2-positiv, was im WT nie der Fall ist
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(vgl. Abb. 3.27 A" und Abb. 3.27 G’). Eine Derepression von Zfh-2 kann zudem in

den meisten Hb-positiven Zellen festgestellt werden (Abb. 3. 27 I, I).

In hb"-Mutanten sind die Eve-positiven Zellen noch starker affiziert als in hb’-
Mutanten. So kdénnen die Zellen nur in wenigen Fallen anhand ihrer Lage identifiziert
werden, d.h. eine Unterscheidung von RP2, aCC, pCC und den U-Neuronen ist
kaum moglich. In den meisten Hemisegmenten werden vier oder funf Zellen gezahlt
(n=58 Hemisegmente), von denen ein bis zwei Zellen Hb exprimieren (Abb. 3.27 J,
J7, K, K). Geht man davon aus, dass U3, U4 und U5, als Nachkommen spater
geborener GMZ nicht affiziert sind, so kann dies nur bedeuten, dass der Verlust an
RP2, aCC und pCC stark zugenommen hat. Nahezu alle verbliebenen Eve-positiven
Neurone exprimieren Zfh-2 (Abb. 3.27 J°, K). Wiederum kann eine generelle
Derepression von Zfh-2 festgestellt werden (Abb. 3.27 L, L").

U-Neurone | |, N""°+ Zth-2" | el | Eve'/HbYZfh-2" | Zfh-2'Eve’ | n
-Neurone U-Neurone
wTt 5 2 4 8 1 4
hb' 5 2 4 8 1 4 48
hb’” 3,07 0,33 3,07 6,07 3,33 6,02 43
11 nicht nicht nicht
412 feststellbar | feststellbar | feststellbar 4,12 143 4,12 58

Tabelle 3-1: Ubersicht iiber Anzahl und Expressionsmuster der Even skipped-positiven
Nachkommen von NB4-2, NB1-1 und NB7-1

n= Anzahl der Hemisegmente, + = positiv
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3.7.2 Auswirkung der Uberexpression verschiedener hb-Varianten auf

die U-Neurone des Zellstammbaums NB7-1

Isshiki et al. (2001) sowie Pearson und Doe (2003) konnten bereits zeigen, dass eine
Uberexpression von hb im NB7-1 zu einer Vermehrung von U-Neuronen mit ,frihem*
Schicksal auf Kosten von U-Neuronen mit ,spatem® Schicksal fuhrt. Ektopisches Hb
ist ausreichend, um ,frGhes” Zellschicksal zu induzieren. Um Hinweise auf die
Funktion einzelner evolutiv konservierter Domanen des Hb-Protein zu erhalten,
wurden hb-Varianten, in denen Domanen deletiert bzw. mutiert waren, im NB7-1
Uberexprimiert und auf die Induktion von U-Neuronen mit ,frihem® Schicksal

getestet.

Dabei wurden die Auswirkungen der Uberexpression von UAS-hbAA, UAS-hbAD und
UAS-hb*Zn2 analysiert (Abb. 3.25). In UAS-hbAA fehlt die sechs Aminosaure grol3e
A-Box und acht angrenzende Aminosauren. In UAS-hbAD wurde die 57 Aminosaure
lange D-Box aus dem Hb-Protein eliminiert und im UAS-hb*Zn2 im zweiten
Zinkfinger der C-terminalen Zinkfingerdomane eine Punktmutation eingefihrt (Abb.
7.6). Dies hat den Austausch eines Cysteins zu einem Alanin zur Folge. Um den
Effekt der Uberexpression dieser hb-Varianten im NB7-1 zu analysieren, wurden sie
mit Hilfe von en-GAL4 uberexprimiert. en-GAL4 exprimiert GAL4 schon im
Neuroektoderm in den NB der Reihen 6 und 7 sowie im NB1-2 (Novotny et al., 2002).
Die Analysen wurden im Stadium 14 durchgefihrt.

Die Identitat der U-Neurone wurde durch die Expression der Marker Eve, Hb, Kr, Zfh-
2 und Castor (Cas) uberpruft. Eve wird in allen U-Neuronen exprimiert und eignet
daher als Marker zur Identifizierung dieser Zellen. U1 und U2 sind als friih geborene
Neurone Hb-positiv. Kr wird in U1, U2 und U3 exprimiert. Zfh-2-Expression findet
sich in U2-U5. Das einzig Cas-positive Neuron ist das letztgeborene U5-Neuron
(Abb. 3.28, Abb. 3.30 B, B").
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Abb. 3.28: Schematische Darstellung der U-Neurone

Dargestellt ist die Lage der U-Neurone im Stadium 14 in einem Hemineuromer eines wildtypischen
Embryos. Der Farb-Code zeigt die Expression der in der Analyse verwendeten Marker an. Anterior ist
oben, der Verlauf der Mittellinie wird durch die gestrichelte Linie angedeutet.

Eine Uberexpression von wildtypischem hb via en-GAL4 hat zur Folge, dass im
gesamten En-positiven Bereich (diejenigen Zellen, in denen hb Uberexprimiert wird)
die Expression von Zfh-2 und Cas unterdruckt ist (Abb. 3.29 C, D). Zfh-2 und Cas

gelten als Marker spat geborener Zellen.

Die Anzahl der U-Neurone ist stark erhoht. Im Schnitt finden sich knapp 15 U-
Neurone pro Hemisegment. In der Regel exprimieren diese U-Neurone weder Zfh-2
noch Cas (Abb. 3.30 C, D). Lediglich in jeweils einem Segment wird eine Zfh-2-
positive Zelle sowie eine Cas-positive Zelle gezahlt (n=58 bzw. 60 Hemisegmente).
Dies deutet darauf hin, dass keine spat geborenen U-Neurone existieren und alle
Zellen U1-Identitat besitzen. Die Analyse der Kr-Expression ergiebt hingegen im
Durchschnitt 0,6 Kr-negative Zellen pro Hemisegment. Normalerweise sind U4 und
U5 Kr-negativ. Dies lasst zunachst darauf schliefen, dass mitunter durchaus U-
Neurone mit ,spatem® Schicksal entstehen. Eine Analyse der Kr/Zfh-2 Expression
zeigt, dass durchschnittlich in jedem Segment ein U-Neuron zu finden ist, das weder

Kr- noch Zfh-2-positiv ist. Im WT existiert ein solches U-Neuron aber nicht.
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Abb. 3.29: Expression von Zfh-2 und Castor nach Uberexpression verschiedener hunchback-
Varianten

Antikorperfarbung gegen Zfh-2 (griin, obere Reihe) und Cas (grin, untere Reihe) im WT und nach
Uberexpression verschiedener hb-Varianten im Stadium 14. Dargestellt sind jeweils vier Segmente.
Die Klammern zeigen den En-positiven Bereich an, dort werden die hb-Varianten Uberexprimiert.
Anterior ist oben, der Verlauf der Mittellinie ist durch die gestrichelte Linie angedeutet, Balken: 20um.
A, B: Zfh-2- (A) und Cas-Expression (B) im WT. Zfh-2 und Cas werden in der Regel in spat geborenen
Neuronen exprimiert. C, D: Eine Uberexpression von wildtypischen hb via En-GAL4 eliminiert die Zfh-
2- (C) und Cas- (D) Expression im En-positiven Bereich. E, F: Nach Uberexpression von UAS-hbAA
kénnen kaum Zfh-2- und Cas-positive Zellen im En-positiven Bereich ausgemacht werden. G, H:
Ektopische Expression von UAS-hbAD kann nicht die Expression von Zfh-2 und Cas unterdriicken. I,
J: Bei Uberexpression von UAS-hb*Zn2 wird die Zfh-2- und Cas-Expression nicht vollstandig
unterdrickt.
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Abb. 3.30: Expression von Zfh-2 und Castor in den U-Neuronen nach Uberexpression
verschiedener hunchback-Varianten.

Antikorperfarbung gegen den U-Neuronenmarker Eve (magenta) kombiniert mit einer Antikorper-
farbung gegen Zfh-2 (grin, linke Spalte) bzw. gegen Cas (griin, rechte Spalte) an Embryonen des
Stadium 14. Dargestellt sind jeweils die U-Neurone eines Hemisegments (weil} umrandete Zellen).
Anterior ist oben, die Mittellinie befindet sich links. Balken: 20um.

A, B: WT. Zfh-2 wird in allen U-Neuronen mit Ausnahme von U1 exprimiert (A"). U5 ist als einziges U-
Neuron Cas-positiv (B"). C, D: en-GAL4 X UAS-hb. Die U-Neurone exprimieren keine Marker spat
geborener Zellen. Alle U-Neurone sind Zfh-2- (C") und Cas-negativ (D") Die Zahl der U-Neurone ist
stark erhoht. E, F: en-GAL4 X UAS-hbAA. Wie bei der Uberexpression von wildtypischen hb finden
sich auch hier viele ektopische U-Neurone. In der Regel sind alle U-Neurone Zfh-2- (E”) und Cas-
negativ (F'). G, H: en-GAL4 X UAS-hbAD: Es werden kaum ektopische U-Neurone generiert. Zudem
werden Marker spat geborener U-Neurone exprimiert: Es gibt in der Regel nur ein Zfh-2-negatives U-
Neuron (G”). Cas-Expression findet sich ebenfalls in einem U-Neuron pro Hemisegment (H"). I, J: en-
GAL4 X UAS-hb*Zn2: Die Zahl der U-Neurone ist erhoht. Allerdings findet sich in den meisten U-
Neuronen eine schwache Zfh-2-Expression (I"). Ebenso kann Cas-Expression festgestellt werden,
mitunter sogar in zwei U-Neuronen eines Hemineuromers.
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Eine Uberexpression von UAS-hbAA zeigt keine groRen Unterschiede zur
Uberexpression von wildtypischen hb. Die Expression von Zfh-2 und Cas ist in den
En-positiven Zellen weitestgehend unterdrickt (Abb. 3.29 E, F). Man findet im Schnitt
12,45 U-Neurone pro Hemisegment. Davon sind durchschnittlich 0,3 Zellen Zfh-2-
positiv. Die Zahl der Kr/Zfh-2-doppelnegativen Zellen ist im Vergleich zur ektopischen
Expression von wildtypischen hb nur leicht erhoht. Allerdings betragt die Zahl der Kr-
negativen Zellen 1,38 Zellen pro Hemisegment. U5-Neurone werden in der Regel
nicht generiert. Lediglich in einem von 54 Hemisegmenten findet sich ein Cas-

positives U-Neuron.

Deutliche Unterschiede zeigt hingegen die Uberexpression von UAS-hbAD. Bereits
bei einer oberflachlichen Betrachtung der Embryonen fallt auf, dass Marker spat
geborener Zellen wie Zfh-2 und Cas im En-positiven Streifen exprimiert werden (Abb.
3.29 G, H). Die Anzahl der U-Neurone ist im Vergleich zum WT nur leicht erhoht. Im
Durchschnitt finden sich 5,3 U-Neurone pro Hemineuromer, wobei eins davon Cas
exprimiert (Abb. 3.30 H, H") und zwei dieser Neurone sind Kr-negativ. Es werden
also durchaus spat geborene U-Neurone generiert. Lediglich ein Zfh-2-negatives U-
Neuron ist pro Hemineuromer auszumachen (Abb. 3.30 G, G’), das bedeutet, dass
keine ektopischen U1-Neurone generiert werden. Die Anzahl der U-Neurone und die
Expression der untersuchten Marker lassen demnach kaum einen Unterschied zum

WT erkennen.

Die Uberexpression von UAS-hb*Zn2 zeigt ebenfalls Abweichungen zur
Uberexpression von wildtypischen hb, wenn auch in einem weniger gravierenden
MaRe als die Uberexpression von UAS-hbAD. Im En-positiven Streifen ist die
Expression von Zfh-2 und Cas nicht vollstandig unterdrickt (Abb. 3.29 |, J). Pro
Hemineuromer finden sich dennoch knapp neun U-Neurone. Allerdings sind nur zwei
dieser U-Neurone Zfh-2-negativ (Abb. 3.30 I, I'), d.h., das nur ein zusatzliches U1-
Neuron generiert wird. Haufig exprimieren die U-Neurone nur schwach Zfh-2, wie es
im WT in U2-Neuronen beobachtet werden kann. Zwei der U-Neurone exprimieren

kein Kr und 1,2 U-Neurone sind im Schnitt Cas-positiv.
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U-Neurone | Zfh-2 Kr Cas’ Kr/Zfh-2"
T 5 1 (U1) 2 (U4+U5) |1 (U5) 0
vas-hp | 1489 1452 o> o oA
UAS-hbAA | 1245 12 e o oA
UAS-hbAD ﬁ’=31o7 :]’:0511 :]’:8596 2’:855 girfahltysiert
UAS-hb*Zn2 ﬁ’:9163 ) :1’:8524 ﬁ’:0752 :1;2412 gir?;tysiert

Tabelle 3-2: Ubersicht der Anzahl der U-Neurone und die Expression von Zfh-2, Kriippel und

Castor nach Uberexpression von hunchback-Varianten im NB7-1

n= Anzahl der Hemisegmente, - = negativ, + = positiv
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4 Diskussion

4.1 Regulation der hunchback-Expression in embryonalen
Neuroblasten-Zellstammbaumen durch Seven-up und

Prospero

4.1.1 Seven-up schaltet hunchback in Neuroblasten ab und ermoglicht

dessen Ubergang zur nidchsten temporalen Identitit

Die Reihenfolge, in der GMZ geboren werden, wird durch die sequenzielle und
transiente Expression von Transkriptionsfaktoren im NB festgelegt. Die jeweilige
Kombination an exprimierten Transkriptionsfaktoren vererbt der NB bei der Teilung
an die dabei entstehende GMZ, welche durch deren Aktivitat zeitlich spezifiziert wird
(Brody und Odenwald, 2000; Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002).

Hb ist das erste Gen dieser Spezifizierungskaskade (Isshiki et al., 2001; Novotny et
al., 2002). Damit der NB zur nachsten temporalen Identitat Ubergehen kann, muss
Hb abgeschaltet werden. Das Abschalten von Hb wird vor allem auf transkriptioneller
Ebene erreicht (Grosskortenhaus et al., 2005). Folglich mussen auch ein oder
mehrere Transkriptionsfaktoren existieren, die eine Transkription von hb beenden.
Ein Funktionsverlust eines solchen Repressors sollte demnach zu einer verlangerten

Hb-Expression in NB flhren.

In svp-mutanten Embryonen konnten in den Zellstammbaumen NB7-3, NB6-4T,
NB7-1 und NB2-4T mehr Hb-positive Zellen detektiert werden als in den
entsprechenden Zellstammbaumen des WT. Die Anzahl der Hb-negativen Zellen in
den analysierten Zellstammbaumen war nicht erhoht. Es ist daher unwahrscheinlich,
dass die svp-Mutation eine verminderte Apoptose verursacht. Eine weitere
Mdglichkeit ware, dass ein Verlust von Svp zu einer aberranten Teilung von Hb-
positiven GMZ und/oder deren Nachkommen fuhrt. Verfolgt man aber die Expression
von Hb wahrend der fruihen Entwicklung der Zellstammbaume NB7-3, NB6-4T und
NB2-4T, so zeigt sich deutlich, dass die Hb-positive Phase des NB verlangert ist. Als

Folge werden GMZ mit ,frihem“ Schicksal generiert, wie es z.B. im NB7-1
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beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse wurden von Kanai et al. (2005)
bestatigt. Auch diese Arbeitsgruppe stellte in svp-Mutanten eine Vermehrung von
Neuronen mit ,fruhem” Schicksal fest einhergehend mit der Reduktion von Neuronen
mit ,spatem“ Schicksal in den Zellstammbaumen NB7-3 und NB7-1. Weiterhin
zeigten Kanai et al.,, dass in hb,svp-Doppelmutanten, im Gegensatz zu svp-
Mutanten, Neurone mit ,spatem“ Schicksal generiert werden. Daraus kann
geschlossen werden, dass Svp hb reprimiert, wodurch die Hb-bedingte
Unterdrickung von ,spatem®“ Schicksal aufgehoben wird. Das heisst, Svp vermittelt

das Umschalten zur nachsten temporalen Identitat des NB.

In allen untersuchten NB-Zellstammbaumen wurde eine verlangerte Hb-Expression
festgestellt, die eine Vermehrung von Zellen mit ,frihem®“ Schicksal auf Kosten
normalerweise spater geborener Zellen zur Folge hatte. Es ist daher davon
auszugehen, dass es sich um ein generelles Prinzip der Regulation von hb im NS
handelt.

4.1.2 Die Aktivitat von Seven-up ist Mitose-abhangig

Eine Inhibition der Transition von der G2- zur M-Phase verhindert das Beenden der
Hb-Expression in NB (Grosskortenhaus et al., 2005; Isshiki et al., 2001). Die
repressorische Aktivitat von Svp muss daher ebenfalls an die Mitose gekoppelt sein.
Dies geschieht jedoch nicht auf Ebene der Transkription, denn die Transkription von
svp beginnt bevor der NB in die entscheidende M-Phase eintritt. In string-mutanten
Embryonen, in denen der G2-M-Ubergang blockiert ist, wird svp-mRNA in hoher
Konzentration transkribiert. Es lassen sich jedoch nur geringe Mengen an Protein
nachweisen. Offenbar ist die Translation von svp gehemmt, da sich die mRNA im
Kern befindet und nicht ins Zytoplasma transportiert wird, wo sie translatiert werden
kann. Wird in string-mutanten Embryonen string via Hitzeschock exprimiert, erfolgt
der Ubergang der NB zur M-Phase. Nach dieser Teilung ist die svp-mRNA im
Cytoplasma der beiden Tochterzellen lokalisiert (personliche Mitteilung Joachim
Urban). Dieses Experiment zeigt, dass die Translokation der svp-mRNA Mitose-

abhangig ist.

Auch im WT kommt es vor der entscheidenden Mitose zu einer Anhaufung von svp-

Transkript im Zellkern. Eine Mitose-gekoppelte Translationskontrolle hat den Vortell,
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dass das angehaufte Transkript sofort nach erfolgter Zellteilung translatiert werden

kann und so eine rasche Abschaltung von hb im NB ermdglicht wird.

Dieser Kontrollmechanismus scheint nur von jener Mitose abhangig zu sein, die
direkt auf den Start der svp-Transkription folgt, denn im NB7-3 konnte eine nukleare
Lokalisation des svp-Transkripts vor der nachsten Mitose nicht mehr beobachtet

werden.

Wie konnte dieser posttranskriptionelle Kontrollmechanismus beschaffen sein?
Posttranskriptionelle Regulation wird durch RNA-bindende Proteine und RNAs
vermittelt. Zu den RNA-bindenden RNAs zahlen die microRNAs (miRNAs). Durch
imperfekte Bindung an den 3°-UTR des Transkripts kénnen sie effizient die
Translation von mRNAs inhibieren (Tomari und Zamore, 2005). Vor kurzem ist svp
als ein potentielles Zielgen von miRNAs identifiziert worden (Enright et al., 2003). Es
ist jedoch unwahrscheinlich, dass miRNAs in die Mitose-abhangige
Translationskontrolle von svp involviert sind, da sie erst an die mRNA binden
nachdem diese ins Cytoplasma transportiert worden ist (Ketting und Plasterk, 2004;
Olsen und Ambros, 1999).

RNA-bindende Proteine (RBPs) erkennen spezifische Sequenzen im 5°- und 3'-UTR
des Transkripts. RBPs kontrollieren das Prozessieren, Transportieren, Lokalisieren
sowie die Stabilitdt und die Translation des Transkripts (Hieronymus und Silver,
2004; Keene und Lager, 2005; Orphanides und Reinberg, 2002). Durch die Bindung
von RBPs an diese Sequenzen entstehen messenger-ribonucleoprotein particles
(mRNPs). Der Transport von mRNPs ins Cytoplasma erfolgt durch die Kernporen,
wozu exportregulierende RBPs bendtigt werden (fiir eine Ubersicht: Mata et al.,
2005; Moore, 2005). Ein Fehlen von RBPs, die fur das Prozessieren und den Export
verantwortlich sind, fuhrt zu einer Akkumulation des Transkript im Zellkern (Brodsky
und Silver, 2000; Hodge et al., 1999; Huang und Carmichael, 1996; Long et al.,
1995). Dies lasst vermuten, dass die Expression bzw. die nukleare Lokalisation eines
RBPs, das fur das Prozessieren oder den Export der svp-mRNA zustandig ist, von
einem M- oder G1-Phase-aktiven Faktor reguliert wird. Mdglicherweise spielt aber
auch der Phosphorylierungszustand von RBPs eine Rolle. So konnte gezeigt
werden, dass das RBP Npl3p, welches in S. cerevisae den Export von mRNA ins
Cytoplasma reguliert, phosphoryliert vorliegen muss, damit ein effizienter Transport
vonstatten gehen kann (Gilbert und Guthrie, 2004; Huang und Steitz, 2005).
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Das Prozessieren der svp-pra-mRNA scheint allerdings Mitose-unabhangig zu sein.
Dies wurde durch eine in situ-Hybridisierung mit einer intronspezifischen Sonde
gegen svp festgestellt. Solche Sonden binden ausschlieBlich an die pra-mRNA. Fur
gewohnlich wird die pra-mRNA schnell prozessiert, weswegen sie in der Regel nur
am Transkriptionsort des entsprechenden Gens zu detektieren ist. Eine
intronspezifische Sonde gibt daher ein Signal an zwei Punkten im Zellkern, welches
die Transkriptionsorte an den beiden Chromosomen anzeigt. Sofern das svp-
Transkript vor der Mitose nicht gespleisst worden ist, sollte diese Intronsonde den
kompletten Zellkern markieren. Dies war aber nicht der Fall, denn es wurde ein
punktuelles Signal an den beiden Transkriptionsorten detektiert (personliche
Mitteilung Joachim Urban). Daher kann die Suche auf exportregulierende Proteine

eingegrenzt werden.

4.1.3 Die Transkription von seven-up ist Zellzyklus-unabhangig

Durch die Expression von Svp wird festgelegt, nach welcher Zellteilung Hb im NB
abgeschaltet wird. Wie konnte die Svp-Expression reguliert sein? In einer Gruppe
von NB kann das svp-Transkript schon vor der ersten Teilung detektiert werden, wie
bspw. im NB6-4T und im NB7-3. Hier ware es moglich, dass proneurale Gene den
Start der svp-Transkription steuern, wie das schon fur die svp-Expression in den
Malphigischen GefalRen gezeigt wurde (Sudarsan et al., 2002). Dementsprechend
konnte beobachtet werden, dass in einigen NB die svp-Transkription schon im

proneuralen Cluster im Neuroektoderm startet (Broadus und Doe, 1995).

In einer zweiten Gruppe von NB wird svp erst kurz vor der zweiten Teilung
transkribiert. Zu diesen NB zahlen der NB7-1 und der NB2-4T. Die Annahme liegt
nahe, dass die Mitose der Ausloser fur die Transkription ist. Dies ist aber nicht der
Fall, denn sowohl im NB7-1 als auch im NB2-4T startet die svp-Transkription in
string-Mutanten zur selben Zeit wie im WT, ohne dass eine Zellteilung erfolgt ist. In
string-Mutanten sind alle NB in der G2-Phase des 14. Zellzyklus arretiert
(personliche Mitteilung Christian Lehner, Bayreuth), daher kann eine Abhangigkeit
der svp-Transkription von anderen Zellzyklus-Phasen ebenfalls ausgeschlossen
werden. Eine koordinierte svp-Transkription obliegt wohl eher einem Zellzyklus-
unabhangigen temporalen Kontrollmechanismus. Moglicherweise wird die Zeit

gemessen, in der ein extrinsisches oder intrinsisches Signal akkumuliert bzw.
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abgebaut wird. Die Uberschreitung eines bestimmten Schwellenwerts wiirde dann
die svp-Transkription einleiten. Ein Beispiel fur einen solchen Mechanismus ist der
CDK-Inhibitor p27/kip1 aus Mammalia. Die Akkumulation von p27/kip1 in
Oligodendrocyten definiert das Ende der Proliferation und die beginnende
Differenzierung der Oligondendrocyten (Durand et al., 1997). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Anreicherung von extrinsischen Faktoren wie FGF2 den
Ubergang von der Produktion von Neuronen zur Generierung von Gliazellen
bestimmt (Morrow et al., 2001).

Eine Zellzyklus-unabhangige zeitlich koordinierte Regulation gilt mit Ausnahme von
hb fur alle Gene der temporalen Spezifizierungskaskade (Grosskortenhaus et al.,
2005). Damit bildet hb durch seine Zellzyklusabhangigkeit eher die Ausnahme als die
Regel.

4.1.4 Seven-up ist notwendig fiir die Spezifizierung der GMZ7-1b

Der NB7-1 generiert im WT zwei Hb-positive GMZ. Aus GMZ7-1a geht das U1-
Neuron hervor, aus GMZ7-1b entsteht das U2-Neuron. In svp-mutanten Embryonen
kommt es zu einer massiven Uberproduktion von U1-Neuronen. Eine derartige
Vermehrung von U2 kann nicht beobachtet werden. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Svp-Expression fur die Spezifizierung der GMZ7-1b erforderlich ist.
Im Fall, dass Svp keinen Einfluss auf das Schicksal der zweiten GMZ hat, waren ein
U1-Neuron und eine Vielzahl von U2-Neuronen zu erwarten gewesen. Denn erst
nachdem der NB GMZ7-1b generiert hat, sollte sich das Fehlen von Svp bemerkbar
machen. Diese Hypothese wird gestiitzt durch die Ergebnisse des Uberexpressions-
experiments von Svp. Wird Svp im NB7-1 vor der Geburt der ersten GMZ exprimiert,

so wird zwar U2 generiert, U1 hingegen fehlt in den meisten Fallen.

Vermutlich handelt es sich hierbei um einen indirekten Einfluss von Svp, denn in svp-
mutanten Embryonen finden sich durchaus U2-Neurone. In einer friheren Arbeit
vermuteten Pearson und Doe (2003), dass U2 durch eine geringere Hb-Aktivitat im
NB und/oder der GMZ7-1b spezifiziert wird. Eine attraktive Hypothese ist, dass Svp
uber eine Abschwachung der Hb-Aktivitat bzw. der Hb-Expression wirkt. svp wird im
NB7-1 kurz vor der zweiten Teilung exprimiert. Obwohl eine starke Translation
Mitose-abhangig ist, kann in string-Mutanten eine schwache Svp-Expression in den
G2-arretierten NB beobachtet werden. Dies hat eine Abschwachung der Hb-
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Expression zur Folge. Es ist moglich, dass eine ahnlich basale Translation von svp
auch im WT vonstatten geht. Tatsachlich kann mitunter auch im NB7-3 vor der
entscheidenden Mitose eine schwache Svp-Protein-Expression festgestellt werden.
Sollte es auch im NB7-1 vor der zweiten Zellteilung zu einer geringen Svp-
Translation kommen, wirde dies zu einer Abschwachung der Hb-Expression vor der
Mitose fuhren. Daraus resultiert, dass der NB vor der ersten bzw. der zweiten Teilung
unterschiedliche Quantitaten an Hb exprimiert. Da der NB den aktuellen Status der
Gen-Expression an die gerade entstehende GMZ weitervererbt, exprimiert die
zweitgeborene GMZ weniger Hb als die erstgeborene GMZ. Dies kdnnte sich
wiederum auf die Expression von Zfh-2 auswirken, welches in U2 exprimiert wird,
nicht aber in U1. Es gibt Hinweise, dass Zfh-2 ein direktes Zielgen von Hb sein
konnte. In der regulatorischen Region von Zfh-2 befinden sich potentielle Hb-
Bindestellen. Zudem wird Zfh-2 in hb-Mutanten dereprimiert. Sollte Zfh-2 tatsachlich
durch Hb reprimiert werden, so reicht moglicherweise die geringere Menge an Hb in
U2 nicht mehr aus, um die Zfh-2-Expression vollstandig zu unterdricken. Dies hatte

eine schwache Zfh-2-Expression zur Folge.

4.1.5 Prospero reprimiert die Funktion von Seven-up in Ganglien-

mutterzellen

Nachdem Svp durch die Mitose aktiviert worden ist, schaltet es hb im NB ab. Die
gerade geborene GMZ behalt aber, obwohl sie ebenfalls Svp-positiv ist, die hb-
Expression bei. Wie ist das zu erklaren? Der Homdodomanen-Transkriptionsfaktor
Pros unterdrickt die Aktivitat von Svp. Pros wird im NB kurz vor der Mitose
asymmetrisch am Cortex fixiert und segregiert wahrend der Teilung in die GMZ
(Hirata et al., 1995; Knoblich et al., 1999; Spana und Doe, 1995). Hier wird die
Kernexportsequenz von Pros eliminiert und so eine nukleare Lokalisation ermoglicht
(Bi et al., 2003; Demidenko et al., 2001). Auf diese Weise kann Pros in der GMZ als

Transkriptionsfaktor wirken, nicht aber im NB.

Es gibt mehrere Grinde, weshalb Pros derjenige Faktor sein muss, der die Svp-
Funktion in GMZ unterdruckt. So kann in pros-Mutanten ein massiver Verlust der Hb-
Expression festgestellt werden. Analysen auf Zellstammbaum-Ebene zeigen, dass
Hb in denjenigen GMZ verloren geht, die Svp exprimieren. Im Fall, dass der Verlust

der Hb-Expression in pros-Mutanten nicht auf die Dereprimierung der Svp-Aktivitat
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zuruckzufihren ist, mussten svp,pros-Doppelmutanten einen Phanotypen zeigen,
welcher der pros-Einzelmutante entspricht. Beobachtet wird aber ein svp-ahnlicher
Phanotyp. Des Weiteren flhrt eine Uberexpression von Pros im NB7-3 zu einer

verlangerten Hb-positiven Phase im NB.

Auf welche Weise inhibiert Pros die Svp-Funktion? Zum einem scheint Pros die Svp-
Transkription zu hemmen, denn in pros-Mutanten kann in der GMZ7-3a eine langere
svp-Expression als im WT beobachtet werden. Die transkriptionelle Regulation spielt
aber wahrscheinlich nur eine nebensachliche Rolle. Vermutlich findet die
entscheidende Inhibierung von Svp durch Pros auf posttranslationaler Ebene statt.
Im WT wird Svp-Protein in der GMZ7-3a uber einen langeren Zeitraum mit Hb-
koexprimiert. Dies fuhrt aber nicht zum Beenden der Hb-Expression. Eine Erklarung
daflr ware, dass Svp einer posttranslationalen Modifikation bedarf, die durch Pros
inhibiert wird. Eine weitere attraktive Hypothese ist, dass Pros die reprimierende
Wirkung von Svp neutralisiert, indem es an die selbe regulatorische Region von hb
bindet. Tatsachlich kann in der regulatorischen Region von hb eine potentielle Pros-
Bindestelle detektiert werden (Cook et al., 2003; Hassan et al., 1997). Im Bereich
dieser Prospero-Bindestelle findet sich eine Anreicherung evolutiv konservierter
potentieller Svp-Bindestellen (Zelhof et al.,, 1995). Das HZ4- und das Lac12-
Enhancerfragment (s. Kap. 3.6) beinhalten diese Bindestellen und exprimieren
zudem LacZ im NS. Kreuzt man diese Konstrukte in einen svp- bzw. pros-mutanten
Hintergrund ein, so findet man im svp-mutanten Hintergrund mehr LacZ-positive
Zellen und im pros-mutanten eine Reduktion der LacZ-positiven Zellen (Diplomarbeit

Sascha Eder, 2005). Dies ist ein Hinweis fur die Funktionalitat der Bindestellen.

Um diese Hypothese zu testen, mussten weitere Beweise fur die Funktionalitat der
Bindestellen erbracht werden. Es sollte zunachst festgestellt werden, ob Svp und
Pros in vitro an diese Stellen binden kénnen. Falls dieser Test positiv ausfallt,
kénnten fur eine in vivo Uberpriifung HZ4/Lac12-Enhancer-Fragmente mit mutierten

Svp- und Pros-Bindestellen analysiert werden.

4.1.6 In prospero-Mutanten findet moglicherweise eine Transformation
von EW1 zu EW2 statt

Bezlglich der Svp-Expression gibt es in pros-Mutanten einen auffallenden

Unterschied im Vergleich zum WT. In einem Drittel der Hemisegmente in pros-
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Mutanten finden sich im Stadium 14 im Zellstammbaum NB7-3 zwei Svp-positive
Neurone. Wildtypische Embryonen des Stadiums 14 exprimieren Svp in diesem

Zellstammbaum nur im EW2-Neuron.

Welche Erklarung gibt es fur die Zunahme der Svp-Expression im Zellstammbaum
NB7-3? Maoglicherweise ist Pros flr die Reprimierung der svp-Expression in der
GMZ7-3a und deren Nachkommen verantwortlich. In diesem Fall sollten aber drei
anstatt zwei Svp-positive Neurone in Zellstammbaum NB7-3 zu erwarten sein. Eine
andere Moglichkeit ist, dass es in pros-Mutanten zu einer Transformation des
Zellschicksals von EW1 zu EW2 kommt. Beide Neurone exprimieren Serotonin und
Krippel (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002). Eine weitere Gemeinsamkeit ist,
dass die Vorlauferzellen von EW1 und EW2 Svp exprimieren. Im Unterschied zu
EW2 ist EW1 als frUh geborenes Neuron Hb-positiv. EW2 weist im Gegensatz zu
EW1 eine Expression von Zfh-2 auf (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002), einen
Marker spat geborener Zellen. Es gibt Hinweise, dass in jenen Zellen, die aufgrund
der pros-Mutation ihre Hb-Expression verlieren, Faktoren dereprimiert werden, die
typisch fur spater geborene Neurone sind. So kommt es in EW1 in vielen Fallen zu
einer Derepression von Zfh-2 (Daten nicht gezeigt). Einer oder mehrere der
dereprimierten Faktoren konnten fur das Aufrechterhalten der Svp-Expression in
EW1 verantwortlich sein. Das Expressionsmuster von EW1 und EW2 in pros-
Mutanten ist fur alle getesteten Marker identisch und entspricht dem eines
wildtypischen EW2-Neurons. Daher kénnte eine Transformation von EW1 zu EW2 in

pros-Mutanten stattgefunden haben.

Zudem weisen diese Experimente darauf hin, dass die Hb-Expression auch in den
Nachkommen von NB notwendig ist, um ,fruhe“ Zellschicksale aufrecht zu erhalten.
Dies bedeutet, dass die Spezifizierung frih geborener Zellen nicht allein durch eine

epigenetische Funktion von Hb im NB zustande kommen kann.

4.1.7 Modell der Regulation von hunchback durch Seven-up und

Prospero

Die Regulation von hb durch Svp und Pros in einem NB-Zellstammbaum, mit zwei

Hb-positiven GMZ, kann durch folgendes Modell beschrieben werden:
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Der NB generiert zunachst die Hb-positive GMZa. Kurz vor der zweiten Zellteilung
beginnt im NB die Transkription von svp. Diese Expression wird durch einen bislang
unbekannten zeitlichen Mechanismus gesteuert. Vor der Teilung befindet sich das
svp-Transkript vor allem im Kern, weshalb nur ein geringer Anteil der mRNA
translatiert werden kann. Diese Menge reicht aus, um die Transkriptionsrate von hb
herabzusetzen. Die nun erfolgende Teilung ist der Ausloser fur die Translation von
svp im NB und in der GMZb. Im NB beendet Svp schliellich die Expression von hb.
In der GMZb Zelle verhindert jedoch Pros, das wahrend der Teilung in diese Zelle
segregiert ist, die Funktion von Svp. Die Pros—vermittelte Inhibierung kénnte durch
Bindung an die gleiche regulatorische Region von hb erfolgen. Da der NB den Status
der Genexpression an die jeweilig geborene GMZ vererbt, unterscheidet sich die
zweite GMZ von der ersten, indem sie weniger Hb exprimiert (Abb. 4.1). Somit erfolgt
eine Spezifizierung der GMZb Uber eine Svp-vermittelte Abschwachung der Hb-

Expression.

E{ : svph

asymmetrische asymmetrische
Lokalisation Lokalisation
von Pros  _ von Pros

NB o—>°_>._.. ._.._..

svo— hb | svp—m@ )

J_l—Pros
il

[] Hb- groe Mengen

D Hb- geringe Mengen ,,' ~
. Pros Loﬁ
DSvp- geringe Mengen GM-Za
n Svp- groBe Mengen

svp-mRNA

Abb. 4.1: Modell der Regulation von hunchback durch Seven-up und Prospero

Die Zellkerne der NB und GMZ sind als Kugeln dargestellt. Gestrichelte Linien umranden das
Cytoplasma. Die Farbgebung der Zellkerne und des Cytoplasmas zeigt die Anwesenheit und die
Expressionsstarke von Hb, Pros und Svp an (s. Legende links unten). Dargestellt sind die ersten
beiden Teilungen eines NB, der zwei Hb-positive GMZ generiert.

Die Transkription von svp ist von einem unbekannten Zeitfaktor abhangig. Kurz vor der zweiten
Teilung beginnt die svp-Transkription. Vor der Mitose erfolgt nur eine geringe Translation von Svp.
Dies fuhrt zu einer Abschwachung der Hb-Expression, wodurch die zweitgeborene GMZ spezifiziert
wird. Das meiste Transkript verbleibt aber bis zur Vollendung der Mitose im Zellkern. Nach der
Zellteilung wird Svp verstarkt translatiert. Als Folge wird hb im NB abgeschaltet. In der GMZ wird die
Aktivitat von Svp durch Pros inhibiert, welches wahrend der Mitose in die GMZ segregiert ist und dort
im Zellkern lokalisiert wird.
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4.2 Enhancerfragment-Analyse

Im Rahmen der Enhancer-Fragment Analyse sollte die genomische Region bestimmt
werden, in der sich Enhancer flr die Expression von hb im Nervensystem, speziell im
Bauchmark befinden. Dazu wurden zu den bereits existierenden Fragmenten
zusatzliche Enhancerfragmente aus dem 5°- und 3’-Bereich des hb-Gens angefertigt

und auf eine Expression von LacZ im NS Uberpruft.

4.2.1 Enhancer fiir die Regulation von hunchback im Nervensystem

befinden sich sowohl 3" als auch 5" der kodierenden Region

Enhancer flr die Expression von hb im PNS und im ZNS sind sowohl im 5 als auch
3" der kodierenden Sequenz von hb lokalisiert. Die Groflie dieses regulatorischen
Bereichs kann nicht genau bestimmt werden. Er umfasst aber mindestens 12kb 5°
(Lac12) und Uber 4kb 3" der kodierenden Sequenz (DS1 und DS2). Mdglicherweise
befinden sich repressorische Elemente 3" der Lac12-Region. Dies kann aus einem
Vergleich von Stammen geschlossen werden, die unterschiedlich grol’e Fragmente
aus dem 5°-Bereich von hb inseriert haben. In Stammen, die ein P-Element inseriert
haben, das die distalen 4kb des Lac12 Fragments (HZ4) enthalt, wird LacZ im NS
exprimiert. In Insertionsstammen, welche die HZ4-Region und 1kb der 5’

angrenzenden DNA enthalten, wird jedoch kein LacZ exprimiert.

4.2.2 Die im 3 -Bereich lokalisierten Enhancer sind nicht an der

zeitlichen Regulation der hb-Expression beteiligt

Temporale Elemente, die fur das zeitlich koordinierte An- und Abschalten der hb-
Expression in NB und deren Nachkommen zustandig sind, befinden sich vor allem im
5°-Bereich. Das LacZ-Expressionsmuster in Lac12-Insertionsstammen entspricht
eher der endogenen Hb-Expression als das in DS1-Insertionsstdmmen. Demgemaf
korreliert der Start der LacZ-Expression in Lac12-Insertionsstammen in den meisten
NB mit der endogenen Hb-Expression (Diplomarbeit Sascha Eder, 2005). In DS1-

Insertionsstammen hingegen wird LacZ erst in der S3-Segrationswelle der NB
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exprimiert, wobei Hb aber schon in S1-NB zum Zeitpunkt der Delamination zu finden

ist.

Weiterhin weisen DS1-Insertionsstamme eine LacZ-Expression in vielen Hb-
negativen Zellen auf. Dies deutet darauf hin, dass Svp-abhangige Elemente, die hb
im NB ausschalten bzw. reprimieren, in der DS1-Region fehlen. In der Tat findet sich
in der HZ4-Region eine Anhaufung evolutiv konservierter potentieller Svp-
Bindestellen, die sich um eine ebenfalls konservierte Pros-Bindestelle gruppieren.
Diese Bindestellen scheinen zudem funktional zu sein, denn im svp-mutanten
Hintergrund weisen HZ4-Insertionsstamme deutlich mehr LacZ-positive Zellen auf
(Diplomarbeit Sascha Eder, 2005). Eine Anhaufung konservierter Svp-Bindestellen

im DS1- oder DS2-Fragment konnte nicht festgestellt werden.

Elemente fur das zeitlich korrekte Abschalten von hb in Neuronen und Gliazellen sind
vermutlich ebenfalls auf dem Lac12-Fragment lokalisiert, nicht aber auf dem DS1-
Fragment. Im WT kann ab Ende des Stadiums 13 kaum noch hb-mRNA im NS
detektiert werden (personliche Mitteilung Joachim Urban). Ab dem Stadium 14 wird
die LacZ-Expression in Lac12-Insertionsstammen schwacher (Tanja Novotny, 2003).
In DS1-Insertionsstdmmen ist dagegen bis zum Ende der Embryonalentwicklung

(Stadium 17) eine starke Expression von LacZ zu beobachten.

4.2.3 Die evolutiv konservierten Regionen des DS1-Fragments

enthalten panneurale und gliaspezifische Enhancer

Die Fragmente DS1-1, DS1-2 und DS1-3 enthalten nur evolutiv konservierte
Bereiche der DS1-Region. DS1-3-Insertionsstamme exprimieren in vermutlich allen
Zellen des Bauchmarks LacZ. Im Vergleich zu DS1-Insertionsstammen ist die Anzahl
der LacZ-positiven Zellen womadglich sogar erhdht. Eine Erklarung daflir kdnnte sein,
dass DS1-3 54bp enthalt, die Uber das DS1-Fragment hinausgehen. Dieser Bereich
konnte weitere regulatorische Elemente enthalten. Auf dem DS1-3-Fragment
befinden sich vermutlich Enhancer flr einen oder mehrere panneural exprimierte
Transkriptionsfaktoren, die vorwiegend erst nach dem Start der hb-Expression aktiv

werden.

Erstaunlicherweise exprimieren DS1-1- und DS1-2-Insertionsstamme LacZ fast

ausschlieBlich in  Gliazellen. Dabei zeigen DS1-1-Insertionsstamme das
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interessantere Expressionsmuster. Bei den LacZ-positiven Zellen in DS1-1-
Insertionsstammen handelt es sich vermutlich um solche Gliazellen, die aus
Zellstammbaumen mit tagmaspezifischen Unterschieden stammen. Beispielsweise
sind die thorakalen Gliazellen des Zellstammbaums NB6-4 LacZ-positiv. Im Thorax
gibt es drei Gliazellen die vom NB6-4 abstammen, im Abdomen jedoch nur zwei. Hier
ist die Beteiligung der Homootischen Gene Ultrabithorax (Ubx) und Antennapedia
(Antp) denkbar, die in diesen Bereichen exprimiert werden (Carroll et al., 1986; White
und Wilcox, 1985a). Da die tagmaspezifischen Unterschiede in der LacZ-Expression
ausschlieBlich Gliazellen betreffen, befinden sich auf dem DS1-1-Fragment
vermutlich Enhancer fir einen (glialen Faktor. Dieser gliaspezifische
Transkriptionsfaktor ist entweder ein direktes Zielgen der Homootischen Gene, oder
aber er agiert als Cofaktor von Ubx und Antp, um die spezifische Expression in
Gliazellen zu gewahrleisten. Es wird weithin angenommen, dass HOX-Genprodukte
mit Cofaktoren interagieren (Mann und Chan, 1996), nicht zuletzt weil Antp und Ubx
an die Consensus-Sequenz 5[C/T] [C/A] ATTA binden (Ekker et al., 1994; Ekker et
al., 1991), die statistisch einmal pro 1.000bp vorkommt.

Die Untersuchungen haben es ermdglicht, die ungefahre GroRe des regulatorischen
Bereichs abzuschatzen. Um eine detailliertere Enhancer-Analyse durchzufihren,
sollte nun die gesamte regulatorische Region von hb in einen Enhancer-Vektor
kloniert und mit hb-Enhancerfragmenten verglichen werden, die sukzessive verkurzt
worden sind. Auf diese Weise kdnnten Unterschiede, die im LacZ-Expressionsmuster

auftreten, bestimmten Sequenzen zugeordnet werden.

4.3 Analyse der Funktion einzelner konservierter Doméanen des

Hunchback-Proteins

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war, die Funktion einzelner Bereiche des Hb-
Proteins zu analysieren. Bei einem solchen Vorhaben fokussiert man in der Regel
auf Aminosaure-Sequenzen, die strukturelle Motive bestimmter Proteindomanen
aufweisen und/oder die evolutiv konserviert sind. Solche Bereiche sind in der Regel

notwendig fur die Funktion des Proteins.

Die Sequenz als auch die Expression von Hb sind entwicklungsgeschichtlich hoch

konserviert (McGregor et al.,, 2001). Hb hat =zwei evolutiv konservierte
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Zinkfingerdomanen (Sommer und Tautz, 1991; Sommer et al., 1992; Treier et al.,
1989). Es wird vermutet, dass die N-terminale Zinkfingerdomane die DNA-bindende
Struktur ist (Hulskamp et al., 1994). Hb verfugt Uber vier weitere konservierte
Domanen: die A-, B-, C- und D-Box, die in der Reihenfolge ihrer Anordnung vom N-

zum C-Terminus benannt sind (Sommer et al., 1992; Tautz et al., 1987).

Um die funktionelle Relevanz fur einige dieser Domanen zu testen, wurden die
Auswirkungen einer Uberexpression an den hb-Varianten UAS-hbAA, UAS-hbAD
und UAS-hb*Zn2 analysiert. Diese UAS-Konstrukte wurden ausgewahlt, da sie
Mutationen bzw. Deletionen in Bereichen aufweisen, fur die es bereits Hinweise auf
eine mogliche Funktion bzw. Interaktion mit anderen Proteinen gibt (s.u.). Mit Hilfe
der Uberexpressionsexperimente sollte bestimmt werden, inwieweit die veranderten
Hb-Proteine in der Lage sind, fruh geborene Nachkommen zu spezifizieren. Zudem
sollte geprift werden, ob die veranderten Proteine dem NB die Kompetenz verleihen
kénnen, auf Hb mit der Produktion ,friiher Zellschicksal zu reagieren. Entsprechend
dazu wurden jene hb-Allele untersucht, die Stop-Codons in der D-Box bzw. vor den
terminalen Zinkfingern aufwiesen. Fur die A-Box gibt es bislang kein Allel mit einer
.Missense“-Mutation in der betreffenden Sequenz. Eine Analyse eines (bislang nicht
bekannten) Allels, das ein Stop-Codon in der A-Box tragt, erschien Uberflissig, da
der groldte Teil des Proteins fehlen wirde und eine Zuordnung des Phanotyps zur A-

Box nicht moglich ware.

4.3.1 Die D-Box ist notwendig fiir die die Spezifizierung friih geborener

Zellen

Nach Uberexpression von D-Box-deletietem Hb werden keine ektopischen U1-
Neurone generiert. Die Analysen der hb-Allele mit Stop-Codons in der D-Box (hb’
und hb'") zeigen, dass die Eve-positiven friilh geborenen Zellen nicht korrekt
spezifiziert worden sind. In hb""- und hb’-Mutanten ist die Anzahl der Eve-positiven
Zellen stark reduziert, zudem exprimieren die verbliebenen Neurone Zfh-2, einen
Marker spat geborener Zellen. Es werden keine U-Neurone produziert, die ein

Expressionsmuster frih geborener Neurone aufweisen.

In hb’-Mutanten werden RP2, aCC und pCC nur teilweise spezifiziert. Einerseits

bleibt zwar die Eve-Expression erhalten, die in den Zellstammbaumen des NB1-1
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und des NB4-2 ausschlieBlich in den frih geborenen Zellen zu finden ist,
andererseits exprimieren RP2, aCC und pCC Zfh-2. Im NB7-1 ist das mutierte Hb
nicht mehr in der Lage, Faktoren zu unterdricken, die fur ein ,spates” Schicksal
verantwortlich sind. Als Folge der Expression dieser Faktoren generiert der NB eine
Hb-positive GMZ, die Eigenschaften der GMZ7-1c besitzt. Interessanterweise kann
in hb’-Mutanten nie mehr als ein Hb-positives U-Neuron pro Hemineuromer
gefunden werden. Daher ware moglich, dass im Gegensatz zum WT, Hb nach der
ersten Teilung im NB abgeschaltet wird. Eine andere Erklarung ware ein Absterben
des zweiten Hb-positiven U-Neurons bzw. die geringe Stabilitdt des mutierten Hb-
Proteins. Hiilskamp et al. (1994) konnten bereits zeigen, dass Hb’ und Hb"" im

Vergleich zu wildtypischem Hb eine geringere Stabilitat aufweisen.

In hb'"-Mutanten findet sich ebenfalls Hb-Expression in den Eve-positiven Zellen. Im
Vergleich zu den hb’-Mutanten ist allerdings bei hb'’-Mutanten die Anzahl der Hb-
positiven Zellen reduziert. Moglicherweise ist das Hb''-Protein deutlich instabiler als
Hb’, oder aber es werden Faktoren exprimiert, die zu einer verfrilhten Abschaltung
von Hb fiihren. Hb'" ist nur zehn Aminosauren kiirzer als Hb’, zeigt aber einen
deutlich gravierenderen Phanotyp. Demnach sind die zehn fehlenden Aminosauren
entweder wichtig fur die Struktur des Proteins oder die Interaktion mit anderen
Faktoren. Die Phanotypen von hb'’- und hb’*-Mutanten sind einander sehr ahnlich.
Daraus ergibt sich die Moglichkeit, dass die N-terminal der D-Box liegenden Bereiche
fur die temporale Spezifizierung und Kompetenz des NB keine oder keine

eigenstandige Rolle spielen.

Auf welche Weise konnte die D-Box in die Repression von ,spatem® Schicksal
involviert sein? Die D-Box besitzt keine bekannten DNA-Bindungsdomanen, d.h. eine
direkte Transkriptionskontrolle Uber eine Bindung an die DNA ist unwahrscheinlich.
Kehle et al. (1998) identifizierten die D-Box als eine Domane, die mit dem dMi2-
Protein interagiert. dMi2 ist eine ATPase und Teil des ATP-abhangigen Nukleosom-
Restrukturierungs- und Histon-Deacetylierungs-Komplexes (NuRD, Brehm et al.,
2000; Kehle et al., 1998; Xue et al., 1998). Dieser Komplex reguliert die
Zuganglichkeit von DNA fur Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen. Eine
Deacytelierung von Histonen korreliert mit dem Auftreten von Heterochromatin und
Repression der Genaktivitat (Ahringer, 2000; Kadosh und Struhl, 1998; Paranjape et
al., 1994). Bislang ist der NuRD-Komplex daher immer mit einer transkriptionellen
Repression in Verbindung gebracht worden. Es wird vermutet, dass Zelltyp-
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spezifische transkriptionelle Repressoren die sequenzspezifische Bindung des
NuRD-Komplexes vermitteln (Fairen et al., 1986; Fujita et al., 2004; Fujita et al.,
2003; Xue et al.,, 1998). Beispielsweise konnte fur l|karos, das aus der Maus
stammende strukturelle Homolog von Hb, gezeigt werden, dass es in Regionen mit
Heterochromatin konzentriert vorkommt (Brown et al., 1999; Brown et al., 1997). Dort
kolokalisiert es mit Mi2 (Kim et al., 1999; Koipally et al., 1999). Die Bindung von
Ikaros an das Heterochromatin ist unabhangig vom NuRD-Komplex (Cobb et al.,
2000). Zudem wird in lkaros-defizienten Mausen NuRD nicht an Regionen von
Heterochromatin lokalisiert (Kim et al., 1999). Es kann daher angenommen werden,

dass lkaros die sequenzspezifische Lokalisation des NURD-Komplexes vermittelt.

Ahnlich kénnten auch Hb und dMi2 interagieren. Bislang konnte ein
Zusammenwirken von Hb mit dMi2 nur flr die frGhe Funktion im Rahmen der
Musterbildung gezeigt werden. Hb bindet an regulatorische Sequenzen der HOX-
Gene und reprimiert ihre Transkription (Muller und Bienz, 1992; Qian et al., 1991;
Zhang und Bienz, 1992). In der fruhen Entwicklung wird hb nur transient exprimiert,
die HOX-Gene mussen aber dauerhaft reprimiert werden. Diese Aufgabe wird von
den Genen der Polycomb-Gruppe (PcG) Ubernommen, die eine Repression der
HOX-Gene in der weiteren Entwicklung gewahrleisten (Lewis, 1978; Soto et al.,
1995; Struhl und White, 1985). Die Sequenz-Spezifitat wird vermutlich durch Hb
festgelegt und dMi2 dient dabei als die molekulare Verbindung zwischen Hb und den
PcG-Genen (Kehle et al., 1998).

Sollten die Phanotypen in hb” und hb'’-Mutanten tatsachlich auf eine Interaktion mit
dem NuRD-Komplex zurlckzufuhren sein, dann bedeutet dies, dass die represso-
rische Aktivitat von Hb erst durch diese Interaktion zustande kommt. Eine Interaktion
von Hb mit dMi2 im NS ist prinzipiell méglich, denn dMi2 wird im embryonalen NS
exprimiert (Khattak et al., 2002).

Weiterhin impliziert eine Interaktion mit dem NuRD-Komplex, dass eine
transkriptionelle Repression aufrechterhalten bleibt, nachdem Hb nicht mehr
exprimiert wird, wie es auch fir die Regulation der HOX-Gene zutrifft. Die Analysen
in pros-mutanten Embryonen sprechen aber gegen einen solchen Mechanismus. In
pros-Mutanten geht die Hb-Expression in GMZ und deren Nachkommen verloren.
Gleichzeitig kann eine Derepression von Markern fur ,spates® Schicksal beobachtet

werden. Falls diese Derepression durch das Fehlen von Hb verursacht wird, besteht
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in spatembryonalen Stadien noch keine NuRD-vermittelte epigenetische Funktion
von Hb. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass eine solche Funktion in

den darauffolgenden Entwicklungsstadien etabliert wird.

Um dies zu Uberprufen kdnnte man zunachst testen, ob in spateren Stadien die Hb-
Expression erforderlich ist, um die Spezifizierung der Zellen aufrecht zu erhalten. Da
hb-Mutationen aber embryonal letal sind, muss eine Technik verwendet werden, mit
der einzelne mutante Zellen in einem ansonsten heterozygoten Hintergrund generiert
werden konnen. Dies kann durch Anwendung des MARCM-System (mosaic analysis
with a repressible cell marker) erreicht werden, das auf einer FLP/FRT-bedingten
mitotischen Rekombination beruht (Lee und Luo, 2001). Sollte sich herausstellen,
dass Hb in spateren Stadien nicht mehr notwendig ist, konnte man die Spezifizierung
von (ehemals) Hb-positiven Zellen im larvalen und pupalen Stadium von dMi2-
Mutanten Uberprift werden. Dazu sollte wiederum das MARCM-System angewendet
werden, da dMi2-Mutanten im L1- bzw. im L2-Larvenstadium sterben (Kehle et al.,
1998).

Eine NuRD-vermittelte epigenetische Funktion von Hb im NB wirde bedeuten, dass
die Hb-Expression relevant fur die korrekte Spezifizierung der Hb-negativen Zellen
ist. Die spat geborenen Zellen in hb-Mutanten weisen flr die meisten Marker eine
normale Expression auf (Isshiki et al., 2001; Novotny et al., 2002, Novotny, 2003).
Dies lasst vermuten, dass die Spezifizierung der Zellen mit ,spatem* Schicksal nicht
beeintrichtigt ist. Allerdings zeigen hb’-mutante L1-Larven in 40% der analysierten
Hemisegmente einen Verlust der Corazonin-Expression im EW3-Neuron (Novotny,
2003). Dies weist zunachst auf eine epigenetische Funktion von Hb im NB hin. Das
hb°-Allel ist bislang noch nicht charakterisiert. Daher kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der beobachtete Phanotyp auf eine verlangerte Hb-Expression im NB
zurtuckzufihren ist. Diese konnte bspw. die Folge einer ungewodhnlich hohen

Stabilitat des Hb®-Proteins sein.

4.3.2 Die terminale Zinkfinger-Domane ist vermutlich an der

Aufrechterhaltung der Kompetenz des Neuroblasten beteiligt

Nach Uberexpression von UAS-hb*Zn2 konnen zwar ektopische U-Neurone

detektiert weden, jedoch entsteht nur ein zusatzliches U1-Neuron. Die meisten der
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ektopischen U-Neurone weisen ein Gen-Expressionsmuster auf, welches fiur U2
Neurone typisch ist. Damit ist entweder die Kompetenz des NB eingeschrankt oder
das mutierte Hb-Protein kann in den Neuronen die Zfh-2-Expression nicht vollstandig
unterdriicken. In hb’-Mutanten, bei denen die terminale Zinkfinger-Domane fehlt,
scheinen die frih geborenen Neurone aber korrekt spezifiziert zu sein. Daher liegt

wohl eher eine Beeintrachtigung der Kompetenz des NB vor.

Welche Funktion konnte die terminale Zinkfinger-Domane ubernehmen? McCarty et
al. (2003) konnten zeigen, dass die terminalen Zinkfinger von Hb in vitro miteinander
dimerisieren kdnnen. In dieser Studie sollten vor allem die Bindeeigenschaften der
terminalen Zinkfinger von lkaros, dem strukturellen Homolog von Hb, naher
untersucht werden. Von den terminalen Zinkfingern von lkaros war bereits bekannt,
dass sie mit sich oder anderen Mitglieder der lkaros-Familie dimerisieren kdnnen
(Hahm et al., 1998; Honma et al., 1999; Perdomo et al., 2000; Sun et al., 1996).

Ikaros wird vor allem im hamatopoetischen System exprimiert, wo es schon in den
fruhesten Vorlauferzellen zu finden ist. Es ist notwendig fur die Entwicklung der B-,
NK- und T-Zellen (Georgopoulos et al., 1994; Winandy et al., 1995). In aktivierten T-
Zellen ist Ikaros an repetitiven y-Satellliten-Sequenzen in der Nahe der Centromere
zu finden (Brown et al., 1997). Direkte Zielgene von lkaros, die inaktiviert werden
sollen, wandern ebenso in die pericentromere Region und werden deacetyliert (Su et
al., 2004). Eine Antikorperfarbung gegen lkaros in aktivierten T-Zellen ergibt eine
charakteristische punktierte Farbung im Zellkern. Die Dimerisierung von Ikaros ist
eine Voraussetzung flr diese typische Akkumulation von lkaros an den
pericentromeren Foci (Cobb et al., 2000). Ein Modell, welches das Auftreten dieser
Foci mit dem Rekrutieren von zu inaktivierenden Zielgenen in der Region vereinbart,
erfordert die Bildung von Ikaros-Dimeren oder —Multimeren. Diese konnten eine
Bricke zwischen den Promotoren der zu inaktivierenden Gene und dem
pericentromeren Heterochromatin schlagen (Cobb et al., 2000; Su et al., 2005). An
dieser Inaktivierung ist moglicherweise der NuRD-Komplex beteiligt, der mit Ikaros in
aktivierten T-Zellen am pericentromeren Heterochromatin kolokalisiert (Kim et al.,
1999). Trifft dieses Modell zu, ware die terminale Zinkfinger-Domane an der NuRD-

vermittelten Stilllegung von |karos-Zielgenen beteiligt.

Auch bei Hb gibt es Hinweise auf ein Zusammenwirken der D-Box und der

terminalen Zinkfinger. Im Zuge der Segmentierung reguliert Hb die
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Expressionsdomanen von Kr und Knirps (Kni) (Hilskamp et al., 1990). In hb'-
Mutanten sowie in hb-mutanten Embryonen, die ein D-Box-deletiertes
Rettungskonstrukt exprimieren, wird Kr nicht vollstandig reprimiert. Die Kni-
Expression bleibt dabei allerdings unbeeinflusst. In Mutanten, denen sowohl die D-
Box als auch die terminalen Zinkfinger fehlen, wird Kni ebenfalls nicht mehr vaéllig
reprimiert. Ein weiterer Hinweis fur das Zusammenwirken der terminalen Zinkfinger
und der D-Box ist der Befund, dass transheterozygote hb'/dMi2*- und auch
hb'/dMi2°-Mutanten nicht Uberlebensfahig sind (Daten nicht gezeigt). Dieses
Ergebnis kann folgendermalen interpretiert werden: Im transheterozygoten Zustand
liegen von beiden Proteinen nur 50% der wildtypischen Menge vor. Da Hb' eine
intakte D-Box besitzt, kann es mit wildtypischen dMi2 interagieren. Damit ware die
Menge an dMi2, welches mit wildtypischen Hb assoziieren kann, deutlich reduziert.
Hb'/dMi2-Konjugate kénnen mdglicherweise ihre Funktion nicht oder nur

unvollstandig wahrnehmen, weil dafir die terminalen Zinkfinger vonnéten sind.

Sollten die terminalen Zinkfinger und die D-Box im NS zusammenwirken, so spielt
dieser Mechanismus nur bei der Regulation jener Gene eine Rolle, die fur die
Kompetenz des NB wichtig sind. Um festzustellen, ob eine Dimerisierung von Hb
notwendig ist, kdnnte man im NB7-1 ein UAS-Konstrukt Gberexprimieren, das nur fur
die terminalen Zinkfinger kodiert. Falls diese Domane mit den terminalen Zinkfinger
des endogenen Hb interagiert, konnte dessen Funktion beeintrachtigt werden. Dies
wurde sich evtl. auf die Spezifizierung von U1 und U2 auswirken, deren Identitat mit

spezifischen Markern Uberprift werden kann.

4.3.3 Eine Deletion der A-Box erhoht moglicherweise die Aktivitat von
Hunchback

Die A-Box ist nur sechs Aminosauren grof3 und beinhaltet die Aminosaure-Sequenz
IKQE. Dies ist eine Erkennungssequenz fur die Anheftung von SUMO (small
ubiquitin-related modifier, Sampson et al., 2001). Sumoylierung ist eine Protein-
modifikation, die mechanistisch der Ubiquitinierung sehr ahnlich, funktional aber
vollig verschieden ist (Melchior, 2000). Wahrend die Ubiquitinierung vor allem fur das
Degradieren von Proteinen zustandig ist, kann die Sumoylierung zahlreiche
verschiedene Auswirkungen haben (fiir eine Ubersicht: Johnson, 2004). In einigen

Fallen fihrt die Sumoylierung zur Stabilisierung des Proteins (Desterro et al., 1998;
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Seeler und Dejean, 2003), und wirkt dabei mitunter direkt antagonistisch zur
Ubiquitinierung (Desterro et al., 1998). Des Weiteren hat die Sumoylierung einen
Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von Proteinen (fiir eine Ubersicht: Wilson
und Rangasamy, 2001). Eine Sumoylierung kann auch auf die Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren einwirken. In wenigen Fallen kommt es dabei zu einer
Aktivierung (Gostissa et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Yamamoto et al., 2003);
meistens fuhrt die Sumoylierung aber zu einer herabgesetzten Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren (Girdwood et al., 2004; Muller et al., 2004; Verger et al.,
2003).

Es gibt Hinweise, dass es sich bei der Sequenz in der A-Box um eine echte
Sumoylierungsstelle handelt. Wenn Hb zusammen mit SUMO in Zellkultur exprimiert
wird, bildet es hochmolekulare Formen, bei denen es sich vermutlich um Hb-SUMO-
Konjugate handelt (personliche Mitteilung Albert Courey, Los Angeles). Gestitzt wird
diese Hypothese durch die Untersuchungen an lkaros, dem strukturellen Homolog
von Hb (Georgopoulos et al., 1992; McCarty et al., 2003). Ikaros wird ebenfalls
sumoyliert (Gomez-del Arco et al., 2005), dabei wird SUMO an die Lysin-Reste 58
und 240 gebunden. Diese Stellen schliel3en die N-terminale Zinkfinger-Domane ein,
die eine DNA-Bindung von lkaros vermitteln (Hahm et al., 1994; Molnar und
Georgopoulos, 1994). Werden diese beiden Lysin-Reste mutiert, zeigt das
veranderte Protein eine starkere Repression der Transkription als wildtypisches
Ikaros. Eine Sumoylierung von lkaros setzt dessen Fahigkeit herab, mit den
transkriptionellen Co-Repressoren Sin3A, Sin3B und Mi2B zu interagieren (Gomez-
del Arco et al., 2005).

Die Uberexpression von UAS-hbAA zeigte kaum Unterschiede zur Uberexpression
von wildtypischen Hb. Dies kann bedeuten, dass der A-Box keinerlei Funktion bei
den Aufgaben von Hb im NS zukommt. Allerdings zeigte der verwendete UAS-hbAA,
im Vergleich zu den anderen UAS-hb-Stammen, mit Abstand die schwachste Hb-
Expression. Dies konnte moglicherweise darauf hinweisen, dass ein A-Box-
deletiertes Hb eine hdhere repressorische Aktivitat aufweist, wodurch die geringere
Expressionsstarke kompensiert wird. In einem solchen Fall konnte eine
Sumoylierung von Hb, ahnlich wie bei lkaros, eine Interaktion mit Co-Faktoren

beeintrachtigen.
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Um diese Hypothese zu uberprifen, misste zunachst einmal festgestellt werden, ob
tatsachlich eine Sumoylierung von Hb stattfindet. Dies wird derzeit in dieser

Arbeitsgruppe von Sebastian Jansen in Rahmen seines Diplomprojektes untersucht.

In einem zweiten Schritt sollte die Aktivitat des wildtypischen Hb mit der von A-Box-
deletiertem Hb verglichen werden. Dazu muss ein Ansatz gewahlt werden, bei dem
sichergestellt ist, dass beide hb-Varianten die gleiche Expressionsstarke aufweisen.
Mit dem bisherigen Ansatz, der auf einer zufalligen Integration von P-Elementen im
Genom Dberuht, ist das nicht moglich, denn offensichtlich existieren trotz
Insulatorsequenzen ortsabhangige Effekte. Um solche positionalen Einflisse zu
nivellieren, ware eine Insertion von P-Elementen immer am gleichen Ort im Genom
vorteilhaft. Seit kurzem existiert eine Methode, mit der dies gewahrleistet wird und
die hier angewendet werden konnte (Oberstein et al., 2005). Diese Technik basiert
auf dem Cre-LoxP-Rekombinationssystem. Cre ist ein Enzym, das LoxP-Stellen
schneidet und religiert und somit eine Rekombination zwischen identischen LoxP-
Stellen vermitteln kann (Hoess et al., 1986). Minimale LoxP-Stellen beeinhalten eine
asymmetrische Kernsequenz, die eine gerichtete Insertion garantieren, sowie zwei
flankierende inverse Wiederholungssequenzen, an die Cre bindet. LoxP-Stellen, so
genannte ,landing sites®, werden durch P-Element-vermittelte Insertion ins Genom
der Fliegen eingebracht. An den ,landing sites® kann anschliellend LoxP-flankierte

DNA integriert werden.
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5 Zusammenfassung

In Drosophila melanogaster wird das Nervensystem von neuralen Vorlauferzellen, den
Neuroblasten (NB) gebildet. Diese teilen sich im Stammzellmodus und bringen bei jeder
Teilung eine Ganglienmutterzelle (GMZ) hervor. GMZ teilen sich einmal und generieren zwei
Zellen, die ein neuronales und/oder gliales Schicksal annehmen. Die Reihenfolge in der ein
NB GMZ generiert, ist vermutlich ein zellautonomer Prozess, der an die transiente und
sequenzielle Expression der Transkriptionsfaktoren Hunchback (Hb), Krippel (Kr), Pdm,
Castor (Cas) und Grainy head (Grh) gekoppelt ist. Hb ist der erste Faktor dieser
Genkaskade. Damit der NB zur nachsten zeitlichen Identitat Gbergehen kann, die in der
Regel von Kr bestimmt wird, muss die Hb-Expression im NB beendet werden. Das
Abschalten wird transkriptionell reguliert und ist von einer vorhergehenden Mitose abhangig.
Im Gegensatz zum NB wird in der GMZ, die bei dieser Teilung entsteht, die Hb-Expression
beibehalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Mitose-abhangige Mechanismus aufgeklart, durch den
eine selektive Abschaltung von hb im NB erfolgt, nicht aber in der GMZ. Der
Transkriptionsfaktor Seven-up (Svp) beendet die hb-Expression im NB. svp wird vor der
entscheidenden Zellteilung im NB transkribiert, aber kaum translatiert. Nach erfolgter
Zellteilung wird Svp verstarkt translatiert und sowohl im NB als auch in der neu entstandenen
GMZ exprimiert. Im NB fuhrt die Svp-Funktion zur Abschaltung von Hb. In der ebenfalls Svp-
positiven GMZ verhindert jedoch Prospero (Pros), das wahrend der Teilung in diese Zelle
segregiert ist, die Aktivitat von Svp.

Um zu Uberprifen, ob Svp und Pros die Transkription von Hb entweder direkt oder indirekt
regulieren, wurde eine Enhancerfragment-Analyse durchgeflihrt. Durch diese Unter-
suchungen sollten relevante regulatorische Bereiche des hb-Gens identifiziert werden.
Zusatzlich zu den bereits bekannten Regionen im 5°-Bereich von hb, konnten 3" des
transkribierten Bereiches weitere nervensystemspezifische Enhancerelemente gefunden
werden.

Neben der Spezifizierung von friih geborenen Nachkommen von NB hat Hb im
Nervensystem die Funktion, den multipotenten Zustand junger NB aufrecht zu erhalten. Um
den Beitrag einzelner Domanen des Hb-Proteins an diesen Aufgaben zu bestimmen, wurden
verschiedene hb-Varianten, in denen spezifische Domanen deletiert bzw. mutiert waren, im
NB7-1 Uberexprimiert und auf die Induktion von ,frihem“ Schicksal getestet. In einem
zweiten Ansatz wurden mutante hb-Allele analysiert. Es stellte sich heraus, dass der D-Box
eine entscheidende Rolle bei der Spezifizierung von ,frihem® Schicksal zukommt. Die
terminalen Zinkfinger sind vermutlich in die Aufrechterhaltung der Kompetenz von NB

involviert. Eine Deletion der A-Box erhdht méglicherweise die Aktivitat des Hb-Proteins.
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7 Anhang

7.1 Evolutiv konservierte Sequenzen im DS1-Fragment

1
GAATTCGAATCGAACGAAATCAAATCAAATAAATCCAATTATTCAATATAATTTCACA

59
AGTTTTTCGCTTTTTTTTTTTGTTGTTAACCTTTTGGCAATAATGACAATATTTTCGATGC
120
AACTGAAACTGACGAAAGAAGAAGTACAAATTTAGAGATTTTTAAAGAGTAGCTAAGA
178
TGCGCGAAATCTGAGCAACGGATCAAAATTAGTATTTACCCCATAAAATCTAAGTCGA
236

GGTCATGAAACGAATTTCGAGACTTAAGATGTGAGCCCAGTGTAATCCTTGATAAATC
é%?ATTTTAAGTAAATTAAACTAGTCTAAGATATTTGCCCACGAAATGTTTTTATG CAAT
ii\%ATAATAAAGATGAAGATATTATTATTATTATACCTGACTATGACTTTAGCTTTCAT
fIl',1’-\2TTATATATG GTGTTTTATTTAGTGCGTTGTACTATGAACACTCATACATATCCTGGAG
i?l'%l'CCTTTAACTTTCTTCAACAGAACCCCAGCATATTATAATATATCCCTTATCCAACCA
532 Primer DS1-1
TATGGCCAAGTACTGACCAATGGAACTGTCAACACGCGATCTTTAAACATGATTTATCG
gijAGCGATCACCCTCACCAAAAA,?)\GCAACTGAATATATTGGGAAAATTGTAAGTATGT
%%CATCTTCTTTTCAATTGAAGS:A{OCTGCTCCATCATGTGCTAAATACCCAAGTTATTA
ZS(,)A?TGAAAAG GAATAATATACAATACAGAATTTGTGTGCGGGCG CAACCCA;ACAAATTG
ZSAGCAAGCTCCTG CTTTCTTCCTTCATATTTCAATGCATCGAATTTTGATGSSA/OT?I'ATTGAC
221'6TTTGCGTGAAAACGCACAATTCG CATTGCATATGAGAGGGGCATTATATAATAATG
i%AAACTCATGAGCACGCGCTGAAG GAGCCGGAGGAGGAGTGGCAGGAAGATGACGC
igCMGGGGACTCCTTCTG CAATCCGGGATCACTTGGGATCGATCCTTGGAATTTTTTT

0
:]I'(()SO((B)GGTTGGg?SéGCATGCGTCCAACGCACTTCAGCCAAATGGCGCGTGGATAAGGGGA
L%E;?TCCTTCAATTTTCGGGTCTCGAGTGGAAAGTCAGTTCTATAAAAATAGTTTTOCTCC
2\1A1CZCTGCATCTGATTG GTGGTTGAAGGAATGCACTTCTCTAGATGTTAATTCC?EC?)GTAA
%il’gl’:l’CGTTTAAATGCCGTTTTTCCTCATTAAATCATTCCACCAATAATTGAQ'I;{%/TTTATGG

0

ACGAAATTAATTTCGTTGGGAGTCAAGGGTGAGTGCGGGGCCAAGATGATGGTTTAAG
1294
GCGTCTGATCTTATCGCAAATTAGATTTTGCATATCCCCTTAGATTAAAGCCTCAAGCC
1353 85%
AGAAGGATCTGCACATCCTTGTTCATTTAAGCGAAGTTAGGTTGGCAATTTGCCCTTTG
1412 91%
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TACCGGATAAACTCTTGGCTTGTGGCCGCCGCAAGCG;L\AAGATGTTTATCGATAACGA
,j-\‘g(gAGTCCCTGCCGCATTGTCCTCATTTGAGCTAAC%)A{OTCCCTAGTTTCTGGTTTTGTTC
23§I'3C?GGTTCTTATCTCAGCTTGTGGCTTTGTAGCATCTCCCTTCTTCCTGCTGCCCGTCATT
1591 Primer DS1-1 reverse
GTTTGCGAATAGACAAAAAAACAAAAATGCAGAAGAGTAGGTGGAGAGTCCTGGCCA
g)('alflfaTGTGTCCTGCGAGTTCTTCAAATAGTTCAATTGCCCGGCCTGCTGACCATTTGAAA
257((5)17'GTAATTTTGGTCGTGTTAGGGTACCGGGTCCCTTCTCCTATGTCCTGAATGCAGCT
237CE§3'(FSCTTGCCATCCTCCTTTCCCAGCTATTGACTCACCTTTTGACTCCCCCAACACTGATT
g%iz'?CAGCAGGACACGCGTATGGCACACTTTCACAATACATAATTTGGGCTTTTACCACT
QBSC%CCAACTCAATCGGCAATTATCAAAGCTAGCTAAGTCTGGAGAATTATGTGCACTTG
g%%:ATAAGAACAAAACTTCCTAAGCTAGTTAGTTAGTTATTATATTAAACGTTTTATAA
i\('JI%)’ATACGATTTGTTATCTTAAATATATTTTATTAAACGATAGAATTACTTAAGTTTTGT
i(()?'l?ATTACAGCATACTCGTACATATGATGGAACTTGGATTATTTCTTTAATACTCAGCT
/%JAZA?AAGGGCTGTGATCTAGAGTATTTCATAAATTTTCCCTCAGTGTATATACAAATAAT
,?-\1(38'ITCGCTTGGTCACATGTATGTACATATATCCCACAGGGCTAAGCAACGCCATAAATA
éz(ggTATTTATGTTTAACCACCACCTTCGACTTCGCCATTTTGGGATGGGGGATGTGATT
2298 Primer DS1-2
CGGATTTGGTGTGGGTTACGGATTGAGTTTTTGGTGCCAACGGTGCACGATATGGTGGC
g)?f'l'?TTTTAGCAGCTCTGCCACCAAAAATAACACAAAACCAAAATAGCAAATATTGAAA
iTGSGGGAAAGGGGTTAACAAGGGTTTCCACTCACCCAAAAATATATAGTAATATACTC
é4G7(33GGGTAACAGGGCGACATGTTGTGGGTGTTTGGTTGATTAGACGGCGTCCGGGGTG
é%)’(;AATGGCCACOATGCAGGATCCGATGCGATCCCATGATTAGCAATCCACCCCGCAAA
éS'I'sgAGCATCC?EI"?GATGAGCTGTTGATTGC,‘;\TCAGTAAAAGCCGGCGCCCACATCCAGG
é?‘?CGAAACTCGCCGGCTACTTTTTTCCAgC7A/Z\CTTTACGCATTTTAATTATGAAAATCG
537(30,07@GACTGGGCAGGAATGAGATGGGATCGGATCAGTCGGGTACCCGGATCAAGGGA
é?:GGGCCAGCATCTGTGTGTGGGTTAATTATCAGCGGCGATCCTTTCGATGTCTCAAG

2823 87%
CGTGACGTCATGTGCGAGCCACCTTAAGGATTTGTTGAACACCCGATAATTTATTTCAG
2882
TAAACAGCAATTCTCTGGAATTATGCCTAGAATGCCAGGGAGGGAAAGGGAGACCATC
2940 95%
CTTTCACCTCGTCCAACAGCTGACCGGCCCGCGTTCGTCCTGCGAGATTGAGGTGGGTG
2999 Primer DS1-2 reverse

TAGCGAATCCTTAAGTGGTCAACGCTGCTAACGAGCACCAAGGATGTGCTGACCATCT
3057
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GAGTTTTGGCAGTCGACCAATTTATGTGTTTGTCTGACGGTGAATTACGACAGATCTAC
?’gA?GACGCGTGGCGAGTATCTTAAAGATACTATTATTCAATTTAAAATTAATAAATTTA
'?'ZfACAAGTGATACAATAAGAAAATTAGTTAAGTTAAGTTAGTTATTATATGTGCTGCT
?’éi?ATACAAAATATTCAGATTCTATTGCATCTGAGACCTACTGAGTACGGAAAGTACGT
?'ZAA??’AAAATGATGATTTTCGTTTTATTCACATTTAAAACACCCTGCAACCCCAACTTAAA
'?’iizCCATTCAACTGCCATTATGTATGCCCACCATGATAGTTAATCATCCTAGTCGACAA
g‘ngTCCACTCAGCCACAAAATTCCAACTGCAATTCAAAGGCAAAAACCAAAACTAAT
'?%ESC?TTGATGAATATGCAAAACTGTAGAAAATTAAAGCACATCTATAAGATAATAATGA
?’%2T7TGATGGTAGTG GTGGTGGTGGGGTTTATCCTATACACTGAATAGATACCATGAAAG
25GS£TCCATGAAGGACCCCACCGTTCCATAGGGAAATAAACAAAGCGGATAACTAAGG
mCTCGCGACAGCAAACAGCGAAAGTAACAAAACAATTTTTACAGTTCGGCAAACA
3701 Primer DS1-3
AAATGCGTCCATCGTGTCCACTCCGCATGTAAATGGATGGGTAACAAAAACAAAAACA

3759 98%
AAAAAAAACACGAGGAGATATATATGGGAGAAAAACTCCGACTGGGATGGAAAAAAA
3816
CATCTGCCCCTGATGGCACTTTAGTTAACGAAAAACAACAAAAGGTTAAAAATATATG
3874
CAAGCGGACTCCGGCTACCCAATGCTCTATACCAAATACGAAATACCATCCAGAGTTT
3932 94%

CATTTCCACTCCCATTCCACTTCATCGATAATGTCCAGCATCCGTTATGAGGAGACCGA
3991
AAAAAGAAGGAAGTTGACAACAGCGTGTGCCTCACTGGCTATGAATGTGTGTGAGTGT

4049
GTGTGTGAGTGTGGGGGTTGCACAGATACTCTACGCGTGTCCTAGGAGTCCTGCACCCT
4108 88%
GCCGCCACATACCATATTTGCACTATAGAAAGTCCAGCCGCTGGACTCGTTTGGTCAGT
4167 Ende DS11
TTGCTACAAACAATGCCACTTTTGGTGCGGGCCAGTCGATTGAATTCCCGATTTTGGCAT
Ny Primer DS1-3 reverse

CCTTTACTTTCTGTTTGCTCTCGAAACACATCCACC

Ubersicht der konservierten Regionen des DS1-Fragments. Alle Sequenzabschnitte, die mehr als
80% Homologie zu den entsprechenden Bereichen in Drosophila pseudoobscura aufweisen, sind
rot markiert. Die Primer fir die DS1-1-, DS1-2- und DS1-3-Konstrukte sind in blauer Farbe
hervorgehoben.
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ANHANG

7.2 Karten der verwendeten Vektoren

‘H o

pBluescript Il KS+ MCS
3.0kb

impicillin

pUC ori

pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

ot
Blsgt ] 'Mb Slml Ifnx: ISn: ] g‘:gl Xbal
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGLGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA. . .
MT13 -20 primer binding ste T7 primer binding s#e 5K primar binding ste...
- Hine I ?‘:‘D -
Spal BamH 1  Seeal Pst | Feok] F]mRV F‘iﬁdll. (iﬂ ! lgﬁll J](qol (m| ! INonl
| |
. ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCT TATCGATACCG TCGACCTCGAGGGGGGGCCCGRTACC. . .
5K primer binding s2e K5 primear binding site
T3 Promoter Btgg-{ (] 'Hnl a-fragment
«+ CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGT AATCATGG TCATAGCTGTTTCC
© T3 primer binding site Ml erse primar binding site

Abb. 7.1: Karte des pBluescript Il KS-Vektors
Quelle: http://www.stratagene.com/products/displayProduct.aspx?pid=267

1 +) ori

ampicillin

Kpn |
pBluescript Il SK (+) JrMCs
3.0kb soc!

pUC on

pBluescript 11 SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apa | Hinc i
Acel
BasH Il 17 Promoter " fon! Bl e ?u’fu
r +
‘I'TG‘I'AMACGACGGCCJ\G'I:GAGCGCGCGTMTACG\CTC&CTJ\TAEEGQGMT TGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
M13 -20 primer binding s#e T7 primer binding site - K5 primer binding sile...
Bsp10& 1 rJ?-. I
rl_lai rlhndlll EecoRV  FeoRI  Petl ?rrui iI!qn-HI ?pe- )ichaa [ Iagl Bs¥ | Sacll Sac!

++ GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGEATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGETGGAGCTC. ..

K5 primer binding ste 5K primer binding ste

< T3 Promoter ]E:sH 1l o-gal a-fragment
++ JCAGCTTTTGTTCCCT T TAGTGAGGGT TAATTGCGCGCTTGGC GTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T T3 primer binding sie "M13 Revame primer binding site

Abb. 7.2: Karte des pBluescript Il SK-Vektors
Quelle: http://www.stratagene.com/products/displayProduct.aspx?pid=267
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M13 Reverse Primer

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG

BstX |

CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG

Bstx |

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG

T7 Promoter

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT

lacZa ATG

Nsi | Hind Il

EcoR |

Not 1

Xhol

ATT ACG CCA
TAA TGC GGT
Kpnl

TTG GTA CCG
AAC CAT GGC

Sp6 Promoter

AGC TAT TTA
TCG ATA AAT
Sac| BamH |

AGC TCG GAT
TCG AGC CTA

Nsil Xbal

¥

GGT GAC ACT ATA GAA
CCA CTG TGA TAT CTT

Spe |

CCA CTA GTA ACG GCC
GGT GAT CAT TGC CGG

EcoR 1

Apal

EcoRV

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR Product BILG GGC GAA TTC TGC AGA TAT
GRE)

TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA

GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

M13 (-20) Forward Primer

GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
GCA GCA CTG ACC CTT TTG

CTG GCC GTC
GAC CGG CAG

CAA AAT GTIT

Abb. 7.3: Karte des pCR Il Topo-Vektors
Quelle:http://www.invitrogen.com/search.cfm?searchTerm=pcrll%20topo&num=10&category=V

ectors

Hind Il
Pstl
Sall
XHOI
Sall
Xbal
BGLI
XHOI
Sstl
Hind Il
SPHI
Pstl
Xbal
BAMHI
SPEI
SFII
NOTI
SSTI
Smal
ECORI

11

12

Abb. 7.4: Karte des C4PLZ-Vektors
Nach Wharton und Crews (1993)
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Abb. 7.5: Karte des p(A2-3)-Helferplasmids
Nach Laski et al. (1986)

7.3 Aminosauresequenz des Hb-Proteins

1 MONWETTATT NYEQHNAW YN SMEFAANIEQE PGHHLDGNSYV ASSPRQSPIP

B
51 STNHLEQFLK QQQQQLQQQP MDTLCAMTPS PEQNDQNSLQ HYDANLQQQL

101 LQQQQYQQHF QAAQQQHHHH HHLMGGENPL TPPGLENPMQ HFY GGNLRPS
151 PQPTPTSAST IAPVAVATGS SEKLQALTPP MDVTPPKSPA K$SQSNIEPE

201 KEHDQMSNSS EDME YMAESE DDDTNIRMPI YNSHGEMENY KCETCGVVAI . )
ZN1 evolutiv konservierte AS

251 TRVDFWAHTR THMKPDKILQ CPKCPFVTEF KHHLEYHIRK HKNQKPFQCD | des Hb-Proteins in den
Dipterenarten Lucilla
sericata, D. melanogaster,
351|PGMVLDEDGT PNPSLVIDV Y GTRRGPKSKN|GGPIASGGSG SGSRKSNVAA Musca domestica und
Megaselia abdita

D Zinkfinger-Domanen

301|KCSYTCUN'KS MLNSHRESHS SVYQYRCADC DYATKYCHSF KI,HI.RKYGHKl

401 VAPQQQQSQP AQPVATSQLS AALQGFPLVQ GNSAPPAASP VLPLPASPAK
D

451 SVASVEQTPS LPSPANLLPP LASLLQONRN MAFFPYWNLN LOMLAAQQQA|

D
501/AVLAQLSPRM REQLOQONC QSDNQEEEQD DEYERKSVDS AMDLSQGTPV D evolutiv konservierte Boxen
551 KEDEQQQQPQ QPLAMNLEVE EEATPLMSSS NAYRREGRVL KLIJTLLQLRS AS-Austausch eines Cysteins

gegen ein Alanin

651 QANTSASSTA SSSGNSSNAS SNSNGNSSSN SSSNGTTSAYV AAPPSGTP deletierte Bereiche in UAS-hbAA
1 QANTEASSTA A AV A A4 und UAS-hbAD

ZN2
701 AGMIYECKYC DIFFKDAVLY TIHMGYHSCD DVFKCNNIGE KCDGPVGLFV

601 EAMTSPEQLK VPSTPMPTAS SPIAGRKPMP EEHCSGTSSA DESMETAHVP

SUMO-Consensussequenz

751{HMARNAHS in der A-Box

Abb. 7.6: Aminosauresequenz des Hb-Proteins

Aminosaure-Sequenz von Hb mit Angabe der evolutiv konservierten Aminosauren (AS), der
Zinkfingerdomanen, der Boxen sowie der deletierten und mutierten Bereiche in den in dieser Arbeit
untersuchten hb-Varianten (s. Legende). Die Abbildung basiert auf den Analysen von McGregor et al.
(2001). Diese Arbeitsgruppe konnte zwei weitere konservierte Bereiche identifizieren (E- und F-Box),
die in den Arbeiten von Tautz et al. (1987) und Sommer et al. (1992) noch nicht beschrieben worden
sind.
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7.4 Abkirzungverzeichnis

Nicht aufgefuhrt sind die Einheiten nach dem Internationalen Einheitensystem (SlI)
sowie dezimale Vielfache von Einheiten.

a (bezgl. Antikérperfarbung)  anti

Antp Antennapedia

AP anterior-posterior

bp Basenpaare

B-Gal B-Galaktosidase

Cas Castor

DAB 3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxygenin

DNA Desoxyribonucleinsaure

DV dorsoventral

EB Elutionspuffer

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykoltetraessigsaure

Eg Eagle

En Engrailed

FITC Fluoresceinisothiocyanat

GMZ/GMC Ganglienmutterzelle

Grh Grainy head

Hb Hunchback

HRP Horse Radish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
kb Kilobasen

Kni Knirps

Kr Kruppel

LB Luria Broth

LSM konfokales Laserscanning-Mikroskop
M molar

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

n Anzahl

NB Neuroblast



NS
NuRD

PBS
PBT
PBTween
PcG
PCR
PEMS
Pdm-1
Pdm-2
Pfu
Pros
Repo
RNA
S1-5
SUMO
Svp
ssDNA
St

Taq
TAE
Tris
UAS
Ubx
U/min
UTP
UTR
VNS
WT
w/v
Zfh-2
ZNS

Nervensystem

Nukleosom-Restrukturierungs- und Histon-
Deacytilierungs-Komplex

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Phosphat-gepufferte Salzlésung plus Triton
Phosphat-gepufferte Salzldsung plus Tween
Polycomb-Gruppe
Polymerasekettenreaktion
PIPES-EGTA-Magnesiumsulfat-Sorbit
POU-Domanenprotein 1
POU-Domanenprotein 2

Pyrococcus furiosus

Prospero

Reverse polarity

Ribonucleinsaure

Segregationswellen 1-5

small ubiquitin modifier

Seven-up

single stranded DNA (einzelstrangige DNA)
Stadium

Thermus aquaticus

Tris-Acetat-EDTA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Upstream Activating Sequence
Ultrabithorax

Umdrehungen pro Minute
Uridintriphosphat

untranslatierte Region

ventrales Nervensystem

Wildtyp

Masse/Volumen
Zinkfinger-Homo6odomanenprotein 2
zentrales Nervensystem
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