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Einleitung

1. Einleitung

Die Natur ist konservativ und nutzt erfolgreiche ngepte, verbunden mit sich
entsprechenden Genen, in allen Organismen einBtibhedes Menschen. Daher ist es
maoglich, einen vergleichsweise einfachen Organismiesdie FruchtfliegeDrosophila
melanogaster als Modell zu nutzen, um Gene und molekulare Mecmaen zu
identifizieren, die in modifizierter Form in naheallen héheren Organismen von
funktionaler Bedeutung sind (Arendt und Nubler-Jut@P9).Drosophila wurde bereits
kurz nach Beginn des 20. Jahrhunderts (1908) vom Amerikaner T. H. Morgan als
Modellorganismus fir die genetische Forschung éifige Dieser Organismus verfiigt
Uber nur vier Chromosomenpaare und somit Uberedgtiv kleines Genom (ca. 20 000
Gene) dessen Entschlisselung im Jahr 2000 veriidfgnivurde (Adams et al., 2000).
Fur Untersuchungen irDrosophila-Embryo stehen eine Reihe molekulargenetischer,
mikromanipulativer und analytischer Techniken, sowine Vielzahl arDrosophila-
spezifischen Antikérpern und mMRNA-Sonden zur Veuflly Zudem ist es
vergleichsweise einfach, in vitro rekombinierte DNAn die Keimbahn der Fliege
einzuschleusen und transgene Organismen heramst&b lasst sich anhand einer
kunstlich erzeugten mutanten Situation (z. B. Ukgression oder eliminieren eines
bzw. mehrerer Gene) die Funktion und Wirkungswe@e Genen und ihren Produkten
studieren. Ein weiterer Vorteil ergibt sich durde dinfache Zucht der Tiere und ihren
kurzen Generationszyklus.

Die Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZN@glches aus ventralem
Nervensystem (VNSDrosophila) bzw. Rickenmark (Vertebraten) und Gehirn gebildet
wird, beinhaltet in Vertebraten und Invertebratene dUmwandlung einer
zweidimensionalen  Schicht neuroektodermaler Zellan eine komplexe
dreidimensionale Struktur, die sich aus einer \dblzverschiedener neuraler Zelltypen
zusammensetzt. Die Spezifizierung dieser neuratditygen ist in frihen Stadien der
Embryogenese ein mehrstufiger Prozess, welchecheittend von der Vermittlung
positioneller Informationen innerhalb des Neurodktons (NE) an multipotente
neurale Stammzellen abhéangt. Die diesen Vorgangemrumade liegenden
molekulargenetischen Mechanismen wurden ausfuhrlich embryonalen VNS
untersucht (zusammengefasst in Dessaud et al., 8Xa&th und Thor, 2003), sind im

Bezug auf die Gehirnentwicklung hingegen noch vsgiiehend unverstanden .
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1.1 Die embryonale Neurogenese des ventralen Ngyggeems von

Drosophila
In Drosophila wird das VNS aus segmental angeordneten, neur@tammzellen
generiert, den sogenannten Neuroblasten (NB), weks dem NE des Rumpfes
(ventrale neurogene Region; VNR) delaminieren (Abh). Die Identitat eines NB wird
durch eine Kombination an positionellen Informagarin dem korrespondierenden NE
festgelegt, welche wiederum von den Produkten fralMusterbildungsgene
bereitgestellt werden, die entlang der anteropiostar (AP) und dorsoventralen (DV)
Achse wirken (zusammengefasst in Skeath und TH3) Die gradientenfGrmigen
Aktivitdten des kernstandig lokalisierten Faktorerg&al, und der BMP/Dpp- und
.Epidermal growth factor receptor* (EGFR)- Signatyee legen die DV-Grenzen
innerhalb des NE fest (Abb. 1-2 A) und regulieremér die Expression einer Gruppe
evolutionar konservierter DV-Musterbildungsgene rigeet al., 2008; Mizutani et al.,
2006; Skeath, 1998; von Ohlen und Doe, 2000). DdrelExpression der sogenannten
,DV-Gene" wird das NE des VNS entlang der DV-Achisalrei longitudinale Spalten
unterteilt: ventral nervous system defective (vnd) wird in der ventralenintermediate
neuroblasts defective (ind) in der intermediaren unohuscle segment homeobox (msh;
Drop — FlyBase) in der dorsalen NE-Spalte exprimierbl{A1-2 B) (Buescher und
Chia, 1997; Chu et al., 1998; D’Alessio und Fras®96; Isshiki et al., 1997; Jimenez
et al., 1995; Mellerick und Nirenberg, 1995; Wei$sal., 1998). Diese Homboboxgene
interagieren in einer hierarchischen Kaskade traotséneller Repression, welche
notwendig zum Aufbau und der Aufrechterhaltungstdrarfen Grenzen zwischen ihren
jeweiligen Expressionsdoméanen ist. Demzufolge nejerit Vnd ind (und msh) im
ventralen NE und Ind reprimiemish im intermediaren NE (Cowden und Levine, 2003).
Zudem kontrollierervnd, ind und Egfr die Entstehung von NB, wohingegen sowohl
DV-Gene als auch die entlang der AP-Achse expriemeSegmentpolaritatsgene fir
zentrale Regulatoren der NB-Spezifizierung codigfén msh konnte bisher jedoch
keine Beteiligung an der Entstehung von NB nachgsen werden (z.B. Bhat und
Schedl|, 1997; Buescher et al., 2006; Chu et aB81€hu-LaGraff und Doe, 1993;
Desphande et al., 2001; Jiménez und Campos-Orté§8; McDonald und Doe, 1997;
McDonald et al., 1998; Shao et al., 2002; Skeatl.e1994; Skeath et al., 1995).
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\\ Anlagenkarte

Teilungsmodus Differenzierte
Delaminierte Neuroblasten eines NB Zelltypen

Abb. 1-1: Anlagenkarte eines Drosophila-Embryos und Entstehung individueller
Zellstammb&ume aus NB des VNS

(A) Anlagenkarte eineBrosophila-Embryos im frihen Gastrulastadium, anterior iskdi Aus
der ventralen neurogenen Region (VNR) geht im Ladés Entwicklung das ventrale
Nervensystem (VNS) hervor und aus dem procephakurdéktoderm (pNE) bildet sich das
Gehirn. B) Pro Hemisegment delaminieren etwa 30 Neurobla@ti@) in einem zeitlich und
raumlich stereotypen Muster aus der VNR ins Inriere Embryos. Die Benennung der NB
erfolgt anhand ihrer Lage innerhalb eines kartésiscKoordinatensystems, wobei die erste
Zahl die Position des NB in DV- und die zweite Zahine Position in AP-Achse beschreibt.
(C) Entstehung eines charakteristischen Zellstammbagxemplarisch an NB2-5 dargestellt.
Der NB teilt sich im Stammzellmodus und generieabel erneut einen NB sowie eine
Ganglienmutterzelle (GMZ), aus der nach einer sytrisehen Teilung zwei postmitotische
Zellen hervorgehen, welche sich im Folgenden zurdlen (orange) und/oder Gliazellen
(grun) differenzieren. ML = ventrale Mittellinie,Egpi = dorsale Epidermis, PZ = Polzellen.
(Abb. mit freundlicher Genehmigung von C. Berger)

Zunachst besitzen alle Zellen des NE das Potest@dl zu einem neuralen oder
epidermalen Vorlaufer zu entwickeln, jedoch delaeren nur etwa 25% der
neuroektodermalen Zellen als NB in den Embryo hin@giartenstein und Campos-
Ortega, 1984). Das Auswahlen von NB aus den netodekmalen Zellen wird durch
die Aktivitdt sogenannter proneuraler und neurogeBene erreicht. Die Gene des
achaete/scute-Komplexes besitzen proneurale Funktion und sindwendig, um

Gruppen von &quivalenten Zellen (sogenannte prafe@luster) die Kompetenz fur
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den neuralen Entwicklungsweg zu vermitteln (Abl2 ©). Die Position und Grol3e
dieser proneuralen Cluster wird durch die gemeimsarAktivititen von DV- und
Paarregel-Genen festgelegt (Skeath und Carroll2;18Reath et al., 1994; Skeath und
Thor, 2003). Durch einen von den neurogenen Geeemittelten Prozess, die laterale
Inhibition, wird erreicht, dass nur eine Zelle gadem proneuralen Cluster als NB
delaminiert (Abb. 1-2 C). Hierbei handelt es sich einen kompetitiven Vorgang: alle
Zellen innerhalb eines proneuralen Clusters exgriem den Transmembranrezeptor
Notch sowie dessen spezifischen Liganden Deltalygemallen, bis eine der Zellen,
durch einen bisher nicht geklarten Prozess, di¢aEetpression erhoht. Mittels Zell-
Zell-Interaktion fuhrt dies in den Nachbarzellen ener verstarkten Aktivierung des
Notch-Rezeptors, wodurch wiederum die Expressiamguiraler Gene reprimiert wird
und die entsprechenden Zellen entwickeln sich zddfmoblasten. Somit hindert eine
der Zellen innerhalb des proneuralen Clusters hitterstarkter Delta-Expression ihre
Nachbarn daran, ebenfalls als NB zu delaminiereisammengefasst in Skeath und
Carroll, 1994; Pi und Chien, 2007).

A B

d BMP (Dpp) d /\
' N (7
a Ol s,

vnd / ventral
B ind/ intermediar
[ msh / dorsal

v Dorsal/Egfr ‘:" v

-4

Laterale Inhibition Proneurales Cluster

Abb. 1-2: Erste Schritte der embryonalen Neurogenesdes VNS vorDrosophila

(A) Uberlagerung der gradientenférmigen Aktivitatgeafischer Musterbildungsgene (grun,
orange, grau) entlang der AP- und DV-Achse im frilkenbryo fuhrt zurB) Expression von
Segmentpolaritats- (schwarz, grau) und DV-Generaufior blau, magenta) in diskreten
Domaénen, welche das NE schachbrettartig untertditef-olgenden sorgt dies dafir, dass jede
neurale Aquivalenzgruppe (weile Punkte) eine indielle Kombination an Regulatorgenen
exprimiert. C) Die gleichférmige Expression proneuraler Geneerhalb einer neuralen
Aquivalenzgruppe (proneurales Cluster) vermittekésdn Zellen die Kompetenz fir den
neuralen Entwicklungsweg. Durch den Prozess derdbsn Inhibition wird letztendlich jedoch
nur eine der Zellen des proneuralen Clusters zum(idB, welcher die Nachbarzellen (grau)
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daran hindert, das gleiche Schicksal einzuschldfignDetails siehe Text). a = anterior, d =
dorsal, p = posterior, v = ventral. (Abb. modifiziaach Skeath und Thor, 2003)

Morphologisch besteht das VNS v@rosophila aus 14 Segmenten, die von anterior
nach posterior in drei gnathale (C1-C3), drei tkaka (T1-T3) und acht abdominale
(A1-A8) Segmente unterteilt werden, wobei die neuraAnteile der Segmente auch als
Neuromere bezeichnet werden. Pro Hemineuromer t@Hadines Neuromers)
delaminieren ca. 30 NB in funf aufeinanderfolgen&@sgregationswellen (S1-S5) aus
dem NE (Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; DO62;1Skeath et al., 1995;
Bossing et al.,, 1996), wobei jeder NB durch seirypisthe Position, den
Delaminationszeitpunkt und eine spezifische Komitama an exprimierten Genen
charakterisiert ist (Abb. 1-1 B und Abb. 1-3). Ineiteren Verlauf der Embryogenese
absolviert ein NB eine Reihe asymmetrischer Ted#mgStammzellmodus) und
generiert dabei jedes Mal wieder einen NB sowiee diteinere Ganglienmutterzelle
(GMZ) (Abb. 1-1 C). Aus jeder GMZ gehen durch eitigg symmetrische Teilung
zwei postmitotische Zellen hervor, die sich ansfl#ind zu Neuronen und/oder
Gliazellen differenzieren (Abb. 1-1 C) (Hartenstetral., 1987).

eS1 (18) S1 (e9) S2 (9) N DS ety
000 m s
© O m o
|e @ @ O eg

B wg + wg-lacZ

O en + en-lacZ

[l mir-lacZ

Il hkb-lacZ (5953)
Bl svp-lacZ (H162)
[ ming-lacZ (1530)
[ upg-lacZ (1912)

% = tracheale Plakode

Abb. 1-3: Segregationswellen und NB-Markerexpressioim VNS

Jeder der 30 NB, welche pro Hemisegment aus der @&lRminieren, ist individuell durch
seinen Delaminationszeitpunkt (innerhalb der Segregswellen S1-S5), seine Position
innerhalb des Hemisegments und der kombinatoriséhgaession spezifischer Markergene
charakterisiert (deren Farbcode auf der rechtete S@igegeben ist). Dargestellt ist jeweils ein
Hemisegment und eine gestrichelte schwarze Linienkeichnet die ventrale Mittellinie;
anterior ist oben. (Abb. nach Doe, 1992; BroadusDae, 1995)



Einleitung

Somit wird im NE durch Uberlagerung von AP- und [énaktivititen ein

kartesisches Koordinatensystem positioneller In&dromen errichtet, welches
spezifische Identitaten auf neuroektodermale Adeivagruppen (proneurale Cluster)
Ubertragt, aus denen jeweils ein NB hervorgeht gausengefasst in Skeath, 1999)
dessen Individualitdt sich letztendlich in der MEeltsing eines spezifischen

Zellstammbaums wiederspiegelt (Bossing et al., 1$e@6midt et al., 1997).

1.2 Die embryonale Neurogenese im Gehirn Doosophila

Im Vergleich zum VNS sind die genetischen Mechaeisrwelche die Musterbildung
in der Gehirnanlage vodrosophila kontrollieren weitaus weniger verstanden und auch
die exakte segmentale Organisation des Gehirngnash immer umstritten (z.B.
Schmidt-Ott et al., 1994; Hirth et al., 1995; Haasl., 2001b). Expressionsanalysen der
Segmentpolaritats-Gerangrailed (en) und wingless (wg) sprechen allerdings fur die
Existenz von vier pragnathalen Segmenten: demkislgmen, antennalen, okularen und
labralen Segment (Schmidt-Ott und Technau, 199Bm&it-Ott et al., 1994), welchen
jeweils auch ein entsprechendes Neuromer zugeondaeten konnte (Urbach und
Technau, 2003a). Somit kdnnen das procephale Naoaderm (pNE) (Abb. 1-1 A)
und die hieraus hervorgehende Population an Gé&won anterior nach posterior in
Protocerebrum (PC), Deutocerebrum (DC) und Triteloerm (TC) unterteilt werden,
welche sich jeweils aus dem okular/labralen, ardgksm und interkalaren Segment
ableiten lassen (Abb. 1-4 A, B) (Urbach und Techi2803a).

Zudem wurden fur das adulte Gehirn vdrosophila (und anderer Insekten)
hochkomplexe Neuropil-Strukturen beschrieben, diein& Entsprechung im
vergleichsweise einfacher organisierten VNS finddbabei handelt es sich
beispielsweise um die Antennalloben, Pilzkorperradien Zentralkomplex (Abb. 1-4
C), welche u.a. fur olfaktorisches Lernen, sowie fBedachtnisleistung und zur
Kontrolle des Bewegungsapparats benotigt werdenB(z.Hanesch et al., 1989;
Heisenberg, 1998; Strausfeld et al., 2009).
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Abb. 1-4: Organisation des embryonalen und adulteiGehirns von Drosophila

(A) Schematische Darstellung der FiletpraparatioesiEmbryos im Stadium (St.) 11, anterior
ist oben. Die pragnathalen Segmente (rechte HesisplC, AN, OC, LR) sind dunkelblau und
die zugehotrigen Neuromere (linke Hemisphéare: TC, BC) in grau unterlegt. Zudem sind die
gnathalen (blau), sowie die thorakalen und ein @eil abdominalen Segmente (hellblau) zu
sehen. B) Detaillierte Schemazeichnung der linken Gehirnisphéire des Embryos in A,
inklusive der Unterteilung des pNE in TritocerebrifC; grau-griin), Deutocerebrum (DC,
gelb) und Protocerebrum (PC, rot-braun), sowie eékmeleutung der aus dem jeweiligen
Neuromer hervorgehenden NEC)(Schematische Frontalansicht der adulten Gehukistren
welche aus TC (grau-grin), DC (gelb) und PC (rajvbrgehen; die dem PC zugehdrigen
Pilzkérper und der Zentralkomplex sind in hellrotterlegt, die aus dem DC entstehenden
Antennalloben in hellgelb (fiir Details siehe Stfaidy 1976). IC = interkalares Segment, AN =
antennales Segment, OC = okulares Segment, LR =alémb Segment, MD =
Mandibularsegment, MX = Maxillarsegment, LA = Labiegment, ML = ventrale Mittellinie,
T1 = erstes thorakales Segment, Al = erstes abdbesiisegment, CL = Clypeolabrum, FG =
Vorderdarmanlage (,foregut®), OL = optischer Lobi&DG = suboesophagiales Ganglion.
(Abb. modifiziert nach Urbach und Technau, 2004)

Auch Uber die genetischen Mechanismen der AP- uxWeRBgionalisierung im sich

entwickelnden Gehirn ist, im Vergleich zum VNS, htiziel bekannt. Es konnte indes
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gezeigt werden, dass sowohl die Expression derd@awe ¢nd, ind, msh) als auch die
der AP-Musterbildungsgene (wie z. B. die cephaleriickengene oder
Segmentpolaritdtsgene) segment-spezifische Uniedsshm pNE und den hieraus
hervorgehenden Gehirn-NB aufweisen (Urbach und d@eh2003a/b; Urbach et al.,
2006). Des Weiteren stellte sich heraus, dasisdie Expression vomsh undind im
Gehirn auf segment-spezifische Weise kontrollierd dieses wiederum weitestgehend
in anderer Weise erfolgt als fur das VNS bekannd, dass/nd sowohl fir die korrekte
Entwicklung des ventralen pNE, sowie fur die Bilgwumd Spezifizierung der Identitat
der hieraus entstehenden Gehirn-NB bendtigt wirds® Experimente lie3en vermuten,
dass die Funktion vownd/Nkx2 wahrend der Gehirnentwicklung starke Parallelen
zwischen Vertebraten urigrosophila aufweist (Urbach et al., 2006). Im Unterschied zu
NB des VNS, wird jedoch in mehr als der Hélfte aimtifizierten Gehirn-NB keines
der drei bekannten DV-Gene exprimiert, was aufBBéeiligung weiterer Faktoren an

der DV-Organisation des pNE hinweist.

Die genetische Regulation der NB-Entstehung wird im VNS durch die Expression
proneuraler und neurogener Gene vermittelt. Did3&rmder proneuralen Cluster im pNE
ist jedoch variabel und die Doménen welche die Gaggachaete/scute-Komplexes
exprimieren sind generell gréRer als im VNS undhao@ht segmental angeordnet
(Younossi-Hartenstein et al., 1996; Urbach et aD03). Paarregel-Gene, welche
gemeinsam mit den DV-Genen die Expression proneur@ene im VNS steuern
(Skeath und Carroll, 1992), werden im pNE nichtrewrgert (Jlirgens und Hartenstein,
1993). Stattdessen wird vermutet, dass die cephbileken-Gene diese Aufgabe
ubernehmen und die Gene dachaete/scute-Komplexes im pNE aktivieren (Younossi-
Hartenstein et al., 1997). Zudem wirde die ausgadebxpression der Liucken-Gene
(Urbach und Technau, 2003b; Younossi-Hartensteinalet 1997) eine mdogliche
Erklarung fir die Gré3e der meisten proneuralerr&gionsdomanen liefern.

Der Prozess der lateralen Inhibition spielt auchpNE eine wichtige Rolle bei der
Entscheidung, welche Zellen aus den proneuralenrdsgmnsdomanen zu NB und
welche zu Epidermoblasten werden. Im UnterschiedleauSituation im VNS konnte
jedoch gezeigt werden, dass aus einer zentraleiofiRdgs pNE (Domane B; siehe auch
Abb. 1-5) benachbarte Zellen aus demselben ,praeuiCluster® zu NB werden, was
maoglicherweise auf eine weniger effiziente oderzfjgh fehlende laterale Inhibition in

dieser NE-Region zurtckzufuhren ist (Urbach et2003). Die Formation von Gehirn-
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NB erfolgt nach einem raumlich und zeitlich steypen Muster; jedoch im Gegensatz
zum VNS, in welchem Gruppen von NB in aufeinandgdoden Wellen segregieren
(Abb. 1-3), lauft die Entstehung neuer NB wahrerd Entwicklung der Gehirnanlage
kontinuierlich ab (Urbach et al., 2003). Zudem kimmim pNE unterschiedliche Arten
der NB-Entstehung beobachtet werden, welche mijedegiligen mitotischen Doméne
(Foe, 1989) in Zusammenhang stehen, aus welchedekieinieren (Abb. 1-5) (Urbach
und Technau, 2003b).

L

. a) T~
,-' Doma'EB apikal fﬁ»« ‘Q -t i
NE > G;
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Abb. 1-5: Mechanismen der NB-Delamination in untershiedlichen mitotischen Doméanen
des pNE

(A) Laterale Ansicht der Gehirnregion eines Embryn®iastodermstadium; anterior ist links.
Die farbig markierten Flachen kennzeichnen die fa@la Anordnung der mitotischen
Doménen 1 (hellrot), 2 (lila), 9 (grin), 5 (dunk#)rund B (hellblau) zueinandeB) Neurale
Vorlauferzellen in Doméane B (hellblau) teilen siokcht im peripheren Ektoderm, sondern
delaminieren direkt als NB. In Domanen 1 und 5 )(rtgilen sich neuroektodermale
Vorlauferzellen parallel zur ektodermalen Oberfi&cleine der Tochterzellen verbleibt als
Epidermoblast (EB) im peripheren Ektoderm, die zgvalelaminiert als NB. In Domane 9
wandern manche neuralen Vorlauferzellen nach agrkékr Pfeil in Ba) und integrieren sich
nachfolgend wieder in die ektodermale Zellschiamtwon dort als NB zu delaminieren (Bal)
oder verbleiben im Ektoderm und entwickeln sichERI (Ba2). Andere Zellen in Doméane 9
teilen sich senkrecht zur ektodermalen Oberfla@ig;(danach wandert eine der Tochterzellen
nach apikal, integriert sich spater jedoch wiedsrEB in das Neuroektoderm und die zweite
Tochterzelle delaminiert basal als NBC)( Gehirn-NB stammen aus unterschiedlichen
mitotischen Doménen im pNE. Die farbigen Schraffigren bezeichnen NB die aus
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verschiedenen mitotischen Doméanen (siehe A) delangin und die gestrichelten Linien stellen
die Neuromergrenzen zwischen Trito (TC)-, Deuto D@nd Protocerebrum (PC) dar.
(modifiziert nach Urbach und Technau, 2004)

Pro Gehirnhemisphére delaminieren etwa 100 NB am @NE, wobei sich jeder
einzelne wahrend unterschiedlicher Stadien derefilNeurogenese (Stadium 9-11)
anhand der spezifischen Expression einer Kombinatimolekularer Marker
identifizieren lasst (Abb. 1-6), was darauf hinggudass jeder NB ein individuelles
Schicksal annimmt (Urbach et al., 2003; Urbach Tiadhnau, 2003b). Dartber hinaus
erlaubt die Erstellung einer NB-Markerkarte (Abb6)1(Urbach und Technau, 2003b)
einen praziseren Vergleich mit NB des VNS und dientifikation seriell homologer
NB. Diese wurden bisher nur im posterioren Anteis pNE (TC und DC) gefunden,
welcher sich weniger vom VNS unterscheidet als atdgeriore Bereich (PC) (Urbach
und Technau, 2004). Gemeinsamkeiten bezuglich deaninationszeitpunkts, der
relativen Position innerhalb des NB-Musters undatesoluten Position innerhalb eines
Hemisegments, sowie die Co-Expression spezifisoi@ekularer Marker kénnen auf
serielle Homologie zwischen NB verschiedener Segendrninweisen (Urbach und
Technau, 2004). Schon innerhalb des VNS konntemaefyspezifische Unterschiede
in seriell homologen Zellstammbaumen beobachtetderer(Udolph et al., 1993;
Bossing et al., 1996; Schmidt et al., 1997) undselikdnnten innerhalb der
Gehirnsegmente bzw. zwischen Gehirn und VNS nodhiideer ausfallen (Urbach und
Technau, 2004).
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Abb. 1-6: Expression molekularer Marker in Gehirn-NB wahrend verschiedener Stadien
der frihen Neurogenese
Jeder der etwa 100 Gehirn-NB exprimiert eine sigtie Kombination molekularer
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Markergene (siehe Farbcode) durch welche er indalldn Stadium (St.) 94), St. 10 B) und

St. 11 C; wenn die gesamte Population an Gehirn-NB delaartinst) identifizierbar ist. Rote
Linien markieren die Neuromergrenzen zwischen T{TG)-, Deuto (DC)- und Protocerebrum
(PC), eine gestrichelte rote Linie die Grenze zhescokularem und labralem PC; anterior (a)
ist oben. d = dorsal, FG = Vorderdarmanlage (,fat®g CL = Clypeolabrum. Zur
Nomenklatur der Gehirn-NB siehe Urbach et al. (3008bb. aus Urbach und Technau, 2003b)

1.3 Ziel dieser Arbeit

Die frihen Musterbildungsprozesse im NE des ZN$ sssenziell fur die korrekte
Entstehung und Spezifizierung von neuralen Stanerzeider NB. Das individuelle
NB-Schicksal wird jedoch nicht durch ein einzigegulatorisches Gen bestimmt,
sondern ist das Ergebnis der kombinierten Aktivii@er Vielzahl von Genen, welche
einen spezifischen Code fur jeden NB bereitstellene unabdingbare Voraussetzung
daflr stellt die prazise Kontrolle der Expressieguiatorischer Gene im NE entlang der
AP- und DV-Achse dar, wodurch diese auf spezifisblmenéanen beschrankt bleiben.
Dementsprechend ist das Verstandnis der zugrugeelin Mechanismen welche
diese Kontrolle gewahrleisten von grof3ter Bedeutung

Basierend auf ersten Grundlagen, wie den Dateikxzpression der DV-Genéngl, vnd,
msh) (Urbach und Technau, 2003a) sowie ersten Daterraznktion vonvnd im pNE
(Urbach et al.,, 2006), bestand das Hauptziel detiegenden Arbeit darin, die
Kenntnisse bezuglich der frihen DV-Musterbildung sioh entwickelnden Gehirn zu
erweitern, und diese mit der Situation im NE desSVEuU vergleichen. Neben der
detaillierten Analyse der Expressionsdynamik wowl, ind, msh und Egfr im pNE
sowie deren genetischen Interaktionen untereinanx@nhaltete die Zielsetzung auch
die Identifikation und Charakterisierung weitereaktoren, welche an der DV-
Regionalisierung des pNE beteiligt sind. Da in sirgrol3en Anteil des pNE keines der
drei bekannten DV-Genenr(d, ind, msh) exprimiert wird, deutet dies auf die Existenz
weiterer Regulatoren hin, welche in die DV-Orgatisa der friihen Gehirnanlage

involviert sind.

12
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2. Material und Methoden

2.1 Fliegenzucht

Fliegen, die man fiir Experimente benétigt, werden auf Standardmedium in
Kulturgefdaflen (Rohrchen) bei 25°C gehalten und zur Verbreiterung alle drei bis vier
Tage auf neue Rohrchen umgeschiittelt. Bei dieser Umgebungstemperatur betrdgt die
Dauer des Generationszyklus 220 Stunden (Std.) (Ashburner et al, 1982).
Fliegenstimme die gerade keine Verwendung finden werden bei 18°C gehalten

(,,Stammsammlung*), wodurch sich die Generationsdauer auf etwa 440 Std. verdoppelt.

2.2 Herstellung von Apfelagarréhrchen fiir Eiablagen

Zur Herstellung von Apfelagarrohrchen werden 26-28 g Agar abgewogen und in einem
Liter handelsiiblichen Apfelsaft in einer Mikrowelle aufgekocht und gelost bis die
Flissigkeit klar ist. Danach wird der Apfelsaftagar in vorbereitete Rohrchen
(Fliegenzuchtgefdle, Abschnitt 2.1) gegossen, abkiihlen lassen und diese Gefifle mit
Schaumstoffstopfen verschlossen. Die Réhrchen kdnnen nun sofort weiterverwendet

oder fiir etwa eine Woche bei 4°C gelagert werden.

2.3 Eiablagen

Bevor man Fliegen zur Eiablage verwendet, werden sie zundchst {iber zwei bis drei
Tage auf Standardmedium mit Trockenhefe angefiittert. Danach werden die Fliegen auf
Apfelagarrohrchen umgesetzt, die ebenfalls zuvor mit etwas Hefe bestreut wurden. Fiir
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden hauptsichlich
Ubernachtablagen, jedoch auch dreistiindige Ablagen verwendet, um den Anteil an sehr

jungen Embryonen (Stadium (St.) 6-8) zu erhohen.

2.4 Fliegenstamme

Tab. 2-1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstamme

Bezeichnung Genotyp Herkunft/Referenz
OregonR Wildtyp Stammsammlung Institut
fiir Genetik

Mutante Stamme

EGFR” EGFR” | CyO, twi-lacZ J. Skeath
(Clifford und Schiipbach,

13
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1994)
ems’ % ems’™ | Tméc, twi-lacZ U. Walldorf
(Jirgens et al., 1984)
en™ en’® / CyO0, twi-lacZ Bloomington BL-1648
(Andrew et al., 1997)
en” en” /| CyO, twi-lacZ Bloomington BL-5343
(Gustavson et al., 1996)
ind'%* ind'®* | Tm3, ftz-lacZ J. Skeath
(Weiss et al., 1998)
msh® msh® | Tméc, twi-lacZ T. Isshiki
(Isshiki et al., 1997)
Nix6"% Nkx6"? | Tm3, fiz-lacZ J. Skeath
(Broihier et al., 2004)
vnd’ vnd® / Fm7, fiz-lacZ F. Jiménez
(Jiménez und Campos-
Ortega, 1990)
vnd’; msh® vnd® | Fm7, fiz-lacZ ;; eigene Kreuzung
msh® | Tméc, twi-lacZ
Gal4-Linien
Mata-Gal4 Mata-Gal4-VP16 Bloomington BL-7062
(Héacker und Perrimon,
1998)
sca-Gal4 sca-Gal4 Klaes et al., 1994
UAS-Linien
UAS-ems UAS-ems J. Castelli-Gair Hombria
(Lovegrove et al., 2006)
UAS-en UAS-en A. Brand
(Yoffe et al., 1995)
UAS-ind UAS-ind T. von Ohlen
(von Ohlen et al., 2007a)
UAS-msh UAS-msh-m25-m6 A. Nose
(Isshiki et al., 1997)
UAS-Nkx6 UAS-Nkx6 J. Skeath
(Broihier et al., 2004)
UAS-sSpi UAS-sSpi J. Skeath
(Zhao et al., 2007b)
UAS-vnd UAS-vnd S. Sprecher
(Chu et al., 1998)
Defizienzen
Df(3L)XG3 | Df(3L)XG3 / Tm6b Bloomington BL-6549

Balancer-Stamme

w; CyO, twi-lacZ / Pm; Tméb, iab2-lacZ, Ant™, e/ CxD | O. Vef
Fm7a;; UAS-bi"" / Tm3, Sb, e, fiz-lacZ O. Vef
Fm7a;; UAS-5i""" / Tm6b, Th, e, Ant™ O. Vef
Dr/ Tmobc, Sb, Th, twi-lacZ O. Vef
w; CyO, fiz-lacZ / Pm O. Vef
CyO, twi-lacZ / Gla, Bc O. Vef
w; CyO, twi-lacZ / noc®”, DTS 0. Vef

14




Material und Methoden

2.5 Genetische Kreuzungen

Zur Durchfiihrung von Kreuzungsexperimenten miissen von einem der beiden
Ausgangsfliegenstimme jungfrduliche Weibchen gesammelt werden, wofiir zunéchst
alle Parentalfliegen aus dem Rohrchen zu entfernen sind. Drosophila kann sich erst
erfolgreich paaren wenn ihre Kutikula und damit auch der Geschlechtsapparat
vollstindig ausgehértet ist, ein Prozess, der bei 25°C mindestens 5 Stunden dauert.
Daher geniigt es, die frisch geschliipften Weibchen in Intervallen von etwa 4 Std. zu
entfernen und in einem separaten Rohrchen zu sammeln. Wenn genug jungfriuliche
Weibchen vorhanden sind, kann man diese mit Médnnchen des zweiten Fliegenstammes
verkreuzen. Die Kreuzung wird bei 25°C gehalten und die Fliegen nach 3-4 Tagen in
ein neues Rohrchen umgesetzt, um einerseits die angesetzte Kreuzung zu verbreitern
und andererseits die Parentalfliegen von den F1-Nachkommen zu trennen. Nach 10-12
Tagen beginnt die F1-Generation zu schliipfen und Fliegen des gewiinschten Genotyps

konnen fiir weitere Kreuzungen abgesammelt werden.

2.5.1 Balancieren letaler Mutationen

Homozygot letale Mutationen miissen innerhalb eines Fliegenstammes stabilisiert
werden, da sie andernfalls im Laufe mehrerer Generationen verloren gehen wiirden.
Hierfir werden sogenannte Balancer-Chromosomen verwendet, welche durch
vielfdltige Aberrationen eine Rekombination verhindern, gleichzeitig aber auch
rezessive Letalfaktoren tragen, sodass sie homozygot nicht lebensfihig sind. Dieses
System erlaubt es, dass Mutationen im heterozygoten Zustand gehalten werden kdnnen.
In dieser Arbeit wurden sogenannte ,Blaue Balancer verwendet, die durch ein
spezifisches B-Gal-Expressionsmuster gekennzeichnet sind, so dass sich beim Firben
der Embryonen zweifelsfrei die homo- von den heterozygoten Individuen unterscheiden

lassen.

2.6 Das Gal4/UAS-System
Das von Brand und Perrimon (1993) entwickelte Gal4/UAS-System ermoglicht es,

jedes klonierte Gen in einem rdumlich und zeitlich spezifischen Muster in Drosophila
zu exprimieren. Dieses System setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, welche
beide aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae stammen: dem transkriptionellen
Aktivator Gal4 und dessen Zielsequenz, die ,,Upstream Activating Sequence™ (UAS).

Die Fliegen des einen Stammes, die als sogenannte Treiber- oder auch Gal4-Linie
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bezeichnet werden, tragen ein transposables Element (P-Element) auf dem sich das
Gal4-Gen unter der Kontrolle eines endogenen Enhancers befindet. Ein zweiter
transgener Fliegenstamm trigt ein P-Element auf welchem sich das gewiinschte Gen X
hinter mehreren aufeinanderfolgenden UAS-Sequenzen befindet (die sogenannte
Responder- oder UAS-Linie). Kreuzt man Fliegen der Gal4-Linie mit Fliegen der UAS-
Linie, so wird in der F1-Generation das Gen X unter der Kontrolle des gewihlten
endogenen Enhancers exprimiert (Abb. 2-1). Die Auswahl geeigneter Gal4-Linien
erlaubt es, die Funktion gewiinschter Gene in spezifischen Geweben und zu
spezifischen Entwicklungszeitpunkten zu analysieren.

In dieser Arbeit wurden zwei Treiberlinien fiir Uberexpressionsexperimente verwendet
(siche Tab. 2-1): Mata-Gal4 schaltet die Expression des Zielgens X etwa ab St. 5/6 an
und unter Verwendung von sca-Gal4 wird das Zielgen etwa ab St. 8 exprimiert. Wenn
nun beispielsweise das Gen ind (UAS-ind) unter der Kontrolle des sca-Enhancers (sca-
Gal4) exprimiert wurde, ist diese Kreuzung im Text und den Abbildungen als sca>ind

bezeichnet.

Eahancer,

Parental-
Generation

Abb. 2-1: Ektopische Genexpression mithilfe des Gal4/UAS-Systems

In Fliegen des Gal4-Stammes (Treiberlinie, P1) wird Gal4 unter der Kontrolle eines endogenen
Enhancers exprimiert. Diese Fliegen werden mit Fliegen des UAS-Stammes (Responderlinie,
P2) verkreuzt, in welchen mehrere UAS-Sequenzen vor ein Gen X geschaltet sind. In den
Nachkommen aus dieser Kreuzung (F1-Generation) kann das Gal4-Protein an die UAS-
Sequenzen binden und die Transkription des Gens X im zeitlich-rdumlichen Expressionsmuster

16



Material und Methoden

des endogenen Enhancers katalysieren. Fiir detaillierte Erlduterungen siche Text. (Abb. mit
freundlicher Genehmigung von C. Berger)

2.7 Molekularbiologische Methoden
2.7.1 Herstellung von RNA-Sonden

Die Herstellung von RNA-Sonden wurde unter RNAse-freien Bedingungen
durchgefiihrt und die hier gebrauchten Lésungen mit DEPC-haltigem Wasser (H2Opgpc)
angesetzt. Die in dieser Arbeit verwendeten RNA-Sonden, sowie die zu deren
Herstellung benétigten Restriktionsenzyme, Polymerasen und Vektoren sind in Tab. 2-2
(Abschnitt 2.7.2) zu finden.

Der Vektor welcher die gewiinschte cDNA enthilt, wird mithilfe des entsprechenden
Restriktionsenzyms linearisiert, anschlieBend aufgereinigt, geféllt und das entstandene
Pellet in 20 pl H,Opgpe gelost. Wahrend der in vitro-Transkription wird die Sonde von
einer RNA-Polymerase synthetisiert und mit Digoxygenin (Dig)- oder Fluorescein
(Fitc)-gekoppelten UTPs markiert. Der Transkriptionsansatz beinhaltet 13.5 pl der
gewiinschten cDNA, 0.5 pl RNAse-Inhibitor, 2 ul RNA-Labelling-Mix (Dig oder Fitc;
Fa. Boehringer), 2 ul 10x Transkriptionspuffer sowie 2 pl der entsprechenden RNA-
Polymerase und wird fiir 2 Std. bei 37°C inkubiert. Zum Ausfillen der markierten
RNA-Sonde werden 2 pl 4M Lithiumchlorid (LiCly) und 50 pl 100%iges Ethanol
(EtOHgas) zu dem Transkriptionsansatz gegeben und dieser iiber Nacht auf —20°C
gestellt. Am nichsten Tag wird die Losung fiir 1 Std. bei 4°C zentrifugiert (14000 rpm),
das entstandene Pellet mit 100 pl kaltem EtOH (70%) tiberschichtet und noch mal fiir
10 Min. zentrifugiert (4°C, 14000 rpm). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet
gut trocknen lassen (Thermocycler, 37°C), um letzte Reste von EtOH zu entfernen. Zum
Schlu8 wird das getrocknete Pellet in 50 pl HyOpgpe geldst und kann bei —20°C
aufbewahrt werden.

Die so hergestellten RNA-Sonden wurden an Wildtyp-Embryonen getestet und
nachfolgend in den in Tab. 2-2 (Abschnitt 2.7.2) angegebenen Verdiinnungen

verwendet.
2.7.2 Verwendete RNA-Sonden

Von jeder in Tab. 2-2 beschriebenen RNA-Sonde wurde jeweils eine Dig- und eine

Fitc-markierte Variante hergestellt (Abschnitt 2.7.1).
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Tab. 2-2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten RNA-Sonden

Bezeichnung | erstellt aus Vektor Restriktions- RNA- Verdinnung

(Herkunft) enzym Polymerase Sonde
ind-Dig cDNA pBS SKII(+) | Xhol T7 1:800
ind-Fitc (E. Bier)
msh-Dig cDNA pBS SKII(+) | Hindlll T7 1: 1000
msh-Fitc (E. Bier)
Nkx6-Dig EST-Klon | pFLCI Sphl T3 1:2000
Nkx6-Fitc RE18506

(BDGP)

vnd-Dig cDNA pBS SKII(+) | Sacl T7 1: 1000
vnd-Fitc (E. Bier)

2.8 Fixierung der Embryonen fiir Antikorperfarbung und in-Situ
Hybridisierung

Die Embryonen werden mit 6%iger Chlorbleiche iiberschichtet, fiir circa 3 Minuten
(Min.) dechorionisiert und anschlieBend mit Wasser in ein abgeschnittenes Falcon mit
Netzchen eingespiilt. Nach mehrmaligem Spiilen werden die Embryonen in ein
EppendorfCap mit vorbereitetem Fixativ tiberfiihrt und 20 Min. auf einem Schiittler
(900 rpm) bei Raumtemperatur fixiert. Danach wird die untere Phase des Fixativs
abgezogen und verworfen, durch Methanol ersetzt und die Embryonen fiir 1-2 Min. auf
hochster Frequenz gevortext. Dies fiihrt zur Devitellinisierung der fixierten Embryonen,
welche auf den Boden des EppendorfCaps hinabsinken. Dieser Schritt wird nochmals
wiederholt und anschlieend die gesamte Losung dreimal gegen frisches Methanol
ausgetauscht, um das restliche Heptan zu entfernen. Die so behandelten Embryonen
konnen nun bei -20°C fiir mehrere Monate aufbewahrt oder sofort fiir eine

Antikorperfarbung oder in-Situ Hybridisierung weiterverwendet werden.

2.9 Immunohistochemie
Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen, sofern nicht anders beschrieben, bei

Raumtemperatur (RT) auf einem Schiittler (100 rpm).

2.9.1 Verwendete Antikorper
Sofern nicht anders angegeben, wurden die Verdiinnungen der primdren Antikorper
(Tab. 2-3) mit Antikdrper-Stammldsung angesetzt und sekundéire Antikérper (Tab. 2-4)

mit PBTriton oder PBTween verdiinnt.
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Tab. 2-3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten priméren Antikérper

Antikorper Spezies Verdinnung Herkunft
anti-B-Gal Hiihnchen 1:1000 Abcam
anti-B-Gal Kaninchen 1:2000 Promega
anti-B-Gal Maus 1:750 Promega
anti-Dig-AP Schaf 1:1000 Roche
anti-Ems Ratte 1:1000 U. Walldorf
anti-En Kaninchen 1:800 Santa Cruz

Biotechnology
anti-Fitc-AP Schaf 1:1000 Roche
anti-Inv Maus 1:7 DSHB
anti-MAPK Maus 1: 1000 (in PBT) Sigma
anti-Nkx6 Ratte 1:1000 J. Skeath
anti-Vnd Kaninchen 1:1000 M. Nirenberg

Tab. 2-4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten sekundaren Antikorper

Antikorper Spezies Verdinnung Herkunft
anti-Hithnchen-AP Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Hithnchen-Biotin Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Kaninchen-AP Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Kaninchen-Biotin Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Maus-AP Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Maus-Biotin Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Ratte-AP Esel 1:500 Dianova/Jackson
anti-Ratte-Biotin Esel 1:500 Dianova/Jackson

2.9.2 Inkubation mit primaren Antikorpern

Die fixierten Embryonen (Abschnitt 2.8) werden mehrmals mit PBTriton gespiilt und
gewaschen, um das restliche Methanol zu entfernen, und danach fiir 30-60 Min. mit
AntikOrper-Stammlosung  inkubiert  (Blockierungsschritt). Dies dient dazu,
unspezifische Anfarbungen im Gewebe zu verhindern und dadurch entstehende
Hintergrundfarbung zu reduzieren. AnschlieBend werden die Embryonen fiir 24-48 Std.

bei 4°C mit primidrem Antikorper inkubiert (Tab.2-3).

2.9.3 Inkubation mit sekundaren Antikérpern

Der primédre Antikdrper wird von den Embryonen entfernt und bei 4°C zur Wieder-
verwendung aufbewahrt. Nach mehrmaligem spiilen und waschen mit PBTriton werden
die Embryonen iiber Nacht bei 4°C oder optional 2 Std. bei RT mit sekundidrem
Antikorper inkubiert (Tab.2-4). Nach Entfernen des Sekunddrantikdrpers durch
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mehrmaliges spiilen und waschen mit PBTriton konnen die in den Abschnitten 2.9.4
und 2.9.5 beschriebenen Nachweisreaktionen durchgefithrt werden; sekundére
Antikorper fiir sichtbare Farbungen sind entweder mit alkalischer Phosphatase (AP)

oder Biotin konjugiert.

2.9.4 Signaldetektion tber alkalische Phosphatase

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Farbsysteme verwendet deren
Farbreaktion durch das Enzym alkalische Phosphatase katalyisert wird und zur Bildung
eines blauen (NBT/BCIP) bzw. roten (VectorRed) Farbkomplexes fiihrt. Zur
Durchfiihrung einer Farbreaktion mit NBT/BCIP werden die Embryonen nach
Entfernen des Sekundirantikorpers (Abschnitt 2.9.3) zundchst 10 Min. mit
Detektionspuffer inkubiert. Danach wird die Féarbelosung auf die Embryonen gegeben
und diese in ein weiles Wigeschilchen iiberfiihrt, um den Verlauf der Farbung besser
kontrollieren zu kénnen. Die Farbreaktion wird mithilfe eines Binokulars beobachtet
und nach geniligend starker Féarbung werden die Embryonen wieder in ein
EppendorfCap {iberfiihrt und die Farbreaktion durch mehrmaliges spiilen mit PBTriton
und 10 Min. waschen mit Methanol abgebrochen. Zum einen wird durch den Methanol-
Waschschritt die alkalische Phosphatase inaktiviert und zum anderen die rote
Farbkomponente der NBT/BCIP-Reaktion herausgewaschen, sodass eine dunkelblauer
Farbniederschlag zuriickbleibt. Fiir einen Farbnachweis iiber VectorRed werden die
Embryonen anstelle von Detektionspuffer 10 Min. mit Tris-HCI inkubiert, dieses dann
gegen die Férbelosung ausgetauscht und die Embryonen weiterbehandelt wie oben
beschrieben. Um die Farbreaktion zu beenden, wird sehr griindlich mit PBTriton gespiilt
und gewaschen, bis die Losung nicht mehr gelblich ist und die Embryonen zur
Inaktivierung des Enzyms (AP) 5 Min. nachfixiert. Nach mehrmaligem spiilen mit
PBTriton und PBS koénnen die Embryonen in Glycerol (70%ig) bei RT aufbewahrt

werden.

2.9.5 Signaldetektion tber Biotin (DAB)

Bei dieser Nachweismethode werden die Embryonen nach Entfernen des
Sekundérantikdrpers (Abschnitt 2.9.3) fiir 1 Std. mit zuvor angesetztem AB-Komplex
inkubiert. Hierbei handelt es sich um ein Verstirkersystem, welches sich aus Avidin
und  biotinylierter =~ Meerrettichperoxidase = (Horseradish ~ Peroxidase, = HRP)

zusammensetzt. Dieser Komplex lagert sich an den Biotin-gekoppelten
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Sekundérantikdrper an und fiihrt so zu einer hoch sensitiven Verstirkung. Das Enzym
HRP katalysiert spater die Reaktion mit der DAB-Farbelosung.

Durch mehrmaliges spiilen und waschen mit PBTriton wird der AB-Komplex entfernt,
danach die durch Zugabe von 2 pul H,O, aktivierte DAB-Farbelosung auf die
Embryonen gegeben und weiterverfahren wie oben beschrieben (Abschnitt 2.9.4). Zum
Abbruch der Farbreaktion, aus welcher ein braunes Farbendprodukt resultiert, wird
mehrfach mit PBTriton gespiilt und optional kdnnen die Embryonen noch fiir 5 Min.
nachfixiert werden. Die Autbewahrung erfolgt in 70%igem Glycerol bei RT.

Wird eine Antikorperfirbung sowohl mit Biotin- als auch AP-gekoppelten Sekundér-
antikdrpern gleichzeitig durchgefiihrt, sollte zuerst die Signaldetektion iiber AP
erfolgen, um verstiarkte Hintergrundfarbung sowie ein moglicherweise abgeschwichtes

AP-Signal zu vermeiden.

2.9.6 TSA Biotin System

Das TSA (Tyramide Signal Amplification) Biotin System ist ein weiteres
Verstiarkersystem, welches zusitzlich zu dem in Abschnitt 2.9.5 beschriebenen AB-
Komplex verwendet werden kann, d.h. zuvor muB die Inkubation mit Biotin-
konjugiertem Sekundérantikdrper erfolgen. In dieser Arbeit wurde das TSA Biotin
System einerseits zur Signalamplifizierung des relativ schwachen Primérantikdrpers
anti-Invected (Tab.2-3), als auch fiir AntikOrperfirbungen die nach einer ISH
durchgefiihrt wurden benutzt.

Nach Inkubation mit sekunddrem Antikorper (Abschnitt 2.9.3) wird dieser durch
mehrmaliges spiilen mit PBTriton entfernt. Danach wird einmal mit TNB-Puffer
gespiilt, die Embryonen dann nochmal eine halbe Std. in TNB-Puffer gewaschen und
schlieBlich fiir weitere 30 Min. mit Streptavidin-HRP inkubiert. Daraufhin folgen drei
zehnminiitige Waschschritte mit TNT-Puffer, sowie die Inkubation mit biotinyliertem
Tyramid fiir genau 5 Minuten. Es ist wichtig diese Zeitvorgabe einzuhalten, da es bei
langerer Inkubation mit Tyramid wihrend der DAB-Reaktion verstirkt zu
unspezifischer Hintergrundfairbung kommen kann. Das Tyramid wird durch
mehrmaliges waschen mit PBTriton entfernt, die Embryonen fiir 1 Std. mit AB-
Komplex inkubiert und anschlieBend weiterbehandelt wie in Abschnitt 2.9.5

beschrieben.
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2.10 in-Situ Hybridisierung (ISH)
Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgen, sofern nicht anders beschrieben, bei RT

auf einem Schiittler (100 rpm).

2.10.1 Einfache ISH

Die ersten Schritte des ISH-Protokolls werden mit Handschuhen und unter Verwendung
steriler gestopfter Spitzen durchgefiihrt, um eine Verunreinigung oder Degradierung der
RNA-Sonden zu vermeiden. Die fixierten Embryonen (siehe Abschnitt 2.8) werden
mehrmals  mit  PBTweenpgpc  gewaschen, 5 Min. in  PBTweenpgpc
/Hybridisierungslosung (im Verhéltnis 1:1) und noch einmal 5 Min. in
Hybridisierungslosung inkubiert. AnschlieBend werden 500 ul Hybridisierungslosung
zusammen mit 5 pl ssDNA (,,salmon sperm DNA")auf die Embryonen gegeben und
diese fiir mindestens 1 Std. bei 55°C im Thermocycler prahybridisiert (350 rpm). Die
geeignete Verdiinnung der RNA-Sonde wird angesetzt, wie hier am Beispiel von vnd-
Dig (Endverdiinnung 1:1000, siehe Tab. 2-2) gezeigt: 500 ul Hybridisierungslosung, 5
pl ssDNA (10 mg/ml) und 0.5 pl RNA-Sonde. Dieser Ansatz wird fiir 10 Min. bei 95°C
im Heizblock denaturiert, kurz auf Eis abgekiihlt und anschlieBend auf die Embryonen
gegeben. Die Hybridisierung erfolgt iber Nacht bei 55°C im Thermocycler.

Am nichsten Tag wird die Sonde von den Embryonen abgezogen und zur mehrfachen
Wiederverwendung bei —20°C aufbewahrt. Die Embryonen werden bei 65°C im
Thermocycler (300 rpm) 30 Min. in Hybridisierungslésung und noch einmal 30 Min. in
PBTweenpgpc/Hybridisierungslosung (im Verhéltnis 1:1) gewaschen. Danach kann
ohne Handschuhe, mit normalen Spitzen und DEPC-freien Losungen weitergearbeitet
werden. Es folgenden vier zwanzigminiitige Waschschritte mit PBTween bei 65°C und
ein letzter Waschschritt von 10 Min. bei RT. Fiir den Sondennachweis werden die
Embryonen 1.5 Std. mit AP-gekoppeltem anti-Dig (anti-Dig-AP; 0.5 ul anti-Dig-AP in
500 ul PBTween) inkubiert; im Falle einer Fitc-markierte Sonde wird anti-Fitc-AP
verwendet. Der Antikorper wird verworfen, die Embryonen mehrmals mit PBTween
gespiilt und gewaschen und nachfolgend zweimal 5 Min. mit Detektionspuffer
(NBT/BCIP oder VectorRed) inkubiert. Die Signaldetektion erfolgt wie in Abschnitt
2.9.4 beschrieben und kann zwischen 30 Min. und 3 Std. dauern. Nach Abstoppen der
Reaktion wird mehrmals mit PBTween gespiilt und die Embryonen fiir 5 Min. bei RT
auf einem Schiittler nachfixiert (900 pl PBTween, 100 pl Formaldehyd). Es folgt
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mehrmaliges spiilen mit PBTween, zweimal spiilen mit PBS und die Aufbewahrung der

Embryonen in 70%igem Glycerol bei RT.

2.10.2 Doppel-ISH
Eine Doppel-ISH wird dhnlich der einfachen ISH in Abschnitt 2.10.1 durchgefiihrt,
jedoch mit folgenden Anderungen:

1) Die Verdiinnung der RNA-Sonden erfolgt in einem gemeinsamen Ansatz, wobei
die schwichere Sonde moglichst Dig- und die stirkere Sonde Fitc-markiert sein
sollte: z.B. 500 ul Hybridisierungslosung, 5 pl ssDNA (10 mg/ml), 0.5 pl vnd-
Dig und 0.5 pl msh-Fitc.

2) Die schwichere Sonde wird zuerst nachgewiesen (d.h. Inkubation mit anti-Dig-
AP) und hierfiir NBT/BCIP (blaues Farbprodukt) verwendet. Nach Abstoppen
der Farbreaktion wird mehrmals mit PBTween gespiilt und anschlieBend
zweimal 5 Min. mit Glycin-Puffer gewaschen, woraufthin sowohl {iberschiissiger
als auch gebundener anti-Dig-AP ausgewaschen wird. Dies ist notwendig, da
auch die Nachweisreaktion der zweiten Sonde von alkalischer Phosphatase
katalysiert wird. Durch mehrmaliges spiilen und waschen mit PBTween werden
Reste des Glycin-Puffers entfernt, die Embryonen 5 Min. nachfixiert, wieder
mehrmals mit PBTween gewaschen und danach erfolgt die Inkubation mit anti-
Fitc-AP iiber Nacht (bei 4°C auf einem Schiittler).

3) Fiir den Nachweis der stirkeren Sonde wird VectorRed (rotes Farbprodukt)
verwendet (siche Abschnitt 2.9.4).

2.10.3 ISH oder Doppel-ISH mit anschlieRender Antikdrperfarbung

Einfache oder doppelte ISH werden durchgefiihrt wie in den Abschnitten 2.10.1 und
2.10.2 beschrieben, wobei jedoch in beiden Fillen die Nachfixierung entfillt (bei einer
Doppel-ISH wird nur am Ende der ersten Farbreaktion nachfixiert). Die Embryonen
werden mehrmals mit PBTween gespiilt und danach erfolgt ein zehnminiitiger H,O»-
Waschschritt (100 pl H,O, in 900 pl PBTween); hierdurch werden freie Peroxidasen
abgefangen und unspezifische Hintergrundfirbung beim Nachweis des Antikorpers
reduziert. AnschlieBend wird mehrmals mit PBTween gewaschen, mindestens 30 Min.
mit Antikorper-Stammlosung geblockt und die Embryonen mit primdrem Antikdrper

(siehe Tab. 2-3) iiber Nacht inkubiert (bei 4°C auf dem Schiittler).
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Am nichsten Tag erfolgt die Inkubation der Embryonen mit Biotin-gekoppeltem
sekunddrem Antikorper (Abschnitt 2.9.3 und Tab. 2-4) fir 2 Std. und eine
Signalverstirkung tiiber das TSA Biotin System (Abschnitt 2.9.6). Die
Nachweisreaktion iiber DAB ist in Abschnitt 2.9.5 beschrieben.

2.11 Préparation der Embryonen

Die in 70%igem Glycerol gelagerten Embryonen werden in Dreierblockschdlchen
gegeben, die gewlinschten Stadien herausgesucht und die Embryonen anschlieBend auf
einen Hohlschliffobjekttrager transferiert. Fiir die unter dem Binokular stattfindende
Filetprdparation werden eine flache, abgerundete und eine flache, scharfkantige
Prépariernadel verwendet. Embryonen der Stadien 7-11 werden wie folgt pripariert: der
Embryo wird auf die Seite gedreht (anterior ist links), mit der abgerundeten
Prédpariernadel stabilisiert und mit der scharfen Pripariernadel wird der obere Teil des
Keimstreifs aufgeklappt (Abb. 2-2 A) und entfernt. Danach wird der Embryo so
gedreht, dass er mit der ventralen Seite auf dem Objekttriager aufliegt. Die Kopfkapsel
wird entlang der dorsalen Mittellinie (ML) mit der scharfen Pripariernadel
aufgeschnitten und anschliefend mithilfe beider Prépariernadeln vorsichtig auseinander
geklappt (Abb. 2-2 B) sowie Reste von Dotter daraus entfernt. Bei Embryonen der
Stadien 5-6 wird zunichst das posteriore Ende entfernt, anschlieBend wird der Embryo
mit der scharfen Pripariernadel entlang der gesamten dorsalen ML gedffnet, zu beiden
Seiten hin aufgeklappt (siche Abb. 3-1 A im Ergebnisteil) und der Dotter vorsichtig
entfernt.

Die so angefertigten Filetpridparate werden einzeln in 90%igem Glycerol eingebettet.
Dafiir gibt man 45 pl Glycerol (90%) auf die Mitte eines grofen Deckglases
(24x60mm) und rechts und links daneben zwei Abstandshalter aus Alufolie. Der
praparierte Embryo wird auf das Deckglas transferiert und in Glycerol mit der ventralen
Seite nach unten (d.h. mit Blick auf das freigelegte ZNS) senkrecht zum Deckglas
abgelegt (Abb. 2-2 C). Nachfolgend wird eine kleines Deckglas (18x18mm) am dulleren
Rand eines Abstandshalters aufgesetzt und {iber den im Glycerol befindlichen Embryo
gelegt, wobei das Deckglas rechts und links vorsichtig mit den Zeigefingern fixiert
wird, um ein abrutschen zu verhindern. Durch vorsichtiges bewegen des kleinen
Deckglases wird Glycerol in die Kopfkapsel gedriickt, welche sich darauthin 6ffnet.
Sobald sich das gesamte Glycerol unter dem kleinen Deckglas verteilt hat, wird es an

allen Seiten mit Filterpapierchen bedeckt, um iiberschiissiges Glycerol aufzusaugen.
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AnschlieBend wird das kleine Deckglas rundherum mit Nagellack versiegelt und bis
zum nédchsten Tag trocknen lassen. Wenn sich das kleine Deckglas durch Trocknen des
Nagellacks tiefer auf den Embryo herabsenkt, sorgen die Abstandshalter dafiir, dass der
Embryo nicht zerdriickt wird.

Zur Analyse der Embryonen unter dem Mikroskop wird das fertige Praparat umgedreht
(d.h. die glatte Seite des groBBen Deckglases nach oben) auf einen Objekttriger gelegt
und mit zwei kleinen Aufklebern rechts und links befestigt. Dadurch ldsst sich nach
Verwendung von Ol-Objektiven das Ol leicht mit EtOH (90%) von den Priiparaten

entfernen, ohne diese dabei zu beschiadigen.

B Gehirnanlage Pragnathale Segmente

PC = Protocerebrum MD = Mandibularsegment
DC = Deutocerebrum MX = Maxillarsegment
TC = Tritocerebrum LA = Labialsegment

CL = Clypeolabrum
IC = Interkalarsegment Thorax und Abdomen

AN = Antennalsegment T1 = 1. Thorakalsegment
OC = Okularsegment A1 = 1. Abdominalsegment
LR = Labrum A9 = 9. Abdominalsegment

Abb. 2-2: Filetpraparation eines Drosophila-Embryos

Schematische Darstellung der Filetpréparation eines Embryos im St. 11. (A, B) Laterale
Ansicht, anterior ist links. (C) Ansicht von dorsal auf den geéffneten Embryo mit Blick auf das
ZNS (mit schwarz gestrichelter Linie umrandet), anterior ist oben. Die Gehirnanlage ist in blau,
die pragnathalen Segmente in hellblau und die thorakalen und abdominalen Segmente in grau
unterlegt. Fiir detaillierte Erlauterungen siehe Text. (Abb. mit freundlicher Genehmigung von R.
Urbach; modifiziert)
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2.12 Auswertung und Dokumentation

Zur statistischen Auswertung der homozygot mutanten Embryonen wurden die
Gehirnhemisphéren (GHS) ausgezéhlt und das Vorhandensein des jeweiligen Phénotyps
in Prozent (%) angegeben, wobei die drei Gehirnneuromere TC, DC und PC jeweils
einzeln behandelt wurden. So bedeutet beispielsweise ,,60%, n = 18 GHS*, dass der
Phinotyp in 60% der 18 ausgezdhlten Gehirnhemisphéren auftrat, wobei mindestens
neun verschiedene Embryonen analysiert wurden. Fiir die Auswertung im VNS wurden
die Hemisegmente (HS) von T1-Al ausgezdhlt, d.h. vom ersten thorakalen bis zum
ersten abdominalen Segment.

Mithilfe einer an das Durchlichtmikroskop integrierten Kamera (siche Abschnitt 2.15)
wurden Bildstapel der préiparierten Embryonen in verschiedenen Fokusebenen von
ventral nach dorsal aufgenommen. Diese Bildstapel wurden in Adobe Photoshop (siehe
Abschnitt 2.16) bearbeitet und verschiedene Fokusebenen in einem Bild
zusammengefiigt. Die Schemata wurden durch Analyse vieler verschiedener Priparate
und unter Verwendung einer ,,Camera lucida“ rekonstruiert und anschlieBend in Adobe

Illustrator (siche Abschnitt 2.16) erstellt.

2.12.1 Auswertung von MAPK-Expression im Wildtyp in Bezug zu den DV-Genen
Fiir die Untersuchung von ind-, msh- und Nkx6-Expression standen in dieser Arbeit
hauptsidchlich RNA-Sonden zur Verfiigung (Tab. 2-2). Fiir den Nachweis von EGFR-
Aktivitdt im pNE wurde der Antikdrper anti-MAPK verwendet (siche Abschnitt 3.17 im
Ergebnisteil), welcher im Anschluss an eine ISH (Abschnitt 2.10) nur in sehr seltenen
Féllen ein einigermallen brauchbares Ergebnis liefert. Die Regionen in welchen MAPK
nur schwach exprimiert wird, sind nach einer ISH meistens gar nicht mehr detektierbar.

Zur Beschreibung der DV-Genexpressionen relativ zueinander wurden u. a. Farbungen
gegen Vnd oder En/Inv in Kombination mit ind, Nkx6 und/oder msh verwendet. Auch
anti-MAPK wurde mit Antikorperfarbungen gegen Vnd und En kombiniert.

Daher war es unter Verwendung von Vnd und En als gemeinsamem Nenner moglich,
die Expressionsmuster der DV-Gene mit MAPK-Expression schematisch in Relation zu

setzen wie in Abb. 3-19 dargestellt (Abschnitt 3.17 im Ergebnisteil).
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2.13 Chemikalien und Lésungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Merck, MBI Fermentas, PerkinElmer, Roche, Roth, Sigma und Vector Laboratories.

Abweichungen hiervon werden an entsprechender Stelle erwéhnt.

PBS 20x (PBS-Stammldsung)
151.94 g NaCl
19.88 g Na,HPO4
8.28 g NaH2PO4
1000 ml HyOpgest.
Der pH-Wert wird mit HCI auf 7.4 eingestellt.

PBS 1x
PBS-Stammlosung wird mit HyOges:. 1:20 verdiinnt und diese Losung wird im
folgenden als PBS bezeichnet.

PBTriton (0.3%)
250 ml PBS
1.5 ml TritonX (30%)

PBTween (0.1%)

47.5 ml Hzodest,

2.5 ml PBS 20x

50 pul Tween20
Fiir eine ISH werden RNAse-freies H,Opgpc und PBSpgpc (20x) verwendet und
diese Losung als PBTweenpgpc bezeichnet.

Fixativ fiir Antikérperfarbung und in-Situ Hybridisierung
600 pul Heptan
70 ul Formaldehyd (FA, 37%)
450 pl PBTriton

Losung zur Verdiinnung primérer Antikorper (,,Antikorper-Stammldsung®)
9 ml PBTriton
1 ml Kalbsserum
200 pl NaNs
1 Spatelspitze BSA

Glycerol (70%, 90%)
Glycerin (100%) fiir die jeweilige Konzentration mit PBS verdiinnt.

Detektionspuffer NBT/BCIP
41.2 ml HyOgeqt.
1 ml NaCl (5M)
2.5 ml MgCl, (1IM)
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5 ml Tris (IM, pH 9.5)
50 pl Tween20

Férbelosung NBT/BCIP
1 ml Detektionspuffer
3 ul NBT
1.5 ul BCIP

Detektionspuffer VectorRed (Tris-HCI)

1.21 g Tris/ 100 ml (0.1M)
Der Tris-Puffer wird mit HCI auf pH 8.2-8.5 eingestellt und danach werden 0.1%
Tween20 dazugegeben.

Fiarbelosung VectorRed
1 ml Tris-HCI
16 pl Losung 1
16 pl Losung 2
16 pl Losung 3

AB-Komplex
300 ul PBT (Triton oder Tween)

4 ul Losung A (Avidin)

4 ul Losung B (Biotin-gekoppelte HRP)
Der AB-Komplex muf3 1 Std. vor Verwendung angesetzt werden, damit sich
Avidin und biotinyliertes HRP aneinanderlagern konnen (Schiittler, RT).

DAB

35 ml PBTriton

1 Tablette DAB (10 mg/Tabl.)
Die mit Alufolie umwickelte Glasflasche wird unter dem Abzug auf einen
Magnetriihrer gestellt bis die DAB-Tablette gelost ist. Danach wird die DAB-L6sung
in Aliquots zu 400 pl bei -20°C aufbewahrt.

Férbelosung DAB
600 PBT (Triton oder Tween)
400 ul DAB

TNT Block-Puffer (TSA Biotin System)
0.1 M Tris-HCI pH 7.5 (1.21 g Tris/ 100 ml HyOpgest.)
0.15 M NacCl (0.87 g NaCl/ 100 ml HyOgest.)
0.5 % Blocking-Reagenz (0.5g / 100 ml HyOgest )

TNB Wasch-Puffer (TSA Biotin System)
0.1 M Tris-HCI pH 7.5 (1.21 g Tris/ 100 ml HyOpgest.)
0.15 M NacCl (0.87 g NaCl/ 100 m]l HyOgest.)
0.05 % Tween20 (50 pl/ 100 ml HyOgest)
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Streptavidin-HRP (TSA Biotin System)

500 ul TNB-Puffer
1.7 pl Streptavidin-HRP

Biotin-gekoppeltes Tyramid (TSA Biotin System)

140 pl Verstarkungsslosung (Amplification Diluent)

2 ul Biotin-gekoppeltes Tyramid

Glycin-Puffer (pH 2.3)
0.038 g Glycin (0.01 M)
1.46 g NaCl (0.5 M)
0.05 g BSA
50 pl Triton
49.95 ml HyOpest.,

Hybridisierungslésung
12.5 ml SSC 20x
12.5 ml HZODEPC
25 ml Formamid
50 pl Tween20

Weitere Chemikalien

DEPC (Diethylpyrocarbonat), Wasserstoffperoxid (H,O, 30%), Chlorbleiche (6%),
Ethanol (EtOH), Methanol, Lithiumchlorid (LiCl,).

2.14 Gebrauchsmaterialien

Objektrager, Deckgliaser (18x18mm, 22x22mm, 24x60mm), Tesafilm, Nagellack,
Aufkleber, Gaze, EppendorfCaps (1.5ml, 2ml), Falcons (15ml, 50ml), Alufolie,
Filterpapier, Parafilm, handelsiibliche Laborflaschen, Trockenhefe, Pipettenspitzen,
weille Wigeschélchen, Préparationsnadeln, Polyethylenschlauch, Pasteur- und

Eppendorfpipetten, Dreierblockschélchen, Nitril-Handschuhe, Hohlschliffobjekttriager.

2.15 Gerite
Tab. 2-5: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Gerate
Gerate Hersteller
Binokular MS5 Leica
CCD Kamera ProgRes 3012 Kontron Elektronik
Durchlichtmikroskop Axioplan Zeiss

(mit ,,Camera lucida* Einrichtung
und CCD Kamera ProgRes 3012)

Gelkamera Quickstore

MS Laborgerite

Heizblock

Biometra
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Inkubator Fricocell MMM Medcenter
WTB Binder Labotec

Magnetrithrer MR3001 Heidolph
Minigelapparatur HE33 Gel Circle Hoeter
pH-Meter CG840 Schott
Schiittler Rotamax 120 Heidolph
Thermomixer compact Eppendorf
Vortexer VF2 Jahnke & Kunkel
Waage PM 4600 Mettler

AMS50 Mettler
Zentrifuge Eppendorf

2.16 Software

Tab. 2-6: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Software

Software Hersteller
Axiovision 4.1.1 Zeiss
Endnote 9 Thomson
Illustrator 10 Adobe
Office 2003 Microsoft
Photoshop CS2 Adobe
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3. Ergebnisse

Die Expression komplexer Kaskaden von Musterbildgegen unterteilen den frihen
Drosophila-Embryo in bestimmte Bereiche entlang der anterapimsen (AP) und
dorsoventralen (DV) Achse und spezifizieren somie dSchicksale der an
entsprechenden Positionen aus dem Neuroektoderm) (MElaminierenden
Stammzellen, den sogenannten Neuroblasten (NBlaifzmengefasst in Skeath und
Thor, 2003). Das zentrale Nervensystem (ZNS) Boaosophila setzt sich aus Gehirn
und ventralem Nervensystem (VNS) zusammen, wols@ary hauptsachlich das relativ
einfach  strukturierte VNS im Fokus der Untersuclemg dorsoventraler
Musterbildungsvorgange im friihen Embryo lag (uusammengefasst in Skeath, 1998;
von Ohlen und Doe, 2000; Cornell und von Ohlen, 30Aufgrund der weitaus
hoheren Komplexitdt des Gehirns ist nur vergleigkisey wenig dartber bekannt, wie
die Regionalisierung in DV-Achse dort reguliert avi(z.B. Urbach und Technau,
2003a; Urbach et al., 2006).

Ziel dieser Arbeit war es, die genetischen Mechaars der DV-Musterbildung im sich
entwickelnden Gehirn, im Vergleich zum VNS aufzukl®d Hierzu wurde eine
detaillierte Analyse der Expression der bekannt®@enevnd, ind, msh und EGFR
vorgenommen, sowie deren genetische Interaktionentscleliisselt. Diese
Untersuchungen umfassten auch die Suche nach arit€éandidatengenen, welche
sowohl durch ihre eigene Expressionsdynamik alsh adrch Interaktion mit den
bekannten DV-Genen zur dorsoventralen Regionalisgerder frihen Gehirnanlage

beitragen.

3.1 Unterschiede in der raumlich-zeitlichen Expi@s der DV-Gene
vnd, ind undmsh im NE des VNS und der Gehirnanlage

Das Gehirn vonDrosophila, welches aus dem procephalen Neuroektoderm (pNE)
hervorgeht, wird von anterior nach posterior intBcerebrum (PC), Deutocerebrum
(DC) und Tritocerebrum (TC) unterteilt. Diese antposterioren Subregionen kénnen
weiterhin in bestimmte DV-Domanen untergliedert aesr, basierend auf der
spezifischen Expression der DV-Gemal (ventral),ind (intermediér) undnsh (dorsal)
(Urbach und Technau, 2003a). Der Expressionsbeginrvnd, ind und msh sowie die
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raumliche Anordnung ihrer Expressionsdoménen vénserschiede sowohl im NE von
VNS und friher Gehirnanlage, als auch zwischendtenGehirnneuromeren (TC, DC,
PC) selbst auf. Aufgrund des sehr dynamischen Egpresverlaufs, welchen die DV-
Gene im pNE im Gegensatz zum VNS aufweisen, wudiezeitlichen und rdumlichen
Expressionsmuster in TC, DC und PC anhand eindfdahgarbung gegewnd, ind und
msh wahrend der friihen Gehirnentwicklung miteinandsnglichen (Abb. 3-1).

Das erste im VNS exprimierte DV-Gen istd (vor Stadium (St.) 5), gefolgt vamd-
und etwas spatensh-Expression, d.h. die zeitliche Abfolge der Genespron verlauft
von ventral nach dorsal (von Ohlen und Doe, 2080xh im NE des TC und DC wird
zunachst nuwnd exprimiert (vor St. 5), im Gegensatz zum VNS fdiggr jedoch kurz
darauf die Expression von dorsalemh, dessen Expressionsdomane direkt anvatie
Doméne angrenzt (Abb. 3-1 A-B’). Des Weiteren wind vorerst nur im intermediaren
DC aktiviert (ab St. 6), co-exprimiert mibd (Abb. 3-1 C, C’), und erst viel spater im
intermediaren TC (frihes St. 9), hier jedoch nioévorvnd-Expression weitestgehend
aus dem intermediaren NE verschwunden ist (Abb.[3-D’) (Urbach und Technau,
2003a). Im St. 11 schliel3en sictd- undvnd-Expression in DC (und TC) dann jedoch
gegenseitig aus (Abb. 3-1 E, E’). In gleicher Wdisginntvnd-Expression (ventral)
vor ind (intermediéar/dorsal) im NE des PC; entgegengeseetzSituation in TC und DC
grenzen die Doméanen vond undind jedoch nicht aneinander unah wird in diesem
Entwicklungszeitraum gar nicht im PC exprimiert Ab3-1 C, C’) (Urbach und
Technau, 2003a). Insgesamt deuten diese Unterscimedeitlichen und rdumlichen
Erscheinungsbild der DV-Genexpressionen auch aweidhungen in ihrer Regulation
und mdgliche Unterschiede im Bezug auf Interakipamser der DV-Gene in den drei
Gehirnneuromeren und dem VNS hin. In der Tat kamnte in einer friheren Arbeit
auch schon erste Gehirn-spezifische regulatoridnteraktionen zwischen den DV-
Genen identifizieren (Urbach et al.,, 2006). Vieleagen bezlglich maoglicher
Interaktionen (und weiterer Interaktionspartner)isohenvnd, ind und msh in der
frihen Gehirnanlage blieben jedoch offen und ihemm®wortung ist Gegenstand der
vorliegenden Arbeit.
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Vnd / ind / msh

tadium 6

frithes Stadium 11

Abb. 3-1: Zeitlich-rAumliche Expression der DV-GeneVnd, ind und msh wahrend der
Entwicklung der frihen Gehirnanlage

Fur alle Abbildungen, soweit nicht anders besclenelgilt folgendes: dargestellt werden
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Ausschnitte von Filetpraparaten, welche das Kopfidtm einer linken Gehirnhemisphéare
zeigen; anterior ist oben und eine schwarze gésite Linie kennzeichnet die ventrale
Mittellinie (ML). Sofern nicht anders angegebenzibhen sich die Stadienangaben jeweils auf
das mittlere Entwicklungsstadium.

(A) Schematische Darstellung eirl@sosophila-Embryos (,whole mount®) im spaten Stadium
(St.) 5 in lateraler Ansicht (anterior ist linkspwie eine ventrale Ansicht desselben Embryos
als Filetpreparation (anterior ist oben), bei welohKopf und Rumpf, separiert durch die
cephale Furche (CF), entlang der dorsalen Mittellgedffnet wurden (siehe auch Material und
Methoden, Abschnitt 2.11). Das Kopfektoderm derkdim Gehirnhemisphare inklusive
procephalem Neuroektoderm (pNE), aus welchem siad @ehirn entwickelt, ist durch
Umrandung mit einem orangefarbenen Kastchen heshotnen. B-E') Wildtypische
Expression vorind, msh und Vnd (das Expressionsmuster von Vnd-Proteigpeitht dem von
vnd-mRNA, bleibt jedoch etwas langer aufrecht erhalt& C‘, D' und E' sind schematische
Darstellungen von B, C, D und E. Unterschiedliché-Regionen sind durch rot gestrichelte
Linien gekennzeichnet, Neuromergrenzen durch b&sirighelte Linien angezeigt. (B, B‘) Im
spaten St. 5 werdamsh (dorsal; d) und Vnd (intermediar/ventral; i/v)aneinandergrenzenden
NE-Domanen in Trito (TC)- und Deutocerebrum (DC) pixiert, wohingegen im
Protocerebrum (PC) nur Vnd-Expression detektieibarund ind noch in keinem der drei
Gehirnneuromere aktiviert wurde. (C, C’) Im spat&h 6 beginntind-Expression im
intermedidren DC (schwarzer Pfeil), co-exprimieit Wnd, sowie im intermediar/dorsalen PC
(blaue Pfeilspitze, C). (D, D')nd-Expression im intermediaren TC beginnt im frihdn %
einem Zeitpunkt, zu dem Vnd schon fast ganzlichders entsprechenden NE verschwunden
ist. (E, E) Im St. 11 sindnd- und Vnd-Expression im DC komplementéar zueinandetind
wird zusatzlich in einem kleinen Bereich des dasalC exprimiert. Die Engrailed (En)-
Streifen in D' und E' kennzeichnen die posterioreetize jedes Gehirnneuromers (TC: is =
interkalareren-Streifen, DC: as = antennalen-Streifen, PC: hs =en ,head spot®). FG =
Vorderdarmanlage (,foregut®), MD = mandibulares ®egt.

3.2 Dorsoventrale Regionalisierung der friilhen @mlage durch

Expression vomNkx6 und den DV-Genewnd, ind undmsh
Die durch spezifische Expression der DV-Genend( ind, msh) gegebene

Untergliederung der frihen Gehirnanlage in disendbrsoventrale Domanen, ist im St.
9 besonders deutlich sichtbar (Abb. 3-1 D, D’) (&tb und Technau, 2003a). In
Relation zu diesen Expressionsdomanen habe ichEdpsessionsmuster voNkx6
untersucht (Abb. 3-2 A-L), da es, wiad, zur Familie der evolutionar konservierten
Nk(x)-Homooboxgene gehdrt, welche fur Transkriptionsiedn codieren. Nkx6-
Expression beginnt im St. 6 im pNE (Abb. 3-2 A, (€ghe auch Uhler et al., 2002), in
einer Region aus der spater das intermediare D@igaht, und bis St. 8 vergroRRert
sich dieNkx6-Doméane weiter nach posterior hinein ins TC (sidhb. 3-11 B). Im St. 8
findet man ebenfalls Expression in der Hinterdarage, sowie in den Vorlauferzellen
der ventralen Mittellinie (ML)Nkx6-Expression im NE des VNS beginnt erst im frihen
St. 9 und beschrankt sich auf die gnathalen Segm(emndibular, maxillar und labial)
(siehe auch Uhler et al., 2002). Im St. 8/9 wdistNkx6-Expression deutlich segment-
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spezifische Unterschiede im Kopf alkx6 wird sowohl im ventralen (co-exprimiert
mit vnd, Abb. 3-2 J) als auch intermediaren NE (co-expgmnmitind, Abb. 3-2 K) des
TC exprimiert, ist jedoch nur im intermediaren D&dxprimiert mitind, Abb. 3-2 K)

zu finden und dementsprechend komplementar zu ldexgpaimiertemmsh in TC und
DC (Abb. 3-2 A, L). Nkx6 ist zudem in bestimmten Subgruppen frih- und spat-
entstehender trito- und deutocerebraler NB detdidre(siehe Abb. 7-1 im Anhang),
welche audNkx6-positivem NE entstehen (Abb.3-2 D, E, F, L). Dsésht im Gegensatz
zum VNS, wo einige ventrale und intermediare NBnéakks Nkx6 exprimieren (ab St.
10), jedoch audNkx6-negativem NE hervorgehen (Uhler et al., 2002). Nila des
gréfdten Gehirnneuromers, dem PC, wikk6 ebenfalls nicht exprimiert, im St. 11
jedoch in einem einzigen protocerebralen NB detelssir (Ppd5, Abb. 3-2 F).

Die durchgefuhrte Expressionsanalyse zeigt, dasheires Level ariNkx6-Transkript
und dessen Vorhandensein schon in frihen Embrytadéds (ab St. 6) nur spezifisch
im NE und in NB des TC und DC zu finden ist, wa$ rdgliche Unterschiede in der
Funktion und Regulation voilNkx6 zwischen Rumpf und Gehirn, sowie zwischen
TC/DC und PC hinweist.

3.3 Gegenseitige Repression zwischen Nkx6 undgdstt fr die
Stabilisierung der Grenze zwischen intermediarechdorsalem NE
in TC und DC

Wie bereits zuvor von Urbach und Technau (2003a3chréeben, grenzen die
Expressionsdoménen vend undmsh, im Unterschied zum Rumpf, im NE des TC und
DC aneinander (Abb. 3-2 B, C, L) unash wird (intermediar/ventral) von Vnd
reprimiert (Urbach et al., 2006)vnd-Expression wird relativ fruih wahrend der
Entwicklung im intermedidren sowie grol3en Teilens deentralen NE in beiden
Gehirnneuromeren herunterreguliert (Urbach et 2006), wodurch sich die Frage
ergibt, wie die Repression vomsh in dieser Region nach Verschwinden vamd
aufrechterhalten wird\Nkx6-Expression beginnt im intermediaren TC und DC bend
dort herunterreguliert und die Expression voa (einem bekanntemsh-Repressor im
VNS; Weiss et al., 1998) aktiviert wird (Abb. 3-2 B und Abb. 3-3 B, C). Dalkx6
und msh komplementar zueinander exprimiert werden (Abl2 &-und Abb. 3-3 A),
bestand die Vermutung, dass Nkx6 als Repressongbmagieren konnte.
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msh | Nkx6 Wi Stadium 6 vnd/ msh Wi Stadium 6 || Zusammenfassung Stadium 6 |
T iR e o vnd e e
A w ind Y
m msh

B ~ Nixb R
W Nkx6ivnd = “PC
W Nkx6find | Gt
H NkxBlvndiind| | Do
o

En

i) ‘aéb’ gh

msh/En Wit Stadium 8 vind ! En Wit Stadium 9 || ind/En Wt Stadium 9 |

vnd | Nkx6 Stadium 9 | ind ! Nkx6

Abb. 3-2: Expression vonvnd, ind, msh und Nkx6 unterteilt die frihe Gehirnanlage von
Drosophilain distinkte dorsoventrale Domanen

(A-C) Nkx6/msh (A) undvnd/msh (B) werden komplementar zueinander exprimiert, wiéC)
schematisch zusammengefasst (siehe Farbcdded.) (Expression vorNkx6, msh, vnd oder
ind, teilweise kombiniert mit Engrailed. (D) Im Stifd Nkx6-Expression im intermediaren DC
und intermediar/ventralen TC, jedoch nicht im PCfinden. (E) Wahrend St. 9/10, beginnt
Nkx6 langsam aus dem intermedidren TC zu verschwin@@nm St. 11 istNkx6-Expression
zusatzlich im Neuroblasten (NB) Ppd5 (Pfeilspitzed uvergréRerter Ausschnitt) des PC
detektierbar. Im St. 9 wirthsh im dorsalen (G)ynd im ventralen (H) undind im intermediaren
() NE des TC und DC exprimiert. (J) Co-Expressimm Nkx6 undvnd im ventralen TC. (K)
Co-Expression vonNkx6 und ind im intermediaren TC und DC.LJ Schematische
Zusammenfassung der Expression dorsoventraler Khilgiengsgene (DV-Gene) im NE des
embryonalen Gehirns im St. 9; die hellbraun-gefsérétegion deutet ein schwaches Level von
Vnd-Protein an. hs en ,head spot”, as = antennalen-Streifen, is = interkalarem-Streifen.
Zur Orientierung der Abbildungen, weiteren Symboierd Abkurzungen siehe Abb. 3-1 und
zur Nomenklatur von Gehirn-NB siehe Urbach et2003).

36



Ergebnisse

Diese Hypothese unterstiitzend, weisen EmbryonemiesP?-Mutanten im St. 10/11
ektopischemsh-Expression im intermedidren TC (70%, n = 20 Gdfemispharen
(GHS)), sowie im intermediar/ventralen DC (95%, 26 GHS) auf (Abb. 3-3 D-E’).
Zudem wurdeNkx6 mithilfe der Treiberlinie sca-Gal4 (siehe UAS/Gal4-System,
Abschnitt 2.6 in Material und Methoden) etwa ab &tektopisch im gesamten NE
exprimiert, was zu einer Repression vwogh im dorsalen NE des TC und DC flhrt
(10% vollstandige Repression, 90% starke Redukt@mnmsh, n = 35 GHS) (Abb. 3-3

F, F’). Hieraus folgt, dadlkx6 den Verlust vorvnd kompensieren kann und an dessen
Stelle als Repressor vamsh agiert, um weiterhin dorsalisierende Signale aesid
intermediar/ventralen NE von TC und DC herauszehalt

Um festzustellen, ob Msh wiederum in der Lage N6 im dorsalen TC und DC zu
reprimieren, habe ichNkx6-Expression in msh®®-Mutanten analysiert. In diesen
Embryonen ist ektopischekx6-Expression im gesamten dorsalen NE von TC und DC
zu finden (n = 28 GHS) (Abb 3-7 A, A’, D, D). Immgekehrten Fall, wenmsh unter
Verwendung vorMata-Gal4 ektopisch getrieben wird, ist eine stark eelitie (83%, n

= 18 GHS) und teilweise sogar ganzlich fehlendé€q{1li = 18 GHSNkx6-Expression

Zu beobachten (Abb. 3-7 E, E).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass INik@Vish durch gegenseitige
Repression die Grenze zwischen intermedidrem undatbon NE in TC und DC

aufrechterhalten.

3.4 Msh und Ind interagieren als gegenseitige &=mren an der
intermediar/dorsalen Grenze in TC und DC
Es konnte gezeigt werden, dash-Expression im intermediaren NE (und in NB) des
VNS durch Ind reprimiert wird, und dass imd-Mutanten die Expression vansh in
das intermediare NE expandiert (Weiss et al., 1S8&ath et al., 1999). Dash und
ind in TC und DC, vergleichbar dem VNS, in benachbar®manen exprimiert
werden (Abb. 3-1 C-E’) (Urbach und Technau, 2008aheinen Interaktionen zwischen
diesen beiden Transkriptionsfaktoren, welche jemerRumpf entsprechen, auch im

pPNE mdglich.
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| msh | Nkx6 Wit Stadium Q| ind { Nkx6 Wit spates Stadium 8 | ind | Nkx6 Wt frihes Stadium 9

Nixg25 Stadium 11| msh /En sca>Nkx6 Stadium 11

Abb. 3-3: Gegenseitige Repression von Nkx6 und Msim NE von TC und DC

In den Schemata deuten farbig ausgefillte Felder \@@handensein und leere, von einer
gestrichelten Linie umrandete Felder das Fehlentirbeder Genexpressionen an (siehe
Farbcode); Schraffierungen Uber das gesamte Sciémaeg kennzeichnen die ektopische
Expression eines Gens. Dies gilt, soweit nicht emdeeschrieben, auch fur alle folgenden
Abbildungen. A) Nkx6 (in intermediar/ventralem TC und intermediarem D@)d msh
(dorsales TC und DC) werden komplementér zueinaedprimiert. B) Co-Expression von
Nkx6 undind im intermediaren DC.Q) ind-Expression im intermediaren TC beginnt im frihen
St. 9 (Pfeil), co-exprimiert miNkx6. (D-F*) Die En-Doméanen werden als Landmarke fir die
ventrale Grenze densh-Expression in TC und DC verwendet. D‘, E' und Fidsschematische
Darstellungen von D, E und F. (D,D‘) Wildtyp. Im I8sma (D) ist auch die Expression von
Nkx6-Protein im intermediaren TC wahrend St.10/&tubksichtigt (Daten nicht gezeigt). (E,
EY) In Nkx6*-Mutanten wirdmsh im intermediaren und schwach im ventralen DC, saim
Teil auch im intermedidren TC dereprimigrigl-Expression ist unter diesen Bedingungen nicht
beeintrachtigt. (F, F‘)sca-Gal4-getriebene ektopische Expression Wx6 fuhrt zu einer
Repression vomsh im dorsalen TC und DC. hsen ,head spot®, as = antennalen-Streifen,

is = interkalareren-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter Symbolen und
Abkurzungen siehe Abb. 3-1.

d*%2-Mutanten

Zur Klarung dieser Frage wurde zunéachst die Expesgnmsh in in
untersucht, welche gegenuber der Wildtypsituateaogh unveréndert bleibt (n = 25
GHS; Daten nicht gezeigt), was moglicherweise dulad Anwesenheit von zwei
weiteren msh-Repressoren, namlich Vnd (Urbach et al.,, 2006) N6 (siehe

Abschnitt 3.3), bedingt sein kénnte. Beide Faktomemden mitind co-exprimiert ynd
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im intermedidren DCNkx6 im intermedidren TC und DC) und sind dementspnedhe
ebenfalls komplementéar zu der dorsatesh-Domane (Abb. 3-2 J-L). Die Expression
von vnd undNkx6 im NE von TC und DC ist iind'®*Mutanten nicht beeintrachtigt (n
= 32 GHS; Daten nicht gezeigt) und scheint ausesidh diemsh-Expression auf den
dorsalen Anteil des NE zu begrenzen. Die Herstglleimerind/Nkx6-Doppelmutante
war leider nicht mdglich, da beide Gene auf deneselhromosom nahe beieinander
liegen, was eine erfolgreiche Rekombination aussliab erscheinen liel3. Daher wurde
die Veranderung in der Expression vimsh in vnd®- und Nkx6°%®-Mutanten, mit der
msh-Expression in einer kleinen Defizien2f(3L)XG3) verglichen, in welcher die Loci
von ind und Nkx6, jedoch von keinem anderen bekannten DV-Musterhiggen,
fehlen. Wenn Ind also ebenfalls an der Repressiomsh in TC und DC beteiligt ist,
ware eine starkerensh-Expansion in intermediares NE zu erwarten, anstelgvon
Nkx6°%> (nur Nkx6-Expression fehlt), (ibeDf(3L)XG3 (ind- und Nkx6-Expression
fehlen), bis hin zwnd® (vnd- und Nkx6-Expression fehlen vollstandigd-Expression
jedoch nur zum gré3ten Teil; siehe auch Urbachl.e2806). Wie in Abschnitt 3.3
beschrieben, zeigadkx6-mutante Embryonen eine Derepression msh im gesamten
intermediaren DC, sowie auch in einem Anteil desrimediaren TC, in welchemd-
Expression schon aus dem NE verschwunden ist (B{30E, E’). In Ubereinstimmung
mit obiger Vermutung ist zu beobachten, dass e&bth@ msh-Expression in
Df(3L)XG3-Embryonen weiter in intermediares TC hinein expandn = 12 GHS)
(Abb. 3-4 A-B’), es ist hingegen kein Unterschied Hinblick auf das Ausmald der
msh-Derepression im DC zwischétkx6”% und Embryonen der Defizienz zu finden (n
= 12 GHS) (Abb. 3-3 E, E’ und 3-4 B, B’). Dies kdansich durch eine mdgliche
Restaktivitat von Vnd, oder der Tatsache, das N#ke6wirksameransh-Repressor im
intermediaren DC zu sein scheint, erklaren lassegh¢ auch Diskussion Abschnitt
4.2). Invnd®-Mutanten, in welchen zusatzlich noch die Expression Nkx6 (Uhler et
al., 2002) und (groRtenteilsnd (Urbach et al., 2006) fehlt, ist eine ausgedenmde-
Expression schon ab st5/6 im kompletten intermedi®dE des TC und DC zu finden
(siehe Abb. 7-2 im Anhang). Das Ergebnis aus eitbrarexpressionsexperiment, in
welchemind mittels sca-Gal4 ektopisch im gesamten NE getrieben wurdderlie
weitere Unterstltzung fur die Hypothese, dass lisdRepressor vommsh im pNE
fungiert, damsh-Expression in diesen Embryonen im dorsalen TC D@dsignifikant
reduziert ist (13% vollstandige Repression, 87%kstaReduktion vormsh, n = 30
GHS) (Abb. 3-4 C, C).
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msh/En Wit Stadium 11 | msh/En DR3L)XG3 Stadium 11 | msh/En sca=ind Stadium 11 |
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Abb. 3-4: Ind fungiert als Repressor vormsh in TC und DC

(A-C') msh/En im Wildtyp und mutanten Embryonen. A‘, B‘ und €ind schematische
Darstellungen von A, B, und C. (A, A") Wildtyp. (BB') In der DefizienzDf(3L)XG3, bei
Abwesenheit von sowohind als auch Nkx6, expandiert msh-Expression vollstandig in
intermediéares TC und DC hinein. (C, Gja-Gal4-getriebene ektopische Expression uah
fuhrt zu einer starken Reduktion vamsh im dorsalen TC und DC. hsen ,head spot”, as =
antennaleen-Streifen, is = interkalaren-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter
Symbolen und Abktrzungen siehe Abb. 3-1 und AbB. 3-

Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob M=ise die Fahigkeit besitzt die
Expression vomnd im embryonalen Gehirn zu reprimieren, wie beriitd\kx6 gezeigt
werden konnte (siehe Abschnitt 3.3).msh®®-Mutanten expandiert died-Expression
in TC und DC in dorsales NE hinein (n = 54 GHS) §AB-5 A-B’), wohingegen die
ind-Domé&ne bei ektopischansh-Expression gca>msh) im TC stark reduziert (10%
vollstandige Repression, 90% starke Reduktionimdnn = 80 GHS) (Abb. 3-5 C-D’),
und im DC vollstandig verschwunden ist (n = 80 GKi&)b. 3-5 D, D’); auch im PC
ist die Expression vomd signifikant reduziert (23% starke Reduktion, 77éichte
Reduktion vonind, n = 80 GHS) (Abb. 3-5 D, D’) Dies deutet darau, dasind-
Expression im dorsalen TC und DC in der Tat vorin Mprimiert wird.
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, das IddMsh als wechselseitige
Repressoren in TC und DC fungieren, um die Grenzgschen dorsalem und
intermediaren NE zu stabilisieren, und obwohl Msh frihen PC nicht endogen
exprimiert wird, verflgt es dennoch tber die Fakigknd dort zu reprimieren.
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Abb. 3-5: Msh fungiert als Repressor vorind in TC und DC

(A-D") ind/En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. A', B‘, Gnd D' sind schematische
Darstellungen von A, B, C und D. (A, A*) WildtypB( B*) In msh®-Mutanten expandieind-
Expression in dorsales TC und DC hinein. (C, C'ldtyp. (D, D) Mithilfe von sca-Gal4
ektopisch getriebenemssh fuhrt zu einer starken Repression vod in TC, DC und PC. hs en
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.head spot, as = antennalen-Streifen, is = interkalareen-Streifen. Zur Orientierung der
Abbildungen, weiteren Symbolen und Abkirzungenesighb. 3-1 und Abb. 3-3.

3.4.1 Msh stabilisiert die dorsale Grenze dend-Expression im NE des VNS
Wahrend der Untersuchung démd-Expression in der Gehirnanlage vansh®-
Mutanten stellte sich heraus, d&sg auch im VNS nicht vollkommen unbeeintréachtigt
bleibt. Wie in Abschnitt 3.4 gezeigt, ist Msh inrdeageind-Expression in TC und DC
zu reprimieren und dies scheint auch fur das VN&izaffen. Endogen wirthd nur in
der intermediaren NE-Spalte exprimiert (Abb. 3-6(gighe auch Weiss et al., 1998), in
msh®-Mutanten findet sichind-Expression jedoch auch partiell im dorsalen NE
wodurch eine nach dorsal hin ,unscharfe* Grenzeidd-Doméane entsteht (blaue
Pfeile in Abb. 3-6 B). Dies konnte bedeuten, dash Murch Repression vond an der
dorsal/intermediaren Grenze fir eine Prazisierwergrdl-Domane in dorsaler Richtung
sorgt. Wie bereits bekannt, windsh seinerseits im intermedidren NE des VNS von Ind
reprimiert (Weiss et al., 1998), sodass die Auftedtaltung der intermediar/dorsalen
Grenze anscheinend, wie auch kirzlich fur die \edmtermediare Grenze zwischen
Vnd und Ind beschrieben (Zhao et al., 2007b), dgetenseitige Repression von Ind
und Msh in eben diesem Grenzbereich erreicht vid@ass Msh auch im VNS in der
Lage istind zu reprimieren, wird zudem durch den Befundsta>msh-Embryonen
deutlich, in welchennd nach ektopischer Expression viosh fast vollstandig aus dem

intermediaren NE verschwunden ist (Abb. 3-6 C).

ind/En Wit Stadium 9_| 'md! En hﬁﬁ Stadium 9 | _r'ndf En sca=msh Stadium 9 |
- - 'sr P 2 T - — .
A . . B > - ; % : ﬁ
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Abb. 3-6: Msh agiert als Repressor voiind im VNS

Dargestellt sind Filetpraparate, welche die Rungpfsnte vom ersten thorakalen (T1) bis hin
zum ersten abdominalen (A1) Segment zeigen; antistidinks und eine schwarz gestrichelte
Linie kennzeichnet die ventrale Mittellinied{C) ind/En im Wildtyp und mutanten Embryonen.
(A) Wildtyp; ind wird im intermedidren NE des VNS exprimiert. (B)rhsh®-Mutanten wird
ind teilweise im dorsalen NE exprimiert (blaue Pfeilepdurch die dorsale Grenze ded-
Expression ,unscharf* erscheint. (&a-Gal4-getriebene ektopische Expression wsh fuhrt
zur Repression voimd im intermedidren NE. v = ventral, i = intermedidr= dorsal, T1-T3 =
thorakale Segmente, Al = erstes abdominales Segment
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3.5 Fuir die Aktivierung daxkx6-Expression in TC und DC ist Vnd

erforderlich

Die Beobachtung, dagdskx6 in spezifischen neuroektodermalen DV-Doménen in TC
und DC exprimiert wird, wirft die Frage auf, widkx6-Expression in diesen Regionen
reguliert wird. Im ventralen TC findet maxkx6 co-exprimiert mitvnd, sowie eine
Uberlappung mitnd undvnd (transient) im intermediaren TC und DC (Abb. 3;X)l.
Wie schon im Vorfeld gezeigt werden konnte, ist \é&mal positiver Regulator voRkx6

im Kopf-NE (Uhler et al., 2002). In Ubereinstimmungjt diesem Befund, ergibt die
Analyse vonNkx6-Expression invnd®-Mutanten ein vollstandiges Fehlen vidkx6 im
NE von TC und DC (n = 20 GHS) (Abb. 3-8 A-B’). Dad¥ fur die Aktivierung vonnd

im intermedidaren DC bendtigt wird (Urbach et ab08), ware es moglich, dass Vnd die
Expression vorNkx6 indirekt tiberind steuert. Inind'®2-Mutanten zeigt sichNkx6-
Expression aber weder im TC noch im DC beeintrgti{h = 16 GHS; Daten nicht
gezeigt), was darauf hindeutet ddkx6 von Vnd und nicht von Ind abhangig ist.
Andersherum besteht hingegen die Madoglichkeit, dasbExpression von Nkx6
beeinflusst werden konnte. Da sich diese Vermutnagh Betrachtung demd-
Expression inNkx6°®-Mutanten jedoch nicht bestatigt (n = 26 GHS; Datecht
gezeigt), ist es wahrscheinlich, dass sowdkt6 als auchind im intermediaren DC,

parallel durch Vnd reguliert werden.

3.5.1 Nkx6 reprimiertind-Expression in intermedidren NB des VNS

In der frihen Gehirnanlage scheinbiikx6 und ind keinen Einfluss aufeinander zu
haben (siehe Abschnitt 3.5), obwohl sie im NE vdah dnd DC co-exprimiert werden
(Abb. 3-2 C, K, L) und gemeinsam fir die Repression ems im intermediaren DC
sorgen (beschrieben in Abschnitt 3.10). Auch im VNS keines der beiden Gene
notwendig fir die Aktivierung des jeweils andererd iNkx6 bleibt sowohl inind*®2-
Mutanten als auch bei Uberexpression umh(mithilfe von sca-Gal4) unbeeintrachtigt
(Daten nicht gezeigt). INkx6°*-Mutanten ist jedoch zu beobachten, dass intermedia
NB im St. 11 eine verstarkiaed-Expression aufweisen (Abb. 3-7 A-B’); zudem bleibt
ind-Expression in den NB 3-2 und 4-2, welche im Wikdtgu diesem Zeitpunkt
eigentlichNkx6 exprimieren (Uhler et al., 2002), auch langer ectit erhalten (in Abb.
3-7 A" und B’ mit orange gestrichelten Kreisen undat). Nach ektopischer

Expression vonNkx6 (sca>Nkx6) ist ind in keinem der intermediaren NB mehr
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detektierbar (Abb. 3-7 C). Insgesamt weisen diggelihisse darauf hin, dass Nkx6 in
intermediaren NB des VNS als Repressor vohagiert.

ind { En Wi Stadium 11 | ind{En Nix6525 Stadium 11| ind sca>Nix6 Stadium 11 |
» I' - r
EY YVI REXE % % 1E
¥
3 - d

1
v
il T2 i3 A1l

Abb. 3-7: Repression vorind durch Nkx6 in intermedidren NB des VNS

Dargestellt sind Filetpraparate, welche die Rungsfsante vom ersten thorakalen (T1) bis hin
zum ersten abdominalen (Al) Segment zeigen; antstidinks und eine schwarz gestrichelte
Linie kennzeichnet die ventrale MittellinieA (A’) Expression voiind und En im Wildtyp; im
St. 11 wirdind nur noch in drei (von finf) intermedidaren NB (NBB5-3, NB6-2, NB7-2)
exprimiert. 8, B’) In Nkx6°*-Mutanten kommt es in NB3-2 und NB4-2 (mit orange
gestrichelten Kreisen umrandet) zu einer Deremassion ind. (C) Nach ektopischer
Expression vonNkx6 (getrieben mitsca-Gal4) istind in keinem intermediaren NB mehr
detektierbar. v = ventral, i = intermediér, d =shdy T1-T3 = thorakale Segmente, Al = erstes
abdominales Segment. Zur Nomenklatur von NB im \&he Doe (1992), sowie Broadus und
Doe (1995).

3.6 Vnd ermdglicht die Aktivierung vaxkx6 in TC und DC durch

Repression vomsh
Obwohl es Hinweise auf eine positive Regulation W6 in TC und DC durch Vnd
gibt (siehe auch Uhler et al., 2002), war bislamglar ob diese direkt oder indirekt
erfolgt. In beiden Gehirnneuromeren fungiert Vngl Repressor vomsh (Urbach et al.,
2006) und in dieser Arbeit konnte gezeigt werdeagssdMsh wiederum als Repressor
von Nkx6 agiert (siehe Abschnitt 3.3). Dies erhéht die VBaheinlichkeit, dasslkx6
nur indirekt durch Vnd reguliert wird, und zwar dorRepression vomsh. Dieser
Vermutung entsprechend, ist keihix6-Expression invnd®-Mutanten zu finden, in
welchen interessanterweise eine Derepressionmsbnm intermediéar/ventralen TC und
DC erfolgt (Abb. 3-8 B, B’) (Urbach et al., 200@)yalog der Situation nach ektopischer
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Expression vomsh (Abb. 3-8 E, E’). Im Gegensatz dazu fuhrt Uberesgion vorvnd

zu einer Repression vomsh (Urbach et al., 2006), und zudem lasst sich eine
signifikante Expansion deXkx6-Expression in dorsales NE des TC und DC hinein
beobachten (n = 25 GHS) (Abb. 3-8 C, C), ahnliemdPhanotyp, welcher imsh®-
Mutanten furNkx6 beobachtet werden kann (Abb. 3-8 D, D’). Obgleatildiese Daten
nahe legen, dass Vridkx6 nur indirekt durch Repression vomsh reguliert, bleibt die
Maoglichkeit einer direkten Interaktion zwischen Vodd Nkx6 nicht ausgeschlossen.
Um diese Frage zu klaren, wurde tllex6-Expression innnd®; msh®-Doppelmutanten
untersucht. Falls Vnd tatséchlich kein direkter id&tor vonNkx6 ist und nur fiur die
Repression vommsh bendtigt wird, sollteNkx6 in eben diesen Embryonen in seiner
endogenen Expressionsdomane zu finden sein (trbiwesenheit von Vnd), sowie
zusatzlich in dorsales NE expandieren, da die Rspréunktion von Msh auflkx6 in
diesem genetischen Hintergrund ebenfalls fehlt.kExgeses Expressionsmuster zeigt
Nkx6 in vnd®; msh®-doppelmutanten Embryonen im NE des TC und DC {0 GHS)
(Abb. 3-8 F, F’), woraus sich folgern lasst, dassd\ie Expression vohlkx6 durch
Unterdriickung deblkx6-Repressorassh ermoglicht.

3.7 Vnd reprimiertmsh im intermedidren DC und ermdglicht somit die

Aktivierung derind-Expression
In vnd-mutanten Embryonen ist keinsd-Expression im NE des DC und TC
detektierbar (mit Ausnahme des posterioren TC inichen ind spezifisch im
interkalaren Engrailed-Streiferrtis) exprimiert wird; Urbach et al., 2006; Abb. 3A9
B"). Wie in Abschnitt 3.4 gezeigt, ist Msh in deadeind in TC und DC zu reprimieren
(Abb. 3-5 D, D’) und es ist bekannt, damsh in Abwesenheit von Vnd schon in St. 5/6
in intermediar/ventralem NE dereprimiert wird (Abb2 im Anhang), d.h. zu einem
Zeitpunkt bevor endogeniad-Aktivierung in beiden Neuromeren stattfinden wirde
Aufgrund dessen scheint esnd®-Mutanten moglich, dass ektopisches Msh sowohl
die Aktivierung vonind im DC als auch in Teilen des TC verhindern kor(Ateb. 3-9
B, B’). Bereits in einer friheren Publikation stefi wir die Vermutung auf, dasd-
Expression im intermedidren DC der positiven Regatadurch Vnd unterliegt, obwonhl
mithilfe von sca-Gal4 getriebener ektopischer Vnd-Expression k&xgansion vonnd
in dorsales DC herbeigefihrt werden konnte, tratfiolgter Repression vommsh
(Urbach et al., 2006).
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Abb. 3-8: Nkx6-Expression im NE des TC und DC nach Verlust oder kaopischer
Expression vonvnd und msh

(A-F") Expression vorNkx6 und En im Wildtyp (A) und mutanten Embryonen (B-R)-F
sind schematische Darstellungen von A-F. (B, B‘Vd®-Mutanten fehltNkx6-Expression in
TC und DC vollstandig undsh-Expression expandiert in ventral/intermediareshitiein. (C,
C') Ektopisches/nd (getrieben miMata-Gal4) reprimiertmsh und Nkx6-Expression expandiert
bis in das dorsalste NE hinein. (D, D*) insh®-Mutanten expandieNkx6 in dorsales NE
hinein. (E, E")Mata-Gal4-getriebene Expression vamh fihrt (ab St. 9) zu einer Repression
von Nkx6 im ventral/intermediéren TC und DC. (F, F)und®;msh®-Doppelmutanten igtkx6-
Expression endogen im intermediar/ventralen TC imbermediaren DC, sowie ektopisch im
dorsalen TC und DC detektierbar. hses ,head spot‘, as = antennalen-Streifen, is =
interkalarer en-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter Symbolen und
Abklrrzungen siehe Abb. 3-1 und Abb. 3-3.

Da die ektopische Expression vamd mittels sca-Gal4 moglicherweise zu spat beginnt
(nicht vor St. 8), wurde dieses Experiment mit &@heren TreiberlinieMata-Gal4
(etwa ab St. 5/6) wiederholt. In der Tat lie3 sich Mata>vnd-Embryonen eine
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Expansion vorind in dorsales NE hinein beobachten (n = 20 GHS) (AbB C-D’),
was darauf hinweist, dass Vnd fur die Aktivierungnvnd im DC notwendig ist. Um
herauszufinden, ob es sich hierbei um eine direkier indirekte Regulation handelt,
wurde ind-Expression, analog zu der Situation fikx6 (siehe Abschnitt 3.6), in der
vnd®; msh®-Doppelmutante untersucht. Unter diesen experinlenteBedingungen
zeigt sich, dasend in seiner endogenen Doméne aktiviert wird (was ¥iaddirekten
Aktivator ausschlieRt) und aufRerdem, aufgrund fedde Repression durch Msh,
ektopisch im dorsalen NE des DC zu finden ist (1G=- GHS) (Abb. 3-9 E, E’).
Zusammengefasst weisen obige Ergebnisse darautiass, Vnd die Aktivierung von
ind-Expression im DC dadurch ermdglicht, dassidéfRepressor Msh auf dorsales NE
beschrankt bleibt.

Die Vermutung, dass Vnd im TC dagegen als Reprassoind arbeitet (Urbach et al.,
2006), kann durch die Beobachtung unterstitzt werdass die tritocerebraied-
Doméane nach ektopischer Expression wod (Mato>vnd) stark reduziert ist (45%
vollstandiger Verlust, 55% sehr starke Reduktion va, n = 20 GHS) (Abb. 3-9 D,
D’; siehe auch Urbach et al., 2006). Ind®-Mutanten ist eine Derepression v
hingegen nur im ventralen Anteil des tritocerebralengrailed-Streifensef-is) zu
beobachten (Abb. 3-9 A-B’; siehe auch Urbach et2€l06) und dieser geht ein Verlust
von msh-Expression in besagten Zellen voraus (siehe AbB.im Anhang). Hieraus
ergibt sich die Schlussfolgerung, dassin vnd®-Mutanten deshalb nicht in der Lage ist
in das verbleibende ventrale TC zu expandieren,dies durch deind-Repressor Msh
verhindert wird. In Ubereinstimmung damit, erfotgine Expansion voind in ventrales
NE im vnd®; msh®-doppelmutanten Hintergrund (n = 20 GHS) (Abb. E9E)).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dassExpression in TC und DC auf
unterschiedliche Weise durch Vnd affektiert wirddhwend Vnd im TC, &hnlich dem
VNS (Weiss et al.,, 1998), als Repressor vad fungiert (Urbach et al., 2006),
gewahrleistet Vnd diend-Expression im DC, indem es fir die Beschrankung de

Repressors Msh auf dorsales NE sorgt.
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Abb. 3-9: Vnd reguliert die ind-Expression in TC und DC auf unterschiedliche Weise

(A-E') Expression vorind kombiniert mit En im Wildtyp und in mutanten Embngm. A'-E’
sind schematische Darstellungen von A-E. (A, A)Ydtjip. (B, B') In vnd®-Mutanten wirdind-
Expression in TC und DC von nach intermediar expatem Msh reprimiert (siehe B*), mit
Ausnahme einer Region im posterioren TC, in weldimer und En co-exprimiert werden;
zudem ist auch ektopische®l im ventralen Bereich des-is detektierbar. (C, C*) Wildtyp. (D,
D') Bei Uberexpression vownd (mithilfe von Mata-Gal4) expandierind in dorsales DC
hinein, wird im intermediaren TC jedoch von Vndniapert; msh-Expression wird in dorsalem
TC und DC reprimiert (D). (E, E') Innd®; msh®-Doppelmutanten wirihd-Expression normal
aktiviert (intermediares TC und DC), ist jedoch&méch in ventralem und dorsalem TC, sowie
in dorsalem DC dereprimiert. hsen ,head spot®, as = antennalen-Streifen, is = interkalarer
en-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedterSymbolen und Abkirzungen siehe
Abb. 3-1 und Abb. 3-3.
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3.8 Msh und Ind besitzen die Kompetewrrj-Expression in der friilhen

Gehirnanlage zu reprimieren
Im Unterschied zum VNS stoR3en die Expressionsdomaoe vnd und msh in der
frihen Gehirnanlage (St. 5) direkt an der Grenzisa@ven intermediarem und dorsalem
NE im zuklnftigen TC und DC aneinander (Abb. 3-1B), was auf eine mdgliche
Interaktion dieser beiden Genen hindeutet. Wie schovor gezeigt werden konnte,
reprimiert Vnd im intermediar/ventralen NE die Ak&érung dermsh-Expression und
verhindert somit, dass diese Zellen (und die datersorgehenden NB) ein dorsales
Schicksal annehmen (Urbach et al., 2006; AbscBrtund 3.4). Zur Beantwortung der
Frage, ob umgekehrt Msh in der Lage st in dorsalem NE zu reprimieren, wurde
vnd-Expression bei Verlust von Msh sowie in der Ubgressions-Situation untersucht.
In msh®-Mutanten ist keine Expansion vamd in dorsales NE des TC und DC zu
beobachten (n = 23 GHS; Daten nicht gezeigt). Whasinjedoch mithilfe vorsca-Gal4
(sca>msh) im gesamten NE ektopisch exprimiert wird, fuhresdzu einer starken
Reduktion vonvnd-Signal im ventralen TC (vollstandiger Verlust iB8%, starkevnd-
Reduktion in 32%, n = 28 GHS), DC (vollstandigerMst vonvnd, n = 28 GHS) und
PC (starkemnd-Reduktion, n = 28 GHS) (Abb. 3-10 A-B’). Diese Belle zeigen, dass
Msh die Kompetenz besitzénd-Expression in allen drei Gehirnneuromeren zu
reprimieren. Obwohl Msh also in der Lage vatl zu reprimieren, scheint es dennoch
nicht am Aufbau der dorsalen Grenze wod-Expression beteiligt zu sein.
Im TC grenzen die Expressionsdomanen vod (intermediar) undvnd (ventral)
ebenfalls aneinander (Abb. 3-1 D-E’) (Urbach undhireau, 2003a), wohingegen beide
Faktoren im intermedidren NE des DC (jedoch nichtdém hieraus hervorgehenden
NB Dd1l) transient co-exprimiert werden (Abb. 3-1DQ- (Urbach und Technau,
2003a). Zur Untersuchung eines moglichen Einflussesind auf dievnd-Expression,
wurde die Expression vomd zunéchst innd'®*-Mutanten analysiert. Obwohl diese im
NE von TC und DC in Abwesenheit von Ind unverandigtben (n = 24 GHS; Daten
nicht gezeigt), kann dennoch in allen Féllen eldopésvnd im intermediaren NB Dd1
des DC detektiert werden (n = 24 GHS) (Abb. 3-1CQ,
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Abb. 3-10: Ind und Msh kénnen als Repressoren vovnd fungieren

(A-E") Expression vownd und En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. A",udd E' sind

schematische Darstellungen von A, B und E. (A, Wi)dtyp; vnd wird im ventralen TC und
PC exprimiert und ist im ventralen DC auf den valetn Anteil des antennalem-Streifens
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beschrankt (as, brauner Pfeil in A). (B, Bja-Gal4-getriebene ektopischesh-Expression
fuhrt zu einer vollstandigen Repression vamd in TC und DC, sowie einer starkemd-
Reduktion im PC. (C) Im Wildtyp exprimieren die decerebralen NB Dd5 und Dvénd
(braun gestrichelte Kreise) und der NB Dd1 expriinied (blau gestrichelter Kreis). (D) In
ind®*Mutanten wird vnd in dem intermedidgren NB Dd1l ektopisch exprimiebra(in
gestrichelter Kreis). (E, E')sca-Gal4-getriebene Uberexpression vond reduziert vnd-
Expression stark in TC und PC, sowie in den meigtdlen vollstdndig im DC. hs en ,head
spot’, as = antennaleen-Streifen, is = interkalareen-Streifen. Zur Orientierung der
Abbildungen, weiteren Symbolen und Abkirzungen esiébb. 3-1 und Abb. 3-3. Beztglich
Nomenklatur der Gehirn-NB siehe Urbach et al. (2003

Daraufhin wurde Uberpruft, ob ektopisches Isch¢ind) im ventralen NE in der Lage
ist, die vnd-Expression zu beeinflussen. In dieser Situatiagtzgch vnd-Expression
reduziert im NE des TC (vollstandiger Verlust irfd,deichtevnd-Reduktion in 65%, n
=26 GHS) und PC (92%, n = 26 GHS), sowie in derstee Fallen vollstandig fehlend
im DC (in 89%, sowie starke Reduktion vend in 11%, n = 26 GHS) (Abb. 3-10 E,
E’); die Repression vomrnd durch Ind setzt allerdings nicht vor St. 9 einw®hl Ind
demzufolge die Fahigkeit besitefyd im NE aller drei Gehirnneuromere zu reprimieren,
erfolgt dies anscheinend endogen doch nur im NB. Badinit scheint Ind nicht, wie fur
das VNS berichtet (Zhao et al., 2007b), an der R¢ign dervnd-Expression im NE
der Gehirnanlage beteiligt zu sein.

3.9 Das cephale Lickengempty spiracles ist erforderlich, um die
Expression vomNkx6, ind undmsh in TC und DC zu aktivieren

Die scharfen Doméanengrenzen tkx6-Expression im anterioren DC und posterioren
TC (Abb. 3-2 D) deuten auf die Beteiligung von @meder mehreren regulatorischen
Faktoren hin, die entlang der AP-Achse arbeiterertitschenderweise stellte sich das
cephale Luckengerempty spiracles (ems) als entsprechender Faktor heraus. Die
Expression vorems beginnt im Blastoderm in einem Streifen rings uas &rocephalon
(Walldorf und Gehring, 1992), welcher sich nachérld in drei kleinere Domé&nen
aufteilt, die spéater Anteile des TC, DC und PC wsém (siehe Abb. 3-11 C) (Hirth et
al., 1995; Urbach und Technau, 2003a). Anhand vappelfarbungen stellte sich
heraus, dasblkx6-Expression im procephalen Ektoderm (dem spéatersrmedidren
DC) innerhalb der Ems-Domane beginnt (St. 6; Abft13A) und dass kurz darauf die
anterioren Grenzen voRkx6- und Ems-Expression exakt tbereinstimmigkx6 wird
nachfolgend in Zellen des TC aktiviert, welche auwene starke Ems-Expression
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zeigen (Abb. 3-11 B). Im St. 8, wenn sich dilex6-Doméane in TC und DC vollstandig
aufgebaut hat, korrelieren auch die Grenzen Wk6- und Ems-Expression im
posterioren TC exakt miteinander (Abb. 3-11 B). ghioh scheint Ems die AP-
Begrenzung deNkx6-Expression in TC und DC zu definieren, eine Bebbatg, die
sich auch bei Uberexpression vamd (Abb. 3-8 C, C’) oder inmsh®-Mutanten (Abb.
3-8 D, D) zeigt, in welchen di&lkx6-Doméne in dorsales NE hinein expandiert: in
beiden Féllen erfolgt keine ektopiscidkx6-Expression Uber die AP-Grenzen der
frihen Ems-Domane hinaus. Da diese Expressionsdaten mogliche Funktion fur
Ems bezuglichNkx6-Aktivierung implizieren, wurde die Expression vdwkx6 in
ems”®-Mutanten untersucht. Interessanterweise ist iohesi Embryonen wed&tkx6-
Expression im TC noch im DC zu detektieren (n =&5S) (Abb. 3-11 J), was darauf
hindeutet, dass das AP-Musterbildungsges fur die Aktivierung vonNkx6 bendtigt
wird. NebenNkx6 umfasst die frihe procephale Ems-Doméane ebendidienigen
Regionen in TC und DC, in welchémd undmsh aktiviert werden (Abb. 3-11 D, E, G,
H). ind-Expression beginnt (wilkx6) im intermediaren DC, wo die anterioren Grenzen
der ind- und Ems-Domé&nen genau miteinander korrespondighédb. 3-11 D, E),
weshalb sich vermuten lasst, dass Ems auch die@et&xpansion dand-Expression
im DC regulieren konnte. Die Analyse vord (n = 32 GHS) undansh (n = 24 GHS) in
ems’®-Mutanten ergab, dass die Expression beider Gewetddm TC als auch im
DC ganzlich fehlt (Abb. 3-11 K, L). Hieraus lasstisschlie3en, dassns ebenfalls bei
die Aktivierung vonind undmsh eine wichtige Rolle spielt.

Die zuvor geschilderten Resultate werfen die Fragfe ob Ems allein in der Lage ist
Nkx6, ind oder msh zu aktivieren. Da endogeness schon sehr frih (St. 5) im
gesamten NE des TC und DC exprimiert wird, wurdennddglichen Auswirkungen
auf Nkx6, ind und msh im PC und im NE des VNS bei Uberexpression von Ems
untersucht. In Mato>ems- bzw. sca>ems-Embryonen ist eine kleine Domaéane
ektopischemsh-Expression im zentralen PC zu finden (Abb. 3-12Bj, wohingegen
die Expression vohlkx6 undind unbeeintrachtigt erscheint (Daten nicht gezefgtich

im NE des VNS ist keine ektopische Expression deatysierten DV-Gene feststellbar
(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse weisenudldnan, dass Ems zumindest in
einem bestimmten Bereich des PC ausreichtmamExpression zu initiieren, fur die
Aktivierung vonNkx6 oderind hier jedoch keine Rolle spielt. Moglicherweise dgts
auf eine Beeintrachtigung durch PC-spezifische dfakt, wie beispielsweise dems-

Repressotailless (Hartmann et al., 2001), oder im NE des VNS splezogkommende
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Faktoren zurtickzufihren, wems-Funktion durch die Aktivitat homootischer Gene
reprimiert wird (Schock et al., 2001). Uberdieseinhein hohes MaR an Ems-Protein
zu einem frihen Zeitpunkt ausschlaggebend zu sentass Beginn und Intensitat von
ektopisch exprimierten Ems hier eventuell nichtraiehen, um eine Aktivierung der
DV-Gene zu induzieren. Dennoch lieferte die Analysm msh®-Mutanten einen
Hinweis darauf, dass Ems tatsachlich als Aktivatmr Nkx6 fungieren kdnnte. Wie in
Abschnitt 3.3 beschrieben, kann riish®-Mutanten eine Expansion von ektopischem
Nkx6 in das vollstandige dorsale NE des TC und DC beaied werden (Abb. 3-8 C,
C’). Da Ems ebenfalls in dieser NE-Region exprimigird (Abb. 3-11 A, B), ist es

maoglicherweise in der Lagdlkx6 in Abwesenheit von Msh dorsal zu aktivieren.

3.10 ems-Expression im intermediaren DC wird durch einegatiren

Ruckkopplungs-Mechanismus zwischen Ems und NkxGigdliert
Ab St. 9 werden Ems undkx6 bzw. Ems undnd in zueinander komplementéren NE-
Doménen (sowie korrespondierenden NB-Subpopulatjpme TC und DC exprimiert
(Abb. 3-11 C, F und Abb. 3-14 A), was die Moglichikeeinhaltet, dass einer oder auch
beide Faktoren beginnen konntems zu reprimieren. Daher wurde Ems-Expression in
Nkx6°?- und ind***Mutanten, sowie in der jeweiligen UberexpressiSitsation
(unter Verwendung vosca- undMata-Gal4) analysiert. Die Expression von Ems bleibt
jedoch unter allen oben genannten Bedingungen &ngert (Daten nicht gezeigt), was
zumindest darauf hinweist, dass weder Ind noch N&ké&n ausreicht, unems zu
reprimieren. Dagegen zeigt sich bei AbwesenheitldreFFaktoren in der Defizienz
Df(3L)XG3 eine spezifische Derepression von Ems im interémediDC, einer Region,
in welcherind und Nkx6 normalerweise co-exprimiert werden (Abb. 3-2 K, Ejne
Derepression von Ems in defizienten Embryonen estogh nicht vor St. 10 zu
beobachten (vollstandige Derepression in 44%, st@krepression in 56%, n = 25
GHS) (Abb. 3-12 C, D), da bis zu diesem Zeitpunik¢Vnd im entsprechenden NE
zu finden ist (Urbach et al., 2006). Da Vnd wahreed frihen Gehirnentwicklung als
ems-Repressor agiert (siehe Abschnitt 3.11), spatwgle aus dem intermedidren DC
verschwindet, liegt die Vermutung nahe, dass (die Vnd initiierte)ems-Repression

nachfolgend von Ind und Nkx6 gemeinsam aufrechdlezh wird.
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Nkx6 { Ems Wit frihes Stadium 6 | ind ! Ems Wit spates Stadium 6 | msh { Ems Wt frihes Stadium 6
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Nkx6 ! Ems Wit frihes Stadium 8 | ind/Ems Wit spates Stadium 8 | msh { Ems Wit spates Stadium 8

MNkx6/ En ems®Hes Stadium @ ind { En

Abb. 3-11: Ems reguliert die Expression vorNkx6, ind und msh im NE des TC und DC

(A-C) Nkx6-Expression beginnt im intermediaren DC (Pfeil);esprimiert mit Ems (A), und
wird nachfolgend im intermediaren und ventralen di@iviert (B). Im spaten St. 9 schlieRen
sich die Expressionsdoménen von Ems Nkkb in TC und DC gegenseitig aus (Cp-F) Die
Expression vorind beginnt im intermediaren DC (Pfeil), co-exprimianit Ems (D). (E) Ems-
Expression im intermediaren DC ist reduziert umd-Expression beginnt nun auch im
intermediaren TC (Pfeilspitze). (And und Ems werden in TC und DC komplementar
zueinander exprimiert.3-1) msh-Expression beginnt im dorsalen NE, Uberlappend dait
Ems-Doméane (G). Im St. 8/9 ist Ems-Expression g@niiéils aus dermsh-Doméne
verschwunden (H, I; die Pfeilspitze markiert dienatidularemsh-Expression).J-L) Nkx6 (J),

ind (K) odermsh (L) kombiniert mit En. Inems™®-Mutanten werdetNkx6, ind und msh weder

im NE des TC noch im DC aktiviert (die fehlenderpEessionsdoméanen sind durch gestrichelte
Linien angedeutet). hs en ,head spot“, as = antennalen-Streifen, is = interkalareen-
Streifen, mds = mandibulareen-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter
Symbolen und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und AbB. 3-
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Zusammengenommen spricht dies fur die Regulationemhs-Expression durch einen
negativen Rickkopplungs-Mechanismus (,negativeffiael loop”) im intermedidren

DC, wobei Ems bendtigt wird, um seine eigenen gpal) Repressoren Nkx6 und Ind
zu aktivieren.

msh | En Wt frihes Stadium 10| msh/En  Matu>ems  frithes Stadium 10

2

R GG |

B "\

Ems/En Wit Stadium 11 || Ems /En DR3L)XG3 Stadium 11

‘*‘“j'w r
7P D |

: T
Abb. 3-12: Ems ist in der Lage, ektopischensh-Expression im PC zu induzieren und wird
im intermediaren DC durch Nkx6 und Ind reprimiert
(A, B) Expression vomsh und En im Wildtyp (A) und bei Uberexpression vans (B; unter
Verwendung vonMata-Gal4). (B) Bei Uberexpression voems ist eine ektopischensh-
Expressionsdoméne im ventralen PC zu beobachteit)(R€, D) Expression von Ems und En
im Wildtyp (C) und in der DefizienDf(3L)XG3 (D); die Ems-Doménen sind hellgrau
umrandet. (D) In der Defizienz ist eine ektopiséhx@ression von Ems im intermediaren DC zu
finden (weil® umrandet). hsen ,head spot”, as = antennalen-Streifen, is = interkalaresn-
Streifen, mds = mandibulareen-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wester
Symbolen und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und AbB. 3-

3.11 Vnd und Ems agieren im frihen NE des TC u@dal3 gegenseitige
Repressoren

vnd spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung und &fizierung von Gehirn-NB. Im
Unterschied zum Rumpf unterliegt diad-Expression im sich entwickelnden Gehirn

einer starken Dynamik und wird schrittweise aufi dentrale Domanen im posterioren
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TC, DC und PC beschrankt (Sprecher et al., 2006ath et al., 2003). Es stellte sich
heraus, dasend auch transient im intermediaren NE des TC und R@imiert wird
(Abb. 3-1 C, C"), wodurch eine frihere Hypothesstaggt werden kann, nach welcher
die invnd®-Mutanten beobachteten Defekte in Bildung und Siméeiung intermediérer
NB ebenfalls zell-autonom verursacht werden (Urbetlkal., 2006). Dennoch konnte
bisher nicht geklart werden, wie die Expression vioth im intermediaren und grof3en
Teilen des ventralen NE in TC und DC herunterregtilivird. Wie sich zeigte, ist das
cephale Lickengeems auch an der Regulation vamd-Expression im embryonalen
Gehirn beteiligt. In Doppelfarbungen gegen das Brdein kombiniert mit einer ISH
gegenvnd-mRNA ist zu beobachten, dass Ems wnd zunachst (ab St. 5) im NE des
spateren intermediar/ventralen TC und DC Uberlagpeprimiert werden (Abb. 3-13
A, A’). Wahrend St. 6/7 beginnt diend-Expression im DC innerhalb der Ems-Domane
im intermedidren und in verschiedenen Bereichenvdesralen NE verloren zu gehen
(Abb. 3-13 B-C’). Die Reduktion vownd-Expression zu diesem frihen Zeitpunkt,
weist auf eine mogliche Repression wom durch Ems hin. Um diese Vermutung zu
Uberprifen, wurde zunachst die Expressionsdynanok wnd in ems-mutanten
Embryonen untersucht. Hierbei zeigte sich, dassmtieExpression (mindestens bis St.
11) in eben diesen NE-Doméanen in TC und DC aufredmalten bleibt (n = 26 GHS)
(Abb. 3-13 I, J), in denenvnd-Expression normalerweise zwischen St. 6-9
herunterreguliert wird (Abb. 3-13 A-E’). Darausdtl dass Ems benotigt wird, uvnd

im intermediéren sowie weiten Teilen des ventr&lé&in TC und DC zu reprimieren.
Ems sorgt jedoch nicht fir die vollstdandige Repmessvon vnd im zukinftigen
ventralen NE des TC und DC. Interessanterweisgiisilich zu beobachten, dass Zellen
mit einem hohen Level amnd-mRNA beginnen, Ems-Expression im St. 7/8 zu
verlieren (Abb. 3-13 C, C’). Demzufolge teilt sichéhrend St. 8 das verbliebene
Emsind-exprimierende NE schlie3lich in Ems- oderd-positive Subdomanen auf
(Abb. 3-13 D, D’), sodass Ems- undd-Expressionsdomanen im St. 9, bei Einsetzen
der Neurogenese, grol3tenteils komplementér zueenaratliegen (Abb. 3-13 E, E’).
Dies deutet darauf hin, dass Vnd umgekehrt auclRefgessor voems agieren kann.
Dieser Vermutung entsprechend, wird Ems in Abwesinon vnd ektopisch im
intermediaren DC, sowie im ventralen TC exprim{@rt= 30 GHS) (Abb. 3-13 F, G).
Das entgegengesetzte Experiment zeigt, dass dieekfiression vorvnd (Mato>vnd)

zu einem fast vollstandigen Verlust von Ems in T@ C fuhrt, mit Ausnahme einer

kleinen Doméane im ventralen DC, in welcher Ems moch sehr schwach exprimiert
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wird (n = 18 GHS) (Abb 3-13 F, H; siehe auch Urbattal., 2006). Diese Ergebnisse
sprechen daflir, dass Vnd sowohl notwendig als audreichend ist, unems zu

reprimieren. Insgesamt lassen obige Resultate tlachlie3en, dass Ems und Vnd,
nach einer Phase der blastodermalen Co-Expresaisngegenseitige Repressoren

agieren.

3.12 Nkx6-Expression im PC ist abhangig von Ems, jedochtnioh Vnd

Wahrend der Expressionsanalyse \Wkx6 konnte im St. 11 ein NB (Ppd5) im PC
zusatzlich zu jenen in TC/DC entdeckt werden, walas dartber liegende NE jedoch
kein Nkx6 exprimiert (Abb. 3-2 F und Abb. 3-14 A). Nebéikx6 ist auch Ems-
Expression im NB Ppd5, sowie dem NE aus welchensedieNB delaminiert,
detektierbar, wohingegewnd nicht in Ppd5 exprimiert wird (Abb. 3-14 A, B). Wiu
erwarten, zeigt siciNkx6-Expression in Ppd5 irvnd®-Mutanten daher auch nicht
beeintrachtigt (n = 42 GHS) (Abb. 3-14 C). Daskx6 im PC einer vonvnd
unabhangigen Regulation unterliegt, wird zudem ldurdie Ergebnisse aus
Uberexpressionsexperimentesta>vnd und Mata>vnd) unterstiitzt, in welchen keine
ektopischeNkx6-Expression im PC durch Vnd induziert werden kafbh( 3-7 C und
Abb. 3-14 D; siehe auch Uhler et al., 2002). Denegédper fehltNkx6-Expression
immer an Position des Ppd5 éms’®-Mutanten (n = 22 GHS) (Abb. 3-14 E, Pfeil),
was die Beteiligung von Ems an der Aktivierung \Wkx6 im PC nahelegt. An dieser
Stelle sollte jedoch erwahnt werden, dass die Ektumng von Gehirn-NB inems-
Mutanten affektiert ist (Younossi-Hartenstein ef 4697) und obwohl NB an Position
von Ppd5 gebildet werden, kann die Moglichkeit hi@hsgeschlossen werden, dass es
sich bei dem Verlust voNkx6-Expression nur um einen sekundéaren Effekt durch da
Fehlen von Ppd5 handelt.
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Abb. 3-13: Gegenseitige Repression regulieems- und vnd-Expression im NE von TC und

DC

(A, A’) Ems undvnd werden im St. 5 im NE des zukUnftigen ventralfimediaren TC und DC
co-exprimiert; A’ zeigt einen vergrol3erten Aussthmon A. C’, D’ und E’ sind schematische
Darstellungen von C, D und BB{C’) Im St. 6 beginntnd-Expression aus dem intermediaren
DC (B) und wahrend St. 7 aus dem ventralen DC aschsvinden (C, C’), was in den
Schemata durch blaue Balken verdeutlicht ist. W&ft&nchen markieren Zellen, welche sich
in Mitose befinden und transient Ems- bxsmd-Expression verlieren. Die Expressionsdoméanen
von Ems sind in braun, diejenigen vamd in blau umrandet (die Schemata in Abb. 3-13 gtelle
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die einzige Abweichung von dem in Abb. 3-1 eingeféih Farbcode dar, weil die dynamischen
Verédnderungen in den Expressionsdomédnen von Engs vad ansonsten nur schwer
nachvollziehbar sind). Hell- oder dunkelfarbige &@ehe deuten eine schwache bzw. starke
Expression des jeweiligen Gens an. Die gelb géstitie Linie kennzeichnet die cephale Furche
und die schwarze durchgezogene Linie markiert den@ zwischen Mesektoderm (direkt im
Anschluf3 an die Vorderdarmanlage (FG)) und NIE.¥' ) Die Ems-Expression nimmt wahrend
St. 8 an Starke ab (im Schema angezeigt durch érBatken). E, E') Im St. 9 schlieRen sich
die neuroektodermalen Expressionsdoménen von Ents vad gegenseitig aus.F{H)
Expression von Ems und En im Wildtyp (F), \ind®>-Mutanten (G) oder nacMata-Gal4-
getriebener Uberexpression vend (H). Die endogenen Ems-Domanen sind in dunkelgrau,
ektopische Ems-Expression in wei umrandet. (G)ntfi-Mutanten ist ektopische Expression
von Ems im intermediaren DC und ventralen TC zubaebten. (H) Bei Uberexpression von
vnd fehlt Ems in TC und DC, mit Ausnahme einer kleiriems-exprimierenden Domane im
ventralen DC. I(, J) vnd- und En-Expression im Wildtyp (1) und ems™®-Mutanten. (J) In
Abwesenheit von Ems bleibind-Expression im NE des ventral/intermedidren DC und
intermedidren TC aufrecht erhalten. hserr head spot®, as = antennalen-Streifen, is =
interkalareren-Streifen, mds = mandibularen-Streifen, MD = mandibulares Segment. Zur
Orientierung der Abbildungen, weiteren Symbolen émékirzungen siehe Abb. 3-1 und Abb.
3-3.

Um herauszufinden ob Msh (welches in dem untersucEeitfenster normalerweise
nicht im PC exprimiert wird) auch im PC nikx6 interagieren kann, wurdash in
dieser Gehirnregion ektopisch exprimiesta>msh). Unter diesen Bedingungen fehlt
Nkx6-Expression im NB Ppd5 (n = 24 GHS) (Abb. 3-14 feilBpitze und vergrol3erter
Ausschnitt), was zeigt, dass Msh, ahnlich der Sanan TC und DC, auch im PC in
der Lage isiNkx6 zu reprimieren. Zusammengefasst weisen die Ergebrdarauf hin,
dass Ems notwendig ist, um die Expression Mkx6 in dem protocerebralen NB Ppd5
zu induzieren. Im Gegensatz zu TC und DC, spieltl ¥rine Rolle beziglich der
protocerebralen Regulation ddkx6-Expression, was maglicherweise mit dem Fehlen

desNkx6-Repressors Msh im frihen PC zusammenhangt.

3.13 Engrailed reprimiertish im posterioren TC und DC

Wie sich wahrend der Expressionsanalyse der DV-Gkemusstellte, geht die
Expression vommsh spezifisch in dem Engrailed (En)-exprimierenden dds TC én-
Is; St. 9/10) und DCefr-as; St. 10/11) verloren. Hierdurch wird die frihsh-Doméne
(welche das dorsale NE des mandibularen Segmerid3, (8dwie von TC und DC als
durchgehende Doméane umfasst; Abb. 3-1 D, D’) in Kieinere Domanen aufgeteilt
(Abb. 3-1 E, E").
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Nkx6 ! Ems Wt Stadium 11| vnd/Ems Wt Stadium 11 |

Situation in TC und DC

(A, B) In dem protocerebralen NB Ppd5 wikkx6 mit Ems (A), jedoch nicht mivnd co-
exprimiert (B). C, D) Nkx6-Expression in Ppd5 ist imnd®-Mutanten unveréndert (C). Nach
sca-Gal4-getriebener Uberexpression vaml ist kein ektopischeslkx6 im PC zu finden, im
Gegensatz zu TC und DC, in welchen Nix6-Domane in dorsales NE hinein expandiert (D).
(E, F) In ems™®-Mutanten fehltNkx6-Expression an Position von Ppd5 (E, Pfeil) undhnac
Uberexpression vomsh, mithilfe vonsca-Gal4, ist ebenfalls keiNkx6 in Ppd5 detektierbar (F,
Pfeilspitze und Ausschnitt). hsen ,head spot”, as = antennalen-Streifen, is = interkalarer
en-Streifen, mds = mandibularaen-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter
Symbolen und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und Ab®. 3-
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Aus dieser Beobachtung ergibt sich die Frage, obetmtuell an einer negativen
Regulation vonmsh beteiligt sein kénnte, woraufhin diesh-Expression in zwei
voneinander unabhangigen-mutanten Allelen untersucht wurden{® und en>). Da
beideen-Allele den gleichen Phanotyp zeigen (sowohl im ipaufmsh-, als auch fur
ind- undvnd-Expression, welche in Abschnitt 3.14 und 3.15 basben sind), werden
im folgenden lediglich die Ergebnisse #ir® prasentiert. In Abwesenheit von En findet
die Auftrennung demsh-Domane in den meisten Fallen nicht mehr statt haisdie
Expressionsdoménen in MD, TC und DC weiterhin maeder verbunden bleiben
(mandibulare mit tritocerebralemsh-Doméne in 61% verbunden, trito- mit
deutocerebralemsh-Domane in 82% verbunden, n = 28 GHS) (Abb. 3-1B’A-was
fur eine Funktion von En bei der Herunterreguligradermsh-Expression spricht. Diese
Vermutung unterstitzend, kann eine signifikanteUR&dn vonmsh-Expression in TC
und DC als Folge von ubiquitar exprimiertem HBfafe>en) beobachtet werden (23%
starke Reduktion, 77% leichte Reduktion vosh, n = 44 GHS) (Abb. 3-15 C, C),
wobei die msh-Expression im DC meist starker betroffen ist. Znssengefasst
veranschaulichen diese Ergebnisse, dass En furReression vonmsh in den
posterioren Kompartimenten des TC und DC sowohlvantlig als auch ausreichend

ist.

| msh{En Wi Stadium 11| msh en® Stadium 11 msh Matcen Stadium 11]

vDC ; Lok

s

MD

Abb. 3-15: En reprimiert msh-Expression in TC und DC

(A-C’) Expression vormsh und En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. A‘-6ind
schematische Darstellungen von A-C. (A, A) WildtyB, B") In Abwesenheit von En, wird
msh in den posterioren Anteilen desTC und DC derem@itn(C, C*) Ektopischen-Expression
(mittels Mata-Gal4) fuhrt zu einer starken Reduktion vosh im dorsalen TC und DC (und im
mandibularen Segment (MD), Pfeil in C). hens,head spot“, as = antennalar-Streifen, is =
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interkalarer en-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter Symbolen und
Abkurzungen siehe Abb. 3-1 und Abb. 3-3.

3.14 En reprimierind im posterioren DC, ist jedoch ebenfalls fir
die Aktivierung der ind-Expression im dorso-posterioren TC

erforderlich
En- undind-Expression sind im DC in sich ausschlieBenden Dmmazu finden,
wohingegen beide Faktoren im posterioren TC all@fL1 co-exprimiert werden (Abb.
3-16 A, A’). Um herauszufinden, ob En auch die Egsion vonind reguliert, wurde
diese ebenfalls ien®-Mutanten (berpriift. In Abwesenheit ven expandiert diénd-
Expression im DC in den mutierten En-Streifen-§s) hinein (68%, n = 56 GHS),
wodurch die trito- und deutocerebraiead-Doméne uber den fehlendeen-as
miteinander verbunden werden (Pfeil in Abb. 3-16BB, Dieses Ergebnis deutet auf
eine negative Regulation dend-Expression durch En im posterioren DC hin.
Dementsprechend kann bei ektopisolreExpression Mata>en) im intermedidren NE
des DC eine starke Reduktion ded-Expression beobachtet werden (vollstandiger
Verlust in 81%, starkend-Reduktion in 19%, n = 21 GHS) (Abb. 3-16 C, C’).
Im Gegensatz dazu zeigt sich di@-Domane im posterioren TC ien*®-Mutanten
reduziert (95%, n = 56 GHS) (Abb. 3-16 B, B’); sjg#iz4-6 Zellen im dorsalen Anteil
des mutierten En-Streifens verlierand-Expression und zeigen stattdessen eine
Derepression vomsh. Wennen ubiquitdr im NE exprimiert wirdsta>en), erscheint
die tritocerebralend-Doméne jedoch unbeeinflusst (n = 21 GHS) (Abb63c] C).
Zieht man in Betracht, dass En als Repressormgnfungiert (siehe Abschnitt 3.13)
und Msh wiederunmind-Expression unterdriicken kann (siehe Abschnitt, 3d)deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dassifshindirekt durch Herunterregulieren desh-
Expression im posterioren TC aktiviert.
Zusammenfassend scheint En in einer segment-sgm@f Art und Weise mit Ind zu
interagieren: En wirkt als positiver Regulator adie ind-Expression im dorso-

posterioren TCedn-is), reprimiertind jedoch im posterioren D@&-as).
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Abb. 3-16: En reguliertind-Expression unterschiedlich in TC und DC

(A-C") Expression vomnnd kombiniert mit En im Wildtyp und in mutanten Embnen. A'-C*
sind schematische Darstellungen von A-C. (A, A)Ildip. (B, B) In en®-Mutanten
expandierind-Expression in posteriores DC hinein (Pfeil), tid-Doméane im posterioren TC
hingegen st teilweise reduziert (mit blau geseitér Linie umrandet). (C, C'sca-Gal4-
getriebene Uberexpression ven filhrt zu einer vollstandigen Reduktion vow im DC, hat
jedoch keinen Effekt auind-Expression im TC. hs =n ,head spot‘, as = antennalen-
Streifen, is = interkalareen-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wegterSymbolen
und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und Abb. 3-3.

3.15 En halt die Expression von Vnd im posteriddéhaufrecht

Wie bereits in Abschnitt 3.11 beschrieben, verkih die Vnd-Expression im frilhen
Gehirn sehr dynamisch und wird wahrend der Entwiaglschrittweise (bis St. 11) auf
drei ventrale Domanen im posterioren TC, DC und én@egrenzt (Urbach et al.,
2003). Die Expressionsdomanen von En und Vnd weilerlappungen im posterioren
TC und DC auf (Abb. 3-1 D, D’ und Abb. 3-17 A, A\odurch die Moglichkeit einer
genetischen Interaktion zwischen beiden Faktorestebg und somit auch Vnd-
Expression inen®*-Mutanten untersucht wurde. In den entsprechendebrionen
bleibt die Vnd-Expression im St. 11 im TC unbeéinhtigt (n = 64 GHS), zeigt sich im
posterioren DC jedoch stark reduziert (34%, n €64S) bzw. fehlt ganzlich (60%, n =
64 GHS) (Abb. 3-17 B, B’); im Wildtyp tberlappt dwerbliebene deutocerebrale Vnd-
Doméne zu diesem Zeitpunkt vollstandig mit En-Espren (Abb. 3-17 A, A).
Dagegen trennt sich die urspriingliche Vnd-Doméanehndberexpression voen
(Mata>en) nicht mehr bis St. 11 in ihre drei Subdoméned @ DC und PC auf. In

diesen Embryonen ist infolge einer weitestgehenderfrechterhaltung von Vnd-
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Expression (61%, n = 18 GHS) in Regionen, in devied wahrend der Entwicklung
normalerweise verloren geht, stattdessen eine zusaimingende Vnd-Doméane zu
beobachten, welche alle drei Gehirnneuromere umnfabb. 3-17 C, C).

[vnd/En Stadium 11 ] Vnd Stadium 11

WVnd/En N -7

Abb. 3-17: En haltvnd-Expression im DC aufrecht

(A-C") Expression von Vnd und En im Wildtyp und in mutm Embryonen. A'-C* sind
schematische Darstellungen von A-C. (A, AY) Wildty{®, B‘) In en®®-Mutanten fehlt Vnd-
Expression im posterioren DC, die tritocerebralel\Doméane hingegen bleibt unverandert. (C,
C") Nach Uberexpression vam (mithilfe von Mata-Gal4) wird Vnd-Expression in bestimmten
Bereichen von TC und DC nicht herunter regulieshdern bleibt gréf3tenteils aufrecht ( was zu
einer grofRen, von TC nach PC reichenden Vnd-Donfahg). hs =en ,head spot“, as =
antennaleen-Streifen, is = interkalaren-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter
Symbolen und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und AbB. 3-

Dies deutet insgesamt darauf hin, dass En fur digreghterhaltung der Vnd-
Expression im posterioren DGCenfas) erforderlich ist, im posterioren T@n{is)
hingegen verzichtbar, auch wenn ektopisch getriebem (Mata>en) in der Lage ist,
die Zeitspanne der Vnd-Expression im TC zu verlam@abb. 3-17 C, C’).

Auch die Expression vohlkx6, welche im posterioren TC und DC mit En tberlappt
(Abb. 3-2 D), wurde inen*®-Mutanten und bei Uberexpression ven untersucht,
erscheint jedoch in beiden Situationen unveran@aten nicht gezeigt).

Da hier gezeigt werden konnte, dass Ind die Fahidbesitzt, vnd-Expression im
posterioren DC zu reprimieren ( Abschnitt 3.8 urlitbA3-11 E, E’) undnd-Expression
seinerseits von En reprimiert werden kann (Absttihit4 und Abb. 3-16 B, B’), liegt
die Vermutung nahe, dass Repression viod durch En eine grundlegende
Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung der Vnd4espion im posterioren DC
darstellt.
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3.16 Im intermediaren NE des VNS halt Enidig-Expression

aufrecht und wirkt gleichzeitig negativ aush-Expression

Wahrend der Untersuchung der Expression von DV-Geénen®-Mutanten und bei
Uberexpression voen zeigte sich, dass En auch bei der Regulation viorlestens
zwei DV-Genen im VNS eine Rolle spielthd, welches schon sehr frih (St. 5) im
gesamten intermedidren NE des VNS exprimiert watdin St. 10/11 nur noch in einer
kleinen posterioren Doméne pro Hemisegment zu finde-exprimiert mit En (Abb. 3-
18 A, B). Bei Abwesenheit von Erert®) ist zu diesem Zeitpunkt kaum nodhd-
Expression im intermediaren NE zu findend¢Expression vollstandig fehlend in 79%,
stark reduziert in 21%, n = 56 Hemisegmente (HAPb( 3-18 C) und nur noch in den
entsprechenden NB detektierbar, welche im Wildtgitevhin En exprimieren (NB6-2,
7-2; Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu, ngd#é ektopische Expression vem
(sca>en) die Aufrechterhaltung vomd-Expression im intermedidren NE erheblich (n =
64 HS) (Abb. 3-18 D). Zusammengefasst weisen dsufae aus obigen Experimenten
darauf hin, dass En fur die Aufrechterhaltung ded-Expression im postero-
intermediaren NE (jedoch nicht in NB) des VNS bégtéwird.

Eine weitere interessante Beobachtung war, dess welches im wildtypischen
Hintergrund zunachst nur im dorsalen NE des VNSiexprt wird, in St. 10/11 dann
jedoch zusatzlich in intermedidrem NE zu finden(Ab. 3-18 A, E). Wahrendsh-
und En-Expression im dorsalen NE teilweise Ubegappwerden beide Gene im
intermediaren NE komplementér zueinander exprinfgsb. 3-18 E). Iren”*-Mutanten
expandierimsh-Expression in den intermediédren Anteil der muéieen-Domane hinein
(84%, n = 64 HS), wohingegen sich kein Effekt innséden NE zeigt (n = 64 HS) (Abb.
3-18 F). Umgekehrt ist ein Verlust demsh-Expression im intermediaren NE von
sca>en-Embryonen zu beobachten (91%, n = 80 HS), wahréasl dorsale NE
wiederum unbeeintrachtigt bleibt (n = 80 HS) (ABHL8 G).
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| ind / msh Wt fruhes Stadlum 11

Stadium 11 |

™ T2 T3

| ind sca>en

Abb. 3-18: En ist an der Regulation deiind- und msh-Expression im VNS beteiligt
Dargestellt sind Filetpraparate, welche die Rungfsente vom ersten thorakalen (T1) bis hin
zum ersten abdominalen (Al) Segment zeigen; antistidinks und eine schwarz gestrichelte
Linie kennzeichnet die ventrale Mittellinie. Ausghfe Pfeilspitzen bedeuten das
Vorhandensein, leere Pfeilspitzen das Fehlen begBmGenexpressionen (magentamsh-
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Expression, blau Fnd-Expression). &) Wildtyp; alternierendeind/msh-Expression in der
intermediaren (i) NE-Spalte.Bf Wildtyp; ind-Expression ist auf die En-exprimierenden
Streifen beschranktC) In en*®-Mutanten bleibtind-Expression nur in den NB (Daten nicht
gezeigt), jedoch nicht im korrespondierenden NEremhit erhalten. ) Nach sca-Gal4-
getriebener ektopischer Expression earbleibtind-Expression auch zwischen den En-Streifen
aufrecht erhalten.H) Wildtyp; im St. 11 wird msh nicht nur dorsal, sondern auch im
intermedidaren NE zwischen den En-Streifen exprimi@¥) In en®®-Mutanten wirdmsh im
intermediaren NE der mutierten En-Streifen derejniim(G) In sca>en-Embryonen fehlimsh-
Expression fast vollstandig im intermedidren NE wentral, i = intermediar, d = dorsal, T1-T3
= thorakale Segmente, Al = erstes abdominales Sggme

Zudem wurde die mégliche Beteiligung von En an Regulation demvnd-Expression
untersucht, jedoch weder eine Veranderung dersetben®®-Mutanten (n = 74 HS;
Daten nicht gezeigt) noch bei Uberexpression swoifsca>en) gefunden (n = 56 HS;
Daten nicht gezeigt). Folglich ist En fiind-Expression im VNS nicht notwendig, was
im Gegensatz zu den Ergebnissen \iid-Regulation im DC steht (Abschnitt 3.15).
Analoge Experimente ien-mutanten undca>en Embryonen zeigen, dass im NE des
VNS auch die Expression vdkx6 unabhangig von En zu sein scheint (Daten nicht
gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnistgernf dass En im postero-
intermediaren NE des VNS (1) die Expression umhaufrecht erhalt, und (2) negativ
auf die Expression vomsh einwirkt. Dennoch ist nicht auszuschliel3en, dass |
maoglicherweise allein oder zusammen mit En flr &epression vonmsh im

intermedidren NE des VNS verantwortlich ist.

3.17 EGFR ist an der DV-Regionalisierung des NBanfrihen

Gehirnanlage beteiligt

Der “Drosophila Epidermal growth factor receptor” (EGFR) spieltémer Vielzahl
unterschiedlichster embryonaler  Entwicklungsvorgéngeine  groRe  Rolle
(zusammengefasst in Shilo, 2003; 2005), welche a&he Funktion als einer der
Hauptfaktoren fur die Determinierung von Zellsclsiglen (NE und NB) entlang der
DV-Achse des VNS beinhalten (Schweitzer und SHiE97). Im VNS aktiviert EGFR
die Expression vorind im intermedidren NE, erhalt die Expression vamd im
ventralen NE aufrecht, und ist zudem an der Bildung Spezifizierung intermediarer
NB, sowie an der Spezifizierung ventraler NB bajei(zusammengefasst in Skeath,
1999). Durch die Regulation dewd-Expression ist EGFR daneben auch indirekt in die

Begrenzung vormsh auf dorsales NE involviert (D’Alessio und Frasd96; von
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Ohlen und Doe, 2000). Der EGFR codiert fur eine dpéar-Tyrosinkinase, welche
wiederum Uber den kanonischen Ras-Signalweg dieieseiglle Aktivierung von
Proteinkinasen veranlasst (Seger und Krebs, 198§FR wird wahrend der
Entwicklung zwar ubiquitar exprimiert, wird jedocicht Gberall aktiviert (Zak et al.,
1990). Daher wurde zur Darstellung und Expressimglyae des in der pNE aktiven
EGFR-Signalwegs ein Antikérper gegen die aktiviedghosphorylierte Form von
MAPK (,mitogen-activated protein kinase") verwend€&abay et al., 1996; Zhao et al.,
2007b) (Abb. 3-19 A-F).

Um die raumlich-zeitliche Aktivitat von EGFR in dpNE zu analysieren und diese in
Bezug zur Expressionsdynamik der DV-Gene zu setagatden vornehmlich
Antikorper-Doppelfarbungen gegen MAPK kombinierttrivind oder En verwendet
(Abb. 3-19 und Abb. 7-3 im Anhang). So umfasstMikPK-Expression im St. 5/6 das
intermediare und ventrale NE von TC und DC volldignist jedoch nicht im dorsalen
NE zu finden; auRerdem wird MAPK noch in zwei imediar/dorsal gelegenen
Domaéanen im PC, sowie in einem an das DC anschlgdseBereich im ventralen PC
exprimiert (Abb. 3-19 A). Im St.9 ist MAPK-Expressi noch sehr stark im ventralen
TC und DC, sowie in den protocerebralen Domaneektietbar (Abb. 3-19 B). Im
intermediaren DC ist MAPK im anterioren NE noch tieb exprimiert, im posterioren
DC zeigt sich MAPK-Expression dagegen schon relathhwach und ist aus dem
intermediaren TC schon vollstandig verschwundenb(AB-19 B); zudem ist eine
MAPK-Domaéane dorsal im nicht-neuronalen Ektoderm D€ detektierbar (Abb. 3-19
B, schwarzer Pfeil). Zu diesem Zeitpunkt beginngé dinfangs grof3flachig kraftige
MAPK-Expression auch in bestimmten Bereichen dess€t@vécher zu werden (Abb.
3-19 B). Dies setzt sich wahrend St. 10 weiter tortl die vom TC zum PC reichende
MAPK-Doméane wird durch Herunterregulieren der Esgien in unterschiedlichen
NE-Bereichen in zahlreiche kleinere Domanen untertgbb. 3-19 C), wobei dieser
Vorgang (zwischen St.9 und St.11) einer sehr stabkgamik unterliegt.

Zur Beantwortung der Frage, ob EGFR auch im NErdéren Gehirnanlage eine Rolle
bei der Regulation der DV-Gene spielt, wurde dig@regsion vorvnd, Nkx6, msh und
ind in EGFR%Mutanten sowie bei ektopischer Aktivierung vdBGFR (durch
Uberexpression von sekretiertem Spitz (sSpi)) aetly
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Abb. 3-19: MAPK-Expression in der frihen Gehirnanlage im raumlich-zeitlichen Bezug
zu den Expressionsdoméanen der DV-Genend, ind, msh und Nkx6

(A-F) Expression von MAPK kombiniert mit der von En @Y-oder Vnd (D-F) im Wildtyp in
den Stadien 6, 9 und 10; fur weitere Erlauterurgiehe Text (Abschnitt 3.17 und 3.18%-(’)
Schematische Abbildungen von A-F sind jeweils imiination mitvnd- und Nkx6-Expression
(G, H, 1) bzw. mitind- und msh-Expression (G', H', I') dargestellt; fir weitererlButerungen
siehe Text (Abschnitt 3.18rd), 3.19 (Nkx6), 3.20 (nsh) und 3.21ind)). hs =en ,head spot*,
as = antennaleren-Streifen, is = interkalareren-Streifen. Zur Orientierung der
Abbildungen, weiteren Symbolen und Abkirzungenesiahb. 3-1 und Abb. 3-3.

3.18 EGFR ist notwendig fur die Aufrechterhaltuleyvnd-Expression
im NE des TC und DC, sowie in einem Anteil des PC

Co-Expression von MAPK unehd ist wahrend der Gehirnentwicklung schon sehr friih

(St. 5/6) im intermediar/ventralen TC und DC, soweventralen PC zu finden (Abb.
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3-19 D, G). Im St. 9 Uberlappen die Expressionsdmnavon MAPK undvnd noch
immer fast vollstandig, mit Ausnahme des intermemhiaTC, in welchem zu diesem
Zeitpunkt weder MAPK nochlnd exprimiert werden (Abb. 3-19 E, H). Bis St. 1Q ha
sich die groBe MAPK-Domane schon weitestgehend imelev kleine
Expressionsdoménen aufgespaltet und wird nur noemniem sehr kleinen Bereich des
ventralen PC und DC, jedoch vollstandig im ventral€ mitvnd co-exprimiert (Abb.
3-19 F, ).

Um zu prufen, inwieweitvnd und EGFR interagieren, wurde dignd-Expression in
EGFR?-Mutanten untersucht. Diend-Expression wird in diesen mutanten Embryonen
in allen drei Gehirnneuromeren normal aktiviergibt im NE des TC und DC jedoch
nicht lange genug aufrechterhalten (beginnt al® &tis dem NE zu verschwinden) und
ist bis St. 10 im ventralen TC bereits sehr staduriert (n = 25) und im DC etwas
schwacher affektiertvd-Reduktion inen-as in 83%, n = 25) (Abb. 3-20 A-B’). Die
vnd-Domane im ventralen PC zeigt ebenfalls eine lei¢keduktion (83%, n = 25). Der
ventralste Anteil desn-as im DC exprimiert weiterhiand, wenn auch in den meisten
Fallen etwas schwécher, was hdchstwahrscheinlichrchdueine partielle
Aufrechterhaltung dewnd-Expression durch En zurtckzufihren ist (siehe Abgt
3.15). Insgesamt scheint die schwaehd-Expression im ventralen Anteil des-as
auch mit einem teilweise reduzierten Level an EpsEssion inEGFR?-Mutanten zu
korrelieren (Abb. 3-20 B). Demnach ist nicht aushlie3en, dass EGFR, zumindest im
en-as, die Expression vomd Uber die Regulation der En-Expression aufrecht hél
Nachsca-Gal4-getriebener ektopischer Aktivierung VBBFR (sca>sSpi) kommt es zu
einer Derepression vowmnd (beginnend im spaten St. 9) im intermediaren, soxi
einer ektopischen Expression vamd im dorsalen NE des TC (88%, n = 48) und DC
(79%, n = 48) (Abb. 3-20 C-D’). Diend-Expressionsdomane im PC bleibt nach
ektopischer Aktivierung deSGFR hingegen unbeintrachtigt (Abb. 3-20 D, D).
Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse daraufidss, EGFR-Aktivitat bei der
Aktivierung dervnd-Expression in der Gehirnanlage keine Rolle spiettoch fir deren
Aufrechterhaltung im ventralen NE von TC und DCwgo einem Anteil des PC)
bendtigt wird, was der Funktion von EGFR in der tvélen NE-Spalte des VNS
entspricht (Zhao and Skeath, 2002).

70



Ergebnisse

vnd / En Wit Stadium 10 | | vnd/En EGFR"? Stadium 10|

I MAPK vird
[1En

| vnd/En Wi Stadium 11 | vnd/En sca>sSpi Stadium 11 |

Abb. 3-20: EGFR-AKktivitat halt vnd-Expression im NE von TC und DC (und teilweise im
PC) aufrecht

(A-D’) Expression vorvnd und En. A’-D’ sind schematische Darstellungen v¥ob. (A, A’)
Wildtyp, St. 10. (B, B’) Reduktion damd-Expression im NE von TC, DC und PCHEGFR*-
Mutanten. (C, C’) Wildtyp, St. 11; MAPK unehd sind nur noch im ventralen NE co-exprimiert
(C). (D, D) Nach ektopischer Aktivierung voEGFR (getrieben mitsca-Gal4; sca>si)
bleibt vnd im intermedidren TC und DC langer aufrecht erimalied expandiert zusatzlich in
dorsales NE. hs en ,head spot“, as = antennalen-Streifen, is = interkalarean-Streifen. Zur
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Orientierung der Abbildungen, weiteren Symbolen ékirzungen siehe Abb. 3-1 und Abb.
3-3.

3.19 EGFR ist notwendig fir die Aufrechterhaltuley Nkx6-Expression

im intermediaren TC und DC

Nkx6-Expression beginnt im intermediaren DC (St. 6hsiédbschnitt 3.2), wo es zu
diesem Zeitpunkt nicht nur mind (Abb. 3-2 C) undems (Abb. 3-11 A), sondern auch
mit MAPK co-exprimiert wird (Abb. 3-19 G). Im spateSt. 8 Uberlappt didkx6-
Doméne im intermediar/ventralen TC und intermedidD vollstandig mit MAPK-
Expression (nicht gezeigt), im St. 9 ist im intedi@een TC jedoch nur nocNkx6-
Expression zu finden (Abb. 3-19 H). Im St. 10 istExpression vomNkx6 und MAPK
schlie3lich auf den posterioren Anteil des interfdezh DC sowie auf das ventrale TC
beschrankt (Abb. 3-19 ). Dalkx6-Expression also von Beginn an und lber einen
relativ langen Zeitraum mit MAPK-Expression Ubegdgp ist auch hier eine
regulatorische Interaktion denkbar. Aus diesem Gramirde dieNkx6-Expression in
EGFR?-Mutanten und nach ektopischer Aktivierung von EGfRlysiert.

Die Aktivierung von Nkx6 in der frihen Gehirnanlage bleibt BGFR?-Mutanten
unbeeintrachtigt (nicht gezeigt). Dagegen ist zoblaehten, dass die Aufrechterhaltung
der Nkx6-Expression bei Fehlen von EGFR-Aktivitat nicht mat verlauft und partiell
im NE des TC und DC verfriiht verloren geht (begmthém intermedidren DC im
spaten St. 8; Daten nicht gezeigt). Dementsprechergl sichNkx6-Expression im St.

9 leicht reduziert im anterioren Bereich des intediaren TC (73%, n = 30;
dunkelgriner Pfeil in Abb. 3-21 B), und sehr steglluziert (83%, n = 30; hellgriner
Pfeil in Abb. 3-21 B) bis vollstéandig fehlend (17%= 30) im intermedi&aren DC (Abb.
3-21 A-B’). Der protocerebrale NB Ppd5, welcher $h 11Nkx6 exprimiert (Abb. 3-2

), ist hingegen nicht affektiert, da auch weder MB selbst noch das NE, aus welchem
er hervorgeht, endogen MAPK exprimieren (nicht ggize Wenn EGFR jedoch mit
Hilfe von sca-Gal4 ektopisch aktiviert wirds€¢a>sSpi), ist eine Expansion deMkx6-
Expression in dorsales TC (starke Expansion in 7%wach in 21%, n = 42) und DC
(starke Expansion in 90%, schwach in 10%, n= 48¢r aicht im PC zu beobachten
(Abb. 3-21 C-D).
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Abb. 3-21: EGFR-AKktivitat ist notwendig, um Nkx6-Expression im intermediaren TC und
DC aufrecht zu erhalten

(A-D’) Expression vorNkx6 und En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. A’-Bind
schematische Darstellungen von A-D. (A, A’) Wildtyjst. 9. (B, B’) INEGFR?-Mutanten ist
Nkx6-Expression im intermediaren DC stark (hellgriniil im intermediaren TC schwéacher
reduziert (dunkelgriner Pfeil). (C, C') Wildtyp,.St1; MAPK undNkx6 sind nur noch im

73



Ergebnisse

ventralen TC co-exprimiert (C"). (D, D’) Nactta-Gal4-getriebener ektopischer Aktivierung
von EGFR (sca>sSpi), ist ektopischeNkx6-Expression im dorsalen NE von TC und DC
detektierbar. hs =n ,head spot”, as = antennalen-Streifen, is = interkalarean-Streifen. Zur
Orientierung der Abbildungen, weiteren Symbolen émkirzungen siehe Abb. 3-1 und Abb.
3-3.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse aus beiden Egeen dafir, dass EGFR-
Aktivitat erforderlich ist, umNkx6-Expression im intermediaren NE des TC und DC
aufrecht zu erhalten. Dass EGFR in der Lage N&x6-Expression auch direkt zu
aktivieren ist dagegen eher unwahrscheinlich, olbwdkx6 in sca>sSpi-Embryonen
ektopisch im dorsalen TC und DC exprimiert wirdnZeinen ist die dorsale Expansion
von Nkx6 erst ab dem spatem St. 10 und somit nach Einsetaen unter diesen
Bedingungen, ektopischer dorsaled-Expression detektierbar (siehe Abschnitt 3.18).
Zum anderen scheinNkx6-Expression auch nicht Uber die dorsale Grenze der
ektopischervnd-Doméne hinaus zu expandieren (Abb. 3-20 D und APl D, D),
trotz pan-neuroektodermaler EGFR-Aktivitat. Diesutge eher darauf hin, dass die
Expression von ektopischeNkx6 von Vnd abhangt (siehe auch Abschnitt 3.20). Dass
EGFR dennoch die Fahigkeit besitMkx6 direkt zu aktivieren, ist aufgrund der
aktuellen Datenlage jedoch auch nicht auszuschiiel3e

Zusammengenommen zeigen die Daten, dass EGFR-#ktizivar nicht fur die
Aktivierung von Nkx6, aber fiur die nachfolgende Aufrechterhaltung dékx6-

Expression im intermediaren TC und DC erforderlgth

3.20 EGFR ist vermutlich nur ein indirekter, negat Regulator demsh-

Expression im NE der frihen Gehirnanlage

Da MAPK fast ausschlie3lich im intermediaren undtv@en NE des TC und DC
exprimiert wird (Abb. 3-19 A-C), ist es von Begiran komplementar zu dorsal
exprimiertemmsh (Abb. G’-I' und Abb. 7-3 im Anhang), mit Ausnahnaer kleinen
MAPK-Domane im dorsalsten DC (Abb. 3-19 B, schwalRteil). Diese vornehmlich
komplementare Lage der Expressionsdoménen zuein&ddate auf eine repressive
Interaktion zwischen Msh und EGFR hindeuten. Waoh gieigte, kommt es iBGFR?-
Mutanten im St. 10 in der Tat zu einer leichten &xgon demsh-Expression in den
anterioren NE-Anteil des intermediaren DC (56%, 273 und intermediér/ventralen
TC (48%, n = 27) (Abb. 3-22 A-B’). Dies ist vermiati dadurch bedingt, dass die
Expression demsh-Repressoren Nkx6 (Abschnitt 3.19) und Ind (bestian im
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folgenden Abschnitt 3.21) genau in dieser NE-Regixht aufrecht erhalten bleibt
(Nkx6 beginnt vor St. 9 aus dem NE zu verschwindenindeExpression ist ebenfalls
schon frih betroffen) (Abb. 3-22 B, B’). Diese Hogesse deuten darauf hin, dass die
Derepression vomsh im intermediaren TC und DC auf den vorzeitigen l\gr der
msh-Repressoren Nkx6 und Ind aus dem intermediarerziNEckzufihren ist und nur
indirekt auf das Fehlen von EGFR-AKktivitat.

Um zu Uberprifen, ob EGFR nicht doch in der Lagemsh direkt zu reprimieren,
wurde msh-Expression nachMata-Gal4-getriebener, ektopischer Aktivierung von
EGFR (Mata>sSpi) analysiert. Es stellte sich heraus, dass@ie@ Domé&nen in TC und
DC in den meisten Fallen stark reduziert sind (7#%26% sehr schwache aber nicht
reduziertemsh-Expression, n = 46) (Abb. 3-22 C-D’). Da untersdie Bedingungen die
msh-Repressoren Vnd und Nkx6 im dorsalen NE ektopekfiviert werden, deuten
diese Ergebnisse ebenso auf eine indirekte Repressnmsh durch EGFR-Aktivitat
hin (siehe Abschnitt 3.18). Diese Vermutung wirdclaudurch die Beobachtung
unterstitzt, dass diesh-Expression in TC und DC nach ektopischer Aktivigywon
EGFR zwar reduziert ist, jedoch nie vollstandig feliles Weiteren korrespondiert die
ventrale Grenze der verbleibendesh-Doméanen genau mit der dorsalen Grenze der in
dorsales NE expandiertend-Domane (bzwNkx6-Domane) (Abb. 3-22 D, D’).
Zusammengefasst deuten obige Ergebnisse daraufdasi,EGFR eher indirekt als
Repressor vormsh in TC und DC fungiert, und zwar durch Regulatioar dsh-
Repressoren Vnd, Ind und Nkx6. Auch im VNS sch&@FR nur indirekt tGber die
Regulation vonind-Expression auinsh einwirken zu kénnen (von Ohlen und Doe,
2000).

3.21 EGFR ist fur die Aktivierung dend-Expression in TC, DC und
PC erforderlich

Die Expression vonind beginnt im St. 6 im NE des intermediaren DC und
dorsal/intermediaren PC Uberlappend mit MAPK-Expi@s (Abb. 3-19 G’). MAPK
wird in frihen Stadien zwar im intermedidren TC mxgert (Abb. 3-19 A, G)),
verschwindet jedoch interessanterweise vor Aktungr vonind aus dem NE, sodass
ind (intermediar) und MAPK (ventral) im St. 9 komplemé& zueinander exprimiert
werden. Im Gegensatz dazu werden beide Faktoremtenmediaren DC, sowie im
dorsal/intermediaren PC weiterhin co-exprimierdsiAbb. 3-19 B, H’).
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Abb. 3-22: EGFR scheintmsh-Expression indirekt durch Regulation dermsh-Repressoren
Vnd, Ind und Nkx6 zu kontrollieren

(A-D’) msh und En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. A’-Bind schematische
Darstellungen von A-D. (A, A’) Wildtyp, St. 10. (BB’) In Abwesenheit von EGFR-Aktivitat
beginntmsh in antero-intermediares TC (Pfeil) und DC (Pfeiisg) zu expandieren; Expression
von ind und Nkx6 fehlt in den entsprechenden NE-Bereichen (B’). g, Wildtyp, St. 11. (D,
D’) Nach ektopischer Aktivierung voBGFR (Mate>sSpi) ist msh im dorsalen TC (Pfeil) und
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DC (Pfeilspitze) stark reduziert; die Expressiomsédoen vorvnd und Nkx6 expandieren in
dorsales NE hinein (D’). hs en ,head spot“, as = antennaler-Streifen, is = interkalaresn-
Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, weitei®@ymbolen und Abklrzungen siehe Abb.
3-1 und Abb. 3-3.

Im St. 10 findet sich Co-Expression von MAPK und noch im postero-intermediaren
Anteil der deutocerebralen und in groRen Anteilem grotocerebralemnd-Domane
(Abb. 3-18 I).

Um zu klaren, ob EGFR-Aktivitat auch die Expressimn ind in der Gehirnanlage
beeinflusst, wurde diese nachfolgend in Abwesenlmit EGFR und nach ektopischer
EGFR-Aktivierung untersucht. IEGFR?Mutanten wird dieind-Expression im TC
zum normalen Zeitpunkt (St. 9) aktiviert, died-Domé&ne scheint jedoch von ihrer
raumlichen Lage her nach ventral verschoben zu(geiBezug zu den En-Doméanen in
TC und DC als rdumliche Referenzmarken) (n = 3%) dabei nicht nur intermediares,
sondern auch Zellen des angrenzenden ventralereSIE@ zu umfassen (Abb. 3-23 A,
B). Dementsprechend gehid Expression im dorsalen Anteil des intermediaren TC
verloren und wird nun in angrenzenden Zellen destraen NE dereprimiert,
vermutlich bedingt durch den frihzeitigen Verlusinwnd (siehe Abschnitt 3.18). Es
fallt zudem auf, dass diend-Expression im anterioren TC in vielen Fallen Ig¢ich
reduziert ist (65%, n = 40; dunkelblauer Pfeil ihbA 3-23 B, siehe auch Abb. 3-22 B’).
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass EGRiRitdk zumindest partiell, d.h.
im anterioren und dorsalen Anteil des intermediar€n fur die Aktivierung dernd-
Expression notwendig ist.

Nach Mata-Gal4-getriebener ektopischer Aktivierung VBGFR (Mata>sSpi) kann in
einigen Embryonen im St. 9 eine schwache Expansiom ind in dorsales TC
beobachtet werden (25%, n = 32) (Abb. 3-23 C untblaeer Pfeil in D). Im St. 11
hingegen ist diand-Expression im TC entweder stark reduziert (47%ghte ind-
Reduktion in 12%, n = 34) oder fehlt vollstandid %, n = 34) (Abb. 3-23 E-F’). Die
Reduktion bzw. der Verlust vand-Expression bis St. 11 ist hdchstwahrscheinlich auf
eine, unter diesen Bedingungen bestehende, Auédditung vorvnd zurtickzufiihren
(Abb. 3-23 F’), welches im TC als Repressor vod agiert (siehe Abschnitt 3.7). Die
zuvor stattfindende Expansion vond in das dorsale TC (Abb. 3-23 D) lasst sich
maoglicherweise dadurch erklaren, dass eine schwKoneentration von Vnd bereits
ausreicht, um denind-Repressor Msh dorsal zu reprimieren. Dies koénnie d

Aktivierung vonind im dorsalen NE erlauben, da die Vnd-Konzentraiondiesem
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Zeitpunkt mdglicherweise noch nicht stark genugust auchnd zu reprimieren (was
dann aber zu einem spateren Zeitpunkt erfolgt, b3 F, F’). Moglicherweise kann
ind aber auch, wie im VNS, durch ektopische EGFR-Atdtvm dorsalen NE aktiviert
werden (Zhao et al., 2007b).

Im intermediaren DC vorEGFRMutanten setztind-Expression entweder stark
verspatet ein (etwa ab St. 9, anstelle von St.n@) ist zudem haufig stark reduziert
(87%, n = 35) oder fehlt sogar vollstandig (13%,=n35) (Abb. 3-23 B, blaue
Pfeilspitze). Diese Daten weisen darauf hin, daS&RE ebenfalls zur Aktivierung der
ind-Expression im DC bendtigt wird. Interessanterwdisgeliert das Aufkommen der
ind-Expression ungefahr mit dem Zeitpunkt, zu dem dek-Repressor Vnd im
intermediaren DC nur noch sehr schwach oder gant moehr detektierbar ist. Im
Unterschied zu der Situation im TC, bleibt dm-Expression im DC voiMato>spi-
Embryonen jedoch unveréandert (n = 34; St. 11) (AB23 D, F). Das widerspricht
zunachst der Annahme, dass EGFR als Aktivatorimdriungiert, da dann zu erwarten
gewesen ware, dass sich die deutocerebrald®omane bei ektopischer Aktivierung
von EGFR vergrol3ert. Es ist jedoch mdglich, dass die udiiesen Bedingungen durch
ektopisches Vnd erfolgendesh-Repression zu spét einsetzt, sodass die NE-Zgtien
dorsalen DC nicht mehr kompetent simbl-Expression zu aktivieren, trotz hoher
EGFR-Aktivitat.

Auch im PC vonEGFR?-Mutanten beginnt diénd-Expression zu einem signifikant
spateren Zeitpunkt (nicht vor St. 10, anstelle %) und ist ebenfalls stark reduziert
(n = 35), was darauf hinweist, dass EGFR auch eeiAdttivierung derind-Expression
im PC erforderlich ist. Dementsprechend ist dietgrerebraleind-Doméne nach
ektopischer EGFR-Aktivierung vergrof3ert und nach posterior bis amn éngrailed
.head spot” (hs) heran expandiert (n = 34; St.(Abb. 3-23 D, F, F).
Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf dass EGFR-AKktivitat
erforderlich ist, um diend-Expression im TC (zumindest im anterioren und dlers
Anteil des intermediaren NE), DC und PC zu aktererOb diese Aktivierung direkt
oder indirekt erfolgt (&hnlich der Situation zwischnd und Vnd im intermediéren DC,
siehe Abschnitt 3.7) konnte jedoch nicht geklantdea.
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Abb. 3-23: EGFR ist fur die Aktivierung der ind-Expression in TC, DC und PC
erforderlich

(A-F’) Expression vorind und En im Wildtyp und in mutanten Embryonen. EAUR sind
schematische Darstellungen von E und F. Die ratrighslten Linien in A und B verdeutlicht
die Grenzen zwischen ventral/intermedidrem sowtierimnediar/dorsalem NE. (A) Wildtyp, St.
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10; ind-Expression ist im intermedidren TC und DC, sowéenddorsal/intermediaren PC zu
finden. (B) InEGFR?Mutanten ist dignd-Expression in DC (blaue Pfeilspitze) und PC sehr
stark reduziert und die tritocerebrale-Doméne scheint insgesamt nach ventral verschoben
und ist anterior ebenfalls leicht reduziert (blaBé&il). (C) Wildtyp, St. 9. (D) Nach ektopischer
Aktivierung vonEGFR ( Mata>sSpi) bleibtind-Expression im St. 9 im DC unbeeintrachtigt, im
TC expandiertnd jedoch nach dorsal (hellblaue Pfeilspitze) undpd@ocerebralend-Doméne
vergroRert sich in Richtungn ,head spot”. (E, E’) Wildtyp, St. 11. (F, F) Imt.SL1 istim TC
von Matoa>sSpi-Embryonen keine ind-Expression mehr detektierbarynd bleibt im
intermediaren TC aufrecht und expandiert zudenonsales TC (F’). hs en ,head spot“, as =
antennaleen-Streifen, is = interkalaren-Streifen. Zur Orientierung der Abbildungen, wedter
Symbolen und Abkirzungen siehe Abb. 3-1 und AbB. 3-
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4. Diskussion

4.1 Unterschiede in der Expressionsdynamik bedingen eine segment-
spezifische Regulation der DV-Gene vnd, ind und msh im NE von
Gehirnanlage und VNS

Die zeitliche Reihenfolge in welcher die DV-Gene (vnd, ind, msh) in den
Gehirnneuromeren aktiviert werden unterscheidet sich von jener im VNS, und diese
Unterschiede scheinen urséchlich fiir die segment-spezifische Regulation und rdumliche
Anordnung von vnd-, ind- und msh-Expression zu sein. Im frithen TC und DC, ist vnd-
Expression nicht nur im ventralen sondern auch im intermedidren NE zu finden, wo
gegenseitige Repression zwischen Vnd und dorsal exprimiertem Msh die Grenze
zwischen intermedidrem und dorsalem NE stabilisiert. Da in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass Msh zusitzlich auch als Repressor von ind arbeitet, scheint die
Repression von msh durch Vnd eine Voraussetzung fiir die Aktivierung von ind im
intermedidren TC (anterior) und DC zu sein. Im Rumpf beginnt ind-Expression im
intermedidren NE vor msh im dorsalen NE (von Ohlen und Doe, 2000) und die
Expressionsdomidnen von msh und vnd grenzen nicht ancinander; demzufolge ist eine
gegenseitige Repression von Msh und Vnd hier auch nicht notwendig.

Im TC agiert Vnd nicht nur als Repressor von msh sondern auch von ind, im Gegensatz
zum DC. Wenn das Level an Vnd-Protein im intermedidren TC mit der Zeit abnimmt
(herunter reguliert durch Ems), wird ind schrittweise in den Zellen mit niedrigster Vnd-
Konzentration aktiviert. In TC und DC fiihrt eine ansteigende Konzentration von Ind
gemeinsam mit dem hier neu entdeckten msh-Repressor Nkx6 (siche Abschnitt 4.2)
schlielich die von Vnd begonnene Aufgabe fort, msh-Expression auf dorsales NE zu
begrenzen.

Der auffalligste Unterschied in der Regulation der DV-Gene fiihrt zu der Frage wie es
moglich ist, dass vnd und ind im anterioren DC transient co-exprimiert werden kdnnen
(zwischen Stadium (St.) 6 und 9), wenn einerseits Vnd als Repressor von ind arbeitet
(Weiss et al., 1998; McDonald et al., 1998; von Ohlen und Doe, 2000), auf der anderen
Seite Ind aber ebenfalls in der Lage ist, vnd zu reprimieren (Zhao et al., 2007b). Wie
kiirzlich im VNS gezeigt werden konnte, scheint die Repressoraktivitit von Ind
beziiglich vnd stadienabhéngig zu sein und nicht vor St. 9 stattzufinden (Zhao et al.,

2007b; von Ohlen und Moses, 2009). Im Gegensatz dazu, scheint sich ind-Repression
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durch Vnd jedoch auf keinen bestimmten Entwicklungszeitraum zu begrenzen. In
diesem Zusammenhang ist es interessant, dass Vnd-Aktivitit durch den EGFR-
Signalweg beeinflusst werden kann, wodurch vermutlich die selektive Interaktion von
Vnd mit Co-Faktoren affektiert wird, die notwendig fiir die Vermittlung von Repression
oder Aktivierung von Zielgenen sind (Zhao und Skeath, 2002; Zhao et al., 2007a;
Zhang et al., 2008). Eine begrenzte Verfligbarkeit solcher Co-Faktoren konnte ebenfalls
erkldren, weshalb vnd und ind spezifisch wéhrend frither Entwicklungsstadien im

anterioren DC co-exprimiert werden kdnnen.

4.2 Nkx6 fungiert in der friihen Gehirnanlage als DV-Musterbildungsgen

und interagiert durch wechselseitige Repression mit msh
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist Nkx6 spezifisch in die DV-
Musterbildung des TC und DC involviert. Neben der zu einem spdteren Zeitpunkt
stattfindenden Repression von ems (gemeinsam mit Ind), besteht eine weitere zentrale
Funktion von Nkx6 darin, Vnd als msh-Repressor im intermedidr/ventralen TC und DC
zu ersetzen. Da Nkx6-Expression in beiden Gehirnneuromeren sowohl frither beginnt als
auch langer aufrecht erhalten bleibt als die Expression von ind (Abb. 4-1 A), und msh

6°2°_ nicht aber in ind*®?

nur in Nkx -Mutanten in intermedidres NE hinein expandiert,
weist dies auf Nkx6 als den effizienteren msh-Repressor hin. Demzufolge scheint Nkx6
durch Repression von msh (und ems) indirekt an der korrekten Spezifizierung von NB-
Identitidten im sich entwickelnden Gehirn beteiligt zu sein. Es sind jedoch weitere
Experimente erforderlich um nachzuweisen, ob Nkx6 auch unmittelbar an der
Spezifizierung der Schicksale von NB und ihren Tochterzellen in der Gehirnanlage
beteiligt ist. Dies ist nicht unwahrscheinlich, da Nkx6 in fiinf tritocerebralen, acht
deutocerebralen und einem protocerebralen NB exprimiert wird (sieche Abb. 7-1 im
Anhang). So konnte eine solche Funktion fiir das VNS gezeigt werden, wo Nkx6 das
Schicksal ventral projizierender Motorneurone fordert und jenes der dorsal
projizierenden unterdriickt (Broihier et al., 2004).

Des Weiteren zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse, dass sich Nkx6 und Msh
gegenseitig reprimieren (Abb. 4-1 B). Diese in TC und DC erfolgende negative
Interaktion scheint notwendig zu sein, um die Grenze zwischen dorsalem und

intermedidren NE zu stabilisieren und eine regionalisierte Expression von Nkx6 und msh

iiber die Zeit zu garantieren. Moglicherweise interagieren Nkx6 und Msh mit dem Co-
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Repressor Groucho (Gro), um fiir eine wechselseitige Repression auf transkriptioneller
Ebene zu sorgen (Andersson et al., 2006; Broihier und Skeath, 2002; Muhr et al., 2001;
Uhler et al., 2002; Syu et al.,, 2009). Interessanterweise scheinen Aspekte der
genetischen Interaktion zwischen Nkx6 und Msh/Msx evolutionédr konserviert zu sein:
beispielsweise reprimiert Msx1, welches im Mesencephalon (Mittelhirn) von
Vertebraten exprimiert wird und dort als entscheidender Faktor bei der Spezifizierung
von dopaminergen Neuronen fungiert, Nkx6.1-Expression in dopaminergen

Vorlauferzellen des ventralen Mesencephalon von Méausen (Andersson et al., 2006).

4.3 Gegenseitige Repression zwischen DV-Genprodukten ist notwendig,
um Grenzen zwischen den DV-Expressionsdoménen in der

Gehirnanlage festzulegen und zu stabilisieren
Wie sich wihrend dieser Arbeit immer deutlicher herausstellte, scheint gegenseitige
Repression zwischen Paaren von Homododoménen-Transkriptionsfaktoren in der sich
entwickelnden Gehirnanlage von Drosophila (d.h. im TC und DC) essenziell fiir die
Errichtung und Aufrechterhaltung diskreter DV-Genexpressionsdoménen zu sein (Abb.
4-1 B und Abb. 4-2). Friih in der Entwicklung sorgt die wechselseitige Repression
zwischen Ems und Vnd fiir eine vorldufige dorsoventrale Regionalisierung des NE in
TC und DC (siche Abschnitt 4.4). Gegenseitige Repression zwischen Msh und Nkx6
sowie zwischen Msh und Ind halten nachfolgend die dorsal/intermedidre Grenze im NE
von TC und DC aufrecht, und Repression zwischen Ind und Vnd stabilisiert die
intermediér/ventrale Grenze im TC. All diese genetischen Interaktionen sowie die
Beobachtung, dass Msh und Vnd als wechselseitige Repressoren agieren, sind nicht mit
dem ,,Konzept der ventralen Dominanz* in Einklang zu bringen. Hierbei handelt es sich
um eine fiir das NE des VNS aufgestellte Hypothese, der zufolge ventrale Gene die
weiter dorsal exprimierten Gene reprimieren (Weiss et al., 1998; McDonald et al., 1998;
Cowden und Levine, 2003; zusammengefasst in Cornell und von Ohlen, 2000). Die im
pNE gewonnenen Daten unterstiitzen dagegen eher ein Modell, in welchem die
gegenseitige Repression zwischen DV-Faktoren entscheidend fiir die Stabilisierung
ihrer Expressionsgrenzen ist. Interessanterweise konnten kiirzlich von Zhao et al.
(2007b) repressive Interaktionen zwischen Ind und Vnd im NE des VNS nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen dariiber hinaus, dass

dorsales Msh auch im VNS in der Lage ist ventraler exprimiertes ind zu reprimieren.
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Demzufolge ist das ,,Konzept der ventralen Dominanz“ (z.B. Cowden und Levine,
2003) nicht nur fiir das pNE ungiiltig, sondern vermutlich auch fiir das NE des VNS
nicht anwendbar.

Obwohl Msh und Ind im TC und DC die Fahigkeit besitzen vnd zu reprimieren, scheint
keiner der beiden Faktoren auszureichen, um die dorsale Grenze der vnd-Expression
praziser zu definieren, wie dies fiir Ind im NE des VNS gezeigt werden konnte (ab St. 9;
Zhao et al., 2007b). Anstatt diese Grenze durch wechselseitige Repression zu
verstirken, konnte die dorsale Grenze der vnd-Expressionsdoméne in der Gehirnanlage
in konzentrationsabhingiger Weise durch einen potentiellen Aktivator, wie z.B. Dorsal
(wie schon fiir das VNS gezeigt wurde; von Ohlen und Doe, 2000), oder {iiber
Repression durch BMP/Dpp reguliert werden (Mizutani et al., 2006).

Des Weiteren lassen sich neuromer-spezifische Unterschiede bei der Limitierung von
ind- und msh-Expression entlang der DV-Achse beobachten. Vnd legt die ventrale
Grenze von ind-Expression im NE des VNS (Weiss et al., 1998) und TC (Abschnitt 3.7
und Urbach et al., 2006), jedoch nicht in DC (siehe Abschnitt 3.7) oder PC fest (in
welchem die Expressionsdoméne von ind und vnd nicht einmal aneinander grenzen).
Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die dorsale Begrenzung der ind-
Expression in TC und DC mittels Repression durch Msh erreicht wird, was jedoch
weder fiir das PC (wo msh nicht vor St. 11 exprimiert wird; Urbach und Technau,
2003a) noch fiir das VNS zu gelten scheint (Cowden und Levine, 2003). Es gibt
allerdings Hinweise darauf, dass Msh fiir die Préizisierung, wenn auch nicht den
initialen Aufbau, der dorsalen ind-Grenze im VNS verantwortlich ist (siche Abschnitt
3.4.1). Zicht man in Betracht, dass ind-Expression in msh®®-Mutanten nicht vollstindig
in das dorsale NE von TC und DC hinein expandiert, konnte dies ebenfalls auf eine
Beteiligung des nukledren Dorsal-Gradienten bei der Festlegung der dorsalen ind-
Grenze hindeuten, moglicherweise in Kombination mit gradueller Egfr-Aktivitit (wie
im NE des VNS gezeigt; von Ohlen und Doe, 2000) oder BMP/Dpp (wodurch ind im
Rumpf-NE reprimiert wird; Mizutani et al., 2006).

Wihrend Vnd in TC und DC von Beginn an fiir die Beschriankung von msh-Expression
auf dorsales NE verantwortlich ist (Urbach et al., 2006), ist es im NE des VNS nur
indirekt am Aufbau der ventralen Grenze der msh-Expression beteiligt (von Ohlen und
Doe, 2000). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, iibernimmt Ind gemeinsam mit

Nkx6 zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt die Aufgabe, die Repression von msh in
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TC und DC aufrecht zu erhalten, wohingegen Ind im VNS die ventrale

Expressionsgrenze von msh direkt von Beginn an festlegt (Weiss et al., 1998).

spates Stadium 8

Stadium 9

spates Stadium 11

B DC TE VNS
------ > msh —msh
kas |n lnd\/ﬂsm

_____ W

. 'ems/Emx2
. vnd/Nkx2 W
HB ' Nkx6 ~H
. msh/Msx

Abb. 4-1: Dynamik der rdumlich-zeitlichen Expressionsmuster von DV-Genen und ems in
Drosophila, sowie ein Modell der entsprechenden genetischen Interaktionen und ein
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Vergleich mit den Expressionsmustern der orthologen Gene im Mausegehirn.

(A) Schematische Zusammenfassung der rdumlich-zeitlichen Expression von DV-Genen (vnd,
ind, msh, Nkx6) und ems im NE des TC und DC. (B) Modell genetischer Interaktionen zwischen
DV-Genen und ems im NE des TC und DC im Vergleich mit dem ventralen Nervensystem
(VNS). Schwarze Symbole stehen fiir bekannte genetische Interaktionen, blaue Symbole
reprasentieren die in dieser Arbeit beschriebenen neuen Interaktionen und rote Symbole weisen
auf Unterschiede in genetischen Interaktionen zwischen TC und DC hin. Griine und gelbe
Symbole kennzeichnen den negativen Riickkopplungs-Mechanismus zwischen Ems und
Nkx6/Ind im intermedidren DC. Eine durchgezogene Linie kombiniert mit einem Balken (—)
bedeutet Repression und eine gestrichelte Linie (----) weist auf positive Regulation hin. (C)
Vergleich der Expression von ems/Emx2 (Rubenstein et al., 1998; Shimamura et al., 1995;
Urbach und Technau, 2003b) und den DV-Genen (msh/Msx (Ramos und Roberts, 2005; Urbach
und Technau, 2003a), Nkx6 und vnd/Nkx2 (Prakash et al., 2009; Rubenstein et al., 1998;
Shimamura et al., 1995; Urbach und Technau, 2003a)) zwischen Maus (Embryonaltag 8 (E8)
und E10 (wenn sich das Neuralrohr zur Neuralplatte aufgefaltet hat)) und Drosophila (St. 9).
Msx1 ist hauptsdchlich im dorsalen NE des Mausegehirns exprimiert (Ramos und Roberts,
2005), jedoch zusitzlich auch im ventralen Mittelhirn zu finden (Andersson et al., 2006). v =
ventral, i = intermedidr, d = dorsal, NBg;;; = Nkx6 reprimiert ind-Expression in intermedidren
NB des VNS, FB = Prosencephalon/Vorderhirn (forebrain), MB = Mesencephalon/Mittelhirn
(midbrain), HB = Rhombencephalon/Hinterhirn (hindbrain). Fiir detailliertere Informationen
siche Diskussion.

4.4 Wechselseitige Repression zwischen dem cephalen Liickengen ems
und dem DV-Gen vnd sorgen fiir eine vorldufige dorsoventrale

Unterteilung von TC und DC
Diese Arbeit zeigt erstmals, dass das evolutionédr konservierte Homdodoméanenprotein
Ems ein wesentlicher Bestandteil des genregulatorischen Netzwerkes ist, welches die
DV-Musterbildung in den posterioren Neuromeren (TC, DC) der Gehirnanlage steuert
(Abb. 4-1 A, B). Diese neue Funktion war iiberraschend, da ems bisher ausschlieSlich
mit Musterbildungsprozessen entlang der AP-Achse in Verbindung gebracht wurde. Es
wird vermutet, dass die Kopfsegmente durch die kombinierte Aktivitdt der Liickengene
ems, buttonhead und orthodenticle (ocelliless - FlyBase) generiert werden (Cohen und
Jirgens, 1990; Grossniklaus et al., 1994) und das ems-Mutanten sowohl Defekte bei der
Entstehung des interkalaren und antennalen Segments (Cohen und Jiirgens, 1990;
Schmidt-Ott et al., 1994), als auch im korrespondierenden TC und DC aufweisen (Hirth
et al., 1995; Younossi-Hartenstein et al., 1997); diese Defekte stimmen mit dem Muster
fritlher ems-Expression iiberein (Dalton et al., 1989; Walldorf und Gehring, 1992;
Urbach und Technau, 2003b). Zudem besitzt ems sehr wahrscheinlich auch eine
homdootische Funktion, da es bei der Spezifizierung der interkalaren Segmentidentitit
mitwirkt (Schock et al., 2000). Die in dieser Arbeit gezeigten Daten weisen darauf hin,

dass eine weitere entscheidende Funktion von Ems in der wechselseitigen repressiven
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Interaktion mit Vnd liegt (Abb. 4-1 B). Schon im Vorfeld konnte gezeigt werden, dass
vnd-Expression in der Gehirnanlage sehr dynamisch verlduft und spezifische
Unterschiede in TC und DC aufweist (Urbach et al., 2006). In dieser Arbeit stellte sich
nun heraus, dass Ems an der Regulation gehirnspezifischer Unterschiede der vnd-
Expression beteiligt ist und dass Vnd wiederum als Repressor von ems in bestimmten
Anteilen von TC und DC agiert (Abb. 4-1 B). Durch diese Interaktionen werden die (zu
Beginn teilweise iiberlappenden) Expressionsdominen von vnd und ems bis zum
Einsetzen der Neurogenese in sich gegenseitig ausschlieende Bereiche aufgeteilt; dies
ist von entscheidender Bedeutung, da beide Gene positionelle Informationen liefern,
wodurch nachfolgend die Identititen individueller Gehirn-NB festgelegt werden
(Urbach und Technau, 2003b). Je nach Kontext kann Vnd/Nkx2 als transkriptioneller
Aktivator oder Repressor agieren, beispielsweise durch Interaktion mit dem Co-
Repressor Gro, welcher die Repression verstérkt (Chu et al., 1998; Cowden und Levine,
2003; Mubhr et al., 2001; McDonald et al., 1998; Stepchenko und Nirenberg, 2004;
Uhler et al., 2007; Yu et al., 2005). Interessanterweise lie3 sich beobachten, dass Ems
die Expression von zwei Nkx-Genen auf gegensitzliche Weise reguliert: es reprimiert
vnd/Nkx2, wird jedoch bendtigt damit Nkx6 aktiviert werden kann. Die
Repressorfunktion von Ems ist moglicherweise ebenfalls Gro-abhédngig, da berichtet
wurde, dass Ems in der Lage ist Gro in vitro zu binden (Goldstein et al., 2005).

In ems-Mutanten sind Defekte in proneuraler Genexpression (lethal of scute und
achaete) auf solche NE-Regionen begrenzt, in denen ems normalerweise wahrend der
frithen Neurogenese exprimiert wird, was lediglich zu dem Verlust einer Subpopulation
von NB in TC und DC fiihrt (Younossi-Hartenstein et al., 1997; Hartmann et al., 2000).
In spiten ems-mutanten Gehirnen ist hingegen eine starke Reduktion bzw. das
vollstdndige Fehlen von TC und DC zu beobachten (Hirth et al., 1995). Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die korrekte Entwicklung einer groBeren NE-Doméne und/oder
eines groflen Anteils der NB in TC und DC affektiert sein muf. Dennoch erscheint die
Organisation des frithen pNE bis St. 9/10 in ems-Mutanten unbeeintrachtigt und
Anzeichen von Zelltod (Apoptose) sind ebenfalls nicht detektierbar (Hartmann et al.,
2000). Ein mogliche Erkldarung fiir den Verlust von TC und DC koénnte sein, dass es in
ems-Mutanten einerseits zu einer Derepression von vnd in das ventral/intermedidre NE
beider Neuromere kommt und andererseits die Expression von msh, ind und Nkx6 nicht
aktiviert wird. Wie wir bereits in einer fritheren Publikation zeigen konnten, verhindert

ektopisches vnd die Expression einer Vielzahl von Genen die fiir die Festlegung der
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NB-Identititen wichtig sind (Urbach et al., 2006). In Ubereinstimmung damit wurde
auch fiir ems-Mutanten die fehlende Expression einer groen Anzahl molekularer
Marker in der Gehirnanlage beschrieben (Hartmann et al., 2000). Es ist daher
vorstellbar, dass manche NB im TC und DC von ems-Mutanten nicht gebildet werden,
als Konsequenz aus fehlender ems- und ektopischer vnd-Expression (sowie der nicht
stattfindenden Aktivierung proneuraler Gene). Hinzu kommt, das mdglicherweise
andere NB inklusive ihrer Tochterzellen trotz der Mis-Spezifierung des NE (in welchem
die Expression neuraler Identititsgene fehlt oder veréndert ist) gebildet werden, jedoch

zu einem spateren Zeitpunkt degenerieren.

4.5 Integration von DV- und AP-Signalen legt die NE-Doménen von
Nkx6-, ind- und msh-Expression in TC und DC fest

Bisher war weitestgehend unklar wie Nkx6-Expression in der Gehirnanlage reguliert
wird, auch wenn vermutet wurde, dass Vnd hierbei als positiver Regulator fungiert
(Uhler et al., 2002). Im Blastodermstadium ist Co-Expression von ems und vnd nur im
intermedidren und ventralen NE von TC und DC zu beobachten, was eventuell die
Begrenzung der frithen Nkx6-Expression auf das entsprechende NE der Gehirnanlage
und ein Fehlen im NE des VNS bedingt. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse
weisen darauf hin, das Ems und Vnd gemeinsam die Aktivierung von Nkx6 in der
frithen Gehirnanlage ermoglichen. Ein hohe Konzentration von Ems-Expression geht
der Aktivierung von Nkx6 in TC und DC voraus (Abb. 4-1 A) und zusammen mit der
Tatsache, dass Nkx6-Expression in ems-Mutanten vollstdndig fehlt, deutet dies darauf
hin, dass Ems als direkter Aktivator fungieren und so die Ausdehnung der Nkx6-
Domine entlang der AP-Achse kontrollieren kdnnte. Vnd hingegen ist nur indirekt am
Aufbau der Nkx6-Domine entlang der DV-Achse beteiligt, indem es den NKkx6-
Repressor Msh reprimiert. Dass DV-Musterbildung im pNE auch AP-Signale mit
einschlieBt, wird weiterhin dadurch unterstiitzt, dass Ems auch fiir die Aktivierung von
ind und msh benétigt wird und folglich ein zentraler Regulator bei der DV-
Musterbildung in TC und DC zu sein scheint. Zudem liefern die Daten Hinweise auf
einen negativen Riickkopplungs-Mechanismus innerhalb des DV-Netzwerks, in
welchem Ems erforderlich ist um seine eigenen (spéteren) Repressoren, Nkx6 und Ind,

zu aktivieren (Abb. 4-1 B).
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Zusammengefasst lassen diese Daten nicht nur darauf schlieBen, dass Ems die
Expression aller DV-Gene reguliert (Aktivierung von Nkx6, ind, msh und Repression
von vnd), sondern umgekehrt, dass DV-Faktoren (Nkx6, Ind und Vnd) auch die
Expression von ems kontrollieren, was darauf hindeutet, dass die Integration von DV-
und AP-Musterbildungssignalen auf unterschiedlichen Ebenen innerhalb des

genregulatorischen DV-Netzwerks stattfindet.

4.6 Engrailed reguliert Aspekte der raumlich begrenzten Expression der

DV-Gene vnd, ind und msh

Der Transkriptionsfaktor Engrailed (En), welcher sowohl als Repressor wie auch als
Aktivator fungieren kann (Alexandre und Vincent, 2003), wird mit einer Vielzahl von
Entwicklungsprozessen in Drosophila in Verbindung gebracht, wie beispielsweise der
Kompartimentierung im frilhen Embryo (zusammengefasst in Vincent, 1998),
Modulation von Hox-Genexpression (Gebelein und Mann, 2007) oder der Regulation
von Faktoren, welche fiir die axonale Wegfindung von Bedeutung sind (z.B. frazzled,
Joly et al., 2007). In dieser Arbeit konnte eine neue Funktion von En im friihen Embryo
aufgezeigt werden, welche darin besteht, die rdumlich begrenzte Expression der DV-
Gene in den posterioren Bereichen von DC, TC und im VNS zu kontrollieren.

Im posterioren Kompartiment des DC reprimiert En die Expression von msh und ind,
hélt aber andererseits die Expression von vnd aufrecht. Da Ind, wie sich herausstellte,
(zu einem spiteren Zeitpunkt) als vnd-Repressor agieren kann, liegt die Vermutung
nahe, dass En die Aufrechterhaltung von vnd-Expression durch Repression von ind im
posterioren DC sicher stellt. Im posterioren Kompartiment des TC ist En ebenfalls fiir
das Herunterregulieren der msh-Expression erforderlich, wird hier jedoch auch, im
Gegensatz zum DC, fiir die Aktivierung von ind bendétigt (in 4-6 Zellen innerhalb des
dorsalen Anteils des interkalaren en-Streifens). Da in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, dass Msh als ind-Repressor fungiert, scheint En wiederum durch Repression
von msh dafiir zu sorgen, dass ind im posterioren TC aktiviert werden kann; es ist
jedoch nicht auszuschliefen, dass En daneben auch als direkter Aktivator von ind
arbeitet. Ahnlich der Situation im TC, scheint En die Expression von msh im NE des
VNS negativ, ind-Expression hingegen positiv (beziiglich der Aufrechterhaltung von

ind-Expression) zu regulieren.
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Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass das Segmentpolarititsgen en eine
entscheidende Rolle bei der pridzisen Regionalisierung der Expressionsdomdnen
bestimmter DV-Gene im posterioren Kompartiment der Neuromere des Gehirns und
VNS einnimmt. Dies stellt ein weiteres Beispiel flir die Integration eines AP-
Musterbildungsgens in das DV-Genregulatorische Netzwerk des pNE dar (Abb. 4-2).
Wie oben beschrieben, reguliert En die jeweiligen DV-Genen in unterschiedlicher Art
und Weise; es gibt bisher jedoch keinen Hinweis darauf, dass die DV-Gene umgekehrt
auch in der Lage sind die Expression von en zu kontrollieren, wie dies fiir ems gezeigt
werden konnte (Abschnitte 4.4 und 4.5). En kann sowohl als negativer wie auch als
positiver Regulator auf Transkriptionsebene agieren, in Abhdngigkeit von dem
jeweiligen Zielgen und segmentalen Kontext (Alexandre und Vincent, 2003). Die DV-
Gene kontrollieren die Entstehung und Spezifizierung bestimmter Gehirn-NB (Urbach
et al., 2006; und eigene Beobachtungen). Da die hier aufgezeigten genetischen
Interaktionen zwischen En und den DV-Genen wihrend eines Entwicklungszeitraums
stattfinden, in welchem NB gebildet werden, ist es sehr wahrscheinlich, dass En die
Entstehung und das Schicksal bestimmter NB in der Gehirnanlage durch Regulation von

DV-Genexpression kontrolliert.

DC TC VNS
ems----> msh —— en; ems----» msh —— en, —msh
BN LN | Lo
ifv (—:‘nlflJ';r ;’%’\ en, erlns"’ 7// en, TJ —
‘\' véd e \' vnd —vnd ¥

Abb. 4-2: Modell der genetischen Interaktionen zwischen DV- und AP-
Musterbildungsgenen im NE der friihen Gehirnanlage und des VNS

Erweiterung des Modells genetischer Interaktionen aus Abb. 4-1 B. Zur besseren Ubersicht sind
nur die neuen genetischen Interaktionen mit En in blau und die in Abb. 4-1 B schon
beschriebenen Interaktionen in schwarz dargestellt sind; rote Symbole weisen dabei auf
Unterschiede in genetischen Interaktionen zwischen TC und DC hin. Eine durchgezogene Linie
zusammen mit einem Balken (—) bedeutet Repression, eine gepunktete Linie (----) steht fiir
Aufrechterhaltung der Genexpression, eine gestrichelte Linie kombiniert mit einer Pfeilspitze
(--->) weist auf positive Regulation hin und eine gepunktete Linie kombiniert mit einem Balken
(----|) steht fiir negative Regulation. v = ventral, i = intermedidr, d = dorsal, en, = en reguliert
die entsprechende Genexpression im posterioren Anteil des Neuromers.
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4.7 EGFR-Aktivitit ist notwendig fiir die Expression der DV-Gene vnd,
ind und Nkx6 in spezifischen Anteilen des pNE, reguliert die

Expression von msh jedoch nur indirekt

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist auch der EGFR-Signalweg im sich
entwickelnden Gehirn durch unterschiedliche Interaktionen mit den DV-Genen in das
genregulatorische Netzwerk integriert, welches die dorsoventrale Regionalisierung des
pNE steuert (Abb. 4-3).

Die Analyse von EG FR?-Mutanten ergab, dass die Aufrechterhaltung der vnd-
Expression im NE des TC, DC und einem Anteil des PC nicht gewihrleistet ist, was auf
EGFR-Aktivitdt als aufrechterhaltenden Faktor hindeutet. Doch zumindest im
posterioren DC scheint EGFR-Signal alleine nicht auszureichen, da hier auch En bei der
Aufrechterhaltung der vnd-Expression eine wichtige Rolle spielt (siche Abschnitt 4.6
und Abb. 4-2). Zudem gibt es aus anderen Arbeiten Hinweise darauf, dass Vnd im VNS
in der Lage ist, die eigene Expression durch Autoregulation aufrecht zu erhalten (Yu et
al., 2005; Wang et al., 2005). Auch wenn EGFR-Aktivitit und En eindeutig an der
Aufrechterhaltung von vnd-Expression im pNE beteiligt sind, so schlie3t dies eine
zusitzliche Autoregulation durch Vnd dennoch nicht aus. Eine sich hieraus ergebende
Hypothese wire, dass En und EGFR parallel an der Aufrechterhaltung der vnd-
Expression im posterioren DC beteiligt sind: En reprimiert den vnd-Repressor Ind, und
EGFR-Aktivitdt sorgt moglicherweise durch Phosphorylierung von Vnd oder eines Co-
Faktors dafiir, dass Vnd seine eigene Expression aufrecht erhalten kann oder verhindert
eventuell den Abbau von bereits vorhandenem Vnd-Protein. Auerdem konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass eine stark erhohte Aktivitdt des EGFR (ausgeldst durch
Uberexpression von sSpi) in der Lage ist, vnd-Expression im dorsalen NE des TC und
DC zu aktivieren. Im intermedidren NE ist vnd allerdings, im Gegensatz zum VNS,
schon (transient) endogen exprimiert; die vnd-Expression wird hier sehr wahrscheinlich
durch ektopische EGFR-Aktivitdt ldnger aufrecht erhalten. In diesem Zusammenhang
wire es auch interessant zu sehen, ob Ems, welches vnd im Wildtyp im intermedidren
TC und DC reprimiert, bei Uberexpression von sSpi oder in EG FR”-Mutanten ebenfalls
affektiert ist.

Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse eine groBe Ahnlichkeit zu der Situation
im VNS auf, wo EGFR-AKktivitit ebenfalls erforderlich ist, um vnd-Expression im

ventralen NE aufrecht zu erhalten (zusammengefasst in Skeath, 1999). Zudem konnte
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von Zhao et al. (2007b) beobachtet werden, dass vnd im intermedidren und dorsalen NE

des VNS durch erhohte EGFR-Aktivitat aktiviert werden kann.

Auch fiir die Aufrechterhaltung der Nkx6-Expression im intermedidren TC und DC ist
EGFR-Aktivitit notwendig. Da eine direkte Aktivierung durch Vnd ausgeschlossen
werden konnte, wére auch hier (wie fiir Vnd) vorstellbar, das Nkx6 selbst das Ziel der
Phosphorylierung durch aktivierte MAPK ist oder ein bisher unbekannter Nkx6-
Repressor inhibiert werden soll. Es ist jedoch nicht bekannt, ob Nkx6 {iberhaupt
mogliche MAPK-Phosphorylierungsstellen besitzt, wie dies fiir Vnd gezeigt werden
konnte (Zhang et al., 2008), und fiir eine genaue Klirung sind weitere Experimente
erforderlich. Insgesamt scheint die durch EGFR-Aktivitdt vermittelte Aufrechterhaltung
von Nkx6-Expression im pNE ein gehirn-spezifischer Prozess zu sein, da Nkx6 im NE
von Thorax und Abdomen nicht exprimiert wird. Eine Ausnahme hiervon bildet die sehr
kurze Phase kaum detektierbarer Nkx6-Expression im ventralen NE des VNS (Abb. 4-1
C), kurz vor Delamination der ventralen NB, welche jedoch nicht von EGFR-Aktivitét

abhéngig zu sein scheint.

An der negativen Regulation der msh-Expression in TC und DC scheint EGFR nur
indirekt beteiligt zu sein, da sich die im Expressionsmuster von msh auftretende
Veranderung sowohl bei Fehlen wie auch verstirkter Aktivierung von EGFR durch das
Verhalten der anderen DV-Gene in der entsprechenden Situation erkldren ldsst (siehe
auch Abschnitt 3.20 im Ergebnisteil). So ist die in EGFR"”-Mutanten zu beobachtende
Derepression von msh im intermedidren TC und DC hdochstwahrscheinlich auf das
Fehlen der msh-Repressoren Vnd, Ind und Nkx6 zuriickzufiihren, und die Reduktion der
msh-Expression nach verstirkter EGFR-Aktivierung eine Folge der Expansion von Vnd
und Nkx6 in dorsales NE. Ein weiterer Hinweis darauf, dass EGFR nicht als direkter
Repressor von msh agiert liefern Untersuchungen in vnd®-Mutanten. Hier zeigt sich,
dass msh in Abwesenheit von Vnd schon ab St. 5/6 bis in ventralstes TC und DC hinein
dereprimiert ist, obwohl EGFR zu diesem Zeitpunkt noch im gesamten
intermedidr/ventralen NE aktiv ist. Davon ausgehend, dass auch im Gehirn EGFR-
Signal in der Hierarchie iiber vnd steht, sollte EGFR-Aktivitit demnach in vnd®-
Mutanten nicht affektiert sein, was bisher allerdings noch nicht experimentell untersucht

wurde.
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Auch im VNS gibt es bisher keine Hinweise auf eine direkte Kontrolle der msh-
Expression durch EGFR-Aktivitdt und es wird vermutet, dass EGFR hier ebenfalls
durch Regulation von Vnd und Ind negativ auf die msh-Expression einwirkt (von Ohlen

und Doe, 2000).

Wie die Analyse von EGFR”-Mutanten auBerdem zeigte, ist ein funktionierender
EGFR-Signalweg Vorraussetzung fiir die korrekte Expression von ind in TC, DC und
PC. In EGFR™-Mutanten wird ind-Expression in DC und PC erst spater aktiviert und ist
zudem, ebenso wie die ind-Doméne im TC, stark reduziert (siche Abschnitt 3.21 im
Ergebnisteil). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass EGFR-Aktivitit zwar
erforderlich ist, allerdings nicht als alleiniger Faktor fiir die Aktivierung von ind-
Expression im pNE verantwortlich sein kann. Interessanterweise kann der Co-Repressor
Gro, welcher ubiquitdr exprimiert wird (Zak et al.,, 1990), durch die Aktivitdt des
EGFR-Signalwegs, d.h. Phosphorylierung durch MAPK, inaktiviert werden (Cinnamon
et al., 2008). In EGFR™-Mutanten wiirde diese Inaktivierung jedoch nicht stattfinden
und Gro daher in seiner aktiven Form vorliegen. In Abschnitt 4.1 wurde die Frage
aufgeworfen, wie es moglich sein kann, dass vnd und ind im intermedidren DC co-
exprimiert werden. Vnd ist durch Interaktion mit aktivem Gro in der Lage, Zielgene zu
reprimieren (Yu et al., 2005) und wie in EGFR™-Mutanten beobachtet werden konnte,
beginnt die reduzierte ind-Expression im DC etwa zu dem Zeitpunkt wenn vnd dort
nicht mehr detektierbar ist. Da EGFR-Aktivitit anscheinend nicht in der Lage ist, eine
Expansion des ind-Repressors Msh in intermedidres NE zu verhindern, wird vor Beginn
der ind-Aktivierung der msh-Repressor Vnd benétigt. Weil Vnd aber auch die Fahigkeit
besitzt, ind zu reprimieren, wire es vorstellbar, dass EGFR-Aktivitdt die Aktivierung
von ind-Expression im intermedidren DC durch Inaktivierung von Gro gewéhrleistet
und Vnd somit der zur ind-Repression bendtigte Co-Faktor fehlt. Obwohl ind weder im
TC noch im PC mit vnd co-exprimiert wird, jedoch beide Expressionsdoménen in
EGFR™-Mutanten reduziert sind, konnte sich auch hier die moglicherweise fehlende
Phosphorylierung von Gro in Kombination mit einem weiteren Repressor negativ auf
die ind-Expression auswirken.

Fiir das VNS ist bekannt, dass bei der Aktivierung von ind-Expression sowohl Dorsal
als auch EGFR benétigt werden, wobei Dorsal der kompetentere Aktivator zu sein
scheint (von Ohlen und Doe, 2000). Andererseits konnte von Dubnicoff et al. (1997)

gezeigt werden, dass Dorsal durch Interaktion mit Gro von einem Aktivator in einen
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Repressor umfunktioniert werden kann. Somit wire die folgende Hypothese vorstellbar,
in welcher Vnd, EGFR und Dorsal gemeinsam die ind-Expression im pNE
kontrollieren: Vnd hilt durch Repression den ind-Repressor Msh aus dem intermediéren
NE des TC und DC heraus (siche auch Abschnitt 3.7 im Ergebnisteil). EGFR sorgt
durch Inaktivierung von Co-Repressoren (z.B. Gro) dafiir, dass Vnd oder Dorsal (oder
moglicherweise unbekannte Faktoren) nicht als Repressoren von ind in spezifischen
Bereichen des pNE agieren konnen. Der Dorsal-Gradient beschriankt die
konzentrationsabhidngige Aktivierung der ind-Expression auf intermedidres NE in TC

und DC, sowie auf intermediar/dorsales NE im PC.

Zusammengenommen deuten die in dieser Arbeit gewonnen Daten darauf hin, dass
EGFR ebenfalls als DV-Gen wihrend der Regionalisierung der Gehirnanlage fungiert
und, dhnlich wie im VNS, durch Regulation der anderen DV-Gene fiir die korrekte
Bildung und Spezifizierung von NB-Subpopulationen sorgt.

DC TC VNS
d —msh d
NkXG |nd kaG d ind<«<—EGFR |
Y, 3:9 oe TJ
EGFR EGFR Vv
j~\,¢rnd *vnd —vnd<-EGFR

Abb. 4-3: Modell der genetischen Interaktionen zwischen EGFR und anderen DV-Genen
in DC, TC und VNS

Zur besseren Ubersicht sind nur die neuen genetischen Interaktionen mit EGFR in blau und die
in Abb. 4-1 B schon beschriebenen Interaktionen in schwarz dargestellt sind; rote Symbole
weisen auf Unterschiede in genetischen Interaktionen zwischen TC und DC hin. Eine
durchgezogene Linie zusammen mit einem Balken (—|) bedeutet Repression, eine
durchgezogene Linie kombiniert mit einer Pfeilspitze (—) steht fiir Aktivierung, eine
gepunktete Linie (---) bedeutet Aufrechterhaltung der Genexpression und eine gestrichelte Linie
(---) weist auf positive Regulation hin. v = ventral, i = intermediér, d = dorsal.
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4.8 Das genregulatorische Netzwerk der DV-Musterbildung in TC und DC
setzt sich im Wesentlichen aus transkriptionellen Repressoren

zusammen

Ein vorherrschendes Charakeristikum des hier beschriebenen gehirn-spezifischen DV-
genetischen Netzwerks und ein allgemeines Konstruktionsmerkmal genregulatorischer
Netzwerke (Levine und Davidson, 2005), ist die massive Nutzung transkriptioneller
Repression zur Regulation der rdumlich-zeitlichen Expression von Zielgenen. Fast alle
in diesem Netzwerk involvierten Faktoren arbeiten als Repressoren (mit Ausnahme von
EGFR sowie Ems, welches neben der Repression von vnd moglicherweise auch als
Aktivator fungiert), entweder durch gegenseitige Repression (zwischen Ems und Vnd,
Nkx6 und Msh, Ind und Msh), einen doppelt-negativen Mechanismus (Vnd reprimiert
Msh, welches wiederum Nkx6 und Ind reprimiert; En reprimiert den ind-Repressor
Msh) oder einen negativen Riickkopplungs-Mechanismus (Ems wird bendtigt um Nkx6
und Ind zu aktivieren, welche dann im Folgenden Ems reprimieren) (Abb. 4-1 B, Abb.
4-2 und Abb. 4-3). Die rdaumliche und zeitliche Komplexitdt der hier entschliisselten
Interaktionen weist darauf hin, dass dem hochstwahrscheinlich eine &hnlich
vielschichtige cis-regulatorische Kontrolle der beteiligten Faktoren zugrunde liegt. Zum
Beispiel wird die Ausdehnung und Regionalisierung der msh-Expression durch
mindestens vier transkriptionelle Repressoren in unterschiedlichen
Entwicklungszeitfenstern gesteuert (Vnd friih, Nkx6, Ind und En spiter) und mindestens
drei Repressoren regulieren die Expressionsdynamik von ems (Vnd frith, Nkx6 und Ind
spéter). Das gehirn-spezifische DV-Netzwerk beinhaltet mit Sicherheit noch weitere
Gene und es ist sehr wahrscheinlich das Interaktionen mit anderen mutmaBlichen
Regulatoren (z.B. Dorsal und Dpp) das derzeitige Modell vervollstindigen werden.
Insgesamt bilden die in dieser Arbeit erworbenen Kenntnisse eine gute Basis, um
systematische Vergleiche zwischen verschiedenen Tierarten beziiglich der DV-
Regionalisierung des Gehirns auf der Ebene genregulatorischer Netzwerke
durchzufiihren.

Die DV-Gene beinhalten alle eine Eh1-Repressordomine, ebenso wie En und Ems, und
sind in der Lage mit dem Co-Repressor Groucho (Gro) zu interagieren (Smith und
Jaynes, 1996; Yu et al., 2005; Uhler et al., 2007; von Ohlen et al., 2007a; Syu et al.,
2009), wodurch sie fahig sind Repression ihrer entsprechenden Zielgene zu vermitteln
(ebenso wie sich gegenseitig zu reprimieren). Wie ist es jedoch moglich, dass alle DV-

Gene mit dem gleichen Co-Repressor interagieren konnen um die Grenzen von
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Expressionsdomédnen zu stabilisieren? Zundchst einmal weisen die DV-Gene rdumliche
sowie auch zeitliche Unterschiede in ihrer Expression auf. Zusitzlich konnten auch
Konformationsédnderungen in der Proteinstruktur nétig sein, um den Co-Faktor Gro zu
binden, was zumindest flir Nkx6 gezeigt werden konnte (Syu et al., 2009). Zhang et al.
konnten beobachten, dass Vnd durch aktivierte MAPK phosphoryliert werden kann und
somit verschiedene Isoformen des Vnd-Proteins im sich entwickelnden Embryo
vorliegen (Zhang et al., 2008), was hochstwahrscheinlich auch zu einer Verdanderung
bei der Bindung moglicher Co-Faktoren flihrt. Ein anderer entscheidender Punkt konnte
auch die Inaktivierung von Co-Repressoren sein, im Fall von Gro ebenfalls durch
Phosphorylierung iiber MAPK (Cinnamon et al., 2008), oder die Modifizierung von
Zielgenen, um eine Bindung des Repressorkomplexes zu verhindern. Dass alle DV-
Gene die Fahigkeit besitzen mit Gro zu interagieren schliefit jedoch nicht aus, dass ihre
Repressoraktivitidt auch unabhédngig von Gro sein kann, da zumindest in Vnd, Ind und
Nkx6 neben der Ehl- auch andere Repressor-Dominen (sowie Aktivator-Doménen)
gefunden wurden (Yu et al., 2005; von Ohlen et al., 2007a/b; von Ohlen und Moses,
2009; Syu et al., 2009). Ob die Produkte der DV-Gene als Repressoren oder
Aktivatoren fungieren, scheint demzufolge sowohl von der Verfligbarkeit der Co-
Faktoren als auch von dem jeweiligen Zielgen selbst abhidngig zu sein (Yu et al., 2005;
von Ohlen und Moses, 2009; Syu et al., 2009), da nicht nur das Vorhandensein einer
Transkriptions-bindungsstelle, sondern auch deren Zuginglichkeit in diesem Kontext

limitierend ist (Kulkarni und Arnosti, 2005).

4.9 Evolutionédre Betrachtungen zur DV-Musterbildung im Gehirn von

Drosophila und Vertebraten
Die in dieser Arbeit analysierten genetischen Faktoren werden nicht nur im
Fliegengehirn, sondern auch in groftenteils dhnlichen NE-Dominen und ab frithen
Embryonalstadien im anterioren Bereich der Neuralplatte von Vertebraten exprimiert.
Interessanterweise ist gegenseitige Repression von Homdodoménen-Proteinen im sich
entwickelnden Neuralrohr von Vertebraten gebrduchlich und sogar essenziell fiir den
Autfbau diskreter DV-Vorlduferdoménen (zusammengefasst in Dessaud, et al., 2008),
was eine groBe Ahnlichkeit zu den in dieser Arbeit beschricbenen DV-

Musterbildungsvorgéngen im Fliegengehirn aufweist.

96



Diskussion

So wird Emx2 beispielsweise in der laterodorsalen Region und Nkx2-Gene in der
ventralen Region des friihen Prosencephalon (Vorderhirn) exprimiert (Abb. 4-1 C). Im
Vier-Somiten-Stadium  (etwa Embryonaltag (E) 8) grenzen die beiden
Expressionsdomidnen aneinander (zusammengefasst in Rubenstein et al., 1998;
Shimamura et al.,, 1995), dhnlich der Situation in Drosophila, nachdem durch
gegenseitige  Repression zwischen Ems und Vnd sich ausschlieBende
Expressionsdomdnen der beiden Faktoren entstanden sind. Msx-Gene werden
hauptsdchlich in dorsalen Regionen des posterioren Prosencephalon, Mesencepahlon
und Rhombencepahlon (Hinterhirn) exprimiert (zusammengefasst in Ramos und
Roberts, 2005), wohingegen sich die Expression von Nkx6-Genen mehr auf
lateroventrale Regionen beschriankt und ventral mit der Expression von Nkx2-Genen
tiberlappt (Prakash et al., 2009; Rubenstein et al., 1998) (Abb. 4-1 C). Die ind-
Homologe Gsh-1 und Gsh-2 werden in intermedidrer Region des Vertebraten-
Neuralrohrs exprimiert (Valerius et al., 1995; Hsieh-Li et al., 1995) und eine partielle
Uberlappung der Expressionsdominen von Gsh-2 und dorsalem Msx1/3 deutet darauf
hin, dass Gsh2 nicht als Repressor der Msx-Gene fungiert, im Gegensatz zu der
Situation in Drosophila (Urbach und Technau, 2008).

Obwohl die Expressionsmuster dieser Gene bestimmte Gemeinsamkeiten zwischen
Insekten und Vertebraten aufweisen, so bleibt dennoch in weiteren Experimenten zu
zeigen, dass die entsprechenden genetischen Interaktionen ebenfalls konserviert sind.
Auch ist bisher kein Zusammenhang zwischen EGFR oder Enl/2 in der DV-
Musterbildung in Vertebraten bekannt. Zudem wird die Analyse vieler Vertebratengene
oft dadurch erschwert, dass mehrere Mitglieder einer Genfamilie mit redundanter

Funktion existieren, die hdufig auch in iiberlappenden Doméanen exprimiert werden.
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5. Zusammenfassung

In Vertebraten und Insekten ist wahrend der frilemwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS), welches sich aus dem Gehidndem ventralen Nervensystem
(VNS) zusammensetzt, die Unterteilung des Neurakktos (NE) in diskrete
Genexpressions-Doméanen entscheidend fir die kerrekpezifizierung neuraler
Stammzellen. IrDrosophila wird die Identitéat dieser Stammzellen (NeuroblasteB)
festgelegt durch die positionellen Informationerglahe von den Produkten friher
Musterbildungsgene bereitgestellt werden und dagdéktoderm in anteroposteriorer
(AP) und dorsoventraler (DV) Achse unterteilen. Dimolekulargenetischen
Mechanismen, welche der DV-Regionalisierung zugeuhelgen, wurden ausfuhrlich
im embryonalen VNS untersucht, sind fir das Gehjedoch weitestgehend
unverstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisseligieh der genetischen
Mechanismen gewonnen, welche die frihembryonalagetes Gehirns in DV-Achse
unterteilen. So konnte gezeigt werden, dass dakatep.lickengerempty spiracles
(ems), das Segmentpolaritatsgengrailed (en), sowie der Epidermal growth factor
receptor” (EGFR) und das GerNk6 homeobox (Nkx6) flr Faktoren codieren, die als
zentrale Regulatoren die DV Musterbildung in dehi@eanlage kontrollieren. Diese
Faktoren interagieren zusammen mit den ebenso tevwdn konservierten Homéobox-
Genenventral nervous system defective (vnd), intermediate neuroblasts defective (ind)
und muscle segment homeobox (msh) in einem komplexen, regulatorischen DV-
Netzwerk. Die im Trito (TC)- und Deutocerebrum (Déntschlisselten genetischen
Interaktionen basieren Uberwiegend auf wechsaiseitRepression. Dementsprechend
sorgen 1) Vnd und Ems durch gegenseitige Repre$siagine frihe DV-Unterteilung
des NE, und 2) wechselseitige Repression zwischex® Nnd Msh, als auch zwischen
Ind und Msh fir die Aufrechterhaltung der Grenzeisziven intermediarem und
dorsalem NE. 3) Sowohl Ind als auch Msh sind inldege, die Expression vomd zu
inhibieren. Ferner konnte gezeigt werden, dass ®uth Repression von Msh als
positiver Regulator voiNkx6 fungiert. Uberdies beeinflusst Vnd die Expressionind

in segment-spezifischer Art und Weise: Vnd repritiad-Expression im TC, sorgt
jedoch flr eine positive Regulation vamd im DC durch Repression von Msh. Auch
der EGFR-Signalweg ist an der frihen DV-Regionatisng des Gehirns beteiligt,

indem er durch positive Regulation desh-Repressoren Vnd, Ind und Nkx6 dazu
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beitragt, dass die Expression vosh auf dorsales NE beschrankt bleibt. Ferner stellte
sich heraus, dass das AP-Musterbildungsges die Expression der DV-Gene
kontrolliert und umgekehrt: Ems ist fur die Aktimeng vonNkx6, ind undmsh in TC

und DC erforderlich ist, wahrend Nkx6 und Ind zaezn spateren Zeitpunkt benotigt
werden, umems im intermedidaren DC gemeinsam zu reprimieren. Uiesr konnte
gezeigt werden, dass das Segmentpolaritatagéspekte der Expression vand, ind

und msh in segment-spezifischer Art und Weise regulient. rEprimiertind und msh,

halt jedochvnd-Expression im DC aufrecht; im TC wird En bendtigh die Expression

von Msh herunter zu regulieren und somit die Aleiung vonind dort zu ermdglichen.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass usRerbildungsfaktoren in
umfangreichen Mal3 die Expression der DV Gene imirG@glind VNS) kontrollieren.
Ferner deuten diese Daten darauf hin, dass siclKaezept der ventralen Dominanz*,
welches fir die DV-Musterbildung im VNS postuliewurde, nicht auf das
genregulatorische Netzwerk im Gehirn Ubertragestjdfa Interaktionen zwischen den
beteiligten Faktoren hauptsachlich auf wechsetg#iti (und nicht einseitiger)
Repression basieren. Zudem scheint das Konzepteshralen Dominanz auch fur das
VNS nicht uneingeschrankt zu gelten, da in diesdreA u.a. gezeigt werden konnte,
dass dorsal exprimiertes Msh in der Lage ist, mesliaresind zu reprimieren.
Interessanterweise ist gegenseitige RepressionHaoméodomanen-Proteinen im sich
entwickelnden Neuralrohr von Vertebraten weit veitiet und dartiberhinaus essenziell
fur den Aufbau diskreter DV-Vorlauferdomanen, unceist insofern eine grol3e
Ahnlichkeit zu den in dieser Arbeit beschriebenev-Rusterbildungsvorgangen im

frihembryonalen Fliegengehirn auf.
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7. Anhang

7.1 Abbildungen
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Abb. 7-1: Nkx6-Expression in Neuroblasten der frihen Gehirnanlage

Schematische Darstellung dekx6-Expression in Neuroblasten (NB) der frihen Gelrilage

in Stadium (St.) 9, St. 10 und St. 11; anteriooksn. Im Tritocerebrum (TC) wirdkx6 in funf
NB (Tvl, Tv2, Tv3, Tv4, Tv5), im Deutocerebrum (D@) acht NB (Dv2, Dv4, Dv5, Dv6,
Dv7, Dv8, Dd1, Dd5) und im Protocerebrum nur ineemNB (Ppd5) exprimiert. Zudem ist
Nkx6 im St. 10/11 schwach in einem sensorischen Vaela(8OP, ,,sensory organ precursor*)
detektierbar (Dd13). Fur weitere Symbole und Abkiagen siehe Abb. 3-1 und zur
Nomenklatur von Gehirn-NB siehe Urbach et al. (3003
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Abb. 7-2: In vnd®-Mutanten wird msh im intermediar/ventralen NE des TC und DC
dereprimiert

(A) Expression vomnmsh und Ems im Wildtyp (Wt); frihes Stadium (St.) B) (Schematische
Darstellung von Vnd-ind- und msh-Expression im Wt; spates St. &)(Expression vonmsh
und Ems invnd®-Mutanten;msh-Expression ist vollstandig in intermediér/ventsalE des TC
und DC hinein expandiertD) Schematische Darstellung von Vnihg- undmsh-Expression in
vnd®-Mutanten (spates St. @sh ist in intermediér/ventralem TC und DC dereprimigrdind
wird im intermediaren DC nicht aktiviert. FUr Ortearung der Abbildungen, weitere Symbole
und Abkirzungen siehe Abb. 3-1
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Abb. 7-3: Expression vorind und msh in vnd>-Mutanten

(A) ind/msh im Wt, frihes St. 9msh wird im dorsalen TC und DC exprimiertd-Expression
ist im intermediaren DC zu finden und beginnt aimhintermediaren TC aktiviert zu werden.
(B) In vnd®-Mutanten expandiennsh vollstandig in intermediar/ventrales TC und DC diin
undind-Expression fehlt im intermediaren TC und DC (felleind-Expressionsdoméanen sind
mit einer blau gestrichelten Linie umrandet}) (nd/msh im Wt, St. 9. D) ind/msh in vnd®-
Mutanten;ind beginnt ektopisch im ventralen TC exprimiert zurdes (schwarzer Pfeil), in
einem Bereich aus dem zuvwmsh-Expression verschwunden ist (siehe auch schwadrfsihin
B). Fur Orientierung der Abbildungen, weitere Sythelband Abkirzungen siehe Abb. 3-1.

msh / MAPK Wi

A

Wit Stadium 9

Abb. 7-4: MAPK und msh werden in TC und DC komplementéar zueinander exprinert

(A) Expression vonmsh und MAPK im Wt, St.6;msh wird im dorsalen, MAPK im
intermediar/ventralen NE des TC und DC exprimi@). msh/MAPK im Wt, St. 9; Expression
von msh und MAPK Uberlappen nur in wenigen Zellen am distsa Ende demsh-Domaéne in

111



Anhang

TC und DC (schwarzer Pfeil). Fur Orientierung debb#dungen, weitere Symbole und
Abkurzungen siehe Abb. 3-1.
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