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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die frihe Embryonalentwicklung

Die Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster beginnt mit der Befruchtung der
Eizelle. Wahrend der ersten vier Embryonalstadien (St.1-4; Stadien nach (Campos-Ortega
and Hartenstein, 1997) finden in der ca. 0,5 x 0,2 mm grof3en Zygote synchrone
Kernteilungen statt, die eine syncytiale Organisation des frihen Embryos zur Folge haben
(Abb. 1 A). Die anfanglich im Inneren der Eizelle gelegenen Zellkerne wandern wahrend
des St.2 in die Peripherie der Zygote, wobei sie mitotisch noch aktiv sind. Dort angelangt
treten die letzen Kernteilungszyklen auf und es findet im St.5 ein als Zellularisierung
bezeichneter Prozess statt, in dem jeder in der Peripherie gelegene Zellkern durch das
Einwachsen einer Zellmembran umhillt wird (Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; Foe
and Alberts, 1983). Die eben beschriebenen Prozesse haben zur Folge, dass ein
Drosophila Embryo nach seiner Zellularisierung aus ca. 5000-6000 in der Peripherie
gelegenen Zellen besteht, die den zentral gelegenen Dotter umgeben (Abb. 1 A). Direkt
nach der Zellularisierung kommt es, wahrend des St.6, zur Gastrulation, bei der die drei
Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm gebildet werden. AuRere
morphologische Anzeichen der Gastrulation sind die Ausbildung der cephalen und der
ventralen Furche, die durch das Einwandern von Zellverbdnden in das Innere des
Embryos entstehen (Abb. 1 B) (Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; Foe, 1989). Kurz
nach Beginn der Gastrulation im St.7 werden die ersten Zellteilungen auf der Oberflache

des Embryos sichtbar, welche im Muster von mitotischen Domanen erfolgen (Foe, 1989).
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Einleitung

A Kernteilungen Zellularisierung B Gastrulation (St.6)

X
>

Y

—ly

Lateralansicht

—

:
) b

Ventralansicht

Abb. 1 Die frihe Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster

A Schematische Darstellung der Kernteilungen und der Zellularisierung wahrend der frihen
Embryonalentwicklung. Dotter: gelb; Zellmembran: grin; Zellkerne: schwarz; anterior oben. Im
St.1 finden die Befruchtung der Eizelle und die ersten beiden Kernteilungszyklen statt. Im St.2
kommt es zu den Kernteilungszyklen 3-8 und die Zellkerne wandern aus dem Inneren in die
Peripherie (rote Pfeile). Wahrend der Stadien 3 und 4 treten die letzten Kernteilungszyklen auf
(Zyklus 9 bzw. 10-13). St.5 ist gekennzeichnet durch die Zellularisierung, bei der jeder in der
Peripherie gelegene Zellkern von einer einwachsenden Zellmembran umschlossen wird. B
Schematische Darstellung der Gastrulation wéahrend des St.6. Anterior links. Aulere
morphologische Anzeichen der Gastrulation sind die Bildung der cephalen (cf) und ventralen
(vf) Furche (magenta Linien, rechts), die an definierten Stellen des Embryos (magenta
gestrichelte Linien, links) durch das Einwandern von Zellverbdnden entstehen (schwarze,
gebogene Pfeile).

1.2 Mitotische Doméanen

Wahrend die Kernteilungen im syncytialen Embryonalstadium von Drosophila (1.-13.
Mitosezyklus) annahernd synchron verlaufen (Foe and Alberts, 1983), andert sich dieses
synchrone Mitoseverhalten mit der Zellularisierung (= zellulares Blastoderm). Der 14.
mitotische Zyklus (= 1. Mitose nach Zellularisierung) erfolgt im Muster von mitotischen
Domaénen (Foe, 1989). Diese entstehen dadurch, dass in bestimmten Bereichen, des zu
diesem Zeitpunkt noch aus einem einschichtigen den Dotter umgebenden Epithel
bestehenden Drosophila Embryos, Gruppen von Zellen synchron ihre Mitosen beginnen (=
mitotische Domanen). Der Eintritt der einzelnen Zellgruppen in die Mitose erfolgt in einer
zeitlich und rdumlich genau festgelegten Reihenfolge. Diese Stereotypie ermdglicht ein
zuverlassiges Ansprechen der einzelnen Domanen. Foe (1989) identifizierte 25
verschiedene mitotische Domanen (81-625), die sie gemal der eben erwahnten zeitlichen
Abfolge durchnummerierte, wobei 81 Zellen als erste und 825 Zellen als letzte ihren 14.
mitotischen Zyklus durchlaufen. Zusatzlich beschrieb sie zwei Domé&nen (ON, dM), in
denen Zellen Uber einen langeren Zeitraum hinweg in keinem erkennbaren Muster in ihre
Mitose eintreten und zwei weitere Domanen (0A, dB) deren Zellen, wahrend der von ihr
untersuchten Embryonalstadien (St.5-10), keine Mitosen aufweisen (Abb. 2 A, B).
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Einleitung

ventral

Abb. 2 Die mitotischen Doméanen nach Foe (1989)

A+B Schema der mitotischen Doménen eines Drosophila Embryos in Dorsal- (A) und
Ventralansicht (B), anterior links. Abbildung aus (Foe, 1989). Die mitotischen Domanen wurden
gemalf ihrem zeitlichen Auftreten durchnummeriert (1-25). Neben diesen mitotischen Domé&nen
finden sich noch zwei Doméanen (N, M), in denen Zellen lber einen langeren Zeitraum hinweg
in keinem erkennbaren Muster in ihre Mitose eintreten und zwei weitere Domanen (A, B), deren

Zellen keine Mitosen aufweisen. Abkirzungen: cf: cephale Furche; api: amnioproctodeale
Invagination

1.3  Ursprung und Organisation des Nervensystems

Das Nervensystem entsteht durch Proliferation von neuralen Stammzellen (=
Neuroblasten (NBen)), die aus bestimmten Regionen des Ektoderms hervorgehen. Diese
Regionen, die das Potential haben sowohl NBen als auch Stammzellen der Epidermis (=
Epidermoblasten) zu bilden, werden Neuroektoderm (NE) genannt. Das zentrale
Nervensystem (ZNS) von Drosophila besteht aus einem Gehirn, das von den
Nachkommenzellen der NBen des procephalen NE (pNE) aufgebaut wird und dem
ventralen Nervensystem (VNS), das aus NBen des Rumpf-NE (rNE) hervorgeht (Abb. 3
A). Das Gehirn unterteilt sich in drei unterschiedlich groe Abschnitte: das anterior (in
Neuralachse; siehe Abb. 3 F) gelegene verhéltnisméafig grofe Protocerebrum, das
posterior an dieses angrenzende kleinere Deutocerebrum und eine posterior gelegene
kleinste Einheit, das Tritocerebrum. Das sich posterior an das Gehirn anschlieBende VNS
besteht aus 16 Neuromeren die von anterior nach posterior in drei gnathale Neuromere
(C1-C3), drei thorakale Neuromere (T1-T3) und 10 abdominale Neuromere (A1-A9/10)
unterteilt werden (Abb. 3 F). Die Mittellinie teilt jedes Neuromer in zwei spiegelbildliche

Halften, die sogenannten Hemineuromere (Abb. 3 A).
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Abb. 3 Ursprung, Entwicklung und Organisation des ZNS

A Schema des procephalen (pNE) und Rumpf-NE (rNE), aus denen die NBen des Gehirns bzw.
VNS hervorgehen. Schematische Darstellung von lateral. Farben deuten die Bereiche
innerhalb des NE an, aus denen die verschiedenen Neuromere des ZNS hervorgehen
(vergleiche (F)). Das magentafarbene Rechteck umrandet ein Hemisegment. B+B’
Spezifizierung von NBen im rNE. B Schema eines Hemisegments (magenta umrandet) und den
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darin auftretenden proneuralen Clustern (gelbe Sphéaren). Die proneuralen Cluster liegen in
einem kartesischen Koordinatensystem, das durch die Uberlagerung der in anteroposteriorer
Richtung exprimierten Segmentpolaritatsgene (grin) und der in dorsoventraler Richtung
exprimierten dorsoventralen Musterbildungsgene (grau) entsteht. B Delamination eines NB
(rot) aus einem proneuralen Cluster (gelb). Der NB signalisiert den anderen Zellen des
Clusters sich zu Epidermoblasten zu entwickeln (schwarze Pfeile) und delaminiert ins Innere
des Embryos. C Die 5 Segregationswellen (S1-S5) der NBen-Delamination eines
Hemisegments. In jeder Segregationswelle delaminiert ein definiertes Set an NBen ins Innere
des Embryos. Jeder NB hat, spezifiziert durch die Segmentpolaritats- und dorsoventralen
Musterbildungsgene, eine eigene Identitat, die sich auch durch seine individuelle
Genexpression ausdrickt. Abbildung verandert nach (Broadus and Doe, 1995; Doe, 1992). D
Die 30 NBen (rot bzw. blau) eines embryonalen Hemisegments (magenta Umrandung). E
Proliferation der NBen im Stammzellmodus (hier am Beispiel von NB 2-5): Der NB (blau)
schnirt mehrfach kleinere Ganglienmutterzellen ab (GMZ, braun), die sich jeweils ein einziges
Mal teilen und zwei postmitotische Tochterzellen hervorbringen (magenta bzw. grin). Diese
differenzieren sich (schwarzer Pfeil) zu Neuronen und/oder Gliazellen (magenta bzw. grin) und
konstituieren den typischen ZSB des NB. Die ZSBe aller NBen des pNE und rNE bilden das
ZNS (siehe (F)). F Organisation des spatembryonalen/frihlarvalen ZNS. Schematische
Darstellung von Lateral. Das Gehirn (rot) unterteilt sich in die drei Neuromere: Protocerebrum
(PC), Deuterocerebrum (DC) und Tritocerebrum (TC). Das VNS unterteilt sich in die gnathalen
Neuromere (C1-C3, orange), die thorakalen Neuromere (T1-T3, blau) und die 10 abdominalen
Neuromere (A1-A9/10, grin). Magenta Buchstaben (a,p,d,v) geben die Orientierung in
Neuralachse an; schwarze Buchstaben (a,p,d,v) beziehen sich auf die Kdérperachsen des
Embryos, die nicht aquivalent zu den Neuralachsen sind! Abkirzungen: a: anterior; p:
posterior; d: dorsal; v: ventral; S1-S5: Segregationswellen 1-5; GMZ: Ganglienmutterzelle;
ZSB: Zellstammbaum; pNE: procephales NE; rNE: Rumpf-NE; s: spéat; f: frih

1.3.1 Die Entwicklung des embryonalen ventralen Nervensystems

Untersuchungen, die im rNE durchgefihrt wurden, konnten aufzeigen, wie es zur
Spezifizierung von neuralen versus epidermalen Stammzellen kommt. Bei dieser
Spezifizierung wird im rNE aus einer Gruppe von 5-7 Zellen, die initial alle das Potential
haben zu neuralen Stammzellen zu werden (= proneurales Cluster) (Abb. 3 B, B’), stets
eine einzige Zelle auserwahlt, die ihr neurales Entwicklungsschicksal beibehalt und die
den anderen Zellen des proneuralen Clusters signalisiert sich zu epidermalen
Stammzellen zu entwickeln (= laterale Inhibition; Abb. 3 B") (Campos-Ortega, 1993;
Skeath and Thor, 2003). Diese Zell-Zell Kommunikation verlauft Uber den Notch/Delta
Signalweg. Dieser bewirkt, dass die Expression der proneuralen Gene des achaete/scute-
Komplexes (achaete, scute, lethal of scute) nur im prospektiven NB aufrecht erhalten wird,
wahrend den Ubrigen Zellen des proneuralen Clusters signalisiert wird die Expression der
proneuralen Gene herunterzuregulieren und die neurogenen Gene des Enhancer of split
Komplexes zu exprimieren. Diese sind notwendig fur die Spezifizierung eines epidermalen
Schicksals (Cabrera et al., 1987; Campos-Ortega, 1994; Jimenez and Campos-Ortega,
1990; Lecourtois and Schweisguth, 1995; Skeath and Carroll, 1992). Die Identiat des auf
die eben beschriebene Weise spezifizierten NB wird tber die in anteroposteriorer Richtung

exprimierten Segmentpolaritatsgene und die in dorsoventraler Richtung exprimierten
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dorsoventralen Musterbildungsgene festgelegt (Abb. 3 B). Durch die Uberlagerung der
Expressionsdoménen der Mitglieder dieser beider Gengruppen entsteht im rNE ein
kartesisches Koordinatensystem, innerhalb dessen jedes proneurale Cluster und die
daraus hervorgehende neurale Stammzelle unter dem Einfluss einer einzigartigen
Kombination dieser Genexpressionen steht, wodurch ihre Identitat festlegt wird (Skeath,
1999; Skeath and Thor, 2003; Technau et al., 2006). Auf diese Weise werden im VNS pro
Hemineuromer 30 NBen spezifiziert (Abb. 3 C, D), die alle eine unterschiedliche ldentitat
besitzen, welche sich durch den Zeitpunkt und Ort ihrer Entstehung, eine individuelle
Genexpression und durch ein charakteristisches Set von Nachkommenzellen (=
Zellstammbaum (ZSB)) ausdrickt (Bossing et al., 1996; Broadus and Doe, 1995; Doe,
1992; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997). Nach ihrer Spezifizierung I6st sich die
neurale Stammzelle aus dem proneuralen Cluster und segregiert ins Innere des Embryos
(= Delamination) (Abb. 3 B"). Im rNE erfolgt die Delamination der 30 NBen eines
Hemineuromers wahrend der Embryonalstadien 8-11 in funf aufeinanderfolgenden
stereotypen Segregationswellen (S1-S5) (Abb. 3 C) (Bossing et al., 1996; Doe, 1992;
Schmidt et al.,, 1997). Eine Segregationswelle zeichnet sich durch das zeitgleiche
Delaminieren einer definierten Subpopulation der 30 Stammzellen aus. Nach ihrer
Delamination beginnen die NBen mit der Generierung ihrer Nachkommenzellen im
Stammzellmodus (Abb. 3 E). Bei diesem Modus schniirt der NB nacheinander eine fir ihn
charakteristische Anzahl von kleineren sogenannten Ganglienmutterzellen ab, die durch
jeweils einmalige Teilung zwei postmitotische Tochterzellen hervorbringen (Hartenstein et
al., 1987; Karcavich, 2005). Diese beiden Tochterzellen differenzieren sich zu Neuronen
und/oder Gliazellen. Die aus den 30 NBen eines embryonalen Hemineuromers
hervorgehenden Zellstammb&ume (ZSBe) konnten durch Markierungen mit dem lipophilen
Fluoreszenzfarbstoff Dil charakterisiert werden (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999;
Schmidt et al., 1997). Die ZSBe entstehen durch Proliferation der NBen bis in die spaten
Embryonalstadien (St.15/16). Im St.15/16 treten die neuralen Stammzellen in eine Phase
des mitotischen Arrests ein. Dieser Arrest dauert bis in das frihe Larvenstadium 2 (L2) an
(Prokop and Technau, 1994). Bis zu diesem Arrest, haben die NBen alle Zellen des
embryonalen  Nervensystems hervorgebracht. Diese embryonal entstandenen
Nachkommenzellen konstituieren das funktionelle VNS der Larvalstadien des Tieres (Abb.
3 E, F). Nachdem die NBen ihre Proliferation im friihen L2 Stadium wieder aufgenommen
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haben beginnen sie mit der Generierung weiterer Zellen, die das funktionelle adulte VNS
bendtigt (Truman et al., 2004). Diese sekundére Proliferationsphase dauert bis zur friihen
Metamorphose (Ito and Hotta, 1992; Prokop and Technau, 1994).

Waéhrend die Entwicklung des embryonalen VNS beziglich der Entstehung und
Spezifizierung von NBen und ihrer Nachkommenzellen bereits intensiv erforscht wurde,
fehlen entsprechende Untersuchungen fir die Entwicklung des embryonalen Gehirns

weitgehend.

1.3.2 Die Entwicklung des embryonalen Gehirns

Wie oben bereits erwéahnt, ist die Entwicklung des embryonalen Gehirns weitaus weniger
gut verstanden als die Entwicklung des embryonalen VNS. Erste Untersuchungen haben
jedoch bereits Unterschiede, aber auch Gemeinsamkeiten, bei der Embryonalentwicklung
von VNS und Gehirn aufgezeigt. Die Delamination der NBen des Gehirns findet wie im
VNS wahrend der Embryonalstadien 8-11 statt (Urbach et al., 2003; Urbach and Technau,
2003b). Im Gegensatz zum VNS delaminieren im Gehirn die NBen jedoch nicht in
Segregationswellen sondern vereinzelt (Urbach et al., 2003; Urbach and Technau, 2003b).
Ein weiterer auffalliger Unterschied zwischen procephalem und rNE findet sich in der
GroRRe der proneuralen Cluster, aus dem die neuralen Stammzellen hervorgehen. Die
proneuralen Doménen des Gehirns, ansprechbar wie im VNS durch die Expression der
Gene des achaete/scute-Komplexes, sind deutlich gréf3er als im VNS (Urbach et al., 2003;
Younossi-Hartenstein et al., 1996). 4D-mikroskopische Untersuchungen des pNE
erbrachten dartber hinaus erste Hinweise, dass im pNE benachbarte Zellen, die
wahrscheinlich einer gemeinsamen proneuralen Domane zuzuordnen sind, als NBen
delaminieren kénnen. Delamination von benachbarten NE-Zellen wurde besonders haufig
in der mitotischen Doméne B (6B) beobachtet. Dies spricht daftir, dass der Prozess der
lateralen Inhibition im pNE weniger effektiv ist oder nicht stattfindet (Urbach et al., 2003).
Der Ablauf der Spezifizierung der neuralen Stammzellen konnte noch nicht vollstandig
geklart werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass die an der anteroposterioren Musterbildung
im Gehirn beteiligten cephalen Lickengene und Segmentpolaritatsgene eine spezifische
Expression im pNE und den daraus hervorgehenden neuralen Stammzellen zeigen

(Urbach et al.,, 2003; Urbach and Technau, 2003a). Ebenso werden dorsoventrale
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Musterbildungsgene spezifisch im pNE und den NBen des Gehirns exprimiert. lhre
Regulation erscheint jedoch weitaus komplexer als im rNE (Seibert and Urbach, 2010;
Seibert et al., 2009; Urbach and Technau, 2003a).

Jede Gehirnhemisphére wird durch ca. 100 NBen gebildet, die ihre Nachkommenzellen im
Stammzellmodus generieren. Jeder dieser NBen hat eine eigene ldentitat, die sich durch
eine individuelle Genexpression und ihren Delaminationszeitpunkt ausdrickt (Abb. 4 A, B)
(Urbach et al., 2003; Urbach and Technau, 2003b). Die embryonalen ZSBe der
Gehirnneuroblasten konnten bisher jedoch nicht aufgeklart werden.

Die Uberwiegende Mehrzahl der NBen des Gehirns vollziehen in definierten Zeitperioden,
ahnlich den NBen des VNS, eine Phase des mitotischen Arrests, beginnend in den spaten
Embryonalstadien und andauernd bis in das spate L1 Stadium. Nach diesem Arrest
nehmen sie ihre Teilungsaktivitat wieder bis in die frihe Metamorphose auf (Ito and Hotta,
1992; Prokop and Technau, 1994). Ebenso wie im VNS bilden die embryonal
entstandenen Nachkommenzellen der NBen das funktionelle Gehirn der Larve und die
larval/pupal entstandenen Nachkommenzellen werden fir das funktionelle Gehirn des
adulten Tieres bendtigt. In jeder Gehirnhemisphére findet man jedoch funf NBen die
keinen mitotischen Arrest aufweisen, sondern die von der frihen Phase der
Embryonalentwicklung bis in die Metamorphose durchgangig proliferieren. Bei diesen
NBen handelt es sich um den deutocerebralen sogenannten Lateralen Neuroblasten und
die im Protocerebrum gelegenen vier Pilzkdrperneuroblasten (PKNBen) (Prokop and
Technau, 1994; Stocker et al., 1995). Die Nachkommenzellen der PKNBen bilden ein in

seiner Postembryonalentwicklung bereits gut untersuchtes Gehirnzentrum, den Pilzkorper.
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Abb. 4 Die NBen des
embryonalen Gehirns

A Neuroblastenkarte des
procephalen NE im spaten St.11
(111). In diesem Stadium sind
bereits alle NBen delaminiert.
Verschiedene Farben
kennzeichnen die
unterschiedlichen Stadien, in
denen die NBen jeweils
delaminieren. Die Stadien wurden
unterteilt in spat () mittel (m)
bzw. fruh (e).

B Neuroblastenkarte im St.11.
Gezeigt sind die individuellen
Genexpressionskombinationen,
die die Gehirnneuroblasten
aufweisen (fur Details siehe
(Urbach and Technau, 2003b)).
Abbildungen aus (Urbach et al.,
2003; Urbach and Technau,
2003b) Abklrzungen:

PC: Protocerebrum; DC:
Deutocerebrum; TC:
Tritocerebrum; ML: Mittellinie
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1.4  Der Pilzkérper

1.4.1 Der Pilzkérper der Insekten

Pilzkorper sind paarige Gehirnzentren, die in vielen marinen Anneliden und der Mehrzahl
der Arthropoden, mit Ausnahme der Crustaceen, vorkommen (Strausfeld et al., 1998).
Erstmalig beschrieben vom franzosischen Biologen Dujardin im Jahre 1850 (Dujardin,
1850), wurden Pilzkdrper seither von Generationen von Biologen untersucht und innerhalb
der Arthropoden am eingehendsten in den Insekten. Diese Untersuchungen haben
gezeigt, dass trotz Variationen die Pilzkérper einen gemeinsamen Grundbauplan
aufweisen. Pilzkorper sind Neuropilstrukturen, die aus einer grof3en Zahl (einige hundert
bis hundertausende) parallel verlaufender Axone aufgebaut werden, die von basophilen
Zellen (= Kenyonzellen; benannt nach ihrem Entdecker F.C Kenyon (Kenyon, 1896)) im
Bereich des dorsalen Protocerebrums ausgehen. Typischerweise bilden deren Neuriten,
proximal der Zellkérper aus denen sie hervorgehen, ein oder mehrere dendritische Felder,
die Calyx, aus. Die parallel verlaufenden Axone der Kenyonzellen formen eine als
Pedunkel bezeichnete Struktur, die in ihrem distalen Bereich zumeist in zwei oder
mehreren Loben endet (Abb. 5 A) (Fahrbach, 2006; Strausfeld et al., 1998).

1.4.2 Der Pilzkorper von Drosophila melanogaster

Der Pilzkorper von D. melanogaster wird von Nachkommenzellen (= Kenyonzellen) der
vier protocerebralen PKNBen gebildet, die ohne Arrest von den frihen Embryonalstadien
bis in die Metamorphose proliferieren. Die Pilzkorper zeigen den typischen Aufbau der
Insektenpilzkorper: Die Zellkdrper der Kenyonzellen liegen im dorsoposterioren
Protocerebrum und bilden mit ihren Neuriten das Pilzkérperneuropil (Abb. 5 B-E). Dieses
Neuropil bestent aus dem Pedunkel, der durch den parallelen Verlauf der
Kenyonzellaxone gebildet wird und der sich embryonal und wéahrend des L1 bis frihen
dritten Larvenstadiums (L3) in zwei Loben aufteilt: den medialen und den vertikalen Lobus
(Abb. 5 C). Proximal des Bereiches, in dem die Kenyonzellkorper liegen (=
Pilzkorperkortex), bilden die Neuriten der Kenyonzellen ein dendritisches Feld, die Calyx
(Abb. 5 B-E).
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An den Pilzkérpern von Drosophila wurden, ermdglicht durch die Verfugbarkeit von
molekulargenetischen und manipulativen Methoden und dem Vorhandensein vieler
mutanter- und Gal4-Fliegenstamme, auch verhaltensbiologische Studien durchgefihrt.
Diese belegen, dass die Pilzkorper sowohl larval als auch adult bei der Prozessierung von
olfaktorischen Informationen und bei Lern- und Gedachtnisprozessen eine Rolle spielen
(Connolly et al., 1996; de Belle and Heisenberg, 1994; Heisenberg, 1998; Heisenberg et
al., 1985; Pauls et al., 2010).

Durch Untersuchungen mit der MARCM Technik und mittels verschiedener Gal4-
Treiberstamme konnte die Existenz von drei Kenyonzelltypen belegt werden: Von der
Embryonalphase bis zum frihen L3 bringen die vier PKNBen y-Neurone hervor, vom
frhen L3 bis zum Beginn der Metamorphose werden sogenannte a’/B"-Neurone gebildet
und von der frihen bis zur spaten Metamorphose entstehen die a/3-Neurone (Crittenden
et al., 1998; Ito et al., 1997; Lee et al., 1999; Pauls et al., 2010; Tettamanti et al., 1997).
Charakterisiert sind diese drei Kenyonzelltypen durch die Innervation von funf Loben im
adulten Tier: a/B-Neurone bilden durch Bifurkation den a- und den B-Lobus und die a’/B"-
Neurone bauen, ebenfalls durch Bifurkation, den a’- und den B’-Lobus auf. Die Axone der
y-Neurone, die wahrend der Embryonal- und Larvalphase den medialen und den
vertikalen Lobus konstituieren (siehe oben), werden wahrend der Metamorphose
reorganisiert (Lee et al., 1999; Technau and Heisenberg, 1982) und bilden im adulten Tier
einen einzigen nach medial verlaufenden Lobus, den y-Lobus (Abb. 5 C). Es konnte
gezeigt werden, dass postembryonal jeder der vier PKNBen ein identisches Set der oben
erwahnten drei Kenyonzelltypen hervorbringt, so dass der postembryonale Pilzkérper eine
Vierfachstruktur darstellt, die aus morphologisch identischen Zellstammb&umen besteht
(Abb. 5 D) (Ito et al., 1997). Von den funktionellen Verbindungen, die die postembryonalen
Pilzkérper mit anderen Gehirnbereichen eingehen, sind diejenigen mit den Antennalloben
am eingehendsten untersucht. Die Pilzkdrper erhalten Input von den Antennalloben tber
sogenannte Projektionsneurone, die den antennocerebralen Tract bilden, der olfaktorische
Informationen zur Calyx der Pilzkdrper leitet (Abb. 5 E) (Jefferis et al., 2001; Marin et al.,
2005; Stocker, 1994). Weitere Verknupfungen, hauptsachlich von den Loben der
Pilzkérper mit anderen Gehirnbereichen, werden von pilzkdrperextrinsischen Neuronen
(MBEN) hergestellt (Ito et al., 1998; Tanaka et al., 2008). Kirzlich wurde ein weiterer Typ
von Neuronen beschrieben, die Verknupfungen nur innerhalb des Pilzkérperneuropil
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ausbilden (= pilzkorperintrinsische Neurone ((MBIN); (Tanaka et al., 2008)), obwohl diese
Neurone nicht Teil des Pilzkdrperkortex und damit keine Nachkommenzellen der PKNBen
sind (Abb. 5 E).
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Abb. 5 Die Pilzkdrper

A Die Pilzkérper verschiedener Insekten (verdndert nach (Strausfeld et al., 1998)). Die
Abbildung verdeutlicht den gemeinsamen Grundbauplan der Pilzkérper und deren
speziesspezifische Variationen. Dargestellt ist jeweils nur der Pilzkdrper der linken
Gehirnhemisphéare. Schwarz: Bereich der Kenyonzellkdrper (KZ); grun: Calyx/Calyces; gelb:
Pedunkel; rot: vertikale(r) Lobus/en; blau: mediale(r) Lobus/en; orange: frontale(r) Lobus/en;
magenta: ricklaufiger Lobus; braun: Satellitenneuropil. 1: Periplaneta americana (Blattodea);
2: Barytettix psolus (Acrididae); 3: Acheta domesticus (Acrididae); 4: Labidura riparia
(Dermaptera); 5: Calosoma scrutator (Coleoptera); 6: Huebnerniana trifolii (Lepidoptera); 7:
Dytiscus marginalis (Coleoptera); 8: Notonecta undulata (Hemiptera); 9: Argia sp. (Odonata). B
Die Lage der beiden Pilzkérper im Protocerebrum des adulten Gehirns von D.melanogaster.
Gezeigt sind die beiden Hemisphdren und ihre Pilzkdrperneuropile (grin), die sich jeweils in
verschiedene Bereiche unterteilen: Calyx (Ca), Pedunkel (Pe), die beiden nach dorsal
gerichteten Loben (a/a”) und die drei medial orientierten Loben (3,8 undy). AL: Antennalloben
(Abbildung modifiziert aus (Zars, 2000)). C Die sequentielle Entstehung der postembryonalen
Kenyonzelltypen (Abb. aus (Lee et al., 1999)). Vom L1 Larvenstadium bis zum frihen L3
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Larvenstadium generieren die PKNBen y-Neurone (rot). Im L3 Stadium werden a' /3" Neurone
(grin) gebildet und von der frihen bis zur spaten Metamorphose bringen die PKNBen a/p
(blau) Neurone hervor. Die y-Neurone werden wahrend der Metamorphose reorganisiert und
bilden adult einen der drei medialen Loben. D Der Pilzkdrper ist eine Vierfachstruktur aus
morphologisch identischen ZSBen (verdndert nach (lto et al., 1997)). Links: eine der vier
Untereinheiten des adulten Pilzkdrpers. Jede der vier Untereinheiten trdgt mit ihren
Kenyonzellen zum Aufbau der Calyx (Ca), des Pedunkel (Pe) und aller Loben bei (a, a B, B
und y. Anmerkung: def RBobus wurde erst in spéateren Arbeiten beschrieben (siehe z.B
(Crittenden et al., 1998) und ist hier noch nicht aufgefihrt). Rechts: der adulte Pilzkdrper setzt
sich aus 4 morphologisch identischen Untereinheiten zusammen. E Verbindungen der
Pilzkdrper zu anderen Gehirnbereichen im adulten Gehirn. Die Calyx (Ca) der Pilzkdrper erhalt
ihren Hauptinput Uber den antennocerebralen Tract (ACT), der Informationen von den
Antennalloben (AL) weiterleitet. Verbindungen innerhalb des Pilzkdrperneuropil werden tber
Pilzkorper intrinsische Neurone, die jedoch nicht von den PKNBen abstammen (MBIN, rot) und
Verbindungen des Pilzkérperneuropil mit anderen Gehirnbereichen werden Uber extrinsische
Neurone (MBEN, gelb) hergestellt. Abbildung verandert nach (Davis, 2005). Abklrzungen: LH:
Lateral Horn; AN: Antennalnerv; NHL: frisch geschlupfte Larve; ALH: nach Schlupf der Larve;
APF: nach Verpuppung; Kz: Kenyonzellkdrper

1.5 Zielsetzungen dieser Arbeit

ZSBe sind die aus neuralen Stammzellen hervorgehenden Module des ZNS. Das Wissen
um die Entstehung, zellulare Komposition und Morphologie dieser Module, sowie ihre
Zuordnung zum NB, aus dem sie hervorgehen, ist essentiell fir ein Verstandnis der
Zusammenhange, die der Entwicklung des embryonalen Nervensystems zu Grunde
liegen. Dieses Wissen ist jedoch nicht nur wichtig als Voraussetzung und Referenz fir
manipulative Eingriffe in den Entwicklungsablauf (z.B Mutantenanalyse), vielmehr
ermdglicht die Kenntnis der wildtypischen Situation per se schon aufschlussreiche
Einblicke, etwa in evolutiondre Anpassungen oder Konservierungen durch vergleichende
Studien mit anderen Organismen oder in die funktionellen Spezialisierungen bestimmter
Neuromere innerhalb des ZNS einer Spezies (z.B Gehirn versus VNS). AulRerdem lasst
das Wissen um die wildtypische Gehirnarchitektur Ruckschlisse auf funktionelle
Verknupfungen des ZNS zu, was wiederum wichtig fur verhaltensbiologische
Fragestellungen ist. Wahrend fur das VNS Wildtypbeschreibungen der ZSBe beziglich
ihres Ursprungsneuroblasten, ihrer zellularen Komposition und Morphologie vorliegen
(Bossing et al., 1996; Rickert et al., 2011; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997), fehlen
solche Beschreibungen fir das embryonale Gehirn nahezu vollstandig. Um diese
Wissensliicke zu schlielien und somit eine Grundlage fir die weitere Erforschung der
embryonalen Gehirnentwicklung zu schaffen, begann ich mit der Charakterisierung der
wildtypischen, embryonalen Gehirnzellstammbaume des Modellorganismus Drosophila

melanogaster. Ziel der Charakterisierung war die Bestimmung des neuroektodermalen
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Einleitung

Ursprungs, der Zellzahlen, der Zelltypen, der Projektionsmuster und der Lage der ZSBe im
Gehirnkortex. Im Fokus dieser Untersuchungen standen dabei die vier embryonalen

Zellstammb&ume, aus welchen der Pilzkorper hervorgeht.
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2 Material und Methode

2.1  Fliegenhaltung und Eiablage

Die Fliegen wurden in zylindrischen Plastikréhren, die an ihrem oberen Ende mit einem

Stopfen aus Schaumstoff verschlossen wurden gehalten. Als Nahrung diente ein, den

Boden der Gefale bedeckender, Nahrungsbrei bestehend aus: Soja, Mais, Malzextrakt,

Hefe, Sirup und Agar; konserviert durch Zugabe von Nipagin und Propionséure. Die
Fliegen wurden bei Haltung auf 25°C alle 2-3 Wochen und bei Haltung bei 18°C alle 4-6

Wochen auf frische Zuchtrohren transferiert.

Um Eiablagen fur die Experimente zu gewinnen, wurden die jeweils bendtigten Fliegen in

speziellen Ablagegkéfigen gehalten.

Deren Boden bestand aus mit Apfelsaftagar

[28gr/Liter] ausgegossenen Petrischalen. Fur die Eiablage wurde etwas Trockenhefe auf

den Apfelsaftagar gestreut.

2.2 Verwendete Fliegenstamme

Bezeichnung Genotyp Herkunft
Institut fur Genetik
Oregon-R1 WT (Mainz)
dac-Gal4 dac-Gal4/Cyo; Actin-GFP S. Thor
Bloomington Stock
OK107-Gal4 ;1 P{GawB}eyOK107

Center

UAS-mCD8-GFP

y[LIW[*];P{W[+mW.hs]=FRT(W[hs])}G
13 P{w[+mC]=UASmMCD8::GFP.L}LL5;
P{UAS-mCD8::GFP.L}LL6

Institut fir Genetik
(Mainz)

w*; P{Ubi-GFP.nIs}3L1 P{Ubi-GFP.nls}3L2

Bloomington Stock

Ubi-GFPnls P{FRT(whs)}2A P{neoFRT}82B Center
Bloomington Stock
NP6649 w[1118]; P{w[+mW.hs]=GawB}CG14709[NP6649] | pGrC
/ TM3, Sb[1] Ser[1]
NP3208 y[*] w[*] P{w[+mW.hs]=GawB}NP3208 / FM7c DGRC
NP2748 y[*] w[*] P{w[+mW.hs]=GawB}pigs[NP2748] / FM7c | DPGRC
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NP3061 W[*]; P{W[+mW.hs]=GawB}CG8379[NP3061] DGRC
NP3291 w[*]; P{w[+mW.hs]=GawB}neur[NP3291] DGRC
ot rosa P20 || DR
VLT LT ot INPTOR G0, DR
NP7175 P{w[+mW.hs]=GawB}hfw[NP7175] w[*] / FM7c DGRC
NP6024 y[*] w*] P{W[+mW.hs]=GawB}NP6024 / FM7c DGRC
UASGFP T10 w[*]; P{w[+mC]=UAS-GFP.S65T}T10 Christian Berger

2.3 Verwendete Sonden

Bezeichnun erstellt aus Vektor Restriktions- RNA- Verdinnung
9 (Herkunft) enzym Polymerase Sonde
A cDNA ) 1:1000

achaete-Dig (S.Marcelini) pBs SK(-) Xhol T3

N cDNA ] 1:1000
scute-Dig (S.Marcelini) pGEM-T easy | Ncol SP6
lethal of EST-Klon
scute-Dig RE59335 pFLC1 Pstl T3 1:1000

(BDGP)

2.4  Verwendete primare Antikorper

Bezeichnung Spezies Konzentration Bezugsquelle
anti-Ey Kaninchen 1:1000 U. Walldorf
anti-Dac Maus 1:250 DSHB
anti-GFP Huhn 1:500 Millipore
anti-Hb Meerschweinchen 1:500 J. Urban
Bestand Inst. fur
anti-Kr Kaninchen 1:500 Genetik
anti-Pdm1 Kaninchen 1:500 Bill Chia
anti-GFP Maus 1:125 Roche
anti-Toy Kaninchen 1:300 U.Walldorf
Bestand Inst. fur
anti-Exd Maus 15 Genetik
anti-Slp1 Ratte 1:300 W.Gehring
anti-Dig-AP Schaf 1: 1000 Roche
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2.5 Verwendete sekundare Antikdrper
Bezeichnung Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
_ Jackson Immuno
anti Huhn FITC Esel 1:250 Research
_ Jackson Immuno
anti Kaninchen : _ Jackson
FITC Ziege 1:250 ImmunoResearch
anti Kaninchen Dylight . Jackson
488 Esel 1:250 ImmunoResearch
: . Jackson
anti Kaninchen Cy3 Esel 1:250 ImmunoResearch
_ ] Jackson
: . : Jackson
anti Meerschwein Cy5 | Ziege 1:250 ImmunoResearch
_ , Jackson
: : Jackson
anti-Maus Cy5 Ziege 1:250 ImmunoResearch
Alexa488 Esel 1:500 Invitrogen
2.6  Verwendetete Chemikalien

Bezeichnung

Bezugsquelle

1,1"-Dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethyl-
indocarbocyanin perchlorat (Dil)

Molecular Probes Inc.

1,1 -dioctadecyl-3,3,3",3"-
tetramethylindodicarbocyanine,4-
chlorobenzenesulfonate (DiD)

Molecular Probes Inc.

3H-Indolium, 5-[[[4-
(chloromethyl)benzoyllaminolmethyl]-2-[3-(1,3-
dihydro-3,3-dimethyl-1-octadecyl-2H-indol-2-
ylidene)-1-propenyl]-3,3-dimethyl-1-octadecyl-,
chloride (CM-Dil)

Molecular Probes Inc.

3.3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Sigma

(DAB)

Cello 31.39; Klebstoff zur Herstellung von Tesa

Heptankleber

Chlorbleiche Roth
Roth

Ethanol 100% unvergallt
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Formaldehyd-Lésung 37% Merck

Glycerin Merck

Heptan Aldrich
Immersionsol Lehmann&Voss
10S-Voltalef-Ol Lehmann&Voss&Co.
LiCl Fluka

Methanol Roth

Triton X-100 Merck KGaA
Poly-L-Lysine (0,1mg/ml) Biochrom AG
Heptan Roth

Ethanol (unvergallt) Roth
Mounting-Medium Vectashield

2.7 Verwendete Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Apfelsaftagar

28g Agar in 1L Apfelsaft so lange
aufkochen, bis das Gemisch klar ist. Heif3
abfillen und abktihlen lassen.

Dil-Lésung (fur iontophoretische Dil
Einzelzellmarkierung)

1mg Dil; 1ml Ethanol 100% unvergallt

Fixativ
(Dil-Markierungen; Photokonversion)

Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]

Fixativ (Antikbrperfarbung)

600ul Heptan; 70ul Formaldehyd (37%);
450ul 0,1M PBT (0,3% Triton)

Glycerol 70%

Glycerin (100%) verdinnt mit PBS

LiCl-Lésung 4,249 LiCl; 100ml Aqua dest.
Fiar 1L 20x Stammldsung: 151,92 g
NaCl; 19,88 g Na2HPO4 (wasserfrei) und

PBS 8,28 g NaH2PO4 in Aqua dest. Losen.
Vor Gebrauch mit Aqua dest.
Entsprechend verdinnen.

PBT (0,1M) 0,3% Triton X-100; 1x PBS

Dil/OI 5mg/ml (=geséttigt)

CM-Dil/Ol 3mg/ml (=gesattigt)

DiD/OI 10mg/mi

Poly-L-Lysin/Aqua.Dest [1:7]

Chlorbleichlésung

Chlorbleiche auf 15% mit Leitungswasser
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verdinnen

Heptankleber

Cello 31.39 mit Heptan durch rihren im
Verhaltnis von ungefahr 2:1 vermischen.

DAB-Ldsung

2-3 mg DAB in 100 mM Tris-HCI; pH, 7.4

Formaldehydlésung (Fixierung Dil markierter
Praparate)

Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]

PBTween

0,1% Tween20; 1xPBS

PBTweenperc (in situ)

PBTween; angesetzt mit RNAse-freiem
H20berPc und PBSDEPC

Hybridisierungslosung (in situ)

12.5 ml SSC 20x; 12.5 ml H20pEePc; 25 ml
Formamid; 50 ul Tween20

Detektionspuffer NBT/BCIP (in situ)

41.2 ml H2Odest; 1 ml NaCl (5M); 2.5 ml MgCl2
(AM); 5 ml Tris (1M, pH 9.5); 50 yl Tween20

Farbelosung NBT/BCIP (in situ)

1 ml Detektionspuffer; 3 ul NBT; 1.5 pl BCIP

ssDNA (in situ)

Salmon sperm DNA

2.8 Verwendete Gerate

Gerat Bezeichnung Verwendung
Photokonversion und Dil
Leica Fluovert FU Injektion fdr
Zellstammbaumanalyse
Olympus BX 50 WI iontophoretische Dil Injektion
, _ Aufnahme photokonvertierter
Zeiss Axioskop 2 mot plus Praparate
Mikroskope Aufnahme AK-Farbungen, Dil
Leica SP2 markierte ZSBs, fluoreszente
4D Mikroskopie
Zeiss Axioskopz DIC 4D MikrOSkopie
Kontrolle AK gefarbter
Olympus BX50WI Fluoreszenzpraparate
, _ Préparation der
Science Products GMBH; iontophoretische Dil Injektion
GB 100 TF 8P
Kapillaren Praparation der Embryonen;

Hilgenberg normal
Meterware

Kapillaren fur Dil Injektion bei
der Zellstammbaumanalyse

Kapillarenpuller

Sutter Instruments
Co.Model P-97

Herstellung der Kapillaren
(iontophoretische Dil Injektion,
Dil Injektion far
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Zellstammbaumanalyse und
Praparation von Embryonen)

lontophoreseeinheit

Cornerstone ION-100

iontophoretische Dil-Injektion

Netzteil der
lontophoreseeinheit

Dagan Corporation PS-10

iontophoretische Dil-Injektion

Mikroskopkamera

Sony 3 CCD Color Video
Camera

Aufnahme photokonvertierter
Praparate

Injektionspritzen

Braun Omnifix 5ml
Braun Omnifix 10ml

Dil Injektion bei der

Zellstammbaumanalyse (5ml);
"ausblasen" der Kapillare nach

dem schleifen (10ml).

Injektionsschlauch

Wird von Karin Luer-Kirsch
hergestellt

Dil Injektion bei der
Zellstammbaumanalyse

Kapillarenschleifer

Kapillarenschleifer Bachofer
Type 462

anschleifen der
Injektionskapillare fur ZSB
Markierung

Feuchte Kammer (Grol3e
Petrischale, die zwei feuchte
Papierhandtiicher enthalt und
mit Alufolie verkleidet wurde)

Aufbewahrung von Praparaten

und Embryonen

2.9 Verwendete Software
Bezeichnung Hersteller Verwendung
o _ Aufnahme photokonvertierter

AxioVision4 Zeiss Praparate

lllustrator CS4 Adobe Zeichnungen

Photoshop CS4 Adobe Bearbeitung von Bildern
konfokalmikroskopische LSM

Leica SP2 confocal Software . Aufnahme von fluoreszenten

LCS Leica Préaparaten, 4D-Mikroskopie
von ubiGFPnls Embryonen
3D-Rekonstruktion der ZSBe

Amira 4.0 Amira und Bestimmung von
Zellzahlen

L . Auswertung der 4D-
Simi Biocell Simi

mikroskopischen Aufnahmen

Aufnahmesoftware fur DIC 4D
Mikroskopie

Dr. Ralf Schnabel

Aufnahme der Embryonen

QuickTime Player Ink.

Apple

Herstellung von Filmen aus
Einzelbildern
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2.10 Antikorperfarbungen

2.10.1 Fixierung der Embryonen

Material

- Chlorbleiche - Pipetten

- Leitungswasser - Vortexer

- Fixativ - Schuttler

- Methanol - 1,5 ml Reaktionsgefald

- Ethanol (unvergallt)

Methode

Die Embryonen wurden fir 3 min. in 15% Chlorbleiche dechorionisiert, griundlich mit
Wasser gesplilt, in ein Reaktionsgefal3 tberflihrt und im Anschluss auf dem Schuttler
(circa 800-900 rpm) fur 20 min. fixiert. Danach wurde zweimal die folgende Prozedur
durchgefiihrt: die untere Phase des Fixativs wurde verworfen, es wurde 1 ml Methanol
hinzugefligt und 2 min. bei hdochster Umdrehungszahl gevortext. Nach dem zweiten Mal
vortexen wurde die gesamte L6sung abgezogen, es wurde 3x mit Methanol gespult und im
Anschluss fur 10 min. auf dem Schattler mit Methanol gewaschen. Im Falle von GFP
exprimierenden Embryonen wurde statt des Methanol Ethanol verwendet. Nach dem

Waschen wurden die Embryonen bei -20°C aufbewahrt oder direkt weiter verwendet.

2.10.2 Inkubation primarer Antikorper

Material

- PBT - priméarer Antikdrper verdunnt in PBT
- Pipetten - Schittler

Methode

Die fixierten Embryonen wurden zunachst durch 3x spulen und 3x jeweils 10 min.
waschen (Schittler ca. 100 rpm) mit PBT von Methanol bzw. Ethanol befreit. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das PBT soweit wie mdglich abgesaugt und die Lésung mit
primarem Antikdrper (im jeweils erforderlichen Verhéltnis mit PBT gemischt) auf die
Embryonen gegeben. Die Inkubation erfolgte danach im Dunkeln fir 1-2 Tage bei 4°C auf

einem langsam eingestellten Schuttler (ca. 100 rpm).
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2.10.3 Inkubation sekundarer Antikérper

Material
- PBT - sekundarer Antikérper verdinnt in PBT
- Pipetten - Schuttler

- Glycerol-Mounting-Medium [ca. 3:1]

Methode

Die Losung mit dem priméren Antikdrper wurde soweit wie mdglich abgesaugt und bei 4°C
im Dunkeln aufbewahrt (kann normalerweise mehrfach verwendet werden). Danach
folgten 3x spulen und 3x 10 min. waschen mit PBT (Schuttler ca. 100 rpm). Nach dem
letzten Waschgang wurde das PBT soweit wie mdglich abgezogen und gegen die Losung
mit sekundarem Antikérper (im jeweils erforderlichen Verhaltnis mit PBT gemischt)
ausgetauscht. Die Inkubation mit sekundarem Antikdrper erfolgte tber Nacht bei 4°C auf
einem Schuttler (ca. 100 rpm). Die Inkubation mit fluoreszenzgekoppelten sekundaren
Antikbrpern musste im Dunkeln erfolgen, da die Antikérper unter Lichteinstrahlung
ausbleichen. Nach der Inkubation wurde die Losung mit sekundarem Antikérper verworfen
und es folgten drei Spulschritte und 3x 10 min waschen mit PBT. Nach dem Waschen
wurde zweimal mit PBS gespult und die Praparate wurden mit einem Gemisch aus
70%igem Glycerol und Mounting-Medium Uberschichtet. Die Embryonen wurden bis zur

weiteren Verwendung im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

2.10.4 Dokumentation fluoreszenzgefarbter Praparate

Material

- Binokular - Nagellack

- Stahlprapariernadeln - Objekttrager

- groRe Deckglaschen (60x24mm) mit - Fluoreszenzmikroskop
Rahmchen aus Klebefolie - konfokales Mikroskop

- kleine Deckglaschen (22x22mm) - Pipetten (1000ul + 100ul)

- Glycerol-Mounting-Medium [ca. 3:1]

Methode
Von den fluoreszenzgefarbten Préaparaten wurden zundchst die gewilnschten Stadien
herausgesucht, mit Hilfe einer Pipette (1000ul) auf einem Objekttrager platziert und unter

dem Fluoreszenzmikroskop auf ihre Farbung hin Uberprift. Die am geeignetsten
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erscheinenden Embryonen wurden danach einzeln in einen kleinen Tropfen (ca.20ul) des
Glycerol-Mounting-Medium-Gemischs transferiert, der zuvor auf ein, mit einem Rahmen
aus Klebefolie versehenes, Deckglas (60x24mm) gegeben wurde. Der Embryo wurde mit
der Stahlprapariernadel in die geeignete Position fur eine Dokumentation ausgerichtet und
es wurde ein kleines Deckglas (22x22mm) auf den Klebefolienrahmen aufgelegt. Durch
Verschieben dieses Deckglases konnte die Lage des Embryos, falls notwendig,
nachkorrigiert werden. War der Embryo in der gewinschten Lage, wurde das kleine
Deckglas mit Nagellack an seinen vier Ecken mit dem darunter liegenden grof3en
Deckglas verbunden. Fiur die Dokumentation am konfokalen Mikroskop wurde das
Deckglas auf einen Objekttrager gelegt. Die Dokumentation erfolgte mit einem 40er
Olimmersionsobjektiv wobei die VergroRerung, von Praparat zu Praparat variierend, mit
Hilfe des digitalen Zooms angepasst wurde.

2.11 in-Situ Hybridisierung

Material
- Handschuhe - Thermocycler
- sterile gestopfte Spitzen - Schuttler
- PBTweenpeprc - Sonden [1:1000]
- PBTween - Heizblock
- PBS - anti-Dig-AP in PBTween [1:1000]
- Hybridisierungslésung - 70% Glycerol
- ssDNA (salmon sperm DNA) - Binokular
- Methanol - Farbelésung (NBT/BCIP)
- Detektionspuffer (NBT/BCIP)
Methode

Die in-Situ Hybridisierung wurde unter Verwendung von Handschuhen und steriler,
gestopfter Spritzen durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde eine Verunreinigung oder
Degradierung der RNA-Sonden verhindert. Fixierte Embryonen (siehe 2.10.1) wurden
mehrmals mit PBTweenperc gewaschen, danach 5 min. in
PBTweenperc/Hybridisierungslosung (im Verhaltnis 1:1) und zuletzt noch einmal 5 min. in
Hybridisierungslésung inkubiert. Nun wurden 500 pl Hybridisierungsldsung gemischt mit 5
pl ssDNA (,salmon sperm DNA") auf die Embryonen gegeben und diese wurden im
Termocycler bei 55°C flur eine Stunde préhybridisiert (ca. 350 rpm). Die Sonden wurden

mit einer Endverdinnung von 1:1000 eingesetzt (500 pl Hybridisierungslésung + 5 pl
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ssDNA + 0,5 ul Sonde). Nach dem Ansetzen wurde das Gemisch fur 10 min. bei 95°C im
Heizblock denaturiert, kurz auf Eis abgekihlt und anschlielend auf die Embryonen
gegeben. Die eigentliche Hyridisierung erfolgte Gber Nacht bei 55°C im Thermocycler. Am
nachsten Tag wurde die Sonde abgezogen und bei -20°C aufbewahrt (kann mehrfach
verwendet werden). Nach abziehen der Lésung werden die Embryonen bei 65°C im
Thermocycler (300 rpm) 30 min. in Hybridisierungslésung und noch einmal 30 min. in
PBTweenperc/Hybridisierungslosung (im Verhaltnis 1:1) gewaschen. Nach diesem Schritt
konnte ohne sterile, gestopfte Spitzen weiter gearbeitet werden. Nach vier
zwanzigminutigen Waschschritten mit PBTween bei 65°C folgte ein letzter Waschschritt
von 10 min. bei Raumtemperatur (RT). FUr den Sondennachweis wurden die Embryonen
1,5 Std. mit AP-gekoppeltem anti-Dig (anti-Dig-AP; 0.5 ul anti-Dig-AP in 500 pl PBTween)
inkubiert. Nach Inkubation wurde der AntikGrper verworfen, die Embryonen mehrmals mit
PBTweengespult und gewaschen und nachfolgend zweimal 5 min. mit Detektionspuffer
(NBT/BCIP) inkubiert. Zur Signaldetektion wurde die Farbelésung auf die Embryonen
gegeben und die Farbreaktion unter einem Binokular kontrolliert. Zum Abbrechen der
Farbreaktion wurden die Embryonen mehrfach mit PBT gespuilt und danach fur 10 min. in
Methanol gewaschen. Nach dem Waschen erfolgten wiederum mehrmahlige Spulschritte
mit PBT. Zuletzt wurden die Embryonen mit PBS gespult und in 70% Glycerol bei RT
aufbewabhrt.

2.12 lontophoretische Dil Einzelzellmarkierungen

2.12.1 Praparation und Fixierung der St.17 Embryonen

Material

- Binokular - 2 zurechtgeschnittene Agarbléckchen

- Skalpell (2x2cm)

- mit doppelseitigem Klebeband - 1 grol3es, sehr diinn mit Heptankleber
beklebtes, kleines Deckglas (22x22mm) beschichtetes, Deckglas

- Objekttrager - aus Klebefolie zurechtgeschnittene Rahmchen

- Prapariernadel (ca. 2x2cm)

- Glaspréapariernadeln - PBS

- Pasteurpipetten - Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]

- 60x24mm Deckglas - Lysin-Aqua.Dest Lsg. [1:7]
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Methode

Zunachst wurde ein 60x24mm Deckglas mit einem aus Klebefolie zurechtgeschnittenen
Rahmchen beklebt. Danach wurden in dieses Rahmchen mittels einer Pipette einige
Tropfen der Lysin-Aqua.Dest-Loésung gegeben. Diese Ldsung wurde danach mit Hilfe
eines weiteren Deckgldschens so verstrichen, dass sie das gesamte Klebefolien-
Rahmchen ausfillte. Das so praparierte Deckglas wurde beiseite gestellt und abgedeckt,
damit kein Staub in die Lésung gelangte bis das Wasser verdunstet war (ca. 15-30 min).
Durch diese Prozedur bildete sich ein sehr diinner Lysin-Film auf dem Deckglas, der sehr
gute Klebeeigenschaften hatte. Nun erfolgte die Praparation der Embryonen. Dazu wurden
Embryonen im St.17 fur die nachfolgende Dil-Markierung wie folgt prapariert: Die beiden
Agarblockchen wurden in einem Abstand von ca. 1 cm nebeneinander auf den
Objekttrager gelegt. Auf die Agarblockchen wurde nun das mit Klebestreifen beklebte
Deckglas aufgelegt und die Embryonen mit Hilfe einer Prapariernadel vom Agar auf den
Klebestreifen tberfiihrt. Nach kurzem Warten (circa 3 min.), damit die Chorion-Hdille der
Embryonen etwas antrocknete, konnten die Embryonen durch vorsichtiges Anstupsen mit
der Prapariernadel dechorionisiert werden. Die dechorionisierten Embryonen wurden bis
zur weiteren Praparation auf einem der zurechtgeschnittenen Agarbléckchen mit der
Ventralseite nach oben aufbewahrt (verhinderte Austrocknung). Auf das mit getrocknetem
Heptankleber beschichtete Deckglas (1 Tropfen Heptankleber auf Deckglas geben, mit
einem kleinen Deckglas sehr dinn ausstreichen und mindestens 10 min. antrocknen
lassen) wurde nun das Rahmchen aufgeklebt, welches als Abgrenzung fir das spater
aufzutragende PBS und das Fixativ diente. Das mit dem Kleber beschichtete Deckglas
wurde auf die mit der Ventralseite nach oben liegenden dechorionisierten Embryonen
vorsichtig aufgedrickt, wodurch sie vom Agarblock auf das Deckglas Ubertragen wurden.
Zur besseren Handhabung wurde das Deckglas auf einen Objekttrager gelegt. Im
Anschluss wurden die Embryonen mit einigen Tropfen PBS Uberschichtet und
aufprapariert. Dies geschah indem die Embryonen zunachst mit einer Glasprapariernadel
aus der Vitellinhille entfernt und danach mit Hilfe zweier Pinzetten aufprapariert wurden.
Hierzu wurde der Embryo mit einer Pinzette am rostralen Ende und mit der anderen
Pinzette am mittleren/posterioren Bereich gepackt. Durch Auseinanderziehen der
Pinzetten riss der Embryo auf und das ZNS nebst anderer Organe wurde freigelegt. Das
ZNS wurde soweit wie moglich von Gewebefetzen befreit und danach mit dem VNS auf
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dem Heptankleber des Deckglases festgeklebt. Nachdem alle Embryonen auf die eben
beschriebene Weise in PBS prapariert worden waren, wurden sie fir circa 15 min. fixiert,
anschlieBend 3-4x mit PBS gespult und nachfolgend mit einigen Tropfen PBS
uberschichtet. Danach wurden die Embryonen auf das mit Lysin-beschichtete Deckglas
Uberfuhrt. Dazu wurde das Lysin mit einigen Tropfen PBS uberschichtet, so dass das
Rahmchen vollstandig ausgefillt war. Die fixierten Nervensysteme wurden nun mit Hilfe
einer Glasprapariernadel vom Heptankleber geldst und danach mit Hilfe derselben in das
PBS des Lysin-Deckglaschens Uberfuhrt. Fur die nachfolgende Markierung wurden die
Nervensysteme mit der Ventralseite der Hemisphéaren (bezogen auf die Neuralachse) auf
das Lysin aufgeklebt. Es musste darauf geachtet werden, dass der Bereich der
Hemispharen in dem die Pilzkdrper liegen (anterior in Neuralachse) in die Richtung zeigte,
die dem Mikromanipulator mit der Injektionskapillare (siehe 2.12.3.2) zugewandt lag.

2.12.2 Praparation und Fixierung der L1-Larven

Material

- Binokular - Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]

- Objekttrager - Glasprapariernadeln

- 60x24mm Deckglaschen - Stahlprapariernadel

- aus Klebefolie - Lysin-Aqua.Dest Lsg. [1:7]
zurechtgeschnittene Rahmchen (ca. 2x2 cm) - Pasteurpipetten

- PBS

Methode

Zunéchst wurde ein Rahmchen aus Klebefolie auf einen Objekttrager geklebt und
anschlieend mit PBS gefillt. Die L1-Larven wurden mittels einer Stahlprépariernadel vom
Agar in das PBS uberfuhrt und danach mit Hilfe zweier Pinzetten wie im Abschnitt 2.12.1
fur St.17 Embryonen beschrieben aufpréapariert. Die freipraparierten Nervensysteme
wurden danach mit Hilfe einer Glasprépariernadel in einen weiteren identisch praparierten
Objekttrager tberfuhrt und mit dem VNS aufgeklebt (wurde das ZNS sauber prapariert,
klebte das VNS recht gut auf dem Glas und lie3 sich auch wieder leicht abldsen).
Nachdem alle Nervensysteme auf die beschriebene Weise prapariert und transferiert
worden waren, erfolgte eine Fixierung fir 15 Minuten. Nach der Fixierung wurde das

Fixativ wieder abgesaugt und es wurde 3-4x mit PBS gespult. Danach wurden die
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Nervensysteme mit PBS Uberschichtet und auf ein mit Lysin-beschichtetes Deckglaschen
Uberfuhrt (siehe 2.12.1).

2.12.3 Einzelzellmarkierungen an fixierten Nervensystemen

Material

- Fluoreszenzmikroskop mit 50 Watt Hg-Lampe, - Injektionskapillaren (GB100 TF 8P)

50er Wasserimmersionsobjektiv - CM-Dil/Ethanol-Lsg [1mg/ml]
und Rhodaminfilter - Klebeband
- Mikromanipulator - Pipette
- lontophoreseapparatur - LiCl-L6sung
- 1 kleines Reaktionsgefar® (200 pl) - PBS
- eine Uber dem Bunsenbrenner - Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]
sehr diinn ausgezogene - feuchte Kammer
Pasteurpipette - Prapariernadel
Methode

2.12.3.1 Beflllen der Kapillare

Nach dem Ziehen der Kapillare mit dem Kapillarenpuller (Einstellungen: Pressure (P): 250;
HEAT: 492; PULL: 255; Velocity (VEL): 80; TIME: 200) wurde ein kleines Reaktionsgefal3,
dessen Deckel mit einer Prapariernadel durchstoRen wurde, mit ein wenig Dil beftllt (circa
40 ul). Danach wurde die Kapillare mit ihrem stumpfen Ende durch das Loch im Deckel in
das Dil eingetaucht, bis sich die Spitze der Kapillare mit Dil gefillt hatte (1-2 min.). Das
Loch im Deckel des Reaktionsgefal3es wurde nach dem Befillen der Kapillare abgedeckt
um Verdunstung zu vermeiden. Nach Beflillung wurde in das untere Ende der Kapillare,
mit Hilfe der sehr diinn ausgezogenen Pasteurpipette LiCl-Losung injiziert. Das Ende der
Kapillare musste soweit gefillt sein, dass die im Folgenden eingefiihrte Elektrode der

lontophoreseapparatur Kontakt mit der Lésung hatte.

2.12.3.2 Injektion von Dil und Nachfixierung der Préparate

Die Praparate wurden unter das Mikroskop gelegt und eine der Elektroden der
lontophoreseapparatur wurde in das die préaparate Uberschichtende PBS (siehe 2.12.1,
2.12.2) eingetaucht und mit Klebeband fixiert. Die andere Elektrode wurde in das mit LiCl-
Losung befillte Ende der Kapillare eingefuhrt und diese dann in den Mikromanipulator

eingespannt. Unter Fluoreszenzlicht wurden die OK107>CD8::GFP exprimierenden
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Pilzkorper lokalisiert und die Kapillare in einen der Zellkérper eingestochen. Die
Markierung mit CM-Dil erfolgte danach unter Sichtkontrolle am Mikroskop durch Erhéhung
der Spannung von -1nV auf +20nV (Eject-Schalter) fir bis zu einer Minute (Anmerkung:
Damit es nach Erh6hung der Spannung tatsachlich zu einer CM-Dil Abgabe kam musste
der "Overrange" Knopf der lontophoreseapparatur leuchten. Genauso musste, um die
Abgabe von CM-Dil nach Erniedrigung der Spannung zu stoppen, der "Overrange" Knopf
aufhoren zu leuchten). Nach Markierung aller Praparate wurde fir 15 min. fixiert. Nach
Fixierung wurde 3x mit PBS gespult und die Praparate wurden bis zur Dokumentation am

konfokalen Mikroskop in einer feuchten Kammer unter PBS bei 4°C aufbewahrt.

2.13 Dil-Markierung von NE-Zellen zwecks Darstellung von Zellklonen

2.13.1 Praparation der frthen Embryonen

Material

- Binokular - 2 zurechtgeschnittene

- Skalpell Agarbléckchen

- mit doppelseitigem Klebeband - 1 grof3es (60x24mm), sehr dinn mit
beklebtes, kleines Deckglas (22x22mm) Heptankleber beschichtetes, Deckglas

- Objekttrager - aus Klebefolie

- Voltalef-Ol 10S zurechtgeschnittene Rahmchen

- feuchte Kammer

Methode

Die Embryonen wurden zunachst wie unter 2.12.1 beschrieben mechanisch
dechorionisiert und mit der Dorsalseite nach oben auf dem vorbereiteten Agarbléckchen
aufgereiht. Danach erfolgte der Transfer auf das mit Heptankleber beschichtete Deckglas.
Hierzu wurde das Deckglas auf jeden Embryo einzeln vorsichtig aufgedrickt, so dass
dieser mit seinem dorsolateralen cephalen Bereich aufklebte (erméglichte bestmdgliche
Sicht auf dorsale Mittellinie und dB, was eine Markierung von dB Zellen erst ermdglichte).
Damit jedes Ei einzeln aufgeklebt werden konnte, musste der Bereich des
Agarblockchens, auf dem sie lagen, mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten werden.
Nachdem alle Embryonen derart aufgeklebt worden waren mussten sie noch antrocknen,
um eine Penetration der Vittelinmembran bei der nachfolgenden Markierung zu
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ermdglichen. Die optimale Trocknung war erreicht, wenn unter dem Binokular die
Lichtreflektion einer Kaltlichtlampe auf der Vittelinmembran der Eier nicht mehr glatt
sondern etwas gekrauselt erschien (ca. 2-8 min. stark abhangig von Temperatur und
Luftfeuchtigkeit). War dieser Trocknungsgrad erreicht, wurden die Embryonen mit

Voltalefdl Gberschichtet und bis zur Markierung in einer feuchten Kammer aufbewabhrt.

2.13.2 Herstellung der Fluoreszenzfarbstoff/Ol Losung

Die fluoreszenten, lipophilen Farbstoffe wurden mit handelsublichem Pflanzendl (z.B
Rapsol) in den Konzentrationen Dil [5mg/ml], CM-Dil [3mg/ml], DiD [10mg/ml] gemischt
und im Dunkeln bei RT fir 3-5 Stunden langsam geschittelt (ca. 200 rpm). Nach
Aliguotierung konnten die Fluoreszenzfarbstoff/Ol Losungen eingefroren (-20°C) und uber

Jahre hinweg verwendet werden.

2.13.3 Schleifen der Kapillaren

Material

- Kapillarenschleifer mit Binokular - groRe Petrischale mit einem Streifen

- ausgezogene Kapillaren (Hilgenberg normal Knetgummi (dient der staubfreien
Meterware) Aufbewahrung der Injektionsnadeln)

- Injektionsspritze (10ml) mit Injektionsschlauch - Farbeschélchen

- Aqua Dest. - Kapillarenpuller

Methode

Die auf dem Kapillarenpuller ausgezogenen Kapillaren (Einstellungen: Pressure (P): 250;
HEAT: 492; PULL: 95; Velocity (VEL): 80; TIME: 200) wurden in die dafiir vorgesehene
Einrichtung am Kapillarenschleifer eingespannt (Winkel: 25-30°). Die Schleifscheibe des
Kapillarenschleifers wurde in Rotation versetzt und stetig aus dem dafur vorgesehenen
Schlauch mit Aqua Dest. befeuchtet. Nun wurde die eingespannte Kapillare unter
Sichtkontrolle (Binokular) langsam auf die rotierende Schleifscheibe abgesenkt, bis die
Spitze der Kapillare die Schleifscheibe berlihrte. Sobald die Spitze der Kapillare
angeschliffen wurde, erkannte man dies daran, dass etwas Aqua Dest. in die
Kapillarenspitze gelangte. Um die GroRe der geschliffenen Offnung zu beurteilen, wurde
die Kapillare am Ende des mit der Injektionsspritze verbundenen Injektionsschlauches
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befestigt und danach in Aqua Dest.,, das in ein Farbeschéalchen geflllt wurde,
ausgeblasen. Wenn die Luftblasen bei guter Beleuchtung gerade noch erkennbar waren,
war die Kapillare fur eine Injektion geeignet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Kapillaren zum Schutz vor Staub in einer verschlossenen Petrischale auf einem Streifen

Knetgummi aufbewahrt.

2.13.4 Befullen der Kapillaren

Material

- geschliffene Injektionskapillaren (Hilgenberg - Pipette (10ul)
normal) - inverses Mikroskop mit Halogenlampe
- Injektionsspritze (5ml) mit Injektionsschlauch - grol3es Deckglas (60x24mm)
- Dil/Ol oder CM-Dil/Ol oder DiD/OI
- Mikromanipulator

Methode

Fur die Markierungen einzelner NE-Zellen wurde, wenn mdoglich, CM-Dil/Ol Loésung
verwendet, da sich herausstellte, dass dieser lipophile Fluoreszenzfarbstoff die starkste
Fluoreszenz aufweist. Auf ein groRBes Deckglas wurde ein winziger Tropfen CM-Dil/Ol
Losung (1ul) gegeben und unter dem Mikroskop platziert. Die Injektionskapillare
(verbunden mit Injektionsschlauch und Injektionsspritze) wurde in den Mikromanipulator
eingespannt und unter Sichtkontrolle am Mikroskop, mit ihrer Spitze in den CM-Dil/Ol
Tropfen abgesenkt. Durch Ziehen am Spritzenkolben wurde etwas Losung in die
Kapillarenspitze gesaugt. Die CM-Dil/Ol Lésung wurde bis zur nachsten Befiillung dunkel

und staubfrei gelagert (maximal einen Tag).
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2.13.5 Markierung einer NE-Zelle und Bestimmung ihrer Position

Material
- befiillte Injektionskapillare - inverses Mikroskop mit Halogenlampe und
- Injektionsspritze mit Injektionsschlauch Rhodaminfilter

- Mikromanipulator

Methode

Nach dem Befullen der Kapillare (siehe 2.13.4) wurde das Deckglaschen mit den Voltalef-
Ol Uberschichteten Embryonen (siehe 2.13.1) unter das Mikroskop gelegt. Fir die
Markierung, Positionsbestimmung und die Bestimmung des  optimalen
Markierungszeitpunktes wurde eine 625-Fache VergréRerung verwendet (50er
Olimmersionsobjektiv x 12,5facher OkularvergroRerung). Die Markierungen wurden in
einem klimatisierten Raum (19-20°C) durchgefuhrt. Durch die Verlangsamung der
Entwicklung bei diesen Temperaturen wurde das Zeitfenster, in dem eine Markierung des
Embryos erfolgen konnte, auf ca. 8-10 Minuten verlangert. Sobald einer der Embryonen
das optimale Stadium fir eine Injektion erreicht hatte (spates St.7, wenn &B-Zellen und
dorsale Mittellinie bedingt durch die Mitosen der Zellen in angrenzenden mitotischen
Domaénen erkennbar waren), wurde die Kapillare, mit Hilfe des Mikromanipulators, an die
fur die Markierung bestimmte Zelle hingesteuert (welche zuvor durch Auszéhlen der
Zellzahlen ausgehend von der dorsalen Mittellinie bestimmt wurde). Um die
Vittelinmembran zu penetrieren, wurde danach der Kreuztisch des Mikroskops langsam
auf die Kapillarenspitze zubewegt, bis diese die Vittelinmembran durchstiel3. Nun konnte
durch vorsichtiges Driicken des Spritzenkolbens ein winziger Tropfen Dil/Ol-Losung
(Durchmesser ca. 2um) abgegeben werden (Durchmesser einer NE-Zelle ca. 5-6um).
Nach der so erfolgten Markierung und dem Herausziehen der Kapillare aus dem Embryo
wurde unter Fluoreszenzlicht die Markierung kontrolliert und nun wiederum unter
Durchlicht die Anzahl der Zellreihen von der markierten Zelle bis zu dorsalen Mittellinie
bestimmt. Auf diese Weise erfolgte die Bestimmung der dorsoventralen Position der
markierten Zelle in Bezug zur dorsalen Mittellinie. Die anteroposteriore Position konnte
anhand der Lage der markierten Zelle eher angrenzend an 81 (= anterior) oder eher

angrenzend an &5 (= posterior) bestimmt werden.
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2.13.6 Kontrolle des Zellverhaltens

Im Allgemeinen erfolgte 1 Stunde nach Markierung der NE-Zelle (bei einer RT von 19-
20°C entspricht dies dem spaten St. 8/frihen St.9) eine Kontrolle tber das Verhalten der
markierten Zelle. Unter dem Mikroskop unter dem auch die Markierungen durchgefihrt
worden waren, wurde das Zellverhalten unter Fluoreszenzlicht (Halogenlampe) kontrolliert
(625-fache VergroRerung). Dabei wurde darauf geachtet, ob die Zelle keine Mitose
begangen hatte (letztendliches Kriterium fir die Markierung einer dB Zelle) und ob die
Zelle delaminiert war und sich somit zu einem friithen NB entwickelt hatte (siehe (Urbach et
al., 2003)).

2.13.7 Entwicklung der Embryonen nach Dil-Markierung

Material

- feuchte Kammer

Methode

Nachdem alle Embryonen auf die oben beschriebene Weise markiert worden waren (siehe
2.13.5), wurden sie fur ihre weitere Entwicklung in einer feuchten Kammer Uber Nacht bei
18°C, 22°C, oder 25°C aufbewahrt und am nachsten Tag aufprapariert, wenn sie das
gewulnschte Stadium erreicht hatten (fur St.17 siehe 2.13.8; fur Stadium friih L1 siehe
2.13.9).
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2.13.8 Praparation der St.17 Embryonen

Material

- Binokular - Deckglaschen (60x24mm) mit Heptankleber

- Heptan beschichtet und mit Rahmchen aus Klebefolie
- Pinzetten beklebt

- Glaspréapariernadeln - Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]

- Objekttrager - PBS

- Mikroskop (mit Halogenlampe) - Glasschneider

- kleine Farbeschéalchen

Methode

Zuerst wurden die Embryonen am Mikroskop auf Entwicklung eines Zellstammbaumes hin
uberpriift. Die Uberprifung fand dabei nur mit einer Halogenlampe als Lichtquelle statt, da
die Lichtintensitat starkerer Lichtquellen (z.B. Hg-Lampe) zu Apoptose der markierten
Zellen fuhrte. Als nachstes musste das die Embryonen Uberschichtende Voltalef-Ol
entfernt werden. Dazu wurde mit einem Glasschneider das Deckglaschen so
zurechtgeschnitten, dass nur noch das Stiick des Deckglaschens ubrigblieb, welches den
Klebefolienrahmen und die darin enthaltenen Embryonen trug. Dieses Stick wurde
hochkant in ein kleines Farbeschalchen gestellt, sodass ein Grof3teil des Voltalefdls von
den Embryonen ablaufen konnte. Danach wurde das Deckglasstick in ein weiteres
Farbeschalchen gelegt und sehr kurz mit Heptan tberschichtet (ca. 1 ml Heptan fur 3-5
Sekunden) und dabei leicht geschwenkt, wobei darauf geachtet wurde, dass das Heptan
nicht den Heptankleber und damit die Embryonen abléste. Nun wurde das
Heptan/Voltalefol-Gemisch abgezogen und es wurde gewartet bis die vorhandenen
Heptanreste vollstdndig verdunstet waren (optische Kontrolle Binokular), bevor die
Embryonen mit PBS uUberschichtet wurden. Die Embryonen wurden mit einer
Glasprapariernadel von posterior nach anterior durchstof3en und durch Anheben der Nadel
aus der Vitellinhtille gehoben. Danach wurden sie auf ein mit Heptankleber prapariertes
und mit PBS Uberschichtetes Deckglaschen mit Rahmen uberfuhrt. Nach der Uberfiihrung
wurden die Nervensysteme mit Hilfe zweier Pinzetten herausprapariert und fixiert (wie
unter 2.12.1 beschrieben). Bis zur Dokumentation (siehe 2.14) oder Photokonversion
(siehe 2.17) wurden die Nervensysteme in einer feuchten Kammer im Kuhlschrank (4°C)

aufbewahrt.
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2.13.9 Praparation der L1-Larven

Material

- Stahlprapariernadel - Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10]
- Binokular - PBS

- Pinzetten - Objekttrager

- Glaspréapariernadeln - Mikroskop (mit Halogenlampe)

- Deckglaschen (60x24mm) mit Rahmchen aus - Pasteurpipetten
Klebefolie beklebt

Methode

Zunéchst wurden die Praparate am Mikroskop (mit Halogenlampe siehe 2.13.8) auf die
Entwicklung eines markierten Zellstammbaumes hin tberpriift. Diese Uberpriifung fand
noch vor dem Schlupf der Larven statt, da Larven nach ihrem Schlipfen auf dem
Deckglaschen herumwandern und eine Zuordnung der Larven zu ihren Markierungsdaten
(NE-Position der Zelle, Delamination, Mitose siehe 2.13.5 und 2.13.6) eventuell unmdoglich
wird. Die spaten Embryonen, die einen markierten ZSB enthielten, wurden sofort nach
ihrem Schlupfen mit Hilfe einer Stahlprapariernadel aus dem Voltalefdl herausgehoben
und vereinzelt. Dies ermdglichte eine Zuordnung zu ihren Markierungsdaten. Die
Praparation, Fixierung, das Spulen und Waschen fand wie unter 2.12.2 beschrieben statt.
Die Nervensysteme wurde danach jedoch nicht auf ein Lysin-beschichtetes Deckglas
aufgeklebt (siehe 2.12.2), sondern sie wurden bis zur Dokumentation (siehe 2.14) in einer

feuchten Kammer im Kiihlschrank aufbewahrt.
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2.14 Dokumentation von Dil Markierten Praparaten am konfokalen

Mikroskop

Material
- Nagellack - Binokular
- PBS - Objekttrager
- Deckglaschen (60x24mm) mit R&hmchen aus - Pasteurpipetten

Klebefolie beklebt - Deckglaschen (22x22mm)
- Objekttrager - Glasprapariernadeln
Methode

Wichtig bei der Dokumentation der Dil markierten ZSBe am konfokalen Mikroskop war,
dass man zum Einbetten der Praparate PBS, aber keinesfalls das sonst tbliche Glycerol
verwendete, da sich die lipophilen Farbstoffe in Glycerol Iésten. Da eine Einbettung also
nur in dem wassrigen PBS erfolgen konnte, musste wegen der Gefahr der Verdunstung
des PBS, jedes Praparat nur einzeln und erst unmittelbar vor der Aufnahme am Mikroskop
vorbereitet werden. Hierzu wurde ein mit einem Klebefolienrahmchen beklebtes
Deckglaschen mit Hilfe zweier Beschriftungsaufkleber auf einen Objekttrager fixiert und
mit PBS beflllt. Danach wurde eines der fixierten Nervensysteme (siehe 2.13.8, 2.13.9)
mit Hilfe einer Glasprapariernadel in das PBS transferiert und mit der Ventralseite des
VNS aufgeklebt. Nun wurde sehr vorsichtig, um ein Ablésen des Praparats vom Deckglas
zu vermeiden, ein 22x22mm Deckglas auf das Klebefolienrdhmchen gelegt. Durch
Verschieben des aufgelegten Deckglases konnten nun die Gehirnhemispharen, die in
leichtem Kontakt zu diesem standen, in die fir eine Aufnahme bestmégliche Position
gebracht werden. Danach wurde das Deckglas an seinen vier Ecken jeweils mit einem
kleinen Tropfen Nagellack auf dem darunter liegenden, groRen Deckglas fixiert und das

Praparat unverziglich am konfokalen Mikroskop dokumentiert.
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2.15 Ablationen

2.15.1 Schleifen der Kapillare

Material
Siehe 2.13.3 "Schleifen der Kapillaren"

Methode

Die Kapillaren wurden am Kapillarenpuller gezogen (Einstellungen: Pressure (P): 500;
HEAT: 477; PULL: 95; Velocity (VEL): 80; TIME: 200) und wie zuvor unter 2.13.3
beschrieben angeschliffen. Der Durchmesser der Offnung nach dem Schleifen betrug ca.

2 um.

2.15.2 Ablation von Dil markierten NBen bzw. ihrer Nachkommenzellen

Material
Gleiches Setup wie unter 2.13.5 angegeben.

Methode

Fur die Ablation wurden Embryonen verwendet, die zuvor wie unter 2.13.5 beschrieben
einer Dil-Markierung unterzogen worden waren und die sich, wie unter 2.13.7
beschrieben, bis ins gewiinschte Stadium entwickelt hatten. Die eigentliche Ablation lief
wie folgt ab: Zunéchst wurde die Ablationskapillare am Injektionsschlauch befestigt, in den
Mikromanipulator eingespannt und in das, die Embryonen umgebende, Voltalefol
eingesenkt. Nun wurde unter Fluoreszenzlicht (Lichtquelle: Halogenlampe) die zu
ablatierende Zelle ausgesucht und die Kapillare wurde mit Hilfe des Mikromanipulators an
den Embryo herangesteuert ohne die Vitelinmembran jedoch zu penetrieren (das
Navigieren der Kapillare erfolgte unter Durchlicht). Fur die eigentliche Ablation war es
hilfreich neben dem Fluoreszenzlicht auch das Durchlicht anzuschalten, allerdings bei sehr
schwacher Intensitat, damit das Fluoreszenzsignal nicht tberdeckt wird. Dies hatte den
Vorteil, dass man sowohl das Fluoreszenzsignal der zu ablatierenden Zelle(n) sehen
konnte, gleichzeitig aber auch die Kapillarenspitze und das Gewebe des Embryos sichtbar

war. Unter der genannten Kombination von Fluoreszenz- und Durchlicht wurde nun die
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Vittelinmembran durchstof3en. Dies geschah, in dem man den Kreuztisch des Mikroskops
langsam auf die Kapillarenspitze zubewegt, bis diese die Vitellinmembran penetrierte. War
die Kapillarenspitze im Inneren des Embryos musste sie nun bis zu der/den fir die
Ablation bestimmten Zelle(n) hingesteuert werden. Dies geschah wiederum durch sehr
vorsichtiges Bewegen des Kreuztisches bzw. durch sehr vorsichtiges Justieren der
Kapillarenposition mit Hilfe des Mikromanipulators (war angebracht wenn die z-Position
der Kapillare verandert werden musste). Hatte die Kapillarenspitze die zu ablatierende
Zelle erreicht, konnte(n) die Zelle(n) durch vorsichtiges Ziehen am Kolben der
Injektionsspritze abgesaugt werden. Das Absaugen erfolgte ohne Durchlicht, nur mit
Fluoreszenzlicht. Die ablatierten Embryonen wurden, bis sie das gewinschte
Entwicklungsstadium erreicht hatten, wie unter 2.13.7 beschrieben aufbewahrt. Im
Anschlul®3 wurden sie aufprapariert, fixiert (siehe 2.12.1) und dokumentiert (siehe 2.14).

2.16 4D-Mikroskopie

2.16.1 DIC 4D-Mikroskopie

Material

Fur die Praparation wurden die gleichen Materialien verwendet wie unter 2.13.1.
angegeben. Zusatzlich wurde jedoch noch ein mit Abstandshaltern versehener
Objekttrager benétigt. Hierzu wurden mit einem Glasschneider aus einem Objekttrager
zwei quadratische Stiicke ausgeschnitten (ca. 2x2 cm) und im Abstand von ca. 2 cm auf
einen weiteren Objekttrager geklebt. Dieser Objekttrager diente dann als Auflage fir die,
auf das grol3e Deckglas geklebten und mit Voltalefél Uberschichteten, Embryonen (siehe
Methode).

Methode

Die Praparation und das Aufkleben der Embryonen erfolgt wie unter 2.13.1 angegeben. Im
Falle von 4D-mikroskopischen Aufnahmen der 624 wurde die posteriore, ventrolaterale
Region des procephalen Bereichs aufgeklebt, was eine optimale Sicht auf ventrale und
cephale Furche sowie 624 und die angrenzenden mitotischen Doménen ermdglichte.
Nach dem Aufkleben und der Uberschichtung der Embryonen mit Voltalefol, wurden diese

bis zu ihrer Aufnahme in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Fur die Aufnahme wurde das
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groBe Deckglas mit den Embryonen auf den Objekttrager mit den Abstandshaltern
aufgelegt und zwar in der Weise, dass die Seite mit dem Voltalefél nach unten zeigte.
Hatten die Embryonen St.7 erreicht (cephale Furche war bereits ausgebildet, es waren
jedoch noch keine mitotischen Doméanen ansprechbar) wurde das gewlnschte Praparat
fokussiert und die Aufnahme wurde gestartet. Die Aufnahmen wurden mit einem 63er
Olimmersionsobjektiv und Normarski Optik durchgefiihrt. Der Zeitraum zwischen der
Aufnahme der einzelnen Bildstapel betrug 20 Sekunden. Der Abstand zwischen den
einzelnen Bildern eines Bildstapels betrug 1um. Der Zeitraum der Gesamtaufnahme

betrug, von Préparat zu Praparat variierend, ca. 2 Stunden.

2.16.2 Fluoreszenz 4D-Mikroskopie

Material

Material fur die Praparation (siehe 2.16.1)

Methode

Der Ablauf war mit dem in 2.16.1 beschriebenen identisch. Fur die fluoreszente 4D-
Mikroskopie von ubi-GFPnls Embryonen wurde jedoch ein konfokales Mikroskop
verwendet. Die Aufnahmen erfolgten mit einem 40er Olimmersionsobjektiv, wobei die
jeweilige aufzunehmende Region durch Einstellen des digitalen Zooms vergrof3ert wurde.
Der Zeitraum zwischen der Aufnahme der einzelnen Bildstapel betrug, von Praparat zu
Praparat variierend, 40-70 Sekunden. Der Abstand zwischen den einzelnen Bildern eines

Bildstapels betrug 1um. Der Zeitraum der Gesamtaufnahme betrug ca. 1,2 Stunden.
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2.16.3 Auswertung der 4D-Aufnahmen

Material
- Simi Biocell Software

Methode

Die 4D-mikroskopischen Aufnahmen (DIC und konfokal) wurden mit Hilfe der Simi Biocell
Software ausgewertet. Jede Zelle wurde dabei mit Hilfe der Software individuell markiert
und Uber den Gesamten Zeitraum der Aufnahme hinweg verfolgt. Auf diese Weise ergab
sich ein vollstandiges Bild Uber Zellbewegungen und Zellverhalten (Mitosen,
Delamination), wodurch die mitotischen Domanen angesprochen und charakterisiert

werden konnten.

2.17 Photokonversion Dil markierter Praparate

Material
- inverses Mikroskop (Objektiv 50er - Klebefolie
Ol) mit 100Watt Hg-Lampe und Rhodaminfilter - 1 Binokular
- DAB-L6sung - Glaspréapariernadeln
- Fixativ: Formaldehyd (37%)/PBS [2:10] - Handzentrifuge
- PBS - Pasteurpipetten
- Glycerin (70%) - Pipetten

- groRe Deckglaser (60x24 mm)

Methode

Die Embryonen wurden zuvor wie unter 2.13.8 beschrieben prépariert. Aus der Klebefolie
wurden kleine Rahmchen, entsprechend der Anzahl der Praparate, zurechtgeschnitten
und auf eine entsprechende Anzahl von grof3en Deckglasern geklebt. In ein R&hmchen
wurde PBS gegeben und ein Praparat mit Hilfe einer Glaspréapariernadel in das PBS
tberfuhrt. Danach wurde der PBS-Tropfen gegen einen Tropfen DAB-L6sung, die zuvor
kurz abzentrifugiert wurde, ausgetauscht. Das mit DAB-L6sung Uberschichtete Praparat
wurde nun unter optischer Kontrolle unter dem Mikroskop bei eingeschalteter Hg-Lampe
und Rhodaminfilter unter einem 50er Olobjektiv fiir ca. 10-20 min photokonvertiert, bis sich
anstelle der Fluoreszenzmarkierung eine satte Braunfarbung erkennen lief3. Im Anschluss
an die Photokonversion wurde die DAB-L6sung wieder abgezogen, es wurde 3-4x mit
PBS gespiilt und fur circa 12 min. fixiert. Danach wurde erneut 3-4x mit PBS gespiilt, ein

Tropfen PBS Uber dem Préparat belassen und das Praparat mit Hilfe einer
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Glasprapariernadel in einen circa 22-23ul gr®®en Glycerintropfen auf einem grofRen
Deckglas Uberfuhrt. Nun wurde vorsichtig ein kleines Deckglas aufgelegt und
Uberschiussiges Glycerin mit etwas Zellstoff abgesaugt. Die vier Ecken des kleinen
Deckglases wurden jeweils durch einen Tropfen Nagellack mit dem darunter liegenden
grol3en Deckglas verbunden. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden auch die Seiten mit

Nagellack versiegelt.

2.17.1 Dokumentation der Praparate

Material

- Mikroskop mit angeschlossenem Computer

- AxioVision4 (Aufnahmesoftware)

- Quicktimeplayer (Filmsoftware)

Methode

Die photokonvertierten Praparate wurden unter einem 63er Olobjektiv und Nomarski Optik
abgefilmt. Mit Hilfe der Aufnahmesoftware wurden von den Praparaten Einzelbilder in
dorsoventraler Richtung im Abstand von 1 ym aufgenommen und im TIF-Format als
Bildstapel gespeichert. Start und Endpunkt der Aufnahme wurden so gewahlt, dass die
Aufnahme die gesamte dorsoventrale Ausdehnung der Hemispharen beinhaltete. Die
einzelnen Bilder der Bildstapel konnten danach mit Hilfe des QuickTime Players zu einem

Film zusammengefigt und analysiert werden.

2.18 Amira Rekonstruktionen

Die ZSBe wurden unter Verwendung der am konfokalen Mikroskop angefertigten
Bildstapel mit Hilfe der Amira 4.0 Software rekonstruiert. In der Amira Software wurden
dazu eine Kombination der Funktionen "Treshold" und manuelles markieren verwendet.
"GFP-Kanal" und "CM-Dil-Kanal" der konfokalen Aufnahme wurden getrennt voneinander

rekonstruiert.
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2.19 Bestimmung von Zellzahlen mit Hilfe der Amira Software

Zur Bestimmung von grol3en Zellzahlen wurde in der Amira Software fur jeden "Zelltyp" ein
Set von "Landmarks" erstellt. AnschlieBend konnte jede Zelle individuell markiert werden.
Dies verhinderte ein versehentliches mehrmaliges Auszahlen derselben Zelle, so wie ein

eventuelles Ubersehen auszuwertender Zellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von mitotischen Domanen mittels 4D-

Mikroskopie

3.1.1 Charakterisierung der 8B

OB ist eine der mitotischen Domanen, die zum procephalen NE gehoren (Robertson et al.,
2003; Urbach et al., 2003) und eine der beiden mitotischen Doméanen des Drosophila
Embryos, in denen keine Mitosen stattfinden (Foe, 1989; Urbach et al., 2003). Dieses
Fehlen von Mitosen in B grenzt diese deutlich von ihren angrenzenden mitotischen
Domanen ab (81, 85, 89, 818, 620; siehe Abb. 2 A) und bietet somit die Moglichkeit NE-
Zellen in 8B zweifelsfrei zu identifizieren. Die gute Ansprechbarkeit der 6B NE-Zellen und
ihre experimentell relativ gute Zuganglichkeit machte 8B zu einer attraktiven Domane fir
eine Zellstammbaumanalyse mittels der Dil-Technik (Bossing and Technau, 1994). Eine
Voraussetzung fur eine solche Analyse war eine genaue Kenntnis von Lage, Zellzahl und
Anordnung der 8B Zellen. Des Weiteren mussten geeignete morphologische Landmarken
gefunden werden, die bei der Markierung einer Zelle als Orientierungs- und
Referenzpunkte dienen konnten. Durch solche Landmarken wurde das reproduzierbare
Markieren von Zellen und die Bestimmung ihrer Lage innerhalb der 8B ermdglicht. Ein
geeignetes Mittel, um die eben genannten Punkte zu klaren, stellte die 4D-Mikroskopie
dar. Fur die Aufnahmen am konfokalen Laserscan-Mikroskop wurden zunachst ubi-
GFPnls Drosophila Embryonen verwendet, die bereits in frihen Embryonalstadien noch
vor der Zellularisierung eine deutliche GFP-Expression in allen Zellkernen des Embryos
aufweisen (eigene Beobachtung). Der Mitose-Eintritt einer Zelle resultiert in einer starken
Abnahme der GFP-Fluoreszenzintensitat (bedingt durch Zerfall der Kernmembran und der
daraus resultierenden Verteilung des GFP in der gesamten Zelle). Um madgliche
Fehlentwicklungen auszuschlieen, wurden von den 4D-Aufnahmen diejenigen flr eine
Analyse der dB ausgewahlt, bei denen der dokumentierte Embryo bis zum Schlupf
Uberlebte (n=5). Diese Aufnahmen ermobglichten eine genaue zeitliche und rdumliche
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Analyse des Auftretens der an B angrenzenden mitotischen Doméanen und somit, durch
das Charakteristikum des "nicht-mitotischen" Verhaltens der 8B Zellen, auch eine Analyse
derselben (Abb. 6 A). Die Auswertung der Aufnahmen zeigte, dass o8B aus 41 £ 5 Zellen
besteht, die sich, direkt angrenzend an die dorsale Mittellinie, 18 Zellreihen in
dorsoventraler Ausdehnung erstrecken, wobei 6B im ventralen Drittel etwas nach anterior
gebogen ist. Die anteroposteriore Ausdehnung der 8B betragt im dorsalsten Bereich 1-2
Zellen, im mittleren Bereich 3 Zellen und im ventralen Drittel wiederum 1-2 Zellen (Abb. 6
B). Anhand dieser Analyse wurde ein Schema der 8B erstellt, welches genutzt wurde, um
die dorsoventrale und anteroposteriore Position von Dil markierten NE-Zellen festzuhalten
(Abb. 6 B"). Als Referenz/Orientierungspunkt stellte sich die dorsale Mittellinie als geeignet
heraus, da sie aufgrund der jeweils bilateral-symmetrischen Entstehung von &1 und &5 auf
beiden Seiten des Embryos sehr gut zu erkennen ist (Abb. 6 B). In einer zweiten Reihe
von 4D-Mikroskopaufnahmen an WT Embryonen unter Nomarski-Optik konnte aul3erdem
die Grenze zwischen 81 und &9 ermittelt werden. Die Zellen dieser beiden Domé&nen
lassen sich anhand ihres unterschiedlichen Mitoseverhaltens unterscheiden. d1 Zellen
teilen sich parallel zur Oberflache, wohingegen sich 89 Zellen senkrecht zur Oberflache
teilen (Foe, 1989; Urbach et al., 2003). In den 4D-mikroskopischen Aufnahmen konnte
dieses unterschiedliche Mitoseverhalten analysiert werden, wodurch sich herausstellte,
dass die Grenze zwischen &1 und &9 an dorsoventral-Position 14/15 verlauft (Abb. 6 B").
Der Verlauf dieser Grenze bestatigte sich auch durch die Kontrolle des Teilungsverhaltens
von Dil-markierten NE-Zellen (siehe 2.13.6, 3.3.4). Durch ihre Bestimmung konnten auch
Markierungen, die auRerhalb der 6B erfolgten, einer der mitotischen Doménen (61 bzw.

09) zugeordnet werden.
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LI S
u

spates St.7

Abb. 6 4D-mikroskopische Analyse der 8B

A Einzelaufnahmen aus einer 4D-mikroskopischen Aufnahme eines ubi-GFPnls Embryos in
verschiedenen Stadien seiner frihen Entwicklung. Im St.6 fangt die cephale Furche (cf) an sich
zu bilden. Im St.7 beginnen die ersten Zellen aus 81 spiegelbildlich auf beiden Seiten des
procephalen NE mit ihren Mitosen. Im spéaten St.7 treten immer mehr 81 Zellen und auch
Zellen aus 85, wiederum spiegelbildlich, in ihre Mitose ein. Die nicht-mitotischen Zellen aus 6B
sind ansprechbar. Im frihen St.8 reformieren sich die Zellkerne der Zellen aus 81 und &5
(apikales NE). In diesem Stadium liegen die Zellen der 0B etwas weiter im Inneren des
Embryos (basales NE). B Abbildung eines ubi-GFPnls Embryos im spaten St.7. In diesem
Stadium konnen 8B Zellen, bedingt durch die spiegelbildlich auf beiden Seiten des Embryos
stattfindenden Mitosen von 81, 65 und &9 Zellen, sehr gut angesprochen werden. B’
schematisches Modell der 8B im spéaten St.7. Die gelbe, gestrichelte Linie zeigt die Grenze
zwischen 81 und 89 an (fur Details siehe Text). Abkurzungen cf: cephale Furche; dML:
dorsale Mittellinie
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3.1.2 Charakterisierung der 824

024 ist eine der kleinsten mitotischen Domé&nen des Drosophila Embryos. Wie ihre
Bezeichnung bereits verrét, ist sie eine der sich zuletzt teilenden mitotischen Doménen.
024 befindet sich im lateralen Bereich des Embryos anterior der cephalen Furche (Foe,
1989). Da sie vollstdndig von sich frih teilenden mitotischen Doméanen umgeben ist
(62,5,9) und sie sich somit durch den Zeitpunkt ihrer Mitosen deutlich von den Zellen der
umgebenden Domanen abgrenzt, scheint ein zweifelfreies Ansprechen von 624 Zellen und
damit die Aufklarung ihres Entwicklungsschicksals mittels der Dil-Markierungstechnik
maoglich. Besonders interessant ist, dass 24 von mitotischen Domanen umgeben ist, die
zum pNE gehoren (Robertson et al., 2003; Urbach et al., 2003). Das Schicksal der 524
Zellen ist jedoch vollkommen unbekannt. Man hat Hinweise darauf gefunden, dass
mitotische Domanen Zellschicksalsdomanen darstellen (Cambridge et al., 1997; Namba
and Minden, 1999; Robertson et al., 2003). Besonders unter diesem Gesichtspunkt
erscheint es interessant, welche Strukturen aus dieser kleinen mitotischen Doméne
hervorgehen. Um die von Foe (1989) gemachten Beobachtungen zu verifizieren und 624
bezuglich ihrer Zellzahlen und ihrer Lage in Bezug zu morphologischen Landmarken zu
charakterisieren, wurden 4D-mikroskopische Analysen (n=3) am konfokalen Laserscan-
Mikroskop an ubi-GFPnls Embryonen durchgefiihrt (im Rahmen eines von mir betreuten
F2-Praktikums von Frau Sonja FaRbender). Diese Analysen ergaben, dass sich alle Zellen
der die 624 umgebenden mitotischen Doméanen (862,5,9) 15 min (25°C) nach dem Beginn
der ersten Mitosen in 82 geteilt haben. Fir die verbleibende Zeit der Aufnahmen (bis zu 21
min. (25°C)) konnte keine Mitose in 624 Zellen erkannt werden. In einem Fall konnte
jedoch unmittelbar vor Ende der Aufnahmezeit (im spaten St.8/ frihen St.9) eine
Delamination einer 824 Zelle beobachtet werden, die sich vermutlich zu einem NB
entwickelt (Abb. 7 C). Dies deutet auf das neurogene Schicksal zumindest einer der 624
Zellen hin. 624 kdénnte somit eine weitere, bisher unbekannte Doméane des pNE darstellen.
Bezuglich Lage und Zellzahl von 824 zeigte sich, dass sie aus 5-6 Zellen besteht, die nach
Bildung der cephalen Furche direkt anterior derselben liegen (Abb. 7 A, D) und die sich
erst im Verlauf der weiteren Embryonalentwicklung weiter nach anterior verlagern (Abb. 7
A-C). Diese Verlagerung ist wahrscheinlich auf die im procephalen Bereich stattfindenden
Rotationsbewegungen zuriickzufiihren (Schmidt-Ott and Martin Technau, 1994). Daher

musste, um die Lage der Zellen fir Dil-Markierungen maoglichst genau zu bestimmen, ein
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fester Zeitpunkt gewahlt werden, an dem die Position der Zellen in Bezug zu
morphologischen Landmarken bestimmt wurde. Als morphologische Landmarken wurden
die cephale Furche und die ventrale Furche gewahlt. Diese bilden sich im St.6 zu Beginn
der Gastrulation noch vor dem Auftreten der ersten mitotischen Domé&nen. Der Punkt auf
der ventralen Seite des Embryo, an dem sich cephale und ventrale Furche treffen, kann
als Ursprung eines Koordinatensystems fungieren, von dem aus Zellzahlen zuverlassig
bestimmt werden kdnnen (Abb. 7 D). Eine geeignete stereotype und gut zu erkennende
"zeitliche Landmarke" stellen die ersten Mitosen in 82 dar, die wahrend des St.7 statt
finden (Abb. 7 A). Beim Auftreten der ersten Mitosen in 82 ist einerseits sichergestellt,
dass bereits alle Zellen in die cephale Furche eingewandert sind (d.h, dass sie sich bereits
vollstandig ausgebildet hat), zum anderen ist sichergestellt, dass sich zu diesem Zeitpunkt
die 824 noch nicht weiter nach anterior verlagert hat. Die Lage der 624 Zellen wurde also
aus den genannten Grinden im St.7, zu Beginn der Mitosen von 62 Zellen, in Bezug zu
cephaler und ventraler Furche bestimmt. Es stellte sich heraus, dass zu diesem Zeitpunkt
die 5-6 624 Zellen im Bereich 16-18 Zellreihen dorsal der ventralen Furche und direkt
anterior der cephalen Furche liegen (Abb. 7 D). Zusammengenommen bestatigte sich,
dass sich 624 Zellen durch ihre spaten Mitosen sehr deutlich von Zellen benachbarter
mitotischer Doménen (62, 5, 9) abgrenzen (Foe). Im Weiteren konnte die Lage der 5-6 624
Zellen, bezuglich ventraler und cephaler Furche im St.7, genau bestimmt werden und es
fanden sich Hinweise, dass 624 eine bisher unbekannte mitotische Domane des pNE
darstellt. Die hier vorliegende Charakterisierung der 624 stellt eine Grundvoraussetzung
fur eine zukinftige Aufklarung des Entwicklungsschicksals ihrer Zellen mittels der Dil-
Technik dar.

61



Ergebnisse

Abb. 7 4D-mikroskopische Analyse der 824

A-C Einzelaufnahmen aus einer 4D-mikroskopischen Analyse eines ubi-GFPnls Embryos.
Anterior links, dorsal oben. A St.7. Man sieht die sechs 824 Zellen (weif3 umrandet), die sich in
diesem Stadium direkt anterior der cephalen Furche (cf) befinden. Die magenta umrandete
Zelle wird im spéaten St.8/frihen St.9 delaminieren. B Aufnahme des ubi-GFPnls Embryos im
St.8. Die sechs 824 Zellen liegen nun etwas weiter anterior der cf als im St.7. Die magenta
umrandete Zelle ist noch nicht delaminiert. C Aufnahme des ubi-GFPnls Embryos im spéaten
St.8/frihen St.9. Apikal im NE liegen nun nur noch finf der sechs 624 Zellen (weil3 umrandet,
obere Aufnahme), die sechste 824 Zelle ist delaminiert (magenta umrandete Zelle, untere
Aufnahme). D Schematische Darstellung der Lage der 624 Zellen im St.7. Die sechs Zellen
befinden sich 16-18 Zellreihen dorsal der ventralen Furche (vf) und direkt anterior angrenzend
an die cephalen Furche (cf).
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3.2  Herkunft der Pilzkdrperneuroblasten und Embryonalentwicklung
der Pilzk6rper auf Ebene individueller Vorlaufer und ihrer

Zellstammbaume

Durch die Etablierung von Landmarken und die Aufschliisselung des invarianten
Zellmusters der B und benachbarter mitotischer Domanen waren die Voraussetzungen
fur eine systematische Untersuchung der ZSBe gegeben, die aus 6B oder angrenzenden
mitotischen Domé&nen hervorgehen (siehe 3.1.1). Insgesamt wurden 21 ZSBe
charakterisiert. Die Charakterisierung beinhaltete die friilhe Neurogenesephase der
Neuroblasten und die Morphologie der ZSBe im spatembryonalen St.17 bzw. im friihen
L1-Stadium. Mein besonderes Interesse galt dabei der Entstehung der vier PKNBen und

der Embryonalentwicklung ihrer vier ZSBe.

3.2.1 Charakterisierung der pilzkorperspezifischen OK107 Expression

Sowohl die spatembryonalen PKNBen als auch ihre y-Neurone exprimieren das
Augenentwicklungsgen eyeless (ey) (Kurusu et al., 2000; Noveen et al., 2000). OK107 ist
ein Gal4 Stamm, der Gal4 unter der Kontrolle des pilzkérperspezifischen ey-Enhancers
exprimiert (Adachi et al., 2003). Expression des Reportergens CD8::GFP unter Kontrolle
von OK107 (OK107>CD8::GFP) kann in PKNBen und ihren Nachkommen, den y-
Neuronen, ab dem St.15 detektiert werden. Die Intensitat des Reportersignals nimmt im
Laufe der weiteren Entwicklung zu und ist ab dem St.17 sehr prominent (Abb. 8 A, E).
Antikodrperfarbungen gegen Ey bestatigten, dass OK107 in allen PKNBen und y-Neuronen
exprimiert (Abb. 8 E). Mit Hilfe des membranstandigen CD8::GFP kann somit die
Morphologie der Pilzkorper sichtbar gemacht werden (Abb. 8 A-E). Fliegenembryonen des
Genotyps OK107>CD8::GFP eignen sich daher hervorragend, um zu entscheiden, ob bei
einer Dil-Markierung einer der vier PKZSBe markiert wurde, da man in einem solchen Fall
eine Kolokalisation von Dil und CD8::GFP im St.17 bzw. L1-Pilzkdrper findet.

Anhand der pilzkorperspezifischen OK107 Expression wurde eine Unterteilung des
Gehirnneuropil in  verschiedene Regionen vorgenommen (Abb. 9 A). Diese

Regionalisierung wurde genutzt, um die Projektionsmuster der Dil markierten ZSBe im
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Neuropil mdglichst genau zu beschreiben. Die Lage der Zellkdrper der markierten ZSBe

wurde in Bezug zu den PKNBen bzw. ihren y-Neuronen beschrieben.

Abb. 8 Charakterisierung der pilzkérperspezifischen OK107 Expression

A OK107>CD8::GFP Expression im Pilzkorper eines St.17 Emryos. Anterior oben (in
Neuralachse), Ansicht von dorsal. Sowohl die 4 PKNBen (r.7) als auch ihre y-Neurone und das
Pilzkérperneurpil sind deutlich markiert. B Amira Rekonstruktion eines frihen L1 Pilzkodrpers
markiert durch OK107>CD8::GFP. Alle Strukturen des Pilzkdrpers, d.h. Pilzkdrperkortex (Kx)
und die verschiedenen Regionen des Pilzkérperneuropil, kénnen angesprochen werden. C
Schematische Zeichnung eines frithen L1 Pilzkérpers. Man sieht die Lage der PKNBen (%),
ihre darunter liegenden y-Neurone sowie deren Axone, die das Pilzkdrperneuropil
konstituieren. D Schematische Darstellung der Lage der Pilzkdrper (grin) im ZNS und in Bezug
zu den Korperachsen eines St.17 Embryos bzw. der frithen L1 Larve. Ansicht von lateral. E
Antikdrperfarbung gegen Ey (magenta) in OK107>CD8::GFP (griin) im St.17. Man sieht die
Koexpression des Reportergens und Ey in den 4 PKNBen (w:) und allen y-Neuronen.
Abkilrzungen: PKNB1-4: Pilzkérperneuroblast 1-4; yN: y-Neurone; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA:
lateraler Appendix; Lj: Lobe-junction; vL: vertikaler Lobus; mL: medialer Lobus; Kx:
Pilzkdrperkortex; a: anterior; p: posterior; d: dorsal; v: ventral; m: medial

64



Ergebnisse

Abb. 9 Unterteilung des Gehirnneuropil und des Pilzkdrperneuropil in verschiedene
Regionen

A Unterteilung des Gehirnneuropil (weil3 umrandet) und des Pilzkérperneuropil, dargestellt an
der Rekonstruktion des pilzkérperspezifischen Expressionsmusters einer frihen L1
OK107>CD8::GFP Larve. Die anteroposterior Achsenbezeichnung lehnt sich an die
Koérperachse an, d.h. anterior unten, Ansicht von dorsal. Das Gehirnneuropil und die
Kommissur wurden in 4 (pmN,pIN,amN,alN) bzw. 3 (aK, iK, pK) Bereiche unterteilt. Das
Pilzkdrperneuropil wurde in 7 Bereiche unterteilt (Ca, Pe, Sp, IA, Lj, vL, mL). Die neuritischen
Projektionen der Dil-markierten ZSBe werden in Bezug zu diesen Unterteilungen beschrieben.
Zusatzlich wird, im Falle von nicht-PKZSBen, die Lage ihrer Zellkérper in Bezug zum
Pilzkdrperkortex (Kx) bzw. der PKNBen angegeben. Abkirzungen: pmN: posteromediales
Neuropil; pIN: posterolaterales Neuropil; amN: anteromediales Neuropil; alN: anterolaterales
Neuropil; aK: anteriorer Bereich der Kommissur; iK: intermediarer Bereich der Kommissur; pK:
posteriorer Bereich der Kommissur; Ca: Calyx; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA: lateraler Appendix;
Lj: Lobe-junction; vl: vertikaler Lobus; mL: medialer Lobus; Kx: Pilzkdrperkortex; PKNB:
Pilzkdrperneuroblast

3.2.2 Jeder Pilzkorperneuroblast entsteht aus einer einzelnen NE-Zelle der
oB

Wie sich bei der Zellstammbaumanalyse herausstellte (siehe 3.2.5), entstehen die
PKNBen aus den NE-Zellen der dB. Aul3erdem zeigten die erfolgten Kontrollen tGber das

Zellverhalten eine Stunde nach Markierung, dass sie zu der Population der am friihesten
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delaminierenden Gehirnneuroblasten gehéren (Delamination im spéaten St.8) (Urbach et
al., 2003). Die Position der NE-Zellen, aus denen die Pilzkdrper hervorgehen, konnte mit
Hilfe des durch 4D-Mikroskopie erstellten schematischen Modells genau kartiert werden.
Demnach entstammen die PKNBen dem ventralen Drittel der 8B (Abb. 10 A, A"). Die
Positionen der markierten NE-Zellen zeigen, dass es in diesem Bereich eine Population
von 10-12 Zellen gibt, die das Potential haben sich zu PKNBen zu entwickeln. Man
erkennt, dass jeder der vier PKNBen (die individuell unterscheidbar sind, siehe 3.2.4 und
3.2.5) praferentiell aus bestimmten, sich jedoch teilweise Uberlappenden Anteilen dieser
Zellgruppe hervorgeht (Abb. 10 A"). So delaminieren die PKNB1, PKNB2 und PKNB3 aus
dem anterioren Bereich in einer dorsoventralen Reihenfolge (PKNB1: ventral, PKNB2:
intermediar, PKNB3: dorsal). PKNB4 delaminiert praferentiell aus dem posteroventralen
Bereich der Zellgruppe. Neben der Lokalisation des Entstehungsortes der PKNBen konnte
auch erstmalig der Entstehungsmodus der vier PKNBen in Drosophila aufgezeigt werden.
In allen Fallen (n=119) flhrte die Markierung einer einzelnen NE-Zelle zur Entwicklung von
nur einem PKNB und eines einzelnen PKZSB (Abb. 10 B2). Dieser Entstehungsmodus
unterscheidet sich somit von bereits bekannten Modi in anderen Insekten. So entstehen
die groRen Populationen der PKNBen in der holometabolen Honigbiene und in
hemimetabolen Insekten durch wiederholt symmetrische Teilungen einer oder weniger
Vorlauferzellen (Abb. 10 B1) (Urbach and Technau, 2003c).

66



Ergebnisse

Abb. 10 Jeder PKNB entsteht aus einer

einzelnen NE-Zelle aus 6B

A Schematisches Modell der dB. Dieses
Modell wurde genutzt, um die Postionen
der Dil markierten NE-Zellen zu
dokumentieren. A" Ventraler Bereich des in
(A) gezeigten Schemas der 0B. Die
Zylinder geben die Position der markierten
NE-Zelle an, aus der die PKNBen
hervorgehen. Jeder Zylinder steht fir eine
Markierung in einem anderen Individuum.
Verschiedene Farben stehen fiur die
verschiedenen PKNBen, die aus der
Markierung einer NE-Zelle resultierten.
Gelb: PKNB1; blau: PKNB2; rot PKNBS3;
lila: PKNB4. B Médogliche Modi der
Entstehung der PKNBen. B1 Modus der
Pilzkdrperneuroblastenentstehung &hnlich
wie bei hemimetabolen Insekten und der
Honigbiene: Ausgehend von einer NE-Zelle
(schwarz), die sich entweder noch im NE
mehrfach teilt (a), oder die erst als
Neuroblast delaminiert (b), worauf dieser
sich  mehrfach teilt, kommt es zur
i PKNB 1 Entstehung der 4 PKNBen. B2 Modus der
PKNB 2 Pilzkdrperneuroblastenentstehung, wie er
¥ PKNB 3 durch die Dil-Markierungen belegt wurde:
# PKNB 4 Jeder der 4 PKNBen entsteht aus einer
individuellen NE-Zelle. Abkirzungen
PKNB1-4: Pilzkérperneuroblasten 1-4; a:
anterior; p: posterior; d: dorsal; v: ventral
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3.2.3 Pilzkorperneuroblasten gehen aus benachbarten Zellen derselben
proneuralen Domane hervor

Wie gezeigt entstehen PKNBen aus einer 10-12 Zellen umfassenden neuroektodermalen
oB Zellgruppe. Um zu untersuchen, ob es sich bei dieser Gruppe um eine proneurale
Doméne des procephalen NE handelt, wurden in situ Hybridisierungen gegen die
proneuralen Gene achaete, scute und lethal of scute durchgefuhrt. Im St.8 (also kurz vor

der Delamination der PKNBen) exprimieren die NE-Zellen in der ventraler Halfte von
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Domane B, in welcher die PKNBen entstehen, die proneuralen Gene achaete, scute und
lethal of scute (Abb. 11 A-A”). Dies zeigt, dass diese 10-12 NE Zellen zu einer
gemeinsamen proneuralen Domane gehoren. Alle NE-Zellen dieser proneuralen Domane
exprimieren hohe mRNA Level aller drei proneuralen Gene in der kurzen Periode, in
welcher aus dieser die PKNBen und andere protocerebale NBen entstehen. Da die
meisten oder vielleicht alle Zellen dieser proneuralen Doméane zu neuralen Stammzellen
werden (Urbach et al., 2003), entwickeln sich die PKNBen und andere Gehirnneuroblasten
sehr wahrscheinlich aus benachbarten neuroektodermalen 8B Zellen. Um dies zu
beweisen, wurden in der proneuralen Domane Markierungen von benachbarten NE-Zellen
mit Fluoreszensfarbstoffen (Dil oder DiD) durchgefiihrt. Diese resultierten in der
Markierung zweier PKZSBe (n=3) (Abb. 11 B) oder eines PKZSB und eines weiteren
protocerebralen ZSB (n=4) (Abb. 11 C). In keinem Fall wurde ein epidermaler ZSB

erhalten.

Abb. 11 PKNBen gehen aus
benachbarten Zellen derselben
proneuralen Doméne hervor

A-A"" in situ Hybridisierungen gegen
'sc, ac und sc in St.8 WT
Embryonen. Anterior links, dorsal
oben. A I'sc wird in der ventralen
Halfte dedB in den Zellreihen 10 -18
exprimiert (gelbe Umrandung). A" ac
wird in dem 10-12 Zellen
umfassenden Zellcluster exprimiert,
aus dem die PKNBen delaminieren
(gelbe Umrandung, Zellreihen 11-16).
A”" sc wird wie ac in den Zellreihen
11-16 exprimiert (gelbe Umrandung)
B PKZSB1 und PKZSB4, die aus der
Markierung zweier benachbarter NE-
Zellen hervorgegangen sind. C Der
PKZSB3 (magenta) und ein weiterer
protocerebraler ZSB (grin), die aus
der Markierung zweier benachbarter
oB Zellen (Inlay) mit zwei
verschiedenfarbigen, lipophilen
Fluoreszenzfarbstoffen (CM-Dil bzw.
DiD) resultierten. Abklrzungen: I'sc:
lethal of scute; ac: achaete; sc: scute;
PKNB: Pilzkdrperneuroblast; ML:
Mittellinie
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3.2.4 Jeder Pilzkdrperneuroblast exprimiert eine individuelle Kombination

von Transkriptionsfaktoren

In vorherigen Arbeiten konnten alle Gehirnneuroblasten ab dem Zeitpunkt ihrer
Entstehung im spaten St.8 bis ins St.11 identifiziert und molekular charakterisiert werden
(Urbach et al., 2003; Urbach and Technau, 2003b). Diese Arbeiten zeigten, dass jeder
Gehirnneuroblast zu einem bestimmten Zeitpunkt an einem definierten Ort entsteht und
eine einzigartige Kombination von molekularen Markern exprimiert, durch die sich jeder
NB individuell von allen anderen NBen unterscheidet. Diese Eigenschaften implizieren,
dass jeder Gehirnneuroblast eine individuelle ldentitat besitzt. Dennoch war bislang die
Identitéat der vier PKNBen innerhalb der etablierten Neuroblastenkarte noch unklar. Um
nun eine Zuordnung der PKNBen zu der damals erstellten Neuroblastenkarte
durchzufihren, wurden Markergene verwendet, die spezifisch in den vier PKNBen des
St.17 Embryos exprimiert werden (dachshund (dac), (ey), seven up-LacZ (svp-lacZ)
(Kurusu et al., 2000; Noveen et al., 2000) und Drosophila retinal homeobox (Drx) (Kunz et
al.,, 2012). Sehr hilfreich fur dieses Vorhaben war aul3erdem die Beobachtung, dass
PKNBen in den Embryonalstadien 13-17 grof3er sind als andere Gehirnneuroblasten, und
dass sich ihre relative Lage sowohl zueinander als auch in Relation zu den anderen
Gehirnneuroblasten nicht verandert (Abb. 12 D-I). Durch Verwendung der eben genannten
molekularen Markern und morphologischen Kriterien konnten die vier PKNBen, trotz der
wahrend der Embryonalentwicklung stattfindenden morphogenetischen Verlagerungen
des procephalen NE (Schmidt-Ott and Martin Technau, 1994), von ihrer Position im St.17
(dorsoposteriores Protocerebrum) bis hin zu den frihen Embryonalstadien zurtickverfolgt
und dadurch der Neuroblastenkarte zugeordnet werden (Abb. 12 A, D, G). Demnach
entsprechen die PKNBen1,2,3 und 4, in dieser Reihenfolge, den NBen Pcv9, Pcd4, Pcd9
und Pcd2 (Abb. 12 A-J).
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Abb. 12 Ey, Dac und Drx Expression erlauben das Ansprechen der PKNBen im Verlauf
der Embryonalenwicklung

A,D,G Linke Seite der Abbildungen: Dorsalansicht auf Kopf und Gehirn (hellgrau in D, G) in
verschiedenen Entwicklungsstadien. Die Schemata zeigen die Rotation der PKNBen (PKNB1:
gelb; PKNB2: blau; PKNB3: rot und PKNB4: lila) im Verlauf der Embryonalentwicklung, welche
sie von ihrem Entstehungsort in 6B bis ins dorsoposteriore Protocerebrum im St.17 verlagert.
Die rot umrandeten Bereiche deuten die in (B-1) gezeigten Regionen an. Rechte Seite der
Abbildungen: Zusammenfassung der Genexpression der einzelnen PKNBen im gezeigten
Stadium.

B,E,H Rekonstruktion konfokalmikroskopischer LSM Aufnahmen von Antikorperfarbungen
gegen Ey, Dac und svp-LacZ oder C,F,l Ey, Dac und Drx. B Frihes St.11. svp-LacZ wird von
allen 4 PKNBen exprimiert. Ey Expression findet sich nur in den PKNBen 1 und 4. Dac wird in
den PKNBen1-3, aber nicht in PKNB4 exprimiert. C Spéates St.11. Drx wird in den PKNBen1,2,4
aber nicht in PKNB3 exprimiert. E Frihes St.13. svp-LacZ wird in allen 4 PKNBen exprimiert.
Dac-Expression findet sich nur in den PKNBen1-3 und Ey Expression beginnt nun auch in den
PKBNen2 und 3 F Spates St.13. Drx Expression findet sich nun in allen 4 PKNBen. Die
PKNBen werden anhand ihrer Position und GroR3e identifizierbar. H,| Die PKNBen haben ihre
finale Position im dorsoposterioren Protocerebrum erreicht. Die Markergenexpression (svp-
Lacz, Ey, Dac, Drx) hat sich seit dem spaten St.13 nicht verdndert. J Schematische
Darstellung von Filetpraparationen in den Stadien 9 bzw. 11. Gezeigt sind die im jeweiligen
Stadium delaminierten NBen. Die PKNBen sind farbig gekennzeichnet. (Pcv9=PKNB1: gelb;
Pcd4=PKNB2: blau; Pcd9=PKNB3: rot; Pcd2=PKNB4: lila). Inlay oben rechts: schematische
Darstellung der Vorgehensweise bei einer Filetpraparation in frihen Embryonalstadien. Der
Embryo wird an der dorsalen Mittellinie aufgetrennt und die beiden Kopfhéalften werden
heruntergeklappt. Nach Entfernung des Dotters ermdglicht diese Art der Praparation eine
optimale Sicht auf das NE und die darunter liegenden NBen.
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3.2.5 Die Zellstammbaume der vier Pilzkérperneuroblasten

Es zeigte sich, dass die Dil-markierten ZSBe der vier PKNBen nicht nur aus den, den
Pedunkel und die Loben konstituierendenen, y-Neuronen bestehen, sondern, dass neben
diesen auch Neurone markiert wurden, die eine andere Morphologie aufweisen. So finden
sich bei allen vier PKZSBen Neurone, die nicht zum Aufbau des Pilzkérpers beitragen
(nicht-intrinsische  Pilzkdrperneuroblasten-Neurone = ni-Neurone), sondern in die
contralaterale Hemisphare bzw. bis ins VNS projizieren (siehe 3.2.5.1-3.2.5.4). Neben
diesem Zelltyp findet man, jedoch nur bei den Nachkommenzellen des PKZSB1, einen
weiteren Zelltyp, dessen Axone zwar durch den Pedunkel verlaufen, die dann aber nicht
die Loben innervieren, sondern den Pedunkel im Bereich des Spur verlassen und in einen
Bereich ventral des Pedunkels projizieren (siehe 3.2.5.1). Da diese Zellen also nicht zum
Aufbau der Loben beitragen, wurden sie als nicht-intrinsische-Typ2-Neurone bezeichnet
(ni-Typ2-Neurone). Durch Verwendung von OK107>CD8::GFP Embryonen zeigte sich
aul3erdem, dass man in ni-Neuronen keine Kolokalisation von Dil und GFP erkennt und
dass sie somit (zumindest im spaten Embryo/friihen L1) kein Ey exprimieren. Ni-Neurone
unterscheiden sich also sowohl morphologisch als auch bezlglich ihrer Genexpression
von y-Neuronen. Vergleicht man die Projektionsmuster der ni-Neurone der vier PKZSBe,
so fallt auf, dass jeder der ZSBe ni-Neurone mit unterschiedlichen Projektionsmustern
hervorbringt. Die PKZSBe lassen sich demnach anhand der axonalen Verlaufe ihrer ni-
Neurone morphologisch voneinander unterscheiden. Im Gegensatz dazu weisen die
ausdifferenzierten y-Neurone der vier PKZSBe keine zellstammbaumspezifischen,
offensichtlichen morphologischen Besonderheiten auf (Abb. 20 A2-D2"). In einer weiteren
Serie von Dil-Markierungsexperimenten in Embryonen, die GFP unter der Kontrolle des
glia-spezifischen reversed polarity-Enhancers (repo) exprimieren, konnte Frau K. Kraft
dariber hinaus zeigen, dass PKNBen wahrend der Embryonalentwicklung keine Gliazellen
hervorbringen (Kunz et al., 2012). Dies stellt mdglicherweise einen Unterschied zur
Postembryonalentwicklung der Pilzkdrper dar, da tUber die postembryonale Generierung
von Gliazellen durch die PKNBen bisher widerspriichliche Ergebnisse publiziert wurden
(Ito et al.,, 1997; Lai and Lee, 2006). Durch die Mdglichkeit PKZSBe anhand ihrer
Morphologie individuell ansprechen zu kénnen, konnte die Lage der einzelnen PKZSBe
innerhalb der spatembryonalen/friihlarvalen Pilzkérperanlage untersucht werden. Es stellte
sich heraus, dass jeder PKNB und seine Nachkommenzellen einen ihnen jeweils eigenen
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Bereich innerhalb der Pilzkérperanlage besetzen (Tabelle 1). So bilden die Zellkérper der
PKNB1-Nachkommenzellen bzw. die des PKNB3 jeweils den medialen bzw. lateralen
Bereich des Pilzkorpers. Zwischen diesen beiden Zellclustern liegen an intermediérer
Position die Nachkommenzellen des PKNB2. PKNB4-Nachkommenzellen liegen im
Bereich anterior der eben genannten drei PKZSBe (Abb. 13 A-A™).

ﬂ(. PKNB 1 Kx )
@“‘f ? (( (

PKNB &
f‘-_

Abb. 13 Jeder PKZSB besetzt einen ihm eigenen Bereich innerhalb des Pilzkérpers

A-A"" Amira-Rekonstruktion des pilzkdrperspezifischen OK107 Expressionsmusters in einer
fruhen L1 Larve. Gezeigt ist die Lage der 4 PKNBen und ihrer y-Neurone innerhalb des
Pilzkdrperkortex (Kx). Man erkennt, dass jeder PKNB und seine y-Neurone einen ihnen
eigenen Bereich innerhalb des Pilzkdrperkortex besetzen. A Dorsalansicht auf die beiden
Pilzkdrper eines Gehirns. Links sind nur die PKNBen eingezeichnet (PKNB1: gelb; PKNB2:
blau; PKNB3: rot; PKNB4: lila), rechts sind die PKNBen und die Bereiche im Kx, die von ihren
y-Neuronen besetzt werden, eingezeichnet (jeweils in der gleichen Farbe, wie der PKNB von
dem sie abstammen). A" Ansicht von posterior auf den Kx. A”" Ansicht von lateral auf den
Pilzkdrper. Abkirzungen PKNB1-4: Pilzkdrperneuroblast 1-4; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA:
lateraler Appendix; Lj: Lobe-junction; vL: vertikaler Lobus; mL: medialer Lobus; Kx:
Pilzkdrperkortex; p: posterior; d: dorsal; m: medial; I: lateral
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3.2.5.1 Der Pilzk6rperzellstammbaum 1

PKZSB1 bildet mit seinen Zellen den medialen Bereich des Pilzkdrpers (Abb. 13 A-A™). Er
besteht im St.17 aus insgesamt 34,7 + 3,6 Zellen (n=14). Die Markierungen in
OK107>CD8::GFP zeigten, dass sich diese Gesamtzellzahl im St.17 aus 22,6 + 4,1 y-
Neuronen, 4,0 £ 1 ni-Typ2-Neuronen und 8,1 £+ 1,5 ni-Neuronen zusammensetzt (Abb. 14
A-A""; fur Zellzahlen L1 siehe Tabelle 1). Die ni-Neurone des PKZSB1 bilden zwei
Faszikel. Eines projiziert durch den posterioren Bereich der préaoralen Gehirnkommissur in
die contralaterale Gehirnhemisphére und endet dort im posteromedialen Neuropil (Abb. 14
A-B). Das andere Faszikel verbleibt ipsilateral und endet ventral im anteromedialen
Neuropil, wahrscheinlich im Bereich des Deutocerebrum (Abb. 14 A-B). Die ni-Typ2-
Neurone bilden Neuriten aus, die sich in etwa auf Hohe der Calyx in zwei Aste aufgabeln.
Einer der Aste projiziert nach ventromedial und endet im ventralen Bereich des
posteromedialen Neuropil der ipsilateralen Hemisphére (Abb. 14 A-C). Der zweite Ast
projiziert durch den Pedunkel, innerviert dann jedoch nicht die Loben, sondern verlasst
den Pedunkel im Bereich des Spur und endet, ahnlich dem ersten Ast, in einem ventral
gelegenen Bereich des posteromedialen, ipsilateralen Neuropil (Abb. 14 A-C). Es ist
auffallig, dass die beiden Regionen, die von den Neuriten der ni-Typ2-Neurone innerviert
werden, sehr nahe beieinander liegen (Abb. 14 C’"). Zusammengenommen stellen ni-
Typ2-Neurone von ihrer Morphologie her einen Zwischentyp zwischen y-Neuronen und ni-

Neuronen dar.
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Abb. 14 Der Pilzkérperzellstammbaum 1

A Dil Markierung des PKZSB1 in OK107>CD8::GFP. St.17 Embryo. Ansicht von dorsal. Man
sieht den GFP/Dil positiven PKNB1 (i) und die darunterliegenden GFP/Dil positiven y-
Neurone und ni-Typ2-Neurone (weil3). Unterhalb der y- und ni-Typ2-Neurone befinden sich die
Dil positiven/GFP negativen ni-Neurone (magenta, gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen
y-/ni-Typ2- und ni-Neuronen an). Die ni-Neurone des PKZSB1 bilden zwei Faszikel, wovon
eines ( ) durch den posterioren Bereich der Gehirnkommissur projiziert und im
posteromedialen Neuropil endet ( ). Das zweite Faszikel verbleibt im ipsilateralen Neuropil
und endet im ventralen Bereich des anteromedialen Neuropil (#). Die ni-Typ2-Neurone des
PKZSB1 bilden zwei Aste aus ( und »). projiziert nach medial und ventral und endet im
ventralen Bereich des posteromedialen Neuropil in der ipsilateralen Hemisphéare. B projiziert
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durch den Pedunkel, verlasst diesen im Bereich des Spur und innerviert einen ventral
gelegenen Bereich im posteromedialen ipsilateralen Neuropil in der N&ahe der von
innervierten Region. A" Dil-Markierung des in (A) gezeigten PKZSB1 ohne GFP. Inlay: GFP
Expression im Bereich des Pilzkérperneuropil. Man sieht, dass die Faszikel der ni-Typ2-
Neurone (! —=,P) GFP-positiv sind. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A).
A" Zeichnung der GFP Expression der Pilzkérper (grau) und des in (A) gezeigten PKZSB1.
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). B 3D Amira Rekonstruktion eines
frihen L1 PKZSB1 (magenta) und der Pilzkdrper (grun). Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (A). C-C”" Dil-Markierung des PKZSB1 im spaten St.17. Symbole verweisen
auf die gleichen Strukturen wie in (A). C Ansicht von Lateral. Man sieht den Verlauf der beiden
Aste der ni-Typ2-Neurone ( und ). C° Eine im Vergleich zu (C) um 20° nach rechts
gedrehte Ansicht. C*° Eine im Vergleich zu (C) um 40° nach rechts gedrehte Ansicht. Man
sieht, wie die beiden Aste im ventralen Bereich des posteromedialen, ipsilateralen Neuropil
enden ( bzw. € ). Abkiirzungen Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA: lateraler Appendix; mL:
medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus; p: posterior; a: anterior; d: dorsal; v: ventral; m: medial

3.2.5.2 Der Pilzk6rperzellstammbaum 2

PKZSB2 bildet mit seinen Zellen den intermediaren Bereich des Pilzkdrpers (Abb. 13 A-
A). Im St.17 besteht er aus insgesamt 32,9 £ 3,7 Zellen (n=8). Durch die Markierungen in
OK107>UAS-CD8::GFP wird deutlich, dass sich diese Gesamtzellzahl aus 17,6 + 2,7 y-
Neuronen und 15,3 £ 3,7 ni-Neuronen zusammensetzt (fir Zellzahlen L1 siehe Tabelle 1).
Vergleicht man die Anzahl der ni-Neurone der vier PKNBen, so erkennt man, dass PKNB2
die Gro3te Anzahl von ni-Neuronen hervorbringt (Tabelle 1). Die ni-Neurone dieses ZSB
bilden drei Faszikel. Zwei der Faszikel projizieren in die contralaterale Gehirnhemisphare
(Abb. 15 A-A”, C, C"); eines der beiden verlauft durch den posterioren Bereich der
praoralen Gehirnkommissur und endet im posteromedialen Neuropil, posterior des
medialen Pilzkorperlobus. Das andere Faszikel verlauft durch den intermediaren Bereich
der Gehirnkommissur und gabelt sich im contralateralen Neuropil ventral des medialen
Lobus in einen anterioren und einen posterioren Ast auf. Der posteriore Ast kontaktiert den
medialen Lobus durch boutonartige Strukturen, wahrend der anteriore Ast, ebenfalls durch
boutonartige Strukturen, Kontakt zum lateralen Appendix des contralateralen Pilzkdrpers
aufnimmt (Abb. 15 C’). Das dritte Faszikel deszendiert ipsilateral in das ventrale
Nervensystem (VNS) (Abb. 15 A-C), verlauft weit medial im Konnektiv und endet bereits in
der L1 im Neuropil des terminalen abdominalen Neuromer (Abb. 15 B). PKNB2 bildet
somit ni-Neurone, die sowohl das Gehirn mit den abdominalen Neuromeren verbinden, als

auch ni-Neurone, die die Pilzkorper der contralateralen Hemisphéare kontaktieren.
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Abb. 15 Der Pilzkérperzellstammbaum 2

A Dil-Markierung des PKZSB2 in OK107>CD8::GFP. St.17 Embryo. Ansicht von dorsal. Man
sieht den GFP/Dil positiven PKNB2 (i) und die darunterliegenden GFP/Dil positiven y-
Neurone. Unterhalb der y-Neurone befinden sich die Dil positiven/GFP negativen ni-Neurone
(magenta, gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen y- und ni-Neuronen an). Die ni-Neurone
des PKZSB2 bilden 3 Faszikel, wovon 2 contralateral durch die Gehirnkommissur projizieren (
» und ). B verlauft durch den posterioren Bereich der Kommissur und endet im
posteromedialen, contralateralen Neuropil, posterior des medialen Pilzkérperlobus ().

verlauft durch den intermediaren Bereich der Gehirnkommissur und gabelt sich ventral des
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medialen Lobus in einen anterioren (siehe (A",A”", C, C")) und einen posterioren ( ) Ast
auf. Das dritte Faszikel (P ) deszendiert ins VNS. A" Dil-Markierung des in (A) gezeigten
PKZSB2 ohne GFP. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Zuséatzlich sieht
man in dieser Ansicht auch den anterioren Ast ( ) von . A”" Zeichnung der GFP
Expression der Pilzkdrper (grau) und des in (A) gezeigten PKZSB2. Symbole verweisen auf die
gleichen Strukturen wie in (A"). B Rekonstruktion konfokalmikroskopischer LSM Aufnahmen
des ventralen Nervensystems (VNS). Man sieht den Verlauf des ipsilateralen, deszendierenden
Faszikels (P) im Neuropil des VNS und wie es im terminalen abdominalen Neuromer endet (
). C 3D Amira Rekonstruktion eines friihen L1 PKZSB2 (magenta) und der Pilzkérper (grin).
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A”). C” Ventrale Detailansicht des in (C)
umrahmten Bereiches der Region des contralateralen Pilzkdrperneuropil. Man sieht, wie
neuritische Endigungen des anterioren Astes ( ) boutonartige Strukturen im Bereich des
lateralen Appendix bilden ( ) und wie eine neuritische Endigung des posterioren Astes (

) mit ihren boutonartigen Strukturen den medialen Lobus kontaktiert ( ). Abklrzungen Pe:
Pedunkel; Sp: Spur; IA: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus; VNS:
ventrales Nervensystem; p: posterior; a: anterior; d: dorsal; v: ventral; m: medial

3.2.5.3 Der Pilzkérperzellstammbaum 3

PKZSB3 bildet den lateralen Bereich des Pilzkérpers (Abb. 13 A-A”"). Seine
Gesamtzellzahl im St.17 betragt 29,2 + 1,9 Zellen (n=6). Markierungen in
OK107>CD8::GFP zeigten, dass sich diese Gesamtzellzahl aus 18,3 + 1 y-Neuronen und
10,8 £ 1,0 ni-Neuronen zusammensetzt (fur Zellzahlen L1 siehe Tabelle 1). PKNB3 bringt
somit die geringste Anzahl an Zellen hervor. Der Unterschied in der Zellzahl, verglichen
mit den drei anderen PKZSBen, ist bedingt durch die geringe Zahl an y-Neuronen, die der
PKZSB3 enthalt (Tabelle 1). Die ni-Neurone bilden vier contralateral projizierende
Faszikel, von denen eines durch den posterioren Bereich der praoralen Gehirnkommisssur
projiziert. In seinem weiteren Verlauf im contralateralen Neuropil projiziert das Faszikel
durch den Bereich zwischen vertikalem Lobus und Pedunkel, bevor es im posterolateralen
Neuropil endet (Abb. 16 A-B"). Zwei der Faszikel der ni-Neurone verlaufen durch den
intermediaren Bereich der Gehirnkommissur. Eines der beiden projiziert nach Eintritt ins
contralaterale Neuropil dorsal am medialen Lobus vorbei nach posterior und endet im
dorsalen Bereich des posteromedialen Neuropil (Abb. 16 A-B"). Das andere der
intermediar durch die Kommissur projizierenden Faszikel endet im Bereich ventral des
Spur und bildet boutonartige Strukturen auf der Oberflache des medialen Lobus aus (Abb.
16 A-B’). Das vierte Faszikel verlauft in engem Kontakt mit dem Bereich der Lobe-junction
des ipsilateralen Pilzkérpers (Abb. 16 B™), projiziert weiter durch den anterioren Bereich
der Gehirnkommissur (Abb. 16 A-B") und endet im contralateralen Neuropil ventral der
Region des lateralen Appendix, wobei ein Auslaufer den Bereich der Lobe-junction mit
einer boutonartigen Struktur kontaktiert (Abb. 16 B").
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Abb. 16 Der Pilzkérperzellstammbaum 3

A Dil-Markierung des PKZSB3 in OK107>CD8::GFP. St.17 Embryo. Ansicht von dorsal. Man
sieht den GFP/Dil positiven PKNB3 () und die darunterliegenden GFP/Dil positiven y-
Neurone. Unterhalb der y-Neurone befinden sich die Dil positiven/GFP negativen ni-Neurone
(magenta, gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen y- und ni-Neuronen an). Die ni-Neurone
bilden 4 contralateral projizierende Faszikel (&, b, und B ). B verlauft durch den
posterioren Bereich der Kommissur, projiziert im contralateralen Neuropil durch den Bereich
zwischen vertikalem Lobus und Pedunkel und endet im posterolateralen Neuropil (). » und

verlaufen durch den intermediaren Bereich der Kommissur. B verlauft nach Austritt aus der
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Kommissur nach posterior und endet im dorsalen Bereich des posteromedialen Neuropil ().

projiziert in einen Bereich ventral des Spur. B verlauft durch den anterioren Bereich der
Kommissur und projiziert in einen Bereich ventral des lateralen Appendix. A" Dil-Markierung
des in (A) gezeigten PKZSB3 ohne GFP. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in
(A). Zusatzlich sieht man in dieser Ansicht auch das Ende ( ) des Faszikels und das
Ende () des Faszikels B. A" Zeichnung der GFP Expression der Pilzkérper (grau) und des
in (A) gezeigten PKZSB3. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). B 3D
Amira Rekonstruktion eines frihen L1 PKZSB3 (magenta) und der Pilzkérper (grin). Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A"). Zuséatzlich sieht man in dieser Ansicht den
Kontakt des Faszikels mit dem proximalen Bereich des contralateralen, medialen
Pilzkorperlobus in Form von boutonartigen Strukturen (=1) B” Ventrale Detailansicht des in (C)
umrahmten Bereiches der Region des contralateralen Pilzkdrperneuropil. Gezeigt ist der
Kontakt des Faszikel mit dem proximalen Bereich des medialen Pilzkdéperlobus (*1) und der
Kontakt des Faszikel B mit der contralateralen Lobe-junction (%). B”" Detailansicht des in (C)
umrahmten Bereiches der Region der ipsilateralen PK Loben. Das Faszikel B verlauft in sehr
engem Kontakt (%) mit der ipsilateralen Lobe-junction. Abkiirzungen Pe: Pedunkel; Sp: Spur;
IA: lateraler Appendix; Lj: Lobe-junction; mL: medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus; p: posterior;
d: dorsal; v: ventral; m: medial

3.2.5.4 Der Pilzkorperzellstammbaum 4

PKZSB4 bildet mit seinen Nachkommenzellen den anterodorsalen Bereich des
Pilzkorperkortex (Abb. 13 A-A™). Im St.17 betragt seine Gesamtzellzahl 44,6 + 6,0 Zellen
(n=8). Dil-Markierungen in OK107>CD8::GFP Embryonen zeigen, dass sich diese
Gesamtzellzahl aus 35,9 £ 6,1 y-Neuronen und 8,8 + 1,8 ni-Neuronen zusammensetzt (flr
Zellzahlen L1 siehe Tabelle 1). PKNB4 bildet also den gréRten der vier
Pilzkorperzellstammb&ume. Dies ist bedingt durch die deutlich groRere Zahl an y-
Neuronen, die dieser ZSB im Vergleich zu den drei anderen ausbildet (Tabelle 1). Seine
ni-Neurone bilden vier Faszikel aus. Eines verbleibt ipsilateral, projiziert ventral am
medialen Lobus des ipsilateralen Pilzkérper vorbei und endet danach ventral im
anteromedialen Neuropil der ipsilateralen Hemisphére, in einer Region, die wahrscheinlich
dem Deutocerebrum zuzuordnen ist (Abb. 17 A-A""). Die drei anderen Faszikel projizieren
contralateral. Das erste verlauft posterior durch die Gehirnkommissur und endet posterior
des medialen Pilzkdrperlobus im posteromedialen Bereich des Gehirnneuropil (Abb. 17 A-
B’). Die beiden anderen Faszikel verlaufen durch den intermediaren Bereich der
Kommissur. Eines der beiden verlauft ventral des medialen Lobus (Abb. 17 A-B") und
kontaktiert den Bereich der Lobe-junction des contralateralen Pilzkdrpers mit
boutonartigen Verdickungen (Abb. 17 B"). Das andere verlauft anterior des medialen
Lobus und innerviert eine Region anterior des lateralen Appendix (Abb. 17 A-B”), wobei es
mit einem Auslaufer auch Kontakt zu diesem aufnimmt (Abb. 17 B").
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Abb. 17 Der Pilzkérperzellstammbaum 4

A Dil Markierung des PKZSB4 in OK107>CD8::GFP. St.17 Embryo. Ansicht von dorsal. Man
sieht den GFP/Dil positiven PKNB4 (i) und die darunterliegenden GFP/Dil positiven y-
Neurone. Unterhalb der y-Neurone befinden sich die Dil positiven/GFP negativen ni-Neurone
(magenta, gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen y- und ni-Neuronen an). Die ni-Neurone
bilden 3 contralateral projizierende Faszikel (»,B und ) und ein im ipsilateralen Neuropil
verbleibendes Faszikel (#). P projiziert durch den posterioren Bereich der Kommissur und
endet posterior des medialen Pilzkdrperlobus im posteromedialen Bereich des Gehirnneuropil (
).» verlauft durch den intermediaren Bereich der Gehirnkommissur und endet ventral des
medialen Pilzkorperlobus (). projiziert ebenfalls durch den intermediaren Bereich der
Gehirnkommissur, verlauft anterior des medialen Lobus und endet im Bereich anterior des
lateralen Appendix ( ). B verbleibt im ipsilateralen Neuropil, wobei es ventral des medialen
Lobus verlauft und im anteromedialen Neuropil der ipsilateralen Hemisphéare, wahrscheinlich
im Deutocerebrum, endet (). A" Dil-Markierung des in (A) gezeigten PKZSB4 ohne GFP.
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). A”" Zeichnung der GFP Expression
der Pilzkérper (grau) und des in (A) gezeigten PKZSB4. Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (A). B 3D Amira Rekonstruktion eines friihen L1 PKZSB4 (magenta) und der
Pilzkérper (grun). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). B” Ventrale
Detailansicht des in (B) wumrahmten Bereiches der Region des contralateralen
Pilzkdrperneuropil. Man sieht, wie neuritische Endigungen des Faszikels » den Bereich der
Lobe-junction des contralateralen Pilzkérpers kontaktieren (%) und wie das Faszikel den
lateralen Appendix kontaktiert (=:). Abklrzungen Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA: lateraler
Appendix; Lj: Lobe-junction; mL: medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus; p: posterior; d: dorsal;
v: ventral; m: medial

80



Ergebnisse

ni-Neuronen
Stadium 17 frithes L1 (1-3 Std. nach Schlupf) .
Faszikel

PKNB | Zell- ni- y- ni-Typ2-| Zell- ni- Y- ni-Typ2-| contra- ipsi- Position NB und |Delaminations-

zahl |[Neurone|Neurone|Neurone| zahl |Neurone|Neurone[Neurone| lateral | lateral |Nachkommenzellen| zeitpunkt des

in der PK-Anlage NB

PKNB1 (34,7%| 81% 226 % 40+ | 423%|7,3+1,5| 31,0 |[40%1,0 1 1 medial spéates St.8
(Pcv9) 3,6 1,5 41 1,0 7,5 17,2 (DC?)

(n=14) (n=3)
PKNB2 [329%| 153+ | 176 = 393+ 1356+ | 258+% = 2 1 intermediar spates St.8
(Pcdd) | 3,7 3,7 2,7 2,7 1,0 33 (VNS)

(n=8) (n=6)
PKNB3 (29,2%| 10,8+ | 18,3 % = 36,2+ | 10,5+ [25,7+1,4 = 4 = lateral spéates St.8
(Pcd9) 1,9 1,0 1,0 1,9 1,9

(n=6) (n=6)
PKNB4 (44,6 | 8,8+ 359+ = 48,0 |70+ 0,0 41,0 % = 3 1 anterior spates St.8
(Pcd2) 6,0 1,8 6,1 1,7 1,7 (DC?)

(n=8) (n=3)

Tabelle 1 Statistiken Uber Pilzkdrperzellstammbé&ume im St.17 und L1
Abkirzungen: DC: Deutocerebrum; VNS: ventrales Nervensystem

3.2.6 PKNBen bringen verschiedene Neuronentypen in

aufeinanderfolgenden Zeitfenstern hervor

Vergleicht man die Lage der von den PKNBen hervorgebrachten Neurone (y-Neurone, ni-
Typ2-Neurone (im Falle von PKNB1) und ni-Neurone) innerhalb des Kortex, so féllt einem
ihre Schichtung von apikal (y-Neurone) nach basal (ni-Neurone) auf. Im Falle des PKZSB1
liegen seine ni-Typ2-Neurone zwischen y- und ni-Neuronen. Fur das embryonale VNS
wurden solche Schichtungen in Zusammenhang mit der zeitlichen Abfolge der Entstehung
von Zellen aufgezeigt (Isshiki et al., 2001; Kambadur et al., 1998; Pearson and Doe,
2003). Um zu untersuchen, ob die PKNBen die erwahnten Neuronentypen in
aufeinanderfolgenden Zeitfenstern hervorbringen, was die zu beobachtende Schichtung
erklaren wurde, wurden Ablationsexperimente unternommen. Hierbei wurde, nach
erfolgter Dil-Markierung (in OK107>CD8::GFP), eine Ablation des durch seine GroéRRe
eindeutig zu erkennenden PKNB in den St.11-14 durchgefiihrt. Im St.17 wurde dann der
ZSB auf das Vorhandensein und die Anzahl der unterschiedlichen Zelltypen hin untersucht
(Abb. 18 E). Auf diese Weise konnte ermittelt werden, wie viele Zellen von welchem

Zelltyp von dem PKNB bis zu seiner Ablation gebildet worden waren. Ablationen in den
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PKNBen, die nur y- und ni-Neurone hervorbringen (PKNB2-4), ergaben, dass im Falle des
PKNB2 Ablationen im St.13 oder spater (n=4) zu einer wildtypischen Anzahl von ni-
Neuronen, jedoch zu einer stark reduzieren Anzahl von y-Neuronen fihrten (Abb. 18 C,
C"). Ablationen im St.12 (n=3) ergaben, dass nun keine y-Neurone mehr vorhanden waren
und zusatzlich die Zahl der noch vorhandenen ni-Neurone reduziert war. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass der PKNB2 im St.13 von der Produktion von ni-
Neuronen auf die Produktion von y-Neuronen umschaltet (Abb. 18 G). Ahnliche
Ergebnisse wurden fiir die Ablationen von PKNB3 (n=3; Abb. 18 D, D) und PKNB4 (n=3;
Abb. 18 B, B") erhalten. Diese ZSBe schalten jedoch bereits friher von der Produktion von
ni-Neuronen auf die Produktion von y-Neuronen um. So bildet PKNB3 im St.12 die ersten
y-Neurone und PKNB4 bereits ab St.11 (Abb. 18 G). Die Ablationsergebnisse fir PKNB1
(n=6) (Abb. 18 A, A") ergaben, dass dieser bis ins St.11 ni-Neurone bildet, dann bis ins
St.12 ni-Typ2-Neurone produziert und danach mit der Bildung von y-Neuronen beginnt
(Abb. 18 G). Durch die erfolgten Ablationen konnte auch auf die Anzahl der vorhandenen
ni-Typ2-Neurone geschlossen werden. Demnach bildet PKNB1 ca. vier ni-Typ2-Neurone
(Tabelle 1). Es zeigte sich also bei allen vier PKNBen, dass sie nach ihrer Delamination
zuerst eine Population von Neuronen hervorbringen, die nicht unmittelbar am Aufbau des
Pilzkorpers beteiligt sind (ni-Neurone) und erst danach (ausgenommen ist der PKNB1, der
nach den ni-Neuronen noch ni-Typ2-Neurone bildet), in den St. 11-13 (abhangig vom
jeweiligen PKNB), die ersten y-Neurone generieren. Um diese Ergebnisse weiter zu
untermauern, wurden auch Ablationen der frihen Nachkommenzellen (Abb. 18 F) von
PKNB1 (n=2; Abb. 18 A, A”") und PKNB4 (n=2; Abb. 18 B, B"") im St. 12 durchgeflihrt. Die
Resultate dieser Ablationen waren konsistent mit der soeben beschriebenen
Geburtenreihenfolge der verschiedenen Zelltypen. Die Ablationen der frihen
Nachkommenzellen fuhrten zu St.17 PKZSBen mit fehlenden oder in ihrer Anzahl stark
verringerten ni- bzw. ni-Typ2-Neuronen. Die Anzahl der y-Neurone war hingegen nicht

reduziert.
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Abb. 18 Ablation von PKNBen und frihen Nachkommenzellen

A-D” Die PKZSBel-4 im St.17 in OK107>CD8::GFP. Ansicht von anterodorsal (Kérperachse).
Die Inlays oben links zeigen jeweils ein Schema des gezeigten PKZSB. A PKZSB1 unablatiert.
Man sieht die beiden Faszikel der ni-Neurone ( und P ) und die beiden Aste der
bifurkierenden ni-Typ2-Neurone ( und ). Pedunkel und Loben werden von den y-Neuronen
(weiB) innerviert. A PKZSB1, bei dem im fruhen St.12 der NB ablatiert wurde. Der ZSB zeigt
sowohl alle ni-Neuronen-Faszikel ( und P) als auch die beiden Aste der bifurkierenden ni-
Typ2-Neurone ( und ). PKNB1 hat vor seiner Ablation keine y-Neurone gebildet (keine
Dil-positiven Axone im Bereich der Loben). A”" PKZSB1, bei dem im St.12 die frihen
Tochterzellen ablatiert wurden. Der ZSB zeigt keine ni-Neuronen Faszikel mehr. Man erkennt
jedoch noch die beiden Aste der bifurkierenden ni-Typ2-Neurone ( und ), die von einem
nicht ablatierten ni-Typ2-Neuron stammen (). Der ZSB weist die volle Anzahl an y-Neuronen
auf (weil3), die den Pedunkel und die Loben innervieren. B PKZSB4 unablatiert. Man sieht die
4 Faszikel der ni-Neurone (&, B>, und P). Die y-Neurone (weil3) innervieren den Pedunkel.
B” PKZSB4, bei dem im frihen St.11 der NB ablatiert wurde. Der ZSB zeigt alle ni-Neuronen-
Faszikel (P, P>, und P), weist jedoch keine y-Neurone auf. B”" PKZSB4, bei dem im St.12
die friihen Tochterzellen ablatiert wurden. Der ZSB zeigt nur noch wenige ni-Neurone ( )
und nur noch eines der 4 ni-Neuronen Faszikel (). Die Anzahl der y-Neurone (weil3) wurde
durch die Ablation nicht beeintrachtigt. C PKZSB2 unablatiert. Man sieht die 3 Faszikel der ni-
Neurone (P, und P ) und die Innervation des Pedunkels und der Loben durch die y-
Neurone (wei3) C° PKZSB2, bei dem im St.13 der NB ablatiert wurde. Der ZSB zeiqgt alle ni-
Neuronen-Faszikel (P, und P), weist jedoch nur noch ein einziges y-Neuron ( ) auf. D
PKZSB3 unablatiert. Man sieht die 4 Faszikel der ni-Neurone (P&, B, und ) und die
Innervation des Pedunkels und des vertikalen Lobus durch die y-Neurone (weilR). D° PKZSB3,
bei dem im frihen St.13 der NB ablatiert wurde. Der ZSB zeigt alle ni-Neuronen-Faszikel (P,
>, und P), weist jedoch nur noch ein einziges y-Neuron ( ) auf. E Schematische
Darstellung der Ablation von PKNBen. Nach der Ablation des PKNB verbleiben nur noch die
Zellen, die der NB bis zum Zeitpunkt seiner Ablation gebildet hat. Oben: Ablation des PKNB1
im friithen St.12. Der resultierende PKZSB1 im St.17 enth&lt nur noch ni-Neurone und ni-Typ2-
Neurone. Unten: Ablation des PKNB4 (im St.11), PKNB3 (im frihen St. 13) und PKNB2 (im
St.13). Ablatiert man den PKNB4,3 bzw. 2 zu den angegebenen Stadien, so enthalt der
resultierende ZSB im St.17 nur noch ni-Neurone und keine (oder nur sehr wenige) y-Neurone.
F Ablation der frihen Nachkommenzellen des PKNBenl (oben) und PKNBen4 (unten) im St.12.
Die resultierenden ZSBe beinhalten die volle Anzahl an y-Neuronen. Im Falle des PKNB1
findet man keine ni-Neurone und eine verminderte Anzahl an ni-Typ2-Neuronen. Im Falle des
PKNB4 fehlt der gréBte Teil der ni-Neurone. G Schematische Darstellung der zeitlichen
Entstehung der verschiedenen Neuronentypen der PKNBen. Abkilrzungen: Pe: Pedunkel; Sp:
Spur; IA: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus; ni-Typ2: ni-Typ2-
Neuron

3.2.7 Die Entwicklung des Pedunkel, der Loben und der Calyx erfolgt in

klon-spezifischer Weise

Wie gezeigt hat jeder PKNB eine eigene Identitat, welche sich durch individuelle
Genexpression (siehe 3.2.4) sowie durch Komposition, Anzahl und Geburtszeitpunkt
seiner Nachkommenzellen ausdriickt (siehe 3.2.5 - 3.2.6). Diese Individualitat stellt einen
Unterschied zur postembryonalen Entwicklung der Pilzkdrper dar, wahrend derer die vier
PKNBen nicht voneinander zu unterscheidende Sets von Nachkommenzellen
hervorbringen (Ito et al., 1997). Angesichts der gefundenen Individualitat der embryonalen
PKNBen stellte ich mir die Frage, ob sich diese Individualitat auch in der Entwicklung ihrer
y-Neurone widerspiegelt. Diese Frage konnte nun beantwortet werden, da die klonalen

Analysen mittels der Dil-Technik es erstmalig ermoglichten die Differenzierung des
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Pilzkdrperneuropils auf Ebene einzelner PKZSBe zu untersuchen, bzw., im Falle von
iontophoretischen Einzelzellmarkierungen, auf Ebene individueller y-Neurone. Durch
Verwendung von OK107>CD8::GFP Embryonen wurden der Pedunkel, die Calyx und die
Loben durch die Expression des GFP-Reportergens sichtbar gemacht. Die GFP-
Expression konnte demnach als Referenz genutzt werden, anhand derer man den
Differenzierungsgrad der y-Neurone eines Dil-markierten PKNB-Klons oder einer
markierten Einzelzelle im Kontext der gesamten Pilzkérperneuropilenwicklung
untersuchen konnte. Beim Vergleich des zeitlich-raumlichen Ablaufs der Differenzierung

der y-Neurone wurden klon-spezifische Unterschiede ersichtlich.

3.2.7.1 Unterschiede im zeitlichen Auswachsen der Axone der y-Neurone

Untersucht man individuelle PKZSBe wahrend der Differenzierung des Pedunkels und der
Loben (frihes St.17 bis L1), so erkennt man, dass die y-Neurone der PKZSBe in einer
zeitlichen Abfolge zum Aufbau der eben genannten Strukturen beitragen. Als
Referenzpunkt wurde dabei das distale Ende der Gesamtheit aller auswachsenden y-
Neurone (GFP-positiv) gewahlt und mit dem jeweils distalen Ende der Dil-markierten y-
Neurone eines jeden der vier PKZSBe verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die y-Neurone
des PKZSB1 als erste mit ihrem Auswachsen beginnen. Die Wachstumskegel der y-
Neurone des PKZSB1 lagen stets gleichauf mit der distalsten Grenze der GFP-
exprimierenden y-Neurone (n=8) (Abb. 19 A-C’). Im Vergleich dazu lagen die
Wachstumskegel der y-Neurone von PKZSB2 (n=6) und PKZSB3 (n=9) wahrend der
Pedunkelentwicklung weiter hinter dieser Grenze zuriick (Abb. 19 E-F" bzw. Abb. 19 H-I").
PKZSB4 y-Neurone (Abb. 19 K, K") lagen in vergleichbaren Stadien stets am weitesten
hinter dieser distalen Grenze zuriick (n=8), was impliziert, dass diese zuletzt auswachsen.
Aus diesen Beobachtungen ergibt sich folgende Reihenfolge fur das Auswachsen der y-
Neurone der vier verschiedenen PKZSBe: 1. PKZSB1, 2. PKZSB2+3, 3. PKZSB4 (Abb. 19
M).

85



Ergebnisse

PKNB3

PKNB2 pyNB4

Abbildung 19

86



Ergebnisse

Abb. 19 Das Auswachsen der y-Neurone und die Innervation der Loben zeigt
klonspezifische Unterschiede

A-L" Die PKZSBel-4 in St.17 Embryonen und frithen L1 Larven. Alle Markierungen wurden in
OK107>CD8::GFP durchgefiuhrt. Gezeigt sind der Pedunkel und die Loben. Ansicht von dorsal,
anterior unten (Korperachse), medial links. Die Zahlen in den Klammern beziehen sich auf
feinere Unterteilungen des St.17 (siehe (M)). A Dil-Markierung des PKZSB1 im St.17(1). Die y-
Neurone beginnen simultan mit der Bildung des medialen und vertikalen Lobus. Die
Wachstumskegel der Axone (magenta) befinden sich auf gleicher Hohe wie das GFP Signal
(gran). Die Axone verteilen sich Gber den gesamten Bereich des Pedunkels. A" Dil Signal der
in (A) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. B Dil-
Markierung des PKZSB1 im St.17(2). Die y-Neurone fahren mit der Bildung des medialen und
vertikalen Lobus fort. Die axonalen Endigungen (magenta) befinden sich auf gleicher Héhe wie
das GFP Signal (grin). Die Axone verteilen sich Gber den gesamten Bereich des Pedunkels. B’
Dil Signal der in (B) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP
Signals wider. C Dil-Markierung des PKZSB1 im St.17(4). Die axonalen Endigungen (magenta)
befinden sich auf gleicher Hohe wie das GFP Signal (grun). Die Axone verteilen sich Uber den
gesamten Bereich des Pedunkels. C° Dil Signal der in (C) gezeigten Abbildung. Die
gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. D Amira Rekonstruktion des
Pedunkels und der Loben des PKZSB1 einer L1 Larve. Beide Loben werden innerviert. D’
Amira Rekonstruktion des Dil Signals der in (D) gezeigten Abbildung. E Dil-Markierung des
PKZSB2 im St.17(3). Die y-Neurone stehen kurz vor der Innervation des medialen und
vertikalen Lobus. Die Axone (magenta) liegen nicht auf gleicher Hohe mit dem GFP Signal
(grin). Die Axone verteilen sich nicht Gber den gesamten Pedunkelquerschnitt. E* Dil Signal
der in (E) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. F
Dil-Markierung des PKZSB2 im St.17(4). Die y-Neurone innervieren simultan den medialen und
vertikalen Lobus. Die Axone (magenta) liegen nicht auf gleicher Hohe mit dem GFP Signal
(grin). Die Axone verteilen sich nicht Gber den gesamten Pedunkelquerschnitt. F* Dil Signal
der in (F) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. G
Amira Rekonstruktion des Pedunkels und der Loben des PKZSB2 einer L1 Larve. Beide Loben
werden innerviert. G° Amira Rekonstruktion des Dil Signals der in (G) gezeigten Abbildung. H
Dil-Markierung des PKZSB3 im St.17(3). Die y-Neurone stehen kurz vor der Innervation des
vertikalen Lobus. Die Axone (magenta) liegen nicht auf gleicher Hohe mit dem GFP Signal
(grin). Die Axone verteilen sich nicht Gber den gesamten Pedunkelquerschnitt. H” Dil Signal
der in (H) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. |
Dil-Markierung des PKZSB3 im St.17(4). Die y-Neurone innervieren nur den vertikalen Lobus.
Die Axone (magenta) liegen nicht auf gleicher Héhe mit dem GFP Signal (grin). Die Axone
verteilen sich nicht Uber den gesamten Pedunkelquerschnitt. I” Dil Signal der in (I) gezeigten
Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP Signals wider. J Amira
Rekonstruktion des Pedunkels und der Loben des PKZSB3 einer L1 Larve. Beide Loben
werden von den y-Neuronen des PKZSB3 innerviert. J° Amira Rekonstruktion des Dil Signals
der in (J) gezeigten Abbildung. K Dil-Markierung des PKZSB4 im St.17(4). Die Loben werden
noch nicht innerviert. Die Axone (magenta) liegen weit hinter dem distalen Ende des GFP
Signals zuruck (grun). Die Axone verteilen sich nicht tber den gesamten Pedunkelquerschnitt.
K” Dil Signal der in (K) gezeigten Abbildung. Die gestrichelte Linie gibt die Kontur des GFP
Signals wider. L Amira Rekonstruktion des Pedunkels und der Loben des PKZSB4 einer L1
Larve. Beide Loben werden von den y-Neuronen des PKZSB4 innerviert. L~ Amira
Rekonstruktion des Dil Signals der in (L) gezeigten Abbildung. M Schema zur Verdeutlichung
der zellstammbaumspezifischen Unterschiede bei der Entwicklung des Pilzkérperneuropil.
St.17 wurde weiter untergliedert (1.-6.). Mit (7.) wird das frihe L1 Stadium bezeichnet.
Abkirzungen: Pe: Pedunkel; Sp: Spur; IA: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; vL:
vertikaler Lobus; Ca: Calyx; fmstl7: frihes, mittleres St.17; mstl7: mittleres St.17; spstl7:
spates St.17
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3.2.7.2 Unterschiede in der zeitlich-raumlichen Innervation der Loben und der Calyx
In der gleichen zeitlichen Abfolge, die zuvor fur das Auswachsen der Axone der y-Neurone
beschrieben wurde, erfolgt auch die Innervation der beiden Loben. Zuerst wachsen die y-
Neurone des PKNB1 im frihen, mittleren St.17 in die Loben ein. Darauf folgen die y-
Neurone der PKNBen2+3 und zuletzt beginnen die y-Neurone des PKNB4 mit der
Innervation der Loben (Abb. 19 M). Neben diesen unterschiedlichen zeitlichen Aspekten
der Lobenbildung erkennt man aber auch klonspezifische Unterschiede in der raumlichen
Innervation der Loben. Wahrend sowohl die Axone von PKZSB1 (Abb. 19 B, B", C, C", M)
als auch die von PKZSB2 (Abb. 19 F, F’, M) simultan in den medialen und vertikalen
Lobus einwachsen, innervieren die Axone des PKZSB3 zunéchst nur den vertikalen Lobus
(Abb. 19 1, I", M). Erst im spaten St.17 erfolgt eine Innervation des medialen Lobus (Abb.
19 M; Abb. 20 C1, C1"). Bedingt durch die starke zeitliche Verzégerung des Auswachsens
der y-Neurone von PKZSB4, beginnen diese erst zum Zeitpunkt des Schlupfens mit der
Innervation der Pilzkorperloben. Es tragen also erst ab der frilhen L1 Larve die y-Neurone
aller vier PKZSBe zum Aufbau der Loben bei (Abb. 19D, D", G, G, J, J', L, L", M; Abb. 20
A2-D2"). Bei der Innervation der Calyx findet man &hnliche zeitliche Unterschiede wie bei
der Lobeninnervation. Wahrend die y-Neurone der PKZSBel-3 bereits embryonal zum
Aufbau der Calyx beitragen (Abb. 20 A1-C1"), wobei in diesen Fallen keine zeitliche
Abfolge erkannt werden konnte, tragt PKZSB4 erst larval zur Calyx bei (Abb. 20 D1-D2).
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Abbildung 20
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Abb. 20 lontophoretische Dil-Markierungen von y-Neuronen in OK107>CD8::GFP
A1,B1,C1 lontophoretische Dil-Markierung eines einzelnen y-Neurons des PKZSB1 (Al),
PKZSB2 (B2) und PKZSB3 (C1) in spaten St.17 OK107>CD8::GFP Embryonen. Man sieht die
Innervation der Calyx (<) und des medialen und vertikalen Lobus. A1",B1",C1" geben jeweils
das Dil-Signal der in A1,B1,C1 gezeigten y-Neurone wider. Symbole verweisen auf die
gleichen Strukturen wie in A1,B1,C1. D1 lontophoretische Markierung von 4 y-Neuronen des
PKZSB4 im spéaten St.17. Weder die Calyx noch die Loben werden innerviert. D1” Dil Signal
der in (D1) gezeigten Abbildung. A2,B2,C2,D2 Markierung eines einzelnen y-Neurons des
PKZSB1 (A2), PKZSB2 (B2), PKZSB3 (C2) bzw. PKZSB4 (D2) in frihen L1 OK107>:CD8::GFP
Larven. Man sieht die Innervation der Calyx (<) und des medialen und vertikalen Lobus. A2’
,B27,C2",D2" geben jeweils das Dil Signal der in A2,B2,C2,D2 gezeigten y-Neurone wider.
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in A2,B2,C2,D2. Man sieht Anzeichen der
Differenzierung axonaler Endigungen ( , Boutons und/oder Varikositaten). Abklrzungen:
Ca:Calyx; mL: medialer Lobus; vL: vertikaler Lobus

3.2.7.3 Unterschiede in der raumlichen Innervation des Pedunkel

Klonspezifische Unterschiede findet man auch bei der raumlichen Innervation des
Pedunkels. Wahrend sich die Axone der y-Neurone des PKZSB1 Uber das gesamte
Volumen des Pedunkels verteilen (Abb. 19 A-D"), verlaufen die Axone der y-Neurone der
PKZSBe2-4 nur in Teilbereichen des Pedunkels (Abb. 19 E-L").

3.2.8 PKZSB1 hat keine Pionierfunktion bei der Entwicklung des

Pilzkdrperneuropil

Die oben beschriebenen Beobachtungen bezuglich des zellstammbaum-spezifischen
Auswachsens der y-Neurone in zeitlicher und rdumlicher Dimension (3.2.7.1, 3.2.7.2),
legten die Vermutung nahe, dass PKZSB1, dessen y-Neurone zuerst auswachsen,
maoglicherweise eine Pionierfunktion bei der Entstehung des Pilzkérperneuropil hat.
Ablationsexperimente, bei denen PKNB1 ablatiert wurde (n=3), bevor er die ersten y-
Neurone hervorgebracht hat, belegen jedoch, dass seine y-Neurone nicht malRgebend fur
die Entwicklung des Pilzkdrperneuropil sind. Auch in Abwesenheit der y-Neurone des
PKNB1 entwickelten sich Pedunkel, Loben und Calyx normal (Abb. 18 A"). Das gleiche gilt
auch fur die Ablation der drei Gbrigen PKNBen. In keinem der Félle, in denen einer dieser
drei PKNBen ablatiert wurde, bevor er y-Neurone hervorbringen konnte, wurde eine
Beeintrachtigung der Entwicklung des Pilzkérperneuropils beobachtet (PKNB2 (n=2),
PKNB3 (n=2), PKNB4 (n=1)).
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3.2.9 Apoptose hat keinen Einflul3 auf die Anzahl der y-Neurone

Ich konnte zeigen, dass die spatembryonalen PKNB-Klone sich in erheblichen Mal3e in der
Anzahl ihrer y-Neurone unterscheiden (3.2.5.1-3.2.5.4; Tabelle 1). Um zu Uberprifen, ob
Apoptose bei der Regulation der Zellzahlen von embryonal geborenen y-Neuronen eine
Rolle spielt, wurden Antikorperfarbungen gegen das in allen y-Neuronen exprimierte Ey-
Protein in Wildtyp und apoptose-defizienten (H99) Fliegenembryonen durchgefiihrt (White
et al., 1994). Im Anschluss wurde die Anzahl der y-Neurone in spaten St.17 WT und H99
Embryonen bestimmt. Es zeigte sich, dass es keine signifikanten Unterschiede in der y-
Neuronen-Anzahl im WT (@ 93 £ 7, n=14 Hemisphéaren) verglichen mit H99 (& 93 + 7,
n=12 Hemisphéaren) gibt (p=0,89). Diese Ergebnisse legen somit nahe, dass Apoptose
keinen Einflu3 auf die Anzahl der embryonal gebildeten y-Neurone hat. Dies wurde auch
durch Untersuchungen von Frau K. Kraft bestatigt, die zeigten, dass die unterschiedlich
grofR3en Zellzahlen an y-Neuronen der PKZSBe durch unterschiedliche Proliferationsraten
der PKNBen zustande kommen (Kunz et al., 2012).

3.2.10 Viele embryonal entstehende y-Neurone differenzieren erst in der

postembryonalen Entwicklung

Bei der Aufklarung der embryonalen ZSBe des VNS wurden ZSBe charakterisiert, die,
gemessen an ihrer Zellzahl, vergleichsweise diinne axonale Faszikel aufweisen. Aufgrund
dieses Befundes wurde vermutet, dass einige der embryonal geborenen Neurone dieser
ZSBe erst postembryonal ein Axon ausdifferenzieren (Schmidt et al., 1997). Diese
Beobachtungen erinnern an die vy-Neurone der PKZSBe2-4, welche ebenfalls
vergleichsweise diinne Faszikel ausbilden (siehe 3.2.7.3). Eine mdgliche Erklarung dafur
ware das postembryonale Ausdifferenzieren embryonal geborener y-Neurone.

Um sich uber diesen Punkt Klarheit zu verschaffen, wurden Einzelzellmarkierungen von y-
Neuronen in frithen L1 Larven (0-3 Stunden nach Schlupf) durchgefihrt und der
Differenzierungsgrad ihrer Axone untersucht.

Insgesamt wurden 74 (=100%) auswertbare Einzelzellmarkierungen durchgefiihrt, die
gleichmafiig Uber den Bereich der gesamten Pilzkorperanlage verteilt waren. Von diesen
markierten Zellen waren 47 (=64%) ausdifferenziert, das heil3t, sie zeigten eine bereits
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weit fortgeschrittene Innervation der Loben und grof3tenteils auch Anzeichen der
Differenzierung axonaler Endigungen in Form von boutonartigen Verdickungen. (Abb. 20
A2-D2"). Sieben (=9%) der markierten Zellen hatten ein im Auswachsen begriffenes Axon,
das jedoch die Loben noch nicht erreicht hatte. Die restlichen 20 (=27%) der markierten
Zellen waren noch undifferenziert und zeigten kein Axon. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass in der Tat eine gréRere Anzahl embryonal entstandener y-Neurone im
frihen ersten Larvalstadium noch undifferenziert ist und somit ein nicht geringer Teil der

embryonal gebildeten y-Neurone erst postembryonal ausdifferenziert.

3.2.11 Embryonal geborene y-Neurone innervieren beide Loben durch

Bifurkation ihres Axons

In bisherigen Untersuchungen zur Embryonalentwicklung der Pilzkérper wurden Gal4-
Stamme oder molekulare Marker verwendet, die in allen oder sehr vielen y-Neuronen
exprimiert werden (Crittenden et al., 1998; Noveen et al., 2000; Tettamanti et al., 1997).
Aussagen Uber die Lobenentwicklung bezogen sich daher auf das Gesamtbild, liel3en
jedoch keine detaillierteren Aussagen zu. So war bisher ungeklart, ob medialer und
vertikaler Lobus maoglicherweise durch zwei verschiedene Populationen von y-Neuronen
gebildet werden, von denen ein Typ exklusiv in den medialen und der andere exklusiv in
den vertikalen Lobus projiziert, oder ob die Axone embryonaler y-Neurone wie in der
Postembryonalentwicklung bifurkieren und auf diese Weise die beiden Loben aufbauen
(Lee et al., 1999).

lontophoretische Dil-Markierungen ermdglichten die Untersuchung der Axonmorphologie
auf Ebene einzelner, ausdifferenzierter y-Neurone. Diese zeigten, dass die Innervation
beider Loben immer durch Bifurkation der y-Neuronen-Axone erfolgt (Abb. 20 A2-D2); in
keinem Fall wurde ein y-Neuron im spaten St.17 oder der frisch geschlipften L1 markiert,

das exklusiv den medialen oder vertikalen Lobus innervierte (n =47).
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3.3 Weitere Neuroblastenzellstammbaume aus 8B und &1

Dil-Markierungen brachten den experimentellen Beweis, dass PKNBen und andere NBen
aus benachbarten 6B NE-Zellen hervorgehen (siehe 3.2.2, 3.2.3). Dariliber hinaus zeigten
in situ Hybridisierungen gegen die proneuralen Gene achaete, scute und lethal of scute,
dass diese NE-Zellen zu derselben proneuralen Domane gehoren (siehe 3.2.3).

Diese Befunde stellen einen signifikanten Unterschied zur Entstehung von NBen im rNE
dar, in dem aus einem proneuralen Cluster, bedingt durch den Prozess der lateralen
Inhibition, stets nur ein NB entsteht (Campos-Ortega, 1993; Skeath and Thor, 2003). Bei
dem in OB stattfindenden Modus der Neuroblastenentstehung stellte sich die Frage,
inwiefern aus benachbarten NE-Zellen derselben proneuralen Domé&ne hervorgehende
Stammzellen Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in der zellularen Komposition der von
ihnen hervorgebrachten ZSBe aufweisen. Entstehen zum Beispiel nur rein neuronale
ZSBe oder auch solche mit glialen Anteilen? Entstehen unterschiedliche Neuronentypen
(z.B. lokale, intersegmentale, contra- oder ipsilaterale Interneurone oder
neurosekretorische Neurone)? In welchen Dimensionen bewegen sich die Zellzahlen der
ZSBe? Existieren ZSBe mit klonalen Anteilen, die mdglicherweise ein epidermales
Schicksal einschlagen?

Um diese Fragen zu klaren, wurden Dil-Markierungen von den PKNE-Zellen benachbarten
NE-Zellen in WT oder OK107>CD8::GFP Embryonen durchgefiihrt. Die resultierenden
ZSBe wurden im St.17 oder im fruhlarvalen L1 Stadium charakterisiert. Zu den erfassten
Merkmalen gehdrten: mitotische Ursprungsdoméne, Delaminationszeitpunkt des NB,
Zelltypen (Glia, Neurone, Epidermis), Zellzahlen, Projektionsmuster der Faszikel,
Anzeichen fur Apoptose (in Form pyknotischer Zellen oder Zellfragmenten) und Lage der
Zellkorper in Relation zum Pilzkérperkortex bzw. den PKNBen. Eine Zusammenfassung
der wichtigsten Merkmale der charakterisierten ZSBe findet sich in Tabelle 2.

Da eine Zuordnung dieser Zellstammbdume zu identifizierten Neuroblasten in den
frihembryonalen Neuroblastenkarten (Urbach et al., 2003) noch nicht durchgefuhrt wurde,
wurden den Zellstammbaumen vorlaufige Bezeichnungen gegeben. Diese Bezeichnung
bezieht sich auf die mitotische Domane, in der die NE-Zelle markiert wurde. Des Weiteren
wurde unterschieden, ob es sich um einen NB oder Neuroglioblasten (= NGB) handelt.
Innerhalb dieser Unterteilung wurden die ZSBe gemal3 ihrer durchschnittlichen Zellzahl,
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beginnend mit dem gré3ten, durchnummeriert. (Bsp.: 6B NB-ZSB1.: ist der grof3te (= 1),

rein neuronale (= NB) Zellstammbaum (= ZSB) aus 0B).

3.3.1 Neuronale Zellstammbaume, die in der ventralen Halfte von 6B

entstehen

In diesem Abschnitt werden rein neuronale Zellstammbaume vorgestellt, die aus dem ac-
I/sc-/I"'sc-coexprimierenden proneuralen Feld in der ventralen Hélfte der 8B abstammen,

aus dem auch die PKNBen hervorgehen (siehe 3.2.3).

3.3.1.1 dB NB-ZSB1

0B NB-ZSB1 (Abb. 21) besteht aus 27-28 Neuronen (J 27,5 =+ 0,7 n=2). Die NE-Zelle, aus
der dieser ZSB hervorgeht, wurde in beiden Fallen an DV-Position 10 jeweils an anteriorer
oder intermediarer Position markiert (Abb. 21 C). In einem Fall war bei der Kontrolle eine
Stunde nach Markierung eine Delamination erfolgt, im anderen Fall noch nicht. Der &B
NB-ZSB1 NB delaminiert also in etwa zum Zeitpunkt, an dem die Kontrollen durchgefihrt
wurden (spates St.8/frihes St.9). Die Neurone des ZSB liegen im dorsalen,
anterolateralen Protocerebrum einige Zelldurchmesser lateral des Pilzkérperkortex. Sie
bilden zwei Faszikel, die ins ipsilaterale Neuropil projizieren. Eines verlauft bogenférmig
entlang der posterioren Neuropil-Kortex Grenze und endet im Grenzbereich von
anteromedialem und posteromedialem Neuropil auf Hohe der praoralen Gehirnkommissur.
Das andere Faszikel endet ebenfalls in diesem Bereich, allerdings etwas lateraler als das
zuvor beschriebene (Abb. 21 A, B).
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Abb. 21 3B NB-ZSB1

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB1 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB bildet 2 in der ipsilateralen Hemisphare
verbleibende Faszikel aus (® bzw. 7). B verlauft bogenférmig entlang der posterioren
Neuropil-Kortex-Grenze und endet auf Hohe der Gehirnkommissur im Grenzbereich von
anteromedialem und posteromedialem Neuropil (— ). endet ebenfalls im Grenzbereich von
anteromedialem und posteromedialem Neuropil (===), jedoch etwas lateraler als P . Inlay:
apoptotische dB NB-ZSB1 Zelle (® ). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A).
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau:
Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau
PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C 6B Schema. Die Zylinder geben die Position der markierten
NE-Zelle an, aus der der gezeigte ZSB resultierte. Verschiedene Farben stehen fir
Markierungen in verschiedenen Individuen. War es nicht mdglich eine Aussage uber die
genaue Position der markierten Zelle zu machen, wurden alle mdglichen
Markierungspositionen angegeben (gleichfarbige Zylinder). Bsp.: In dem hier gezeigten Fall
wurden beide Markierungen (rot bzw. blau) an dorsoventraler Position 10 gesetzt. Es konnte in
beiden Fallen jedoch nicht eindeutig bestimmt werden, ob an anteriorer oder intermediarer
Position (schwarze Doppelpfeile). Bei jeder der beiden Markierungen (rot bzw. blau) wurde
aber jeweils nur eine NE-Zelle markiert. Abkirzung: Zk: Zellkdrper des markierten ZSB.

3.3.1.2 3B NB-ZSB2

0B NB-ZSB2 (Abb. 22) besteht aus 16-28 Neuronen (@ 22,5 + 4,2 n=10). Die NE-Zelle, die
diesen ZSB hervorbringt, lag stets in anteriorer Position in den DV-Positionen 9-12 (Abb.
22 G). Der NB des 6B NB-ZSB2 gehoért zu den frih-entstehenden Gehirnneuroblasten. Die
Position seiner NE-Vorlauferzelle, direkt dorsal der Positionen der PKNB3 (Pcd9) NE-Zelle
(siehe Abb. 10), lal3t vermuten, dass der NB Pcd8 diesen ZSB bildet (Urbach et al., 2003).
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0B NB-ZSB2 konnte im frihen St.17 (Abb. 22 A, B) und auch in frihen L1 Larven
dokumentiert werden (Abb. 22 C-F). Sowohl die Position der Zellkérper im Kortex als auch
die Anzahl und das Projektionsmuster der Faszikel sind in beiden Stadien vergleichbar.
Jedoch haben sich in L1, besonders in der ipsilateralen Hemisphé&re, dendritische/axonale
Strukturen deutlich weiter ausdifferenziert als im St.17 (Vergleiche Abb. 22 A, B mit C, D).
Die Zellkorper der 6B NB-ZSB2 Neurone liegen im posterioren Protocerebrum, direkt
ventral angrenzend an den Pilzkorperkortex (Abb. 22 C-E). Die Neurone bilden zun&chst
zwei Primarfaszikel (Abb. 22 A-E), wovon eines ipsilateral ins VNS deszendiert und sich
dort in zwei weitere Faszikel aufspaltet (Abb. 22 F). Das eine der beiden Faszikel verlauft
weit medial im Konnektiv und endet im abdominalen Segment A7, das andere verlauft
mittig im Konnektiv, endet im Neuropil des terminalen abdominalen Segments und weist in
jedem abdominalen Segment Anzeichen von axonalen/dendritischen Differenzierungen
auf. Das zweite Primarfaszikel projiziert in Richtung der praoralen Gehirnkommissur und
spaltet sich kurz vor dieser in zwei sekundare Faszikel auf, die intermediar/posterior bzw.
anterior durch die Gehirnkommissur ins contralaterale Neuropil projizieren. Das
intermediar/posterior projizierende Faszikel endet im posteromedialen Gehirnneuropil
etwas dorsoposterior des contralateralen medialen Pilzkorperlobus. Das anterior durch die
Gehirnkommissur verlaufende Faszikel spaltet sich nach Austritt aus der Kommissur
weiter auf: Ein Ast verbleibt im anteromedialen Gehirnneuropil, der zweite Ast deszendiert
contralateral ins VNS (Abb. 22 A-E), wo er sich in drei weitere Faszikel aufspaltet (Abb. 22
F). Zwei dieser Faszikel projizieren bis ins Neuropil des terminalen abdominalen Neuromer
(A9/A10). Das dritte Faszikel verlauft mittig durch das Konnektiv und endet im
abdominalen Neuromer A8.
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Abb. 22 8B NB-ZSB2

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB2 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Kdrperachse). Der ZSB bildet ein ipsilateral deszendierendes (
P ) und ein in Richtung Gehirnkommissur projizierendes Faszikel ( ). P> bildet im
ipsilateralen Gehirnneuropil und im Bereich der Grenze Tritocerebrum/gnathale Segmente
jeweils ein dendritisches/axonales Feld aus (—> bzw. »—>). spaltet sich vor der
Gehirnkommissur in 2 contralateral projizierende Faszikel auf ( bzw. ). endet im
contralateralen, posteromedialen Gehirnneuropil ( ); spaltet sich nach Austritt aus der
Gehirnkommissur in einen im anteriomedialen Gehirnneuropil endenden ( ) und einen
deszendierenden ( ) Ast auf. B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil.
Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot
PKNB3, lila PKNB4. C-E 3D Amira Rekonstruktion eines friihen L1 8B NB-ZSB2 (magenta) und
der Pilzk6rper (grin). Die Markierung erfolgte in OK107>CD8::GFP Embryonen. Die Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E
Ventrolaterale Ansicht. F Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme des
VNS einer frthen OK107>CD8::GFP L1 Larve. Man sieht, wie sich die in (A-E) gezeigten
deszendierenden Faszikel (P bzw. ) im Neuropil des VNS in weitere Faszikel aufspalten:
Aus P> (siehe A-D) sind 2 Faszikel hervorgegangen. Eines verlauft weit medial im Konnektiv
und endet im abdominalen Neuromer A7 (5>), das andere verlauft mittig durchs Konnektiv,
zeigt in jedem Neuromer Anzeichen fiir dendritische/axonale Verzweigungen (%) und endet im
terminalen abdominalen Neuromer A9/10 (&). Das andere deszendierende Faszikel (
siehe A, B, D, E) hat sich in drei Faszikel aufgespalten. Das erste verlauft weit medial im
Konnektiv und endet im terminalen abdominalen Neuromer A9/A10 ('), das zweite verlauft
mittig durch das Konnektiv und endet im abdominalen Neuromer A8 (/*). Das dritte projiziert
lateral durchs Konnektiv und endet im terminalen abdominalen Neuromer A9/10 ( ). G 0B
Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abklrzungen: Kx: Pilzkorperkortex; IA: lateraler
Appendix; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkérper
des markierten ZSB.

3.3.1.3 &B NB-ZSB3

0B NB-ZSB3 (Abb. 23) besteht aus 20-23 Neuronen (& 21,8 + 1, n=5). Die Zellkdrper
dieses ZSB liegen im dorsoposterioren Protocerebrum, direkt lateral des Pilzkorperkortex
(Abb. 23 A-D). Die NE-Zelle, die diesen NB hervorbringt, wurde innerhalb der 8B in den
dorsoventralen Positionen 12-16 markiert, in zwei Fallen an posteriorer Position (Abb. 23
H). Die Kontrolle ca. eine Stunde nach erfolgter Markierung zeigte, dass es sich um einen
frih entstehenden NB handelt (Urbach et al., 2003). Ausgehend davon, dass die Position
seiner neuroektodermalen Vorlauferzelle an diejenige des PKNB4 (Pcd2) angrenzt (siehe
Abb. 10), ist zu vermuten, dass 6B NB-ZSB3 von einem der friih-entstehenden NBen Pcd6
oder Pcv6 gebildet wird.

0B NB-ZSB3 konnte sowohl im frihen St.17 (Abb. 23 A, B) als auch in frihen L1 Larven
dokumentiert werden (Abb. 23 C-G). Der ZSB weist im St.17 zwei Faszikel auf, wovon
eines im posteromedialen Bereich des ipsilateralen Neuropil endet. Das zweite Faszikel
projiziert dorsal aus der Hemisphare heraus und innerviert die Ringdriise (Abb. 23 A, B).
Vergleicht man die Morphologie des ZSB im St.17 mit der Morphologie desselben ZSB in

der frihen L1 Larve, so findet man in L1 neben dem die Ringdrise innervierenden
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Faszikel (Abb. 23 C, D, F, G) zwei weitere Faszikel, die wahrscheinlich durch
Ausdifferenzierung des oben beschriebenen ipsilateralen Faszikels im frihen St.17
entstanden sind (vergleiche Abb. 23 A, B mit Abb. 23 C, F, G). Das eine der beiden
Faszikel verbleibt im ipsilateralen Neuropil und endet dorsal des medialen Pilzkdrperlobus
(Abb. 23 G). Das andere projiziert contralateral und endet in einem Bereich nahe des
vertikalen Pilzkorperlobus (Abb. 23 E). Eine Innervation des Lobus durch das Faszikel
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Des Weiteren zeigt ein Vergleich der Morphologie
dieses ZSB im St.17 und der L1 Larve, dass die Elaboration von axonalen Endigungen
und Dendriten in L1 bereits weiter fortgeschritten ist. So sind die neuritischen Termini des
Faszikels, das die Ringdruse innerviert, bereits deutlich weiter ausdifferenziert (vergleiche
Abb. 23 A, B mit Abb. 23 C, D, F) und man findet im ipsilateralen Neuropil ein grol3es
dendritisches/axonales Feld, das die Region um den vertikalen Lobus des Pilzkorpers
innerviert und diesen an seiner Oberflache kontaktiert (Abb. 23 C, G). Die grundlegenden
morphologischen Charakteristika des ZSB sind aber bereits im St.17 erkennbar. Bei den
Neuronen, deren Neuriten die Ringdrise innervieren, handelt es sich sehr wahrscheinlich
um die peptidergen, in der L3 Larve beschriebenen ,corpora cardiaca innervating
neurosecretory neurons of the lateral protocerebrum® (CC-LP1; CC-LP2) oder um die
"corpus allatum innervating neurosecretory neurons of the lateral protocerebrum” (CA-
LP1; CA-LP2) (Siegmund and Korge, 2001). Alle ubrigen von Sigmund (2001)
beschriebenen Neurone, die die Ringdrise innervieren, konnten aufgrund ihres
Projektionsmusters oder ihrer Lage in der Hemisphéare ausgeschlossen werden. Bei dB
NB-ZSB3 handelt es sich also um einen ZSB, der sowohl Interneurone als auch

neurosekretorische Neurone hervorbringt.
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Abb. 23 6B NB-ZSB3

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB3 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB weist 2 Faszikel auf, wovon eines ()
die Rd innerviert (=2 ). Das andere Faszikel (» und® ) endet im Neuropil und differenziert
sich wahrscheinlich bis zum L1 Stadium in ein ipsilateral verbleibendes und ein contralateral
projizierendes Faszikel aus (siehe C-G). Inlay: apoptotische dB NB-ZSB3 Zelle (» ). B
Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen
wie in (A). Dunkelgrau: Rd; mittelgrau: Kx; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage
der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C-G 3D Amira
Rekonstruktion eines frihen L1 8B NB-ZSB3 (magenta), der Pilzkdrper und des Dv (beide in
grin. Anm.: das Dv wird von OK1.07- Zellen innerviert). Die Markierung erfolgte in
OK107>CD8::GFP Embryonen.[l: Rd innervierendes Faszikel; gelb gepunktete Umrandung:
Innervationsbereich der Rd; B> : ipsilaterales, dorsal Uber dem medialen Pilzkérperlobus
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endendes Faszikel; ®: contralateral projizierendes Faszikel;=:: groRes dendritisches/axonales
Feld; : Kontakt zwischen Dendriten/Axonen und vL. C Ubersichtsaufnahme in Dorsalansicht.
D Ubersichtsaufnahme in posteriorer Ansicht, dorsal oben. E Anteriore Detailansicht des in (C)
umrahmten Bereichs der contralateralen Pilzkdrperloben. Man sieht, dass das Faszikel den vL
nicht innerviert. F Dorsale Detailansicht des in (C) umrahmten Bereichs der Innervation der
Rd. G Dorsolaterale Detailansicht des in (C) umrahmten Bereichs des dendritischen/axonalen
Feldes und der Pilzkdrperloben. H 6B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkilrzungen:
Dv: dorsal Vessel; Kx: Pilzkérperkortex; |A: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; Pe:
Pedunkel; Rd: Ringdrise; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkérper des markierten ZSB.

3.3.1.4 dB NB-ZSB4

0B NB-ZSB4 (Abb. 24) wird von 19-22 Neuronen gebildet (& 20,5 + 2,1 n=2). Seine NE-
Zelle wurde in den dorsoventralen Positionen 12 bzw. 13 markiert (Abb. 24 [). Die
Zellkorper der Neurone liegen im posterioren Bereich des Protocerebrums, ventral des
Pilzkodrperkortex (Abb. 24 C, D). Der ZSB weist ein dorsal und ein ventral verlaufendes
Faszikel auf (Abb. 24 A, B, D, G). Das ventral verlaufende bildet zunachst einen kurzen
Seitenast im posterioren Bereich des Neuropil (Abb. 24 A-D, H), bevor es in den Pedunkel
eintritt und dort ein Stiick parallel zu den Axonen der y-Neurone verlauft (Abb. 24 D, G). Im
Pedunkel bildet das Faszikel ein dendritisches/axonales Feld, das den Spur innerviert
(Abb. 24 F, G). Das Faszikel verlasst den Pedunkel in dessen distalen Bereich und bildet
dort ein weiteres dendritisches/axonales Feld, das den medialen Lobus und einen Bereich
ventral desselben innerviert (Abb. 24 D). Das dorsal verlaufende Faszikel bildet zunachst
kurz nach Eintritt ins Neuropil einen Seitenast, der die Calyx des ipsilateralen Pilzkdrpers
innerviert (Abb. 24 H). Etwas weiter distal bildet das Faszikel einen weiteren Seitenast
aus, der in einem Bereich lateral und dorsal des Pedunkels endet, ohne jedoch Kontakt
zum Pedunkel herzustellen (Abb. 24 A-C). Im weiteren Verlauf innerviert das Faszikel mit
zwei Seitendsten sowohl die Spitze des vertikalen ipsilateralen Lobus und die ihn
umgebende Neuropilregion (Abb. 24 F, G) als auch den lateralen Appendix des
ipsilateralen Pilzkorpers (Abb. 24 C, D, G). Das Faszikel projiziert weiter durch den
anterior/intermedidren Bereich der praoralen Gehirnkommissur in die contralaterale
Gehirnhemisphare und bildet dort ein stark verzweigtes Feld dendritischer/axonaler
Endigungen. Diese Endigungen innervieren  sowohl  den Spur/lateralen
Appendix/proximalen Bereich des medialen Lobus und eine Neuropilregion ventral des
medialen Lobus als auch die Spitze des contralateralen vertikalen Lobus (Abb. 24 C-E).
0B NB-ZSB4 stellt also einen ZSB dar, der viele Neuropilbereiche der beiden Pilzkdrper

miteinander verbindet.
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Abb. 24 5B NB-ZSB4

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 8B NB-ZSB4 in einer
frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.
Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB bildet zun&achst ein priméares Faszikel (

), welches sich nach Eintritt ins Neuropil in ein dorsales (P) und ein ventrales (') Faszikel
aufspaltet. bildet zunachst einen kurzen Seitenast ( ), tritt dann in den Pe ein und bildet
ein dendritisches/axonales Feld aus, das den Sp innerviert ( ). Nach Verlassen des Pe
endet das Faszikel mit einem_dendritischen/axonalen Feld, das den mL und einen Bereich
ventral desselben innerviert ('==1).» bildet nach Eintritt ins Neuropil zundchst einen Seitenast
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aus, der die Ca innerviert (—) und etwas weiter distal einen weiteren Seitenast (»—), der
jedoch nicht den Pe kontaktiert. In seinem weiteren Verlauf innerviert das Faszikel sowohl den
vL (%) als auch den IA (). In der contralateralen Hemisphéare bildet » ein stark verzweigtes
Feld dendritischer/axonaler Endigungen (&), mit denen es den Sp, IA, proximalen mL und die
Spitze des vL innerviert (%*1). Infay unten links: Fragmente apoptotischer Zelle(n) B Zeichnung
des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A).
Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen
eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C-H 3D Amira
Rekonstruktion des 8B NB-ZSB4 (magenta) und der Pilzkdrper (grun). Die Symbole verweisen
auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E Dorsale
Detailansicht des in (C) umrahmten Bereiches der Region der contralateralen Pilzkdrperloben.
Man sieht, wie die dendritischen/axonalen Endigung‘en (>) den Sp, IA, den proximalen
Bereich des mL und die Spitze des vL innervieren (%1). F Dorsale Detailansicht des in (C)
umrahmten Bereiches des ipsilateralen vL, des Sp und IA. Man sieht die Innervation des Sp (

), des IA (=) und des vL (%). G Laterale Detailansicht auf die Region der ipsilateralen
Pilzkdrperloben und des Pe (in (D) durch den umrahmten Bereich angedeutet). Man sieht, wie
das ventrale Faszikel (=) durch den Pe verlauft und ein dendritisches/axonales Feld im Sp
ausbildet ( ). AulRerdem sieht man das dorsale Faszikel (® ) und wie es mit seinen
Auslaufern die Spitze des vL und den IA innerviert (% bzw. ). H Laterale Detailansicht auf
den Bereich der Ca des ipsilateralen Pilzkdrpers (Blickrichtung von medial, in (D) durch den
umrahmten Bereich angedeutet). Man sieht den von gebildeten Seitenast ( ) und den
von P> gebildeten Seitenast, der die Ca innerviert (—>). | 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21
(S. 95). Abklurzungen: Ca: Calyx; Kx: Pilzkdrperkortex; IA: lateraler Appendix; mL: medialer
Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkérper des markierten ZSB

3.3.1.5 &B NB-ZSB5

0B NB-ZSB5 (Abb. 25) besteht aus 18-21 Neuronen (@ 19,5 + 2,1 n=2). Die NE-Zelle
wurde jeweils anterior in den dorsoventralen Positionen 10 bzw. 12 markiert (Abb. 25 G).
Die Zellkbrper der Neurone liegen im posterioren Protocerebrum, ventral des
Pilzkodrperkortex (Abb. 25 C-E). Ihre Neuriten bilden ein primares Faszikel (Abb. 25 A, B,
D, E). Entlang seines ipsilateralen Bereichs weist das Faszikel viele dendritische/axonale
Verzweigungen auf (Abb. 25 A-E) und spaltet sich im Bereich der Loben des ipsilateralen
Pilzkorpers in ein kurzes, ipsilateral verbleibendes und ein prominentes, contralateral
projizierendes Faszikel auf (Abb. 25 A-E). Ersteres projiziert durch den Bereich des
ipsilateralen, lateralen Appendix des Pilzkdrpers (Abb. 25 A, B, D, F) und endet im
anteromedialen Neuropil, anterior des medialen Pilzkérperlobus (Abb. 25 A-D). Das
contralaterale Faszikel verlauft durch den intermediaren Bereich der praoralen
Gehirnkommissur und bildet weitverzweigte axonale/dendritische Endigungen im Bereich
der Loben des contralateralen Pilzkérpers, ohne diese jedoch zu kontaktieren (Abb. 25 A-
E). In der ipsilateralen Hemisphare bildet das Faszikel ein dendritisches/axonales Feld
direkt angrenzend an den posterioren Bereich des ipsilateralen vertikalen Pilzkérperlobus
(Abb. 25 A-E). Ob die Dendriten/Axone den Lobus kontaktieren, konnte in den

vorhandenen Aufnahmen nicht eindeutig entschieden werden.
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Abb. 25 6B NB-ZSB5

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 8B NB-ZSB5 in einer
frihen L1 OK107>CD8::GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil
umrandet. Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB bildet zundchst ein primares
Faszikel ( ), welches im ipsilateralen Neuropil Uber einen weiten Bereich
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dendritische/axonale Verzweigungen aufweist ( — ). spaltet sich im Bereich der
ipsilateralen Loben in ein contralateral ( » ) projizierendes und ein kurzes ipsilateral
verbleibendes (/) Faszikel auf. projiziert durch den IA (©°) und endet im anteriomedialen
Neuropil anterior des mL ( ). > bildet im contralateralen Neuropil weitverzweigte
Endigungen im Bereich der Pilzkérperloben aus (=), ohne diese jedoch zu kontaktieren. In
der ipsilateralen Hemisphére bildet » ein dendritisches/axonales Feld direkt angrenzend an
den ipsilateralen vL aus (— ). In den vorhandenen Aufnahmen konnte nicht entschieden
werden, ob — den Lobus kontaktiert. Inlay: Fragmente einer apoptotischen Zelle (»). B
Zeichnung des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen
wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der
4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNBS3, lila PKNB4. C-F 3D Amira
Rekonstruktion des 6B NB-ZSB5 ZSB (magenta) und der Pilzkoérper (grin). Die Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E
Anterolaterale Ansicht. F Posteriore Detailansicht des in (D) umrahmten Bereiches. Man sieht,
wie das ipsilaterale Faszikel (/=) durch den |IA des Pilzkdrper verlauft (:2). G 8B Schema.
Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkilrzungen: Kx: Pilzkérperkortex; IA: lateraler Appendix;
mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkdrper des
markierten ZSB.

3.3.1.6 8B NB-ZSB8

0B NB-ZSB8 (Abb. 26) wird von 14-18 Neuronen gebildet (& 16 £ 1,5 n=4). Die NE-Zelle
des 6B NB-ZSB8 wurde zumeist im posterioren Bereich des proneuralen Feldes, in den
dorsoventralen Positionen 12-16 markiert (Abb. 26 G). Die Zellkérper des 6B NB-ZSB8
liegen im posterioren Protocerebrum im Bereich ventral der y-Neurone des PKZSB1 und
PKZSB4 (Abb. 26 C-E). Der ZSB bildet ein priméres Faszikel, das sich im ipsilateralen
Neuropil in zwei kurze sekundare Faszikel aufspaltet, welche ipsilateral verbleiben (Abb.
26 A-E). Das eine endet anterodorsal des medialen Pilzkérperlobus (Abb. 26 C-E), das
andere endet posterodorsal im Bereich zwischen Spur und lateralem Appendix (Abb. 26
D-E).
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Abb. 26 3B NB-ZSB8

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 6B NB-ZSB8 in einer
frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.
Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB weist ein priméares Faszikel auf (<),
das sich im ipsilateralen Neuropil in 2 kurze Faszikel aufgabelt ( » bzw. ). P endet
anterodorsal des medialen Pilzkérperlobus (—); endet posterodorsal des Bereichs der
zwischen Sp und IA liegt ( ). Inlay: apoptotische 8B NB-ZSB8 Zellen B Zeichnung des
rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A).
Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen
eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C-E 3D Amira
Rekonstruktion des 8B NB-ZSB8 (magenta) und des ipsilateralen Pilzkérpers (grin). Die
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Anterodorsale Ansicht. D
Ventralansicht. E Anterolaterale Ansicht. F 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95).
Abkirzungen: Kx: Pilzkérperkortex; IA: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel;
Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkdérper des markierten ZSB.
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3.3.1.7 dB NB-ZSB9

0B NB-ZSB9 (Abb. 27) besteht aus 12-17 Neuronen (@ 14,5 £ 3,5 n=2). Die NE-Zelle, aus
der dieser ZSB hervorgeht, wurde in den dorsoventralen Positionen 10 bzw. 11 markiert
(Abb. 27 G). Die Zellkdrper des 6B NB-ZSB9 liegen im posterioren Protocerebrum, direkt
ventral des lateralen Bereiches des Pilzkdrperkortex (Abb. 27 C, D). Die Neurone bilden
zunachst ein dickes Faszikel, welches sich kurz nach Eintritt ins Neuropil in zwei
sekundare Faszikel aufspaltet (Abb. 27 A-D). Das erste bildet im ipsilateralen Neuropil ein
langgestrecktes dendritisches/axonales Feld, projiziert contralateral durch den
posterior/intermedidren Bereich der praoralen Gehirnkommissur und endet im
posteromedialen Neuropil, etwas posterior und dorsal des contralateralen medialen
Pilzkorperlobus (Abb. 27 A-D). Das zweite Faszikel verbleibt ipsilateral und spaltet sich in
ein dorsales und ein ventrales Faszikel auf (Abb. 27 A, B, D, F). Das dorsale verlauft ein
kurzes Stick in engem Kontakt mit der Oberflache des Pedunkels (Abb. 27 C, E) und hat
in seinem distalen Bereich engen Kontakt mit der ventralen Region der Lobe-junction des
Pilzkorpers (Abb. 27 D, F). Boutonartige Kontakte, die auf eine mdogliche funktionelle
Verbindung hindeuten, konnten nicht erkannt werden. Das ventral verlaufende Faszikel
deszendiert bis in die gnathalen Neuromere (Abb. 27 A, B, D, F).
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Abb. 27 8B NB-ZSB9

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 8B NB-ZSB9 in einer
frithen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.
Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB bildet ein dickes Primarfaszikel (1<),
das sich in ein contralaterales (®) und ein ipsilateral verbleibendes Faszikel aufgabelt. Das
ipsilaterale Faszikel spaltet sich wiederum in ein dorsal verlaufendes (/) und ein ventral
verlaufendes ( P ) auf. P bildet im ipsilateralen Neuropil ein langgestrecktes
dendritisches/axonales Feld aus (—> ) und endet im contralateralen Neuropil, etwas
dorsoposterior des mL (). verlauft ein Stiick in engem Kontakt mit der Oberflache des Pe
( ) und verlauft in seinem distalen Bereich durch den Bereich der Lj (*-1).» deszendiert bis
in die gnathalen Segmente (— ). Inlay: apoptotische 8B NB-ZSB9 Zelle und einige
apoptotische Fragmente. B Zeichnung des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen
auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur
Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot
PKNB3, lila PKNB4. C-F 3D Amira Rekonstruktion des 0B NB-ZSB9 (magenta) und der
Pilzkdrper (grun). Die Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C
Dorsalansicht. D Ventralansicht. E Detailaufnahme des in (C) umrahmten Bereichs. Man sieht
das dendritische/axonale Feld (—>) und den engen Kontakt zwischen ipsilateralem dorsalem
Faszikel und dem Pe ( ). F Ventromediale Detailansicht auf die Region der ipsilateralen
Pilzkorperloben (in (D) durch den umrahmten Bereich angedeutet). Man sieht das ventral
verlaufende ipsilateral deszendierende Faszikel (), das in den gnathalen Segmenten endet (
—) und das dorsal verlaufende ipsilaterale Faszikel (I =), das engen Kontakt zur Lj hat (:2).
G ®B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkurzungen: Kx: Pilzkérperkortex; IA:
lateraler Appendix; Lj: Lobe-junction; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL:
vertikaler Lobus; zZk: Zellkérper des markierten ZSB.

3.3.1.8 B NB-ZSB10

0B NB-ZSB10 (Abb. 28) besteht aus 11-12 Neuronen (& 11,5 + 0,7 n=2). Die NE-Zelle des
0B NB-ZSB10 wurde in den dorsoventralen Positionen 13 bzw. 14 markiert (Abb. 28 G).
Die Zellkorper der Neurone liegen im posterioren Protocerebrum, direkt ventral des
Pilzkorperkortex (Abb. 28 B, D, E). Sie bilden zwei Faszikel aus, von denen eines durch
den posterioren Bereich der praoralen Gehirnkommissur bis ins medioposteriore Neuropil
der contralateralen Hemisphéare projiziert und dort in etwa auf Hohe des medialen Lobus
endet (Abb. 28 A-E). Dieses Faszikel bildet im dorsalen Bereich des ipsilateralen
posteromedialen Gehirnneuropil ein grof3es dendritisches/axonales Feld aus, welches
auch die Oberflache des distalen Bereichs des vertikalen Pilzkérperlobus innerviert (Abb.
28 A-F). Das zweite Faszikel verbleibt ipsilateral und bildet kleinere dendritische/axonale
Felder sowohl im ipsilateralen Gehirnneuropil als auch im Bereich der gnathalen

Neuromere, wo es auch endet (Abb. 28 A-F).
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Abb. 28 6B NB-ZSB10

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 8B NB-ZSB10 in einer
frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.
Dorsalansicht, anterior unten (Kdrperachse). Der ZSB bildet 2 Faszikel aus (» bzw. ). b
projiziert contralateral und endet im posteromedialen Neuropil in etwa auf Hohe des mL (&>).
Im ipsilateralen Neuropil bildet » ein g‘roBes dendritisches/axonales Feld (—), das auch den
distalen Bereich des vL innerviert ( %). verbleibt ipsilateral und deszendiert bis in die
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gnathalen Segmente, wo es mit einem dendritischen/axonalen Feld endet ( ). AuBerdem
bildet noch ein weiteres dendritisches/axonales Feld im ipsilateralen Neuropil ( ). Inlay:
apoptotische Zelle und Fragment einer 8B NB-ZSB10 Zelle B Zeichnung des rekonstruierten
ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau:
Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen
eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C-F 3D Amira
Rekonstruktion des 8B NB-ZSB10 (magenta) und der Pilzkdrper (griin). Die Symbole verweisen
auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E Dorsolaterale
Ansicht. F Laterale Detailansicht auf den Bereich der ipsilateralen Pilzkérperloben (in (E)
durch den umrahmten Bereich angedeutet). Man sieht, wie das dendritische/axonale Feld (—>
) den distalen Bereich des vL kontaktiert (%). AuRerdem sind das ipsilaterale Faszikel ()
und die beiden dendritischen/axonalen Felder, die es ausbildet, zu sehen ( , ). G 6B
Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkirzungen: Kx: Pilzkdrperkortex; IA: lateraler
Appendix; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; zZk: Zellkdrper
des markierten ZSB.

3.3.1.9 8B NB-ZSB11

In beiden Fallen, in denen 6B NB-ZSB11 (Abb. 29) dokumentiert werden konnte, bestand
der Zellklon aus neun Neuronen (@ 9,0 = 0 n=2). Seine NE-Zelle wurde jeweils anterior in
den dorsoventralen Positionen 13 bzw. 14 markiert (Abb. 29 C). Der NB delaminiert im
spaten St.8/frthen St.9. Seine Tochterzellen liegen im anterolateralen Bereich des
Protocerebrum, etwas dorsal und lateral des Pilzkoérperkortex (Abb. 29 A, B). Der ZSB
weist ein einzelnes Faszikel auf, das im ventralen Bereich des posteromedialen Neuropil
der ipsilateralen Gehirnhemisphére endet (Abb. 29 A, B).
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Abbildung 29
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Abb. 29 8B NB-ZSB11

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB11 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB weist ein einzelnes ipsilaterales Faszikel
auf (P ), das im ventralen Bereich des posteromedialen Neuropil endet (—" ). Inlay:
apoptotische Zellen oder Fragmente des 6B NB-ZSB11 ( P ). B Zeichnung des
photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A).
Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen
eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C 8B Schema. Symbole wie
in Abb. 21 (S. 95). Abkirzung: Zk: Zellkérper des markierten ZSB.

3.3.2 Die proneurale Domane innerhalb der ventralen Halfte der 8B bringt

einen Neuroglioblasten hervor

In der Gruppe der aus der proneuralen Domane hervorgehenden ZSBe befand sich ein
sowohl Neurone als auch Gliazellen enthaltender ZSB, der somit aus einem
Neuroglioblasten (NGB) hervorgeht. Dieser NGB-ZSB stellt den einzigen in 0B
charakterisierten ZSB dar, in dem Gliazellen gefunden wurden.

3.3.2.1 dB NGB-ZSB1

0B NGB-ZSB1 entsteht aus einem Neuroglioblasten, der 4-5 Neurone (@ 4,5 + 0,5) und 5-
6 Gliazellen (& 5,3 £ 0,5, n=5) hervorbringt. Seine NE-Zelle wurde in den dorsoventralen
Positionen 8-13 markiert (Abb. 30 C). Da zum Zeitpunkt der optischen Kontrolle die NE-
Zelle noch nicht delaminiert war, ist davon auszugehen, dass der NGB nicht zu den frih
entstehenden Gehirnneuroblasten gehort. Im 8B NGB-ZSB1 wurden keine Anzeichen von
Apoptose gefunden. Seine Neurone liegen im anteroventralen Bereich des
Protocerebrums und bilden zwei Faszikel aus (Abb. 30 A, B). Das eine projiziert
contralateral durch den intermediaren Bereich der praoralen Gehirnkommissur und endet
dorsal im Grenzbereich zwischen anteromedialem und anterolateralem Neuropil. Das
andere Faszikel verbleibt in der ipsilateralen Hemisphéare, wo es eine dorsal gelegene
Region im posteromedialen Neuropil innerviert. Beide Faszikel weisen ipsilaterale
Verzweigungen im Bereich der Kortex-Neuropilgrenze auf. Die 5-6 Gliazellen dieses
Neuroglioblastenklons sind vorwiegend im posterioren und lateralen Bereich der
Hemisphare lokalisiert und liegen den Zellen des Kortex auf (Abb. 30 A, B). Ihrer Lage

nach handelt es sich somit um Subperineurialglia (Hartenstein et al., 1998).
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Abb. 30 8B NGB-ZSB1

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NGB-ZSB1 in einem frithen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB bildet Neurone (N) und Gliazellen (G).
Die Neurone bilden 2 Faszikel aus: B: contralateral projizierendes Faszikel, das dorsal im
Grenzbereich zwischen anteromedialem und anterolateralem Neuropil endet (& ). B :
ipsilateral verbleibendes Faszikel, das in einer dorsal gelegenen Region im posteromedialen
Neuropil endet (). Beide Faszikel weisen Verzweigungen im ipsilateralen Neuropil auf (—
bzw. —). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die
gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung
wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila
PKNB4. C 0B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkilirzungen: N: Zellkérper der
Neurone; G: Gliazellen

3.3.3 NB-ZSBe, die in der dorsalen Halfte der dB entstehen

3.3.3.1 3B NB-ZSB6

0B NB-ZSB6 (Abb. 31) besteht aus 18-21 Neuronen (& 19,5 + 2,1 n=2). Die NE-Zelle, die
diesen ZSB hervorbringt, wurden in den dorsoventralen Zellreihen 8 oder 9 markiert (Abb.
31 C). Die Delamination des NB erfolgte im spaten St.8/ friihen St.9. Die Neurone des 6B
NB-ZSB6 liegen im anteroventralen Bereich des protocerebralen Gehirnkortex und bilden
drei contralateral projizierende Faszikel aus. Diese weisen im ipsilateralen Neuropil
deutliche Anzeichen von dendritischen/axonalen Verzweigungen auf, ganz besonders im
Bereich der Neuropil-Kortex Grenze, wo sich ein prominentes dendritisches/axonales Feld
findet. Alle drei Faszikel verlaufen durch den intermedidren Bereich der praoralen
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Gehirnkommissur und enden im contralateralen Gehirnneuropil. Zwei enden im ventralen

Bereich des anteromedialen/posteromedialen Neuropil. Das andere Faszikel endet im

dorsalen Bereich des posterolateralen Neuropil (Abb. 31 A, B).
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Abb. 31 5B NB-ZSB6

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB6 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB bildet 3 contralateral projizierende
Faszikel aus (P, bzw. B). endet im dorsalen Bereich des posterolateralen Neuropil (

). > und P> enden im ventralen Neuropil im Bereich der Grenze von anteromedialem und
posteromedialem Neuropil (— bzw. —> ). Die Faszikel zeigen im ipsilateralen Neuropil
deutliche Anzeichen von dendritischen/axonalen Verzweigungen ( —» ) und ein
dendritisches/axonales Feld nahe der Neuropil-Kortex-Grenze ( P ). Inlay: apoptotische
Fragmente einer 8B NB-ZSB6 Zelle (' <). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A).
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau:
Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau
PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkilrzung:
Zk: Zellkdrper des markierten ZSB.

3.3.3.2 8B NB-ZSB7

In einem Fall gelang es den 8B NB-ZSB7 zu markieren (Abb. 32), welcher aus 19
Neuronen besteht. In diesem Fall wurden keine Anzeichen von Apoptose gefunden. Die
Position der NE-Zelle lag bei der Markierung in der dorsoventralen Zellreihe 9 (Abb. 32 C)
und der NB delaminierte im spéaten St.8/fruhen St.9. Die Zellkdrper liegen medial im

posterioren Protocerebrum etwas ventral und medial des Pilzkdrperkortex (Abb. 32 A, B).
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Die Neurone bilden ein contralaterales Faszikel, das durch den intermediéaren Bereich der

praoralen Gehirnkommissur verlauft und im ventralen Bereich der Grenze von

anteromedialem und anterolateralem Gehirnneuropil endet (Abb. 32 A, B).

anterior

0
>

ventral
dorsale
Mittellinie

10

9 7 5
posterior

Abb. 32 8B NB-ZSB7

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB7 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Kodrperachse). Der ZSB weist ein einzelnes contralateral
projizierendes Faszikel auf (™), das im ventralen Bereich der Grenze von anteromedialem und
anterolateralem Gehirnneuropil endet (===). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A).
Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau:
Neuropil. Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau

PKNB2, rot PKNBS3, lila PKNB4. C 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkilrzung:
Zk: Zellkdrper des markierten ZSB.

3.3.3.3 B NB-ZSB12

0B NB-ZSB12 (Abb. 33) stellt mit nur 7-8 Neuronen (& 7,5 £ 0,7 n=2) den kleinsten
charakterisierten 6B ZSB dar. Es wurden keine Anzeichen fur Apoptose gefunden. Die
NE-Zelle wurde in den dorsoventralen Positionen 7 bzw. 9 markiert. (Abb. 33 C). Die
optische Kontolle ergab, dass der NB des B NB-ZSB12 in etwa im spaten St.8/friihen
St.9 delaminiert. Die Zellkorper des ZSB liegen im posterolateralen Protocerebrum wenige
Zelldurchmesser lateral des Pilzkérperkortex. Seine Neurone bilden ein einzelnes, kurzes

Faszikel, das ins ipsilaterale posteromediale Neuropil projiziert (Abb. 33 A, B).
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Abb. 33 3B NB-ZSB12

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 8B NB-ZSB12 in einem fruhen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Kdérperachse). Der ZSB bildet ein in der ipsilateralen
Hemisphéare verbleibendes Faszikel aus ( P ), welches im ipsilateralen posteromedialen
Neuropil endet (—>). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole verweisen auf
die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur
Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot

PKNB3, lila PKNB4. C 6B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Abkirzung: Zk: Zellkérper
des markierten ZSB.

116



Ergebnisse

3.3.4 Neuronale ZSBe aus 61

Neben den ZSBen aus 0B wurden auch ZSBe der 81 markiert und charakterisiert. 81 NE-
Zellen unterscheiden sich durch ihr mitotisches Verhalten deutlich von 8B und 89 NE-
Zellen (siehe 3.1.1), wodurch sie zweifelsfrei ansprechbar sind. Die NE-Zellen der im
Folgenden vorgestellten 81-ZSBe lagen zumeist direkt anterior angrenzend an die Zellen
der OB.

3.3.4.1 81 NB-ZSB1

In einem Fall gelang es mir den 81 NB-ZSB1 zu markieren (Abb. 34). Seine NE-Zelle
wurde direkt anterior der anteriorsten Zellreine der ®B in dorsoventraler Position 13
markiert (Abb. 34 G). Der ZSB besteht aus 16 Neuronen (n=1). Der NB des 81 NB-ZSB1
delaminiert im mittleren St.9 und gehort damit nicht zu den frih delaminierenden
Gehirnneuroblasten. Die Neurone des ZSB bilden zwei Faszikel (Abb. 34 A-D). Eines
verlauft durch den posterioren Bereich der préaoralen Gehirnkommissur; das andere durch
den anterioren Bereich dieser Kommissur. Ersteres projiziert entlang der posterioren
Kortex-Neuropilgrenze und endet im ventralen Bereich des posterolateralen Neuropil (Abb.
34 A-D). Das zweite Faszikel bildet ein prominentes, ipsilaterales dendritisches/axonales
Feld ventral des ipsilateralen lateralen Appendix des Pilzkdrpers (Abb. 34 A-E), welchen
es auch kontaktiert (Abb. 34 E). Das contralaterale Ende dieses Faszikels innerviert das
Pilzkorperneuropil im Bereich zwischen Spur und lateralem Appendix (Abb. 34 A-D, F).
Dieses Faszikel verbindet somit die beiden Pilzkérper in den eben genannten Bereichen
(Abb. 34 A-E).
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Abb. 34 51 NB-ZSB1

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 81 NB-ZSB1 in einer

frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.

Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB bildet zundchst ein kurzes primares

Faszikel (=), welches sich in 2 contralateral projizierende Faszikel aufspaltet (P und ). b

verlauft durch den posterioren Bereich der Gehirnkommissur und endet im ventralen Bereich

des posterolateralen Neuropil (—). bildet ein ipsilaterales dendritisches/axonales Feld (
), welches den IA kontaktiert (+-1). Mit seinem contralateralen Ende ( ) kontaktiert
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den Bereich zwischen Sp und |A des Pilzkdrpers ( ). Inlay: apoptotische Zelle und
Fragmente. B Zeichnung des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die
Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila Keis PKNB4. C-F
3D Amira Rekonstruktion des 81 NB-ZSB1 (magenta) und der Pilzkdrper (grin). Die Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E
Posterolaterale Detailansicht des in (D) umrahmten Bereichs der Region des ipsilateralen
Sp/lIA. Man sieht, wie das dendritische/axonale Feld ( ) des Faszikels ( ) den IA
kontaktiert (:Y). F Posterolaterale Detailansicht des in (D) umrahmten Bereichs der Reqion des
contralateralen Sp/IA. Man sieht, wie die dendritischen/axonalen Endigungen ( ) des
Faszikels (1) den Bereich zwischen Sp und IA kontaktieren (==). G 8B Schema. Symbole wie
in Abb. 21 (S. 95). Das grau unterlegte Feld steht fur eine 81 Zelle Abkurzungen: Kx:
Pilzkodrperkortex; IA: lateraler Appendix; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL:
vertikaler Lobus; Zk: Zellkdrper des markierten ZSB.

3.3.4.2 81 NB-ZSB2

01 NB-ZSB2 (Abb. 35) besteht aus 13-17 Neuronen (@ 15 £ 2,8 n=2). Seine NE-Zelle lag
anterior der anteriorsten Zellreine der &B in den dorsoventralen Positionen 12 bzw. 13
(Abb. 35 H). Bei der optischen Kontrolle (frihes St.9) war noch kein NB entstanden,
weshalb der NB des 81 NB-ZSB2 wahrscheinlich nicht zu den frih entstehenden
Gehirnneuroblasten gehort. Die Zellkorper der Neurone liegen direkt anterolateral des
Pilzkorperkortex (Abb. 35 C, D, F, G) und bilden drei Faszikel (Abb. 35 A, B). Zwei dieser
Faszikel verbleiben in der ipsilateralen Hemisphare. Das eine projiziert bogenférmig nach
anterior und endet anterior des medialen Pilzkorperlobus (Abb. 35 A-E). In seinem
proximalen Bereich bildet es ein dendritisches/axonales Feld aus, das sich in Richtung des
vertikalen Lobus erstreckt, ohne diesen jedoch zu kontaktieren (Abb. 35 A-C, E). Das
andere ipsilateral verbleibende Faszikel projiziert nach ventral bis in die gnathalen
Neuromere und spaltet sich dort in zwei weitere kurze Faszikel auf (Abb. 35 A, B, D, F, G).
Das dritte Faszikel spaltet sich im ipsilateralen Neuropil kurz vor Eintritt in die préaorale
Gehirnkommissur in ein contralateral durch den anterioren Bereich der Kommissur
verlaufendes Faszikel und ein ipsilateral bis ins VNS deszendierendes Faszikel auf (Abb.
35 A-C, E, F). Das contralateral verlaufende spaltet sich nach Austritt aus der
Gehirnkommissur erneut auf. Ein Ast endet im anteromedialen Neuropil der Hemisphare,
der andere Ast deszendiert bis ins VNS (Abb. 35 A-D, F). Da bei den Praparationen des
ZNS das VNS beschadigt wurde, konnte das Segment, in dem die deszendierenden

Faszikel enden, nicht bestimmt werden.
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Abb. 35 61 NB-ZSB2

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 81 NB-ZSB2 in einer
frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil mit Linien
umrandet. Dorsalansicht, anterior unten (Kérperachse). Der ZSB bildet zundchst ein primares
Faszikel (=), welches sich im ipsilateralen Neuropil in 3 sekundare Faszikel aufspaltet (I =,
> und P ). verbleibt ipsilateral, bildet in seinem proximalen Bereich ein
dendritisches/axonales Feld ("-') und endet im anteromedialen Bereich des Neuropil ( ). B
deszendiert bis in die gnathalen Segmente und spaltet sich dort in 2 kurze Faszikel auf (&,
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bzw. —). P projiziert contralateral, wobei es kurz vor Eintritt in die Gehirnkommissur ein
ipsilateral deszendierendes Faszikel bildet (—>). Nach Austritt aus der Kommissur spaltet sich
P in ein kurzes im anteromedialen Neuropil endendes ( »— ) und ein bis ins VNS
deszendierendes (%) Faszikel auf. Inlay: apoptotische Zellen oder Fragmente apoptotischer
Zellen (P). B Zeichnung des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur Orientierung wurde die
Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot PKNB3, lila PKNB4. C-G 3D
Amira Rekonstruktion des 1 NB-ZSB2 (magenta) und der Pilzkdrper (grin). Die Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C Dorsalansicht. D Ventralansicht. E
Laterale Detailansicht auf die Region der ipsilateralen Pilzkérperloben und des Pedunkels (in
(C) durch den umrahmten Bereich angedeutet). Man sieht und sein dendritisches/axonales
Feld (i), die nahe am ipsilateralen vL liegen, ohne diesen jedoch zu kontaktieren. Dariber
hinaus sieht man neben dem Bereich, in dem endet ( ), einen Teil des contralateral
projizierenden Faszikel (P) und das contralateral deszendierende Faszikel (&>). F Posteriore
Ansicht. Der contralaterale Pilzkdrper ist nur teilweise zu sehen. G Posterolaterale Ansicht aus
Blickrichtung der contralateralen Hemisphéare. H 6B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95).
Grau unterlegte Felder stehen fur 81 Zellen. Abkirzungen: Kx: Pilzkérperkortex; |A: lateraler
Appendix; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL: vertikaler Lobus; Zk: Zellkdrper
des markierten ZSB.

3.3.4.3 81 NB-ZSB3

01 NB-ZSB3 (Abb. 36) besteht aus 12 Neuronen (n=1). Die NE-Zelle wurde an
dorsoventraler Position 13 direkt anterior der anteriorsten Zellreihe der 6B markiert (Abb.
36 H). Die Zellkorper des ZSB liegen im medialen Bereich des Protocerebrums, direkt
ventral des medialen Bereichs des Pilzkdrperkortex (Abb. 36 A-D). Die Neurone bilden
drei contralateral projizierende Faszikel (Abb. 36 A-D). Das erste verlauft durch den
posterioren Bereich der praoralen Gehirnkommissur und endet ventral im Grenzbereich
des posteromedialen und posterolateralen Neuropil (Abb. 36 A-D). Die beiden anderen
Faszikel projizieren entlang des ipsilateralen medialen Pilzkorperlobus, wobei sie ihn
kontaktieren (Abb. 36 F) und danach posterior bzw. anterior durch den intermediaren
Bereich der Gehirnkommissur verlaufen (Abb. 36 A-D). Das posterior verlaufende Faszikel
endet ventral und posterior des proximalen Bereiches des contralateralen, medialen
Pilzkorperlobus (Abb. 36 A-D, G). Das anterior durch den intermediaren Bereich der
Kommissur verlaufende Faszikel endet mit einem dendritischen/axonalen Feld im Bereich
direkt ventral der Region des Spur/lateralen Appendix des contralateralen Pilzkorpers
(Abb. 36 A-D, G), welche es auch kontaktiert (Abb. 36 G). In der ipsilateralen Hemisphéare
weist das Faszikel, neben einem kleinen nach posterodorsal gerichteten Faszikel (Abb. 36
A, B, D), ein groRes dendritisches/axonales Feld auf (Abb. 36 A-F), mit dem es den
posterioren Bereich der Lobe-junction des ipsilateralen Pilzkorpers kontaktiert (Abb. 36 E).

Dieses Faszikel verbindet somit die eben genannten Regionen der beiden Pilzkdrper.
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anterior

Mittellinie

posterior

Abb. 36 81 NB-ZSB3

A Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen LSM Aufnahme eines 81 NB-ZSB3 in einer
frihen L1 OK107>GFP Larve. Zur Orientierung wurden Gehirnkortex und Neuropil umrandet.
Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB bildet zundchst ein kurzes primares
Faszikel (=), welches sich in 3 contralateral projizierende Faszikel aufspaltet (P, und »).
b verlauft durch den posterioren Bereich der Gehirnkommissur und endet ventral im
Grenzbereich des posteromedialen/posterolateralen Neuropil (— ). projiziert in der
ipsilateralen Hemisphare entlang des mL, welchen es auch kontaktiert ( ), verlauft dann
posterior durch den intermedidren Bereich der Gehirnkommissur und endet im posteromedialen
Neuropil posteroventral des contralateralen mL ( ). B bildet im ipsilateralen Neuropil einen
Seitenast (— ) und ein groRBes dendritisches/axonales Feld aus (&> ), welches den
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posterioren Bereich der Lj kontaktiert (%). In seinem weiteren Verlauf projiziert das Faszikel
entlang des mL, wobei es diesen auch kontaktiert ( »=) und verlauft weiter durch den
intermediaren Bereich der Gehirnkommissur. In der contralateralen Hemisphare endet es direkt
ventral der Region des Sp/IA des contralateralen Pilzkdrpers mit einem dendritischen/axonalen
Feld (). Auslaufer dieses Feldes kontaktieren die Region zwischen Sp und IA (%1). Inlay:
apoptotische Zellen und Fragmente. B Zeichnung des rekonstruierten ZSB aus (A). Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil.
Zur Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot
PKNB3, lila Keis PKNB4. C-G 3D Amira Rekonstruktion des 81 NB-ZSB3 (magenta) und der
Pilzkdrper (grin). Die Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A, B). C
Dorsalansicht. Die Pilzkérper wurden transparent dargestellt, um die Morphologie des
darunterliegenden ZSB erkennbar zu machen. D Ventralansicht. E Posterolaterale
Detailansicht des in (D) umrahmten Bereichs der Region des ipsilateralen Sp/IA. Man sieht das
dendritische/axonale Feld (£>) und wie es den posterioren Bereich der Lj innerviert (%). F
Posteriore Detailansicht des in (D) umrahmten Bereichs der Region des ipsilateralen mL. Man
sieht das ipsilaterale dendritische/axonale Feld () und die beiden Faszikel ( und P), die
den mL kontaktieren ( bzw. »—). G Posterolaterale Detailansicht des in (D) umrahmten
Bereichs der Region des contralateralen Sp/IA. Man sieht das Ende eines der contralateral
projizierenden Faszikel ( ) und P> wie es mit seinem dendritischen/axonalen Feld (B>) die
Region zwischen Sp und IA innerviert (%1). H 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95).
Das grau unterlegte Feld steht fur eine 81 Zelle Abkurzungen: Kx: Pilzkdrperkortex; IA:
lateraler Appendix; Lj: Lobe-junction; mL: medialer Lobus; Pe: Pedunkel; Sp: Spur; vL:
vertikaler Lobus; Zk: Zellkérper des markierten ZSB.

3.3.4.4 81 NB-ZSB4

01 NB-ZSB4 (Abb. 37) besteht aus 10-11 Neuronen (9 10,5 £ 0,7 n=2). Die Position der
NE-Zelle wurden in beiden Fallen auf zwei Zellreihen anterior der anteriorsten Zellreihe
der 6B bestimmt, jeweils in den dorsoventralen Positionen 8 bzw. 12 (Abb. 37 C). Da bei
der optischen Kontrolle (frithes St.9) noch kein NB delaminiert war, ist davon auszugehen,
dass der NB des 81 NB-ZSB4 nicht zu den frih entstehenden Gehirnneuroblasten gehort.
Die Zellkérper der Neurone liegen medial im Protocerebrum im Bereich des Pars
intercerebralis (Abb. 37 A, B). Sie bilden zwei Faszikel, die contralateral durch den
anterioren Bereich der praoralen Gehirnkommissur projizieren und im anteromedialen
Neuropil der contralateralen Hemisphére enden. Eines der beiden Faszikel bildet im
ipsilateralen posteromedialen Neuropil und im anteromedialen Neuropil jeweils einen
kleinen Seitenast aus (Abb. 37 A, B). Das andere Faszikel weist in der ipsilateralen
Hemisphare ebenfalls einen kleinen Seitenast auf und zusétzlich noch einen Bereich mit

dendritischen/axonalen Verzweigungen (Abb. 37 A, B).
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anterior

ventral
dorsale
Mittellinie

C 10 9 8 7 6 5 4 2
posterior

Abb. 37 31 NB-ZSB4

A Rekonstruktion eines photokonvertierten 81 NB-ZSB4 in einem frihen St.17 WT Embryo.
Dorsalansicht, anterior unten (Korperachse). Der ZSB weist 2 contralateral verlaufende
Faszikel auf (Pbzw. P), die durch den anterioren Bereich der Gehirnkommissur verlaufen.
Eines der beiden Faszikel ( » ) bildet im Neuropil der ipsilateralen Hemisphare 2 kleine
Seitendste aus (—> bzw. ). Das andere Faszikel (®) bildet im ipsilateralen Neuropil einen
kleinen Seitenast () und ein kleines dendritisches/axonales Feld (—). Beide Faszikel
enden im contralateralen anteromedialen Neuropil (»— bzw. »>). Inlay: apoptotische Zellen
oder Fragmente (). B Zeichnung des photokonvertieren ZSB aus (A). Symbole verweisen auf
die gleichen Strukturen wie in (A). Dunkelgrau: Gehirnkortex; hellgrau: Neuropil. Zur
Orientierung wurde die Lage der 4 PKNBen eingezeichnet: gelb PKNB1, blau PKNB2, rot
PKNB3, lila PKNB4. C: 6B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S. 95). Grau unterlegte Felder
stehen fur 81 Zellen. Abkirzung: Zk: Zellkdrper des markierten ZSB.
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3.3.5 Epidermale ZSBe aus 81

Bei der Markierung von 81 NE-Zellen entstanden auch epidermale ZSBe (n=5), die aus 7-
10 Zellen bestanden und im frihen St.17 Embryo im dorsalen Bereich des Kopfes nahe
der dorsalen Mittellinie lagen (Abb. 38 A). Die NE-Zellen, die zu diesen epidermalen
Klonen fuhrten, lagen in den dorsoventralen Positionen 10-13 und 1-2 Zellreihen anterior
der anteriorsten Reihe der 0OB-Zellen (Abb. 38 B). Da epidermale ZSBe wenig
morphologische Charakteristika aufweisen, anhand derer sie unterschieden werden
konnen, ist nicht klar, ob in jedem Fall dieselbe Vorlauferzelle markiert wurde oder ob es

sich um Markierungen verschiedener Vorlauferzellen mit epidermalem Schicksal handelt.

dorsale
Mittellinie

posterior

Abb. 38 Epidermaler ZSB aus &1

A Rekonstruktion eines photokonvertierten epidermalen ZSB im frihen St.17. Anterior oben
(Korperachse), lateral links. Man sieht die epidermalen Zellen (braun), die sich nahe der
dorsalen Mittellinie (rot gestrichelte Linie) befinden. B 8B Schema. Symbole wie in Abb. 21 (S.
95). Grau unterlegte Felder stehen fir 81 Zellen.
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Name Teil der Delaminations- | Zellzahl Gliazellen Faszikel Anzeichen von Apoptose | Besonderheiten
proneuralen | Zeitpunkt (Neurone contralateral ipsilateral
Doméne ? (Stadium) inkl. NB) deszendierend nicht deszend. deszendierend nicht deszend.

58 JA spats/frih9 @275+ NEIN NEIN NEIN NEIN 2 JA

NB-ZSB1 0.7

oB JA spAt8 @225+ NEIN 3 2 2 NEIN NEIN Faszikel innervieren terminales

NB-ZSB2 P 4 2 - abdominales Segment

5B JA spats @218+1| NEIN NEIN 1 (in L1) NEIN 2 JA innerviert Ringdrlise;

NB-ZSB3 ’ kontaktiert méglicherweise
ipsilateralen Pilzkérper

3B ZSB verbindet ipsi-und

?
NB-ZSB4 JA ’ @ 2201’5 * NEIN NEIN 1 NEIN 1 JA contralateralen Pilzkérper.
' Axone tragen zum Pedunkel

bei

&B Faszikel verlauft durch

?
NB-ZSB5 A ’ @ 129a5 * NEIN NEIN 1 NEIN 1 JA ipsilateralen lateralen
' Appendix.

oB N .

NB-ZSB6 NEIN spéat8/frih9 [%] 129i5 + NEIN NEIN 3 NEIN NEIN JA

oB u . _

NB-ZSB7 NEIN spat8/rih9 19,0 (n=1) NEIN NEIN 1 NEIN NEIN NEIN

5B . N

NB-ZSB8 JA spater als frth9 | @16+ 1,5 NEIN NEIN NEIN NEIN 2 JA

oB N . verlauft durch Lobe-junction

NB-ZSB9 JA spater als frih9 | @ 13455 + NEIN NEIN 1 1 1 JA des ipsilateralen Pilzkérper

B JA spaterals frthg | @115+ | NEIN NEIN 1 1 NEIN JA innerviert ipsilateralen v des

NB-ZSB10 0 7 - Pilzkorper

5B . N

NB-ZSB11 JA spéat8/fruh9 @900 NEIN NEIN NEIN NEIN 1 JA

oB . .

NB-ZSB12 NEIN spat8/friih9 (25;,75 + NEIN NEIN NEIN NEIN 1 NEIN

58 JA spiterals frih9 | @45+ | @53+ NEIN 1 NEIN 1 NEIN bringt Gliazellen hervor

NGB-Z5B1 05 05

&1 - _ ZSB verbindet ipsi-und

NB-ZSB1 NEIN mitte9 16,0 (n=1) NEIN NEIN 2 NEIN NEIN JA contralateralen Pilzkarper

&1 u .

NB-ZSB2 NEIN spater als frth9 | @ 125é0 + NEIN 1 1 1 1 JA

81 . . - ZSB verbindet ipsi-und

NB-ZSB3 NEIN spater als frth9 | 12,0 (n=1) NEIN NEIN 3 NEIN NEIN JA contralateralen Pilzkaruer

51 N .

NB-ZSB4 NEIN spater als frih9 (%] 100_,!5 + NEIN NEIN 2 NEIN NEIN JA

Tabelle 2 Statistiken 8B und 81 ZSBe
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3.4 Untersuchung von Gal4-Stammen mit Expression in PKZSBen

Mit der klonalen Untersuchung der Embryonalentwicklung der PKZSBe und der
Identifikation der betreffenden PKNBen in den embryonalen Gehirnneuroblastenkarten
(Urbach et al., 2003; Urbach and Technau, 2003b) wurde der Grundstein fur die
Etablierung eines Modellsystems gelegt, das die Untersuchung verschiedenster zellularer
und genetischer Aspekte der Embryonalentwicklung der PKNBen und ihrer embryonalen
Gehirnzellstammbaume ermdglicht. Um z.B. mittels des Gal4/UAS-Systems die Funktion
bestimmter Gene im Rahmen der Pilzkdrperentwicklung zu untersuchen, ist eine wichtige
Voraussetzung die Verfugbarkeit von Gal4-Stammen, die gezielt in den Zellen dieser
Zellstammb&ume (NB, Subgruppen von Tochterzellen, oder allen Tochterzellen)
exprimieren. Auf diese Weise kann z.B. in Missexpressionsexperimenten die Funktion der
missexprimierten Gene auf die Entwicklung der betreffenden Zellen untersucht werden.

Aus diesem Grund wurden Gal4-Stamme, die laut Literatur eine Expression in den
postembryonalen Pilzkoérpern zeigen (Aso et al., 2009; Tanaka et al., 2008), auf eine
Expression in den embryonalen Pilzkdrpern hin untersucht. Auf3erdem wurde das
Expressionsmuster von dacGal4 untersucht, da dac im embryonalen Pilzkdrper exprimiert
wird (Kurusu et al., 2000; Noveen et al., 2000) (siehe Tabelle 3). Hierzu wurden die Gal4
Fliegen mit UAS-CD8::GFP Fliegen verkreuzt und ihre Embryonen einer Antikoérperfarbung
gegen GFP unterzogen. Von allen untersuchten Stammen zeigten nur OK107Gal4 (siehe
Tabelle 3 und 3.2.1) und dacGal4 (siehe Tabelle 3 und 3.4.1) eine Reportergenexpression
im Bereich der embryonalen Pilzkdrper, weshalb sie fir eine nahere Charakterisierung

ausgewahlt wurden.
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Stamm Expression

NP6649 Expression in einigen Gliazellen im St.17
Gehirn. Keine Expression im Bereich der
Pilzkorper

NP3208 Sehr schwache Expression in vielen Zellen
des Protocerebrums. Darunter auch in
einigen Zellen die im Bereich der y-Neurone
liegen. Keine Expression in PKNBen.

NP2748 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

NP3061 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

NP3291 GFP Expression im St.17 Gehirn, jedoch
nicht im Bereich der Pilzkdrper

NP5286 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

NP7060 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

NP7175 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

NP6024 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn

UASGFP T10 Keine GFP Expression im St.17 Gehirn,

jedoch in Subsets von y-Neuronen in L1

OK107 (Ey-Gal4)

Starke GFP Expression im St.17 und L1 in
den 4 PKNBen und allen ihren y-Neuronen
(siehe 3.2.1)

dacGal4

GFP Expression in den PKNBen 1-3 und
allen ihren Nachkommenzellen (siehe
3.4.1.1)

Tabelle 3 Gal4 Stamme,
untersucht wurden

die auf eine Expression im embryonalen Pilzkdrper

hin
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3.4.1 Charakterisierung des dacGal4 Expressionsmusters

3.4.1.1 Dil-Markierungen von PKZSBen in dacGal4>CD8::GFP
dacGal4 exprimiert in den PKNBenl1-3 und in vielen ihrer Nachkommenzellen. Um zu

Uberprifen, in welchen Nachkommenzellen dieser drei PKNBen dacGal exprimiert wird,

wurden Dil-Markierungen in dacGal4>CD8::GFP Embryonen durchgefihrt und auf eine

Kolokalisation von Dil und GFP im St.17 hin untersucht. Die Markierungen zeigten, dass
alle Nachkommenzellen der PKZSBe1-3 (n= 2-3 pro PKZSB) eine Kolokalisation von GFP
und Dil aufwiesen (Abb. 39 A-C"). PKZSB4 und seine Nachkommen zeigen keine dacGal4

Expression (siehe 3.4.1.2). Dies ist konsistent mit der fehlenden Dac-Proteinexpression im

PKNB4 und seinen Nachkommenzellen (siehe 3.5.1).

Abb. 39 Dil-Markierungen in
dacGal4>CD8::GFP

A-C Dil-Markierungen der
PKZSBel-3 aufgenommen im
spaten St.17 in dacGal4>CD8::GFP
Embryonen. Man sieht die

Kolokalisation von Dil und GFP in
allen Zellen der PKZSBel-3 A
PKZSB1. A" GFP Expression von
(A). Die weilRe, gestrichelte Linie
gibt den Umriss der Dil-positiven
Zellkoérper an. B PKZSB2. B" GFP
Expression von (B) Die weil3e,
gestrichelte Linie gibt den Umriss
der Dil-positiven Zellk6rper an. C
PKZSB3. C° GFP Expression der in
(C) gezeigten Abbildung. Die weil3e,
gestrichelte Linie gibt den Umriss
der Dil-positiven Zellkérper an.
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3.4.1.2 Spatembryonale Ey-Expression im dacGal4>CD8::GFP Hintergrund

Analyse des dacGal>CD8::GFP Expressionsmusters im St.17 und die durchgefihrten Dil-
Markierungen im Bereich der Pilzkorper erweckten den Eindruck, dass neben den
PKZSBenl-3 auch andere, an die PKZSBel-3 angrenzende Zellen, dacGal4 exprimieren.
Eine Auszahlung der Zellzahlen in diesem Bereich bestétigte dies. Man findet im Bereich
der Pilzkorper 156 + 4,8 Zellen, die GFP exprimieren (n=4 Hemisphéren). Bei einer
exklusiven Gal4 Expression in den PKZSBenl1-3 sollten hingegen, laut der durch Dil-
Markierungen ermittelten Zellzahlen dieser drei ZSBe, im St.17 nur 97 + 55 Zellen
markiert sein (siehe Tabelle 1). Der "Uberschuss" an Zellen kommt also von anderen
dacGal4 exprimierenden Zellen, die benachbart zu den PKZSBen liegen.
Antikorperfarbungen gegen Ey (n=10 Hemispharen), das im St.17 im Bereich des
posterodorsalen Protocerebrums nur von y-Neuronen exprimiert wird, ermdglichen
innerhalb des dacGal4>CD8::GFP Musters eine Unterscheidung der y-Neurone der
PKZSBe (Ey positiv) und der Zellen der anderen Gehirnzellstammbaume (Ey negativ). Es
stellte sich heraus, dass es, neben den Ey positiven y-Neuronen der PKZSBe, drei
Bereiche im dacGal4>UAS::CD8 GFP Muster gibt, in denen Zellen liegen, die kein Ey
exprimieren (Abb. 40 A-E). Bei diesen Zellen handelt es sich wahrscheinlich um die
Nachkommen dreier dacGal4 exprimierender ZSBe. Diese befinden sich anterolateral,
posterointermediar bzw. posteroventral in der dacGal4 Expressionsdoméne. Die dacGal4
Expressionsdomane im Bereich der Pilzkérper umfasst also die PKZSBel-3, die den
inneren  Bereich  der  Expressionsdomane  darstellen und drei  weitere

Gehirnzellstammbaume, die in der Peripherie der Expressionsdoméne liegen.
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'1;‘1 i 4
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dorsal

. v s
intermediar intermediar

Abb. 40 Ey Antiko6rperfarbung im dacGal4>CD8GFP Hintergrund

A-C Ey Antikoérperfarbung in dacGal4>CD8::GFP im St.17. Gezeigt ist die Pilzkérperregion der
rechten Hemisphare. Anterior unten (in Korperachse), medial links. A"-C” Ey Farbung der in
(A-C) gezeigten Abbildungen. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (A-C). A
Optischer Schnitt durch den dorsalen Bereich der Pilzkdrperregion. Man sieht sowohl die
PKNB1,2 inklusive einiger ihrer Nachkommenzellen (' =; GFP+/Ey+) als auch den PKNB4 und
Nachkommenzellen (=; Ey+/GFP-). Neben diesen PKZSBen sieht man auch einige GFP+/Ey-
Zellen, bei denen es sich um die Nachkommen von dacGal4 exprimierenden nicht-PKZSBen
handelt ( ). B Optischer Schnitt durch den intermedidren Bereich der Pilzkdrperregion. Man
sieht neben den Nachkommenzellen der PKNB1,2 (I <; GFP+/Ey+) auch den PKNB3 inklusive
einiger seiner Nachkommenzellen (! <; GFP+/Ey+). Des Weiteren sieht man y-Neurone des
PKNB4 (!=!; Ey+/GFP-) und auch einige Zellen, bei denen es sich um die Nachkommen von
dacGal4 exprimierenden nicht-PKZSBen handelt (GFP+/Ey- ; und —). C Optischer
Schnitt durch den ventralen Bereich der Pilzkdrperregion. Gezeigt sind einige
Nachkommenzellen des PKNB3 (! <“GFP+/Ey+), einige Nachkommenzellen von nicht-PKZSBen
(GFP+/Ey-, ansprechbar durch ihre periphere Lage am Kortexrand, — und ) und die
zentral gelegenen ni-Neurone ( ; GFP+/Ey-) der PKZSBel-3. D+E Amira Rekonstruktion
des in (A-C) gezeigten Pilzkérperbereichs. Die Regionen in denen sich die Nachkommenzellen
der nicht-PKZSBe befinden ( , —> und ) wurden farbig markiert (rot:
posterointermediar; blau: anterolateral; gelb: posteroventral). Symbole wie in (A-C’) D
Dorsalansicht, medial links. E Lateralansicht, anterior links (Kdrperachse).

3.4.1.3 Charakterisierung der Dac-Protein- und dacGal4-Expression im Verlauf der
embryonalen Gehirnentwicklung

Um zu klaren, inwiefern die dacGal4 Expression mit der Dac-Proteinexpression im Bereich

der PKZSBe Ubereinstimmt, wurde eine Analyse lber die gesamte Embryonalentwicklung

hinweg durchgefihrt. Eine erste schwache GFP Expression im Bereich der friihen

PKNBen und ihrer Nachkommenzellen zeigt sich im St.10 (n= 6 Hemisph&ren) und nimmt

im St.11 (n= 10 Hemisphéaren) deutlich an Intensitat zu. In diesen Stadien stimmen GFP

Expression und Dac-Proteinexpression im Bereich der PKNBen und ihrer
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Nachkommenzellen vollstandig Uberein (Abb. 41 Al, A2, B1, B2). Im St.12 (n= 18
Hemispharen) (Abb. 41 C) zeigen sich erste Unterschiede in der GFP und Dac-
Proteinexpression. In einigen wenigen der GFP exprimierenden Zellen findet sich nun
keine Dac-Proteinexpression. Dies betrifft Zellen, die weit distal von den PKNBen gelegen
sind, was dafir spricht, dass in einigen der friihgeborenen Zellen (ni-Neurone) die Dac-
Proteinexpression herunterreguliert wurde. In den Embryonalstadien 13 und 14 (n= 18
bzw. 12 Hemisphéaren) (Abb. 41 D) nimmt die Anzahl der distal gelegenen
Nachkommenzellen (also im Bereich der ni-Neurone), die ihre Dac-Proteinexpression
verlieren, deutlich zu. Dartber hinaus exprimieren im St.14 im Bereich der y-Neurone (also
nahe an den PKNBen liegende Zellen) einige Zellen Dac Protein nur schwach. Die Dac-
Proteinexpression in den PKNBen1-3 ist ab dem St.14 deutich schwacher. Wahrend der
Embryonalstadien 15, 16 und 17 (n= 10, 14 bzw. 12 Hemispharen) findet man nun
zunehmend mehr Zellen im Bereich der y-Neurone, die kein Dac exprimieren. Gleichzeitig
erhoht sich auch die Zahl der Zellen im Bereich der ni-Neurone, die zwar noch GFP, aber

keine Dac-Proteinexpression mehr zeigen (Abb. 41 E).
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Abb. 41 dacGal4>CD8::GFP und Dac Expression der PKZSBel-3 im Verlauf der
Embryonalentwicklung

A Gezeigt sind die PKZSBel-3 einer Hemisphdre im St.10. Man sieht die Dac-
Proteinexpression (magenta) und die schwache GFP Expression (grin) in den PKNBen 1-3
(A1) und allen ihren Nachkommenzellen (A2). A1"+ A2" GFP Expression der in A1l bzw. A2
gezeigten Abbildung. A1”" + A2"" Dac-Proteinexpression der in (Al) bzw. (A2) gezeigten
Abbildung. A”"" Schematische Darstellung der GFP und Dac-Proteinexpression der PKZSBe 1-
3 im St.10. B PKZSBel-3 im St.11 Embryo. Dac-Protein (magenta) und GFP Expression (grin)
findet sich in den PKNBenl1l-3 (B1) und allen ihren Nachkommenzellen (B2). B1'+ B2" GFP
Expression der in (B1) bzw. (B2) gezeigten Abbildung. B1"" + B2"" Dac-Proteinexpression der
in (B1) bzw. (B2) gezeigten Abbildung. B""~ Schematische Darstellung der GFP und Dac-
Proteinexpression der PKZSBel-3 im St.11. C PKZSBel-3 im St.12 Embryo. Man sieht, dass
sowohl die PKNBen (::) als auch alle ihre Nachkommenzellen GFP (griin) exprimieren. Dac
Protein (magenta) wird in einigen weit distal der PKNBen gelegenen Zellen nicht mehr
exprimiert (). C° GFP Expression der in (C) gezeigten Abbildung. C~ Dac-Proteinexpression
der in (C) gezeigten Abbildung. C°°~ Schematische Darstellung der GFP und Dac-
Proteinexpression der PKZSBel-3 im St.12. D PKZSBel-3 im St.14 Embryo. Sowohl die
PKNBen (:) als auch alle ihre Nachkommenzellen exprimieren GFP (grin). Die PKNBen1-3
zeigen nur noch eine schwache Dac Expression (magenta). Im Bereich der ni-Neurone findet
man vermehrt Zellen, die keine Dac Expression mehr zeigen (&), aber auch Zellen mit starker
Dac Expression (). Im Bereich der y-Neurone ist die Dac Expression heterogen. Man findet
sowohl stark (—) als auch schwach ( ) exprimierende Zellen. D GFP Expression der in
(D) gezeigten Abbildung. D”° Dac-Proteinexpression der in (D) gezeigten Abbildung. D*"’
Schematische Darstellung der GFP und Dac-Proteinexpression der PKZSBel-3 im St.14. E
PKZSBel-3 im St.17. Sowohl die PKNBenl-3 (::) als auch alle ihre Nachkommenzellen
exprimieren GFP (grin). Die Dac Expression (magenta) in den PKNBen ist schwach. Im
Bereich der y-Neurone findet man Zellen, die kein (—), schwach ( ) oder stark (—) Dac
exprimieren. In der Position der ni-Neurone liegen Dac negative (&) und Dac positive ()
Zellen. E© GFP Expression der in (E) gezeigten Abbildung. E*~ Dac-Proteinexpression der in
(E) gezeigten Abbildung. E*”" Schematische Darstellung der GFP und Dac-Proteinexpression
der PKZSBel-3 im St.17 Embryo. Abkilrzungen Pe: Pedunkel
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3.5 Molekulare Marker fur Nachkommenzellen der PKZSBel-3

Zellen unterscheiden sich voneinander durch ihre distinkte Genexpression. Mit Hilfe von
molekularen Markern (hier: Antikorper) kénnen Zellen somit identifiziert, charakterisiert
und reproduzierbar angesprochen werden. Die Identifikation eines molekularen Markers in
einer Zelle (oder einer Population von Zellen) deutet einerseits auf eine Funktion des
entsprechenden Proteins in der Zelle/den Zellen hin, andererseits kann die Auswirkung
einer Uberexpression bzw. Mutation eines Gens auf die durch Marker ansprechbare(n)
Zelle(n) untersucht werden. Solche Untersuchungen ermdglichen Rickschlisse auf die

Funktion des betreffenden Gens.

3.5.1 Charakterisierung der Ey- und Dac-Expression in y- und ni-Neuronen

im spaten Embryo

Betrachtet man die Ey- und Dac-Proteinexpression in St.17 WT Embryonen, so findet man
im Bereich der Pilzkorperanlage prinzipiell drei verschiedene Kombinationen der
Expression dieser beiden Proteine. Im Bereich direkt angrenzend an die vier PKNBen
findet man durchschnittlich 65 y-Neurone (@ 65,5 £ 8,1; n=11 Hemisphéren), die nur Ey
aber kein Dac exprimieren (Ey+/Dac-) (Abb. 42 A-A"E). lhrer Position nach handelt es
sich um spat geborene y-Neurone. Angrenzend an diese Population von Zellen findet man
ca. 28 y-Neurone (27,8 = 4,8; n=11 Hemispharen), die sowohl Ey- als auch Dac-
Expression aufweisen. Diese y-Neurone liegen im Bereich der Nachkommenzellen der
PKNBen1-3, nicht jedoch im Bereich der Nachkommenzellen des PKNB4 (Abb. 42 B-
B”",E). lhre distale Lage, relativ zu den PKNBenl-3, deutet darauf hin, dass es sich bei
diesen Zellen um frih geborene y-Neurone handelt, die weiter von den PKNBen entfernt
liegen als die spater geborenen Ey+/Dac- y-Neurone. Weiter im Inneren des Kortex,
angrenzend an die friih geborenen y-Neurone (Ey+/Dac+), findet man ca. 18 (@ 18,5 £
1,9; n=11 Hemispharen) nur Dac, aber kein Ey exprimierende Neurone (Dac+/Ey-), bei
denen es sich, ansprechbar durch ihre Position, um ni-Neurone handelt (Abb. 42 C-C"",E).
In vergleichbarer Position findet man hingegen beim PKZSB4 keine Dac+ Zellen (Abb. 42
D). Dies deutet darauf hin, dass die ni-Neurone des PKZSB4 kein Dac-Protein
exprimieren. Beim Vergleich der Anzahl der von den PKZSBen1-3 gebildeten ni-Neurone

(@ 32,8 £ 3,7 errechnet aus Zellzahlen der Tabelle 1) und der in Antikdrperfarbungen
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durch Dac Protein markierten ni-Neurone (@ 18,5 = 1,9; n=11 Hemisphé&ren) wird deutlich,
dass nur etwa die Halfte der ni-Neurone der PKZSBel-3 im St.17 Dac Protein exprimiert.
Zusammengenommen kann man also mit Ey/Dac Doppelfarbungen drei unterschiedliche
Populationen von Nachkommenzellen der PKNBenl-3 im Embryonalstadium 17
unterscheiden: 1. Eine Subpopulation der zuerst von PKNBen hervorgebrachten ni-
Neurone, die im Inneren der Hemisphare liegen und Dac aber kein Ey exprimieren. 2. frih
geborene Dac und Ey exprimierende y-Neurone, die direkt angrenzend an die ni-Neurone
liegen und 3. die spat geborenen nur Ey exprimierenden y-Neurone, die an der Oberflache
des Kortex nahe der PKNBen liegen (Abb. 42 E).

Abbildung 42
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Abb. 42 Ey und Dac Expression in St.17 PKZSBen

A-F Ey (magenta) und Dac (grun) Antikoérperfarbung in einem St.17 WT Gehirn. A Optischer
Schnitt durch die Gehirnhemispharen auf Héhe des dorsalen Bereiches der Pilzkdrperregion.
Man sieht den PKNB4 und einige seiner Ey positiven und Dac negativen y-Neuronen (»).
Daneben findet man auch Ey positive und Dac negative y-Neurone der anderen PKNBen (&)
A+ A" VergroBerung der Pilzkérperregion der rechten Hemisphare (in (A) durch weilRes
Quadrat angedeutet). B Optischer Schnitt durch die Gehirnhemisphadren auf HoOhe des
intermediaren Bereiches der Pilzk6rperregion. Man sieht neben den superficial gelegenen nur
Ey exprimierenden y-Neuronen der PKNBen1-3 (&) auch die darunter liegenden Ey und Dac
coexprimiernde y-Neurone der PKNBenl1-3 ( ). Die y-Neurone des PKNB4 exprimieren kein
Dac (). B’+ B"" VergroBerung der Pilzkérperregion der rechten Hemisphare (in B durch
weilles Quadrat angedeutet). C optischer Schnitt durch die Gehirnhemispharen auf Héhe des
ventralen Bereiches der Pilzkérperregion. Man sieht die Ey negativen, Dac positiven ni-
Neurone ( P ) der PKZSBel-3. C'+ C’° VergréBerung der Pilzkérperregion der rechten
Hemisphare (in (C) durch weilles Quadrat angedeutet). D+D” optischer Schnitt durch den
ventralen Bereich des PKNB4 Zellclusters. Man sieht die Ey positiven, Dac negativen y-
Neurone des PKNB4 (P ). Im Gegensatz zu den PKNBenl-3 (siehe C-C’")finden sich hier
keine Dac+ ni-Neurone. E Schematische Darstellung der Lage der Nachkommenzellen der
PKzZSBel-3 (links) und des PKZSB4 (rechts) im St.17. Magenta: Ey+/Dac- y-Neurone; weif3:
Ey+/Dac+ y-Neurone; grin: Ey-/ Dac+ ni-Neurone; durchsichtig: ni-Neurone, die weder Ey noch
Dac exprimieren. Die PKNBen1-3 exprimieren Dac nur noch schwach (rosa).

3.5.2 Twin-of-eyeless wird im St.17 in Subsets von y- und ni-Neuronen

exprimiert

Neben ey und dac ist twin-of-eyeless (toy) ein weiteres Gen, das in embryonalen
Pilzkérpern exprimiert wird (Kurusu et al.,, 2000). Um die toy Expression néher zu
charakterisieren, besonders im Hinblick auf eine mégliche Expression in den ni-Neuronen,
wurden Antikérperfarbungen gegen Toy in dacGal4>CD8::GFP Embryonen durchgefuhrt
und die Toy Expression im Bereich der PKZSBel-3 im St.17 untersucht (n= 6
Hemispharen) (Abb. 43 A-C). Toy wird im St.17 in vielen, jedoch nicht allen y-Neuronen
exprimiert (Abb. 43 A, B). Neben der Expression in y-Neuronen findet man auch eine Toy

Expression in Subsets von Ni-neuronen (Abb. 43 C).
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Abb. 43 Toy-Expression in den PKZSBen 1-3 im St.17

A-C Toy (magenta) Expression in den PKZSBenl-3 in dacGal4>CD8::GFP (grin) Embryonen
des St.17. Dargestellt sind 3 verschiedende optische Foki der Pilzkérperregion der rechten
Gehirnhemisphare. Anterior (in Neuralachse) oben, medial links. A Dorsaler optischer Fokus.
Man sieht 2 PKNBen (=) und einige direkt darunter liegende y-Neurone. Man findet sowohl
Toy exprimierende y-Neurone (—) als auch y-Neurone, die kein Toy exprimieren (—»). A’
Toy Expression der in (A) gezeigten Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen
wie in (A). B Intermediarer optischer Fokus. Man sieht wiederum Toy exprimierende y-Neurone
(—) und y-Neurone, die keine Toy Expression aufweisen (—»). Dartber hinaus sieht man
ni-Neurone, die keine Toy Expression aufweisen (). B” Toy Expression der in (B) gezeigten
Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (B). C Ventraler optischer
Fokus. Gezeigt ist ein PKNB (::), sowie Toy positive (—) und Toy negative (—>) y-
Neurone. Im unteren Bereich der Abbildung sieht man sowohl Toy exprimierende () als auch
Toy negative (&) ni-Neurone. C° Toy Expression der in (C) gezeigten Abbildung. Symbole
verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (C). Abkurzungen Pe: Pedunkel

3.5.3 Extradenticle wird im St.17 in einem einzigen ni-Neuron exprimiert.

Das Proteinexpressionsmuster von Extradenticle (Exd) im St.17 Gehirn ist sehr
tbersichtlich. Exd wird generell nur in wenigen Zellen im Bereich des Protocerebrums
exprimiert. Antikorperfarbungen gegen Exd in St.17 Embryonen des Stammes
OK107>CD8::GFP zeigen direkt angrenzend an die y-Neurone eine einzelne Exd-positive
Zelle (@ 0,9 £ 0,3; n= 10 Hemispharen) medial des Pedunkels (Abb. 44 A, A"). Um die

Vermutung, dass es sich bei dieser Zelle um ein ni-Neuron handelt, zu bestétigen, wurde
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eine Exd Farbung in dacGal4>CD8::GFP Embryonen durchgefuhrt (Abb. 44 B, B")(n= 4
Hemispharen). Diese Farbung zeigt, dass die Exd positive Zelle Teil des PKZB1-3-
spezifischen dacGal Expressionsmusters ist und es sich somit um ein ni-Neuron handelt.
Aufgrund der Lage medial des Pedunkels (Abb. 44 A, B) und der fehlenden OK107-
Expression handelt es sich sehr wahrscheinlich um ein ni-Neuron, das vom PKNB1 oder
PKNB2 hervorgebracht wird.

Abb. 44 Extradenticle wird im St.17
in einem einzigen ni-
Neuron exprimiert

A Exd Expression (magenta) im
Bereich des Pilzkdérpers der rechten
Gehirnhemisphéare in einem St.17
OK107>CD8::GFP Embryo. Anterior
oben (in Neuralachse), medial links.
Man sieht eine einzelne Exd positive
Zelle (<) medial des Pedunkels (Pe)
und direkt angrenzend an die GFP
positiven (griin) y-Neurone. A" Exd
Expression der in (A) gezeigten
Abbildung. Symbole verweisen auf die
gleichen Strukturen wie in (A). B Exd
Expression (magenta) im Bereich des
Pilzkorpers einer rechten
Gehirnhemisphéare, in einem St.17
dacGal4>CD8::GFP Embryo. Anterior
oben (in Neuralachse), medial links.
Man sieht eine einzelne Exd und GFP
(grin) positive Zelle (<) medial des
Pedunkels (Pe). B” Exd Expression
der in (B) gezeigten Abbildung.
Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (B). Abkilrzungen
Pe: Pedunkel

3.5.4 Sloppy-pairedl wird im St.17 in zwei y- oder ni-Typ2-Neuronen

exprimiert

Antikoérperfarbungen gegen Sloppy-pairedl (Slpl) in St.17 dacGal4>CD::GFP Embryonen
zeigen eine Slpl Expression in 2-3 Nachkommenzellen der PKZSBel-3 (d 2,3 + 0,5; n= 6
Hemispharen) (Abb. 45 A, A’). Die Position dieser Zellen lie3 keinen eindeutigen
Ruckschluss dariber zu, ob es sich bei diesen Zellen um ni-Neurone oder y-Neurone
handelt. Deshalb wurde das Slpl Expressionsmuster auch in OK107>CD8::GFP Uberprift
(n= 6 Hemispharen). Die Neurone zeigten im OK107 Hintergrund eine Kolokalisation von
Slpl und GFP und sie liegen weit distal der PKNBen im medialen/intermediaren Bereich
des Pilzkorperkortex. Dies deutet darauf hin, dass es sich um Tochterzellen des PKNB1
oder PKNB2 handelt (Abb. 45 B, B"). Aufgrund der GFP Expression dieser Neurone im
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OK107 Hintergrund handelt es sich sehr wahrscheinlich um y-Neurone. Im Falle einer
Abstammung vom PKNB1 kdnnte es sich bei diesen Slpl-positiven Zellen jedoch auch um
zwei oder drei der von diesem PKNB hervorgebrachten ni-Typ2-Neurone handeln, die
OK107 positiv sind und die direkt angrenzend an die y-Neurone liegen (siehe 3.2.6.).

Abb. 45 Slpl Expression in St.17
PKZSBen

A Slpl Expression (magenta) im
Bereich des Pilzkdrpers der rechten
Gehirnhemisphére in einem St.17
dacGal4>CD8::GFP Embryo. Anterior
oben (in Neuralachse), medial links.
Man sieht zwei Slpl positive Zellen (
), die eine Kolokalisation mit GFP
(grin) aufweisen. A" Slpl Expression
der in (A) gezeigten Abbildung.
Symbole verweisen auf die gleichen
Strukturen wie in (A). B Slpl Farbung
(magenta) im Bereich des Pilzkérpers
der rechten Gehirnhemisphare in
einem St.17 OK107>CD8::GFP
Embryo. Anterior oben (in
Neuralachse), medial links. Man sieht
die GFP (grun) und Slpl (magenta)
Expression in den am weitesten distal
der PKNBen gelegenen Zellen (I =).B”
Slpl Expression der in (B) gezeigten
Abbildung. Symbole verweisen auf die
gleichen Strukturen wie in (B).

3.5.5 Expression der temporéaren Spezifizierungsgene hunchback, Krtppel
und pdm1lin St.17 PKZSBen

Von NBen des VNS ist bekannt, dass sie die temporaren Spezifizierungsgene hb, Kr und
pdml zeitlich aufeinanderfolgend exprimieren und die jeweilige Genexpression auch an
ihre Nachkommenzellen weitergeben (Isshiki et al., 2001; Pearson and Doe, 2003). Die
sequentielle Expression dieser Gene und ihre Vererbung an die Nachkommenzellen fuhrt
zu einer geschichteten Anordnung von Hb, Kr und Pdml exprimierenden Zellen im VNS
(Isshiki et al., 2001; Kambadur et al., 1998). Die Hb-, Kr-, Pdm1l Expression in den
PKZSBenl-3, zeigt eine Anordnung von Zellen, die an die von Kambadur et al. (1998)
beschriebenen Schichtungen erinnert. Hb Expression findet sich im St.17 in einer einzigen
Nachkommenzelle der PKZSBel-3 (& 1,0 = 0 ;n= 16 Hemispharen) (Abb. 46 A, A" + B,
B"), die sehr weit distal von den PKNBen an der Neuropil-Kortex Grenze liegt. Gemali
dieser Position handelt es sich um eines der am frihesten geborenen ni-Neurone. Kr

Expression findet sich in mehreren Zellen der PKZSBe. Im St.17 findet man ca. 8 Kr
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exprimierende Zellen (& 8,4 + 1,0 ;n= 12 Hemisphéaren), die weit distal der PKNBen in
Position der ni-Neurone liegen (Abb. 46 A, A™"). Bei einer dieser Kr positiven Zellen
handelt es sich um die Zelle, die auch Hb exprimiert (Abb. 46 A, A", A”"). Pdm1 Expression
findet sich in ca. 11 Zellen in Position der ni-Neurone (& 10,7 = 1,3 ;n= 10 Hemispharen)

(Abb. 46 B, B™"). Bei einer dieser Zellen handelt es sich um die Hb exprimierende Zelle,
die jedoch nur schwach Pdm1 exprimiert (Abb. 46 B, B, B™).

Abb. 46 Hb, Kr Pdm1 Expression in den PKZSBen 1-3 im St.17

A Hb (blau) und Kr (rot) Expression eines St.17 dacGal4>CD8::GFP (griin) Embryos im Bereich
der Pilzkérper der rechten Gehirnhemisphéare. Anterior oben (in Neuralachse), medial links.
Man sieht die Hb und Kr positive (=) Zelle, die weit distal der NBen (=:) an der Neuropil
Kortex Grenze liegt. Des Weiteren sieht man die Kr exprimierenden Zellen, die sich ebenfalls
weit distal der NBen in Position der ni-Neurone befinden (®). A" Hb Expression der in (A)
gezeigten Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in A. A” Kr
Expression der in (A) gezeigten Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie
in (A). B Hb (blau) und Pdm1 (rot) Expression im Bereich des Pilzk6rpers der rechten
Gehirnhemisphare in einem St.17 dacGal4>CD8::GFP (grin) Embryo. Anterior oben (in
Neuralachse), medial links. Die Hb und schwach Pdm1 positive Zelle (=) liegt weit distal der
NBen (::) an der Neuropil Kortex Grenze. Die Pdm1 exprimierenden Zellen liegen ebenfalls
weit distal der NBen in Position der ni-Neurone (®). B" Hb Expression der in (B) gezeigten
Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (B). B"” Pdm1 Expression der
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in (B) gezeigten Abbildung. Symbole verweisen auf die gleichen Strukturen wie in (B).
Abkirzungen Pe: Pedunkel
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4 Diskussion

Die Embryonalentwicklung des VNS des Modellorganismus Drosophila wird aufgrund
seiner vergleichsweise einfachen Organisation und der guten experimentellen
Zuganglichkeit bereits seit Jahrzehnten erforscht. Aufgrund dessen wurden bereits viele
Erkenntnisse bezlglich der Mechanismen gewonnen, die der Entstehung des VNS und
seiner zellularen Diversitat zu Grunde liegen. Verglichen mit der Erforschung des
embryonalen VNS steckt die Erforschung der embryonalen Gehirnentwicklung noch in den
Kinderschuhen. Die hier vorliegende Arbeit stellt einen Beitrag zu Erforschung der
embryonalen  Gehirnentwicklung dar, indem sie erstmalig den genauen
neuroektodermalen Ursprung, die zellulare Komposition, die Topologie und vollstandige
Morphologie von 21 protocerebralen Gehirnzellstammbéaumen beschreibt. Der Fokus
dieser Arbeit lag insbesondere auf der detaillierten Untersuchung der
Embryonalentwicklung der vier Neuroblasten-ZSBe, die den Pilzkdrper konstituieren. Ein
Neuropilzentrum, das in die Verarbeitung von olfaktorischen Informationen sowie in die
Prozesse des Lernens und der Gedachtnisbildung involviert ist (Connolly et al., 1996; de
Belle and Heisenberg, 1994; Heisenberg, 1998; Heisenberg et al., 1985; Pauls et al.,
2010).

4.1  Dil-Markierungen ermdglichen die Charakterisierung

vollstandiger, embryonaler Gehirnzellstammbaume

Die Analyse von embryonalen Zellstammbaumen mittels der Dil-Technik (Bossing and
Technau, 1994) scheint momentan die einzig zuverlassige Methode, um vollstandige
embryonale Zellstammbaume zu erhalten, da durch die Markierung einer Zelle im
Neuroektoderm (also noch vor der Formation des Neuroblasten) eine lickenlose
Markierung aller Neuroblastennachkommenzellen garantiert ist. Andere Methoden, die
Zellklone mittels genetischer Rekombination visualisieren, wie z.B die Flip-out Technik,
kénnen nicht die vollstandige Erfassung aller embryonaler
Neuroblastennachkommenzellen gewahrleisten, da sich die fir die Rekombination
erforderliche  Flipase-Konzentration erst nach der Generierung der frihen

Nachkommenzellen aufbaut (Larsen et al., 2009). Durch dieses methodenbedingte Nicht-
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Erfassen der frihen Neuroblastennachkommenzellen lassen sich wahrscheinlich auch die
drastischen Unterschiede in der Anzahl der Nachkommenzellen der PKNBen erklaren, die
in dieser Arbeit gefunden wurden (durchschnittlich 29-45 Zellen im St.17 und 36-48 in L1;
siehe Tabelle 1) und den von Larsen et al. (2009) gefunden Zellzahlen (ca. 14 Zellen im
spaten St.16 und ca. 8 Zellen in L1). Auch die postembryonal erfolgreich angewendete
MARCM-Technik kann embryonal keine vollstandigen Zellstammbaume markieren, da bei
dieser Methode die genetische Rekombination neben einer ausreichenden
Flipasekonzentration noch zusatzlich von dem Gal80-Repressor abhangt, der Uber die
gesamte Embryonalentwicklung zu persistieren scheint (Luo, 2005). Neben der
Mdglichkeit, vollstandige Zellstammbaume zu markieren, bietet die Dil-Technik weitere
Vorteile. So kann, nachdem die Position einer NE-Zelle, die einen Neuroblasten von
Interessse hervorbringt, einmal bestimmt wurde, diese NE-Zelle reproduzierbar markiert
werden, so dass der aus ihr resultierende Zellstammbaum in verschiedenen Stadien
seiner Entwicklung untersucht werden kann. Dieses gezielte Markieren ist dartiber hinaus

fur Ablationsexperimente, wie die hier durchgefuhrten, unerlasslich (siehe 3.2.6.)

4.2  4D-Mikroskopie in Kombination mit Dil-Markierungen ermoéglicht

die Erstellung von hochauflésenden fate maps

Die 4D-mikroskopische Analyse des cephalen Neuroektoderms und die Etablierung
reproduzierbarer morphologischer Landmarken (z.B. cephale Furche, dorsale Mittellinie
und mitotische Domanen) hat sich als eine hervorragende Mdoglichkeit herausgestellt, um
gezielte Zellstammbaumanalysen mittels der Dil-Technik durchzufiihren. Das Dil-
Markieren in Verbindung mit morphologischen Landmarken und der Méglichkeit, das
Verhalten (Mitose, Delamination) der markierten Zelle mikroskopisch verfolgen zu kénnen,
ermoglichte die Zuordnung der markierten NE-Zelle zu distinkten Positionen innerhalb der
mitotischen Domé&anen & B bzw. 01) und damit in manchen Fallen auch Aussagen
bezuglich der mdglichen Identitéat des aus der NE-Zelle entstehenden Neuroblasten. Durch
die hohe Auflosung dieser Herangehensweise war es mdglich, ein aus 10-12 Zellen
bestehendes Zellcluster im ventralen Bereich der dB zu identifizieren, dessen Mitglieder
das Potential haben, sich zu Pilzkérperneuroblasten zu entwickeln. Die Kenntnis der

genauen Position einer markierten Zelle innerhalb der 8B ermdglichte also das Erstellen
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einer hochauflosenden "fate map" des betreffenden neuroektodermalen Bereichs. Dies
erbrachte neue Erkenntnisse beziglich des Zellschicksals der 6B Zellen: 1. Es konnte
gezeigt werden, dass die PKNBen aus dieser Doméane hervorgehen, was im Widerspruch
zu vorhergehenden Aussagen steht, nach denen die Pilzkdrper aus Neuroblasten der
posterodorsalen Region der 81 hervorgehen (Robertson et al., 2003). 2. Die Aussage von
Robertson et al. (2003), dass aus 6B keine neuronalen Zellstammb&ume hervorgehen,
sondern dass sie die Ursprungsdomane der Subperineurialglia im Gehirn ist, konnte
teilweise widerlegt werden. Die klonalen Dil-Markierungsexperimente zeigten deutlich,
dass es sich bei einem Grofteil der aus 6B hervorgehenden neuralen Stammzellen um
NBen handelt, die rein neuronale Zellstammbaume bilden. Bisher gibt es lediglich
Hinweise fir die Existenz eines Neuroglioblasten, der nur eine sehr geringe Anzahl an
Gliazellen beinhaltet. Da die Dil-Markierungen sich jedoch hauptsachlich auf die ventrale
Halfte der 8B beschréankten, konnte es sein, dass aus ihrem dorsalen Anteil Glioblasten
oder Neuroglioblasten hervorgehen, welche die Subperineurialglia des Gehirns bilden.

Mit der 4D-mikroskopischen Analyse der 24 und der Etablierung von morphologischen
Landmarken (ventrale Furche, cephale Furche) wurden die Voraussetzungen geschaffen,
um diese mitotische Domane, analog zur &B, mit Hilfe der Dil-Markierungstechnik zu
untersuchen. Bereits in den 4D-mikroskopischen Analysen wurde eine delaminierende
Zelle beobachtet, bei der es sich wahrscheinlich um einen Neuroblasten handelt (siehe
3.1.2). Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei 824 um eine weitere, bisher nicht als
solche identifizierte, mitotische Doméane handelt, aus der Anteile des Gehirns

hervorgehen.

4.3 Entstehung von unterschiedlichen Stammzellen in 8B und 81

Im Rahmen dieser Arbeit gelang u.a. der experimentelle Beweis, dass in 6B unmittelbar
benachbarte NE-Zellen gleichermal3en ein neurales Schicksal haben (3.2.3). Dies deutet
darauf hin, dass der Mechanismus der lateralen Inhibition, wie er im VNS vorliegt, bei der
Neurogenese in diesen Zellen keine Rolle spielt. Dieser Befund wird unterstiitzt durch
Untersuchungen in temperatursensitiven Notch® mutanten Embryonen, bei denen sich ein
Block des Notch-Signalweges wahrend des Zeitraums der Gehirnneuroblastenentstehung
(St.8-11) nicht auf die Zahl, die Grol3e und die Position der Ey positiven PKNBen
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auswirkte. Die Anzahl anderer Gehirnneuroblasten war hingegen erhoht, wie die
Untersuchung des Expressionsmusters des neuroblastenspezifischen Markers Deadpan
zeigte (Kunz et al., 2012). Die Aufklarung der ZSBe aus dem ac/sc/l’sc-coexprimierenden
proneuralen Feld innerhalb der 6B zeigte, dass aus diesem Feld ausschlie3lich
Stammzellen mit neuralem Schicksal hervorgehen. In keinem Fall wurde ein epidermaler
Klon erhalten (n=155). AuBBerdem zeigten die Delaminationszeitpunkte der neuralen
Stammzellen, dass sich unter ihnen viele der frih-entstehenden Gehirnneuroblasten
befinden (Urbach et al., 2003). Betrachtet man die zellulare Komposition der ZSBe aus
dem proneuralen Feld, so findet man am haufigsten ZSBe, die ausschliel3lich Interneurone
hervorbringen. Bei einem dieser rein neuronalen ZSBe konnten auch neurosekretorische
Neurone identifiziert werden, die die Ringdriise innervieren. Neben diesen rein neuronalen
Zellstammb&umen entsteht aber auch ein ZSB, der sowohl Neurone als auch Gliazellen
hervorbringt. Diese Befunde zeigen, dass in diesem proneuralen Feld der &B
ausschlieBlich neurale Stammzellen spezifiziert werden, die jedoch unterschiedliche
neurale Zelltypen (Interneurone, neurosekretorische Neurone, Gliazellen) hervorbringen
konnen.

Im Gegensatz zu 0B, teilen sich NE-Zellen in &1 parallel zur ektodermalen Oberflache,
wonach in der Regel eine der beiden Zellen als Neuroblast delaminiert. Die andere Zelle,
so wird vermutet, wird zum Epidermoblasten (Urbach et al., 2003), analog zur Situation
der spat entstehenden Neuroblasten/Epidermoblasten im rNE (Bossing et al., 1996;
Schmidt et al., 1997). Im Falle der hier beschriebenen vier 81 ZSBe konnte, neben dem
neuralen Zellklon, kein epidermaler Klon gefunden werden. Das Zellschicksal, der nach
der Teilung im Neuroektoderm verbleibenden Zelle, konnte nicht geklart werden. Das
Fehlen eines zweiten Zellklons kdonnte auf Apoptose der Zelle hindeuten. Unterstutzt wird
diese Vermutung des apoptotischen Schicksals durch frihere Arbeiten, die aufzeigten,
dass wahrend der morphogenetischen Bewegungen der embryonalen Kopfentwicklung
viele Zellen durch Apoptose entfernt werden (Nassif et al., 1998). In wenigen Fallen
wurden bei Markierungen von 81 Zellen auch epidermale Klone erhalten. In diesen Fallen

konnte jedoch kein neuraler Schwesterklon beobachtet werden.
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4.4 Embryonale PKNBen generieren individuelle ZSBe bestehend aus
unterschiedlichen Neuronentypen, die in einer festgelegten

Reihenfolge entstehen

Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass sich die PKNBen sowohl in ihrer Genexpression,
als auch in den ZSBen, die sie hervorbringen, voneinander unterscheiden. Jeder der vier
PKNBen bringt ein individuelles Set an ni-Neuronen hervor. Diese Sets unterscheiden sich
deutlich durch ihre Zellzahlen, durch die Anzahl ihrer Faszikel und durch die
Neuropilregionen die sie innervieren. Einige der ni-Neuronen-Faszikel der PKZSBe2-4
bilden z.B boutonartige Kontakte mit dem Neuropil des Pilzkorpers der contralateralen
Hemisphare aus, und eines der ni-Neuronen-Faszikel des PKZSB2 innerviert das VNS.
Neben den ni-Neuronen findet sich, allerdings nur unter den Nachkommenzellen des
PKNB1, ein weiterer Neuronentyp: die ni-Typ2-Neurone. Deren Axone verlaufen durch
den Pedunkel, verlassen diesen im Bereich des Spur und innervieren somit nicht die
Loben. Ein weiterer deutlicher Unterschied zwischen den PKZSBen findet sich in der
Anzahl der von ihnen hervorgebrachten y-Neurone. PKZSB4 bringt mit durchschnittlich 36
y-Neuronen im spaten St.17 ungefahr doppelt so viele y-Neurone hervor wie die
PKZSBel-3 (siehe Tabelle 1). Die Untersuchungen zur Pilzkérperneuropilentwicklung auf
Ebene einzelner PKZSBe zeigte dartber hinaus, dass auch das zeitlich-raumliche
Auswachsen der y-Neurone zellstammbaumspezifisch erfolgt. Unterschiedliche
Genexpression innerhalb der y-Neuronen-Population (3.5.1, 3.5.2) suggeriert auf3erdem
die Existenz unterschiedlicher embryonaler y-Neuronen Subtypen. Zusammengenommen
zeigen die hier aufgezeigten Unterschiede, dass jeder der vier PKNBen eine eigene
Identitat besitzt und einen individuellen ZSB hervorbringt. Untersuchungen zur
postembryonalen Pilzkdrperentwicklung haben aufgedeckt, dass wahrend dieser
Entwicklungsphase jeder PKNB ein morphologisch identisches Set von im wesentlichen
drei unterschiedlichen Kenyonzelltypen (y-, a’/B- und a/B-Neurone) hervorbringt, welche
in aufeinanderfolgenden Zeitfenstern generiert werden (Armstrong et al., 1998; Crittenden
et al., 1998; Lee et al., 1999; Yu and Lee, 2007). Somit unterscheiden sich die
embryonalen PKZSBe von den Postembryonalen, indem sie neben intrinsischen (y-
Neurone) auch nicht-intrinsische Neurone (ni- und ni-Typ2) hervorbringen. Dartber hinaus

zeigte Frau K. Kraft, durch klonale Dil-Markierungen in Embryonen, die GFP unter der
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Kontrolle des gliazpezifischen repo-Enhancers exprimieren, dass wahrend der
Embryonalentwicklung keine Gliazellen von den PKNBen gebildet werden, was
maoglicherweise einen weiteren Unterschied zu den postembryonalen PKNBen darstellt (Ito
et al.,, 1997; Kunz et al.,, 2012; Lai and Lee, 2006; Lee et al.,, 1999). Wie ich durch
Ablationsexperimente zeigen konnte, werden die drei oben genannten embryonalen
Pilzkérper-Neuronentypen in aufeinander folgenden Zeitfenstern generiert. Durch diese
aufgezeigte  zeitliche Abfolge der Entstehung der embryonalen PKNBen
Nachkommenzellen liegt nun ein vollstdndiges Bild der sequentiellen Entstehung von
unterschiedlichen PKNBen Neuronentypen Uber die gesamte Entwicklung hinweg vor
(Abb. 47).

Die Individualitat der embryonalen PKNBen und die unterschiedlichen Zelltypen, die in
einer festgelegten Reihenfolge von ihnen hervorgebracht werden, implizieren genetische
Regulation des temporaren Zellschicksals in einer Zellstammbaum autonomen weise. Bei
der Suche nach molekularen Markern fiur PKNBen Nachkommenzellen wurde eine
Expression von hb, Kr und pdml in den frihen Nachkommenzellen der PKNBenl-3
gefunden (siehe 3.5.5). Von diesen genetischen Faktoren wurde gezeigt, dass sie im
embryonalen VNS eine entscheidende Rolle bei der temporaren Spezifizierung spielen
(Isshiki et al., 2001; Jacob et al., 2008) und dass sich durch ihre zeitlich
aufeinanderfolgende Expression eine geschichtete Anordnung von hb, Kr und pdml
exprimierenden Zellen im VNS ergibt (Isshiki et al., 2001; Kambadur et al., 1998; Pearson
and Doe, 2003). Interessanterweise findet man diese Schichtung auch ansatzweise in
einem Subset der frihen Nachkommenzellen der PKNBenl-3 (gemal ihrer Lage im
Gehirnkortex handelt es sich um ni-Neurone). Diese Befunde lassen vermuten, dass die
bei der temporaren Spezifizierung im VNS stattfindende, zeitlich aufeinanderfolgende
Expression von hb, Kr und pdml auch bei der temporaren Spezifizierung einiger ni-
Neurone eine Rolle spielen kdnnte. hb, Kr und pdml Expression wurde jedoch nicht in
allen ni-Neuronen und nicht im Bereich der y-Neurone detektiert. So kdnnten weitere
Gene, die in die temporare Spezifizierung im VNS involviert sind, fir die Spezifizierung der
PKNBen Nachkommenzellen eine Rolle spielen. So wurde gezeigt, dass neben hb, Kr und
pdml auch die Transkriptionsfaktoren Castor, Grainyhead und andere Faktoren in die
temporare Spezifizierung im VNS involviert sind (Baumgardt et al., 2009; Isshiki et al.,
2001; Pearson and Doe, 2003; Tsuji et al., 2008). Ein aus der postembryonalen
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Pilzkorperentwicklung bekannter temporarer Spezifizierungsfaktor ist Chinmo, der in
Abhangigkeit von seiner Konzentration, die temporare ldentitat postembryonal geborener
Kenyonzellen spezifiziert (Zhu et al., 2006). Ob Chinmo bereits embryonal in die
temporare Spezifizierung von PKNBen Nachkommenzellen involviert ist, bleibt
abzuwarten. Da, wie hier gezeigt, die PKNBen embryonal eine groRere Zahl
unterschiedlicher  Zelltypen hervorbringen als die drei wahrend der
Postembryonalentwicklung hervorgebrachten Kenyonzelltypen (y-, o’/B- und a/B-
Neurone), koénnte der zugrundeliegende temporare Spezifizierungsmechanismus
embryonal komplexer sein als postembryonal. In diesem Zusammenhang ist es
interessant, dass im AD-PN-Zellstammbaum der Antennalloben der embryonale
Neuroblast, im Gegensatz zum larvalen, seine temporéare ldentitat nach jeder Teilung
andert (Yu et al., 2010).

Embryonalentwicklung Postembryonalentwicklung

ni-Neurone -> ni-Typ2 Neurone -> y-Neurone > a’/B'Neurone -> a/f3 Neurone
PKNB1

(PKNBA) POVYS

00 e ﬁ ! oo” 7.0” o8
[ ] @ [ ] [ ) [ )
e e
(1) (2) (3) (4) (5) (6)
Schlupf frihes/ Metamorphose
mittleres L3

Abb. 47 Die sequentiell generierten Neuronentypen der PKNBen

Wahrend der Embryonalphase (1-3) werden aufeinanderfolgend drei unterschiedliche
Neuronentypen gebildet: (1) ni-neurone; (2) ni-Typ2-Neurone (beim PKNB1) und (3) die
embryonal geborenen y-Neurone. In der Postembryonalentwicklung (4-6) werden wéhrend der
Larvalstadien L1, L2 und frihes/mittleres L3 die postembryonalen y-Neurone (4) generiert. Im
frihen/mittleren L3 Stadium (5) schalten die PKNBen auf die Produktion von a’/b"Neuronen um
und beginnen wéahrend der Metamorphose (6) mit der Generierung von a/b Neuronen. Das
postembryonale Schicksal der ni- und ni-Typ2-Neurone wurde noch nicht aufgeklart (?).
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4.5 Die Embryonalentwicklung der Neuropilstrukturen des

Pilzkodrpers

Die y-Neurone der PKNBen zeigen ein zellstammbaumspezifisches Auswachsen ihrer
Axone. Zuerst wachsen die Axone der y-Neurone des PKNB1 aus, danach folgen die der
PKNBen2 und 3 und zuletzt differenzieren die des PKNB4 (3.2.7.1). Die durchgefiihrten
Ablationsexperimente deuten jedoch darauf hin, dass die y-Neurone des PKNBL1 (oder der
anderen PKNBen) keine Pionierfunktion bei der Enwicklung des Pilzkérperneuropils
innehaben (siehe 3.2.8). Interessanterweise zeigten Grillenzoni et al. (2007), dass bisher
nicht identifizierte, den Derailed-Rezeptor exprimierende contralaterale Neurone, die in
engem Kontakt zu y-Neuronen stehen (welche den Derailed Liganden Wnt5 exprimieren),
eine Rolle bei der korrekten Wegfindung der y-Neuronenaxone spielen. Da ni-Neurone
bereits vor den y-Neuronen ausdifferenzieren und diese bei ihrer Differenzierung in engem
Kontakt zu den ni-Neuronen stehen, konnten ni-Neurone zu dieser Population von
Derailed-Rezeptor exprimierenden Zellen gehdren, die notwendig fur ein korrektes
Auswachsen der y-Neurone in Richtung der Mittellinie sind (Grillenzoni et al., 2007). Ni-
Neuronen konnte also eine doppelte Funktion zukommen: 1. eine entwicklungsbiologische
Funktion beim Ausdifferenzieren der y-Neurone und 2. eine verhaltensbiologische
Funktion, da sie Kontakt zum Pilzkérperneuropil aufnehmen (3.2.5.2 - 3.2.5.4).

Die gefundenen zellstammbaumspezifischen zeitlichen Unterschiede beim Auswachsen
der y-Neurone deuten an, dass funktionelle Verbindungen von y-Neuronen mit anderen
Interneuronen des Gehirns zuerst bei denen der PKZSBenl-3 auftreten und diese somit
vor den y-Neuronen des PKNB4 an Integrationsleistungen der Pilzkdrper beteiligt sind.
Auffallig im Zusammenhang mit der verspateten Differenzierung von PKZSB4 y-Neuronen
ist das Fehlen einer Dac Expression im PKNB4 und seinen Nachkommenzellen (3.4.1,
3.5.1). Von Dac wurde gezeigt, dass es eine Funktion bei der Differenzierung von y-
Neuronen erfillt (Kurusu et al., 2000; Martini and Davis, 2005; Martini et al., 2000; Noveen
et al., 2000). Mdoglicherweise spielt das Fehlen von Dac Protein in PKNB4 y-Neuronen
eine Rolle bei ihrer verzdgerten Differenzierung.

Wie gezeigt wachsen die y-Neurone des PKNB1 zuerst aus und bifurkieren wahrend des
mittleren St.17 zeitgleich in den medialen und vertikalen Lobus. Dieser Befund

widerspricht Untersuchungen, nach denen der mediale Lobus im frihen St. 17 gebildet
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wird und der vertikale Lobus einen seitlichen Auswuchs des medialen darstellt, der sich
erst im spaten St. 17 entwickelt (Noveen et al.,, 2000; Tettamanti et al., 1997). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass die Calyx bereits im spaten Embryo vorhanden ist, was im
Widerspruch zu friher gemachten Aussagen steht, nach denen sich die Calyx erst
wahrend des L1 Larvenstadiums ausdifferenziert (Tettamanti et al., 1997). Interessant in
diesem Zusammenhang ist, dass appetitives olfactorisches Lernen in der L1 Larve von ca.
100 embryonal geborenen y-Neuronen abhéngt. Dies deutet darauf hin, dass die zugrunde
liegenden neuronalen Schaltkreise bereits wahrend der Embryonalentwicklung etabliert
werden (Pauls et al., 2010). Somit verfugt die Larve zum Zeitpunkt ihres Schlupfes
wahrscheinlich  bereits Uber eine funktionierende Informationsibertagung von
Antennalloben zu Pilzkorpern, z.B mittels embryonal geborener Projektionsneurone (Marin
et al., 2005; Ramaekers et al., 2005; Yu et al., 2010).

4.6 Embryonale y-Neurone begehen keine Apoptose und persistieren

bis in das adulte Nervensystem

Apoptose spielt wahrend der Embryonalentwicklung von Drosophila als einer der
Mechanismen, der zur Regulation von Zellzahlen beitragt, eine bedeutende Rolle bei der
Organogenese (Jacobson et al., 1997; Rusconi et al., 2000). Auch im sich entwickelnden
zentralen Nervensystem werden sowohl im VNS als auch im Gehirn zum Teil bedeutende
Mengen von Zellen durch Apoptose entfernt (Larsen et al., 2009; Rogulja-Ortmann et al.,
2007). Meine Ergebnisse hingegen sprechen gegen eine Regulation der y-
Neuronenanzahl durch Apoptose (siehe 3.2.9). Konsistent mit dem Fehlen von Apoptose
und der durchgehenden Proliferation von PKNBen (Ilto and Hotta, 1992; Prokop and
Technau, 1994) findet man eine Zunahme der y-Neuronenanzahl in allen vier PKZSBen
zwischen dem St.17 und dem friihen L1-Larvenstadium (siehe Tabelle 1). Diese Zunahme
steht im Widerspruch zu den Befunden von Larsen et al. (2009), die in Flip-out Klonen
eine Abnahme der y-Neuronenanzahl im Pilzkérper zwischen Stadium 17 und L1
beobachteten. Wie die klonale Zellstammbaumanalyse aufdeckte, werden embryonal ca.
95 (bis zum frihen L1 Stadium ca. 125) y-Neurone gebildet (siehe Tabelle 1).
Interessanterweise fand man in friheren Untersuchungen nach Ablation der PKNBen in

der frihen L1 Larve mit Hydroxyurea noch ca. 100 embryonal geborene y-Neurone im
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adulten Gehirn (Armstrong et al., 1998). Diese Befunde implizieren, dass embryonal
geborene y-Neurone Uber die Metamorphose hinweg bis in das adulte Tier persistieren.
Die von mir gefundene Anzahl von ca. 95 y-Neuronen im spatembryonalen Pilzkdrper
deutet darauf hin, dass die meisten, oder gar alle embryonal entstandenen Kenyonzellen
eine Funktion im adulten Nervensystem erfullen, und embryonal geborene y-Neurone
somit auch wahrend der postembryonalen Entwicklung nicht durch Apoptose entfernt
werden (Technau and Heisenberg, 1982). Das Fehlen von Apoptose in den y-Neuronen
der Pilzkorper stellt einen auffalligen Unterschied zu den héaufig beobachteten Anzeichen
von apoptotischen Zellen (in Form von Zellfragmenten oder pyknotischen Zellen) in den
anderen protocerebralen Zellstammbaumen dar, die in dieser Arbeit charakterisiert
wurden. Obwohl die Zahl der apoptotischen Zellen in diesen ZSBen nicht quantifiziert
werden konnte, steht die h&dufige Beobachtung von apoptotischen Zellen im Einklang mit
Beobachtungen, nach denen ca. 40% der Gehirnzellen wahrend des
spatembryonalen/frihlarvalen Stadiums durch Apoptose entfernt werden (Larsen et al.,
2009).

4.7  Parallelen zwischen ni-Typ2-Neuronen in Drosophila und Typ 3

Kenyonzellen in anderen Insekten

Typ 3 Kenyonzellen sind ein Typus von Kenyonzellen, die in manchen, aber nicht in allen,
Insekten vorkommen und die eine variable Morphologie zwischen den verschiedenen
Insektenspezies zeigen. Allen Typ 3 Kenyonzellen ist jedoch gemein, dass sie, falls
vorhanden, zu den ersten von den PKNBen geborenen Zellen gehéren und dass sie
haufig ein Pedunkel und Lobensystem ausbilden, das sich vom Pedunkel und den Loben
des eigentlichen Pilzkorpers separiert (Farris, 2005). Bei einer Untersuchung der
Larvalentwicklung des Pilzkorpers der Biene (Apis mellifera) wurden Typ 3 Kenyonzellen
beschrieben, deren Axone, analog zu den in dieser Arbeit beschriebenen ni-Typ2-
Neuronen, durch den Pedunkel projizieren, diesen im Bereich des Spur verlassen und in
eine Region posterior der Loben projizieren (Abb. 48)(Farris et al., 2004). Bei den ni-Typ2-
Neuronen in der Fruchtfliege handelt es sich ebenso wie bei den Typ 3 Kenyonzellen in

der Biene um frihgeborene Neurone, die zudem Gemeinsamkeiten in ihrem axonalen
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Projektionsverlauf aufweisen. Diese Parallelen unterstitzen die Vermutung, dass die ni-

Typ2-Neurone somit eine Form der Typ 3 Kenyonzellen darstellen kdnnten.
= B ‘
- L

Abb. 48 Drosophila ni-Typ2-Neurone und Typ 3 Kenyonzellen der Bienenlarve

A Axonverlauf der ni-Typ2-Neurone in einem St.17 Drosophila Embryo. Ansicht von lateral. Die
Axone verlassen das Pilzkdrperneuropil im Bereich des Sp und projizieren in einen Bereich
posterior des mL (Doppelpfeile). B Typ 3 Kenyonzellen der Bienenlarve (aus (Farris et al.,
2004)). Die Doppelpfeile verweisen auf den Projektionsverlauf der Typ 3 Kenyonzellen, die das
Pilzkorperneuropil im Bereich des Sp verlassen und in einen Bereich posterior des mL

projizieren. Asterisk: Gabelungspunkt von medialem und vertikalem Lobus. Abkirzungen: Pe:
Pedunkel; Sp: Spur; mL: medialer Lobus

4.8 Evolutionére Betrachtungen der Pilzk6rper

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die PKNBen von benachbarten 6B Zellen desselben
proneuralen Feldes abstammen (3.2.3). Diese Art der Neurogenese (siehe auch (Urbach
et al., 2003)) entspricht dem Modus der Neurogenese, die von basalen Arthropoden
bekannt ist. In Cheliceraten stammt der Pilzkérper von Zellen ab, die das proneurale Gen
CsASHL1 exprimieren, invaginieren und alle ein neurales Schicksal haben (Doeffinger et
al., 2010). Diese Ahnlichkeiten deuten auf einen evolutionar alten Ursprung des
neuroektodermalen Bereichs hin, aus dem die Pilzkdrper entstammen.

Kurzlich wurde das friihe Genexpressionsprofil von zwei potentiellen Drosophila PKNBen,
der Dac positiven Neuroblasten Pcd8 und Pcd9, fir einen molekularen Vergleich der
Genexpression mit dem Pilzkorper des Anneliden Platynereis herangezogen (Tomer et al.,
2010). Da dac und/oder ey jedoch nicht exklusiv in Drosophila PKNBen exprimiert werden,

war die Identitit der PKNBen in der embryonalen Neuroblastenkarte (Urbach and
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Technau, 2003b) bisher nicht eindeutig geklart. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Pcd9, aber nicht Pcd8, zu den PKNBen gehdrt. Das Genexpressionsprofil der nun
identifizierten drei anderen PKNBen (Pcd2, Pcd4, Pcv9) ist dem von Pcd9 jedoch ahnlich.
AuBerdem findet sich eine Koexpression von rx und dac/ey nahezu exklusiv in der
Pilzkérperanlage in Drosophila. rx wird auch im Anneliden Pilzkdrper exprimiert, was eine
Homologie zwischen den Pilzkdrpern von Insekten und Anneliden weiter unterstitzt
(Tomer et al., 2010). Dariber hinaus zeigen Tomer et al. (2010), dass der molekulare
Fingerabdruck der Platynereis Pilzkorper auch in einer Subregion des Vertebraten-
Vorderhirns konserviert ist. In Ubereinstimmung mit diesem Befund findet man diesen
molekularen Fingerprint nicht nur in dem zum Vergleich herangezogenen (Pcd9) sondern
auch, wenngleich weniger stark konserviert, in den drei Ubrigen Drosophila PKNBen
(Pcd2; Pcd4; Pcv9). Dieser Befund unterstitzt die Hypothese, dass die Pilzkbrper der
Protostomen (Anneliden und Insekten) und das Pallium der Deuterostomen (Vertebraten)

aus einem bereits im Vorfahren der Bilateria vorhandenen Gehirnbereich evolvierten.

4.9  Zellzahlen und Projektionsverlaufe der protocerebralen

Zellstammbaume

72 der ca. 105 embryonalen Gehirnneuroblasten wurden dem Protocerebrum zugeordnet
(Urbach et al., 2003). Die hier vorliegende Beschreibung von 21 embryonalen
protocerebralen ZSBen umfasst somit ungefahr 30% aller protocerebraler ZSBe, was
einen ersten Einblick in ihre generellen zellularen und morphologischen Eigenschaften
erlaubt.

Die Zellzahlen der protocerebralen Gehirnzellstammbaume weisen betrachtliche
Unterschiede auf und liegen zwischen 7 und 45 Zellen (6B NB-ZSB12 bzw. PKZSB4). Mit
Ausnahme von 4 Zellstammbaumen (siehe Tabelle 2), bringen alle in dieser Arbeit
charakterisierten protocerebralen ZSBe Neurone mit contralateral verlaufenden
Projektionen hervor (=81%). Die geringe Zahl an rein ipsilateral projizierenden ZSBen
(=19%) ist ahnlich der Situation im VNS, in dem von 30 ZSBen lediglich vier ZSBe (=13%)
Neurone mit ausschliel3lich ipsilateralem Verlauf aufweisen (Schmidt et al., 1997). Ein
Vergleich der Zellzahlen von ZSBen des Protocerebrums und VNS zeigt, dass Erstere

(ausgenommen die PKZSBe, wegen des nicht vorhandenen mitotischen Arrests (Kunz et

154



Diskussion

al., 2012; Prokop and Technau, 1994)) in der Dimension ihrer Zellzahl mit den ZSBen des
VNS vergleichbar sind (Protocerebrum: 7-27 Zellen (Tabelle 2); VNS: 2-26 Zellen (Bossing
et al., 1996)).

Zwei der charakterisierten protocerebralen Gehirnzellstammbaume (PKZSB2 und 6B NB-
ZSB2) bringen Neurone hervor, deren Neuriten durch die Konnektive des VNS zum Tell
bis ins terminale abdominale Neuromer deszendieren und somit efferente, das Gehirn mit
den abdominalen Neuromeren des VNS verbindende Neurone darstellen. Dieser Befund
stellte eine Uberraschung dar, da bei einer Untersuchung zur Konnektivitat von Gehirn und
VNS in der L1 Larve nur deszendierende Neurone gefunden wurden, die bis in die
gnathalen bzw. thorakalen Neuromere reichen (Cardona et al., 2009). Die Tatsache, dass
von Cardona et al. (2009) keine Neurone gefunden wurden, die vom Gehirn bis in die
abdominalen Neuromere projizieren, deutet darauf hin, dass es vermutlich nur wenige
solcher Neurone in der L1 Larve gibt. In der L1 Larve wurde ein Drosophila tachykinin
(Dtk; kodiert fur das Prohormon der Tachykinin-verwandten Peptide) exprimierendes
Neuron im medialen Protocerebrum beschrieben, das bis in die abdominalen Neuromere
projiziert (Winther et al., 2003). Somit stammen, nach meiner Kenntnis, alle bisher
beschriebenen Neurone des fruhlarvalen Drosophila Gehirns, die bis in abdominale
Neuromere deszendieren, aus dem Protocerebrum. Dies kdnnte bedeuten, dass efferente
Verbindungen von Gehirn und abdominalen Neuromeren in der frihen Larve
hauptséachlich oder gar exklusiv von protocerebralen Neuronen hergestellt werden.

Viele der charakterisierten protocerebralen ZSBe bilden Faszikel aus, die das Neuropil
eines oder beider Pilzkdrper innervieren oder in engem Kontakt zu diesem stehen, was
eine maogliche funktionelle Verknupfung moglich erscheinen lasst. Manche der ni-
Neuronen-Faszikel bilden boutonartige Strukturen auf der Oberflache bestimmter Bereiche
des contralateralen Pilzkdperneuropil aus. Diese Strukturen deuten stark auf einen
funktionellen Kontakt dieser Faszikel mit dem Pilzkérperneuropil hin. Mit 6B NB-ZSB4
konnte ein protocerebraler ZSB charakterisiert werden, dessen Zellkdrper ventral des
Pilzkorperkortex liegen und dessen Faszikel sowohl das Neuropil des ipsilateralen als
auch das Neuropil des contralateralen Pilzkérpers in vielen Bereichen innervieren. Diese
Faszikel scheinen somit am Informationsaustausch zwischen den Pilzkérpern der beiden
Hemispharen beteiligt zu sein. Dartber hinaus verlauft eines der Faszikel des 6B NB-
ZSB4 teilweise durch den Pedunkel des ipsilateralen Pilzkorpers, parallel zu den Axonen
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der y-Neurone. Dies zeigt, dass der Bereich des spatembryonalen/frihlarvalen Pedunkels
nicht exklusiv von Axonen der y-Neurone okkupiert wird. Interessant in diesem
Zusammenhang sind Beobachtungen von Technau und Heisenberg (1982), die durch
Auszahlen der Fasern in Pedunkelquerschnitten eine Zahl von ca. 300 Axonen im
Pedunkel von L1 Larven bestimmten. Diese Zahl beinhaltet neben den Axonen der y-
Neurone wahrscheinlich auch Axone von extrinsischen Neuronen (Technau and
Heisenberg, 1982). Das durch den Pedunkel verlaufende Faszikel des hier
charakterisierten 8B NB-ZSB4 stellt somit wahrscheinlich eine Subpopulation solcher

extrinsischer Neurone dar.
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5 Zusammenfassung

Eine wichtige Voraussetzung fir das Verstandnis der Spezifizierungsmechanismen
unterschiedlicher Zelltypen im embryonalen Gehirn ist die detaillierte Kenntnis des
neuroektodermalen Ursprungs seiner neuralen Stammzellen (Neuroblasten, NB), sowie
der Morphologie und zellularen Komposition der daraus hervorgehenden Zellstammbaume
(ZSBe). In der vorliegenden Arbeit wurde die Entstehung und Topologie von 21
embryonalen ZSBen im anteriorsten Gehirnteil, dem Protocerebrum, charakterisiert, mit
besonderem Fokus auf solche ZSBe, die den Pilzkdrper konstituieren. Pilzkérper sind
prominente, paarige Neuropilzentren, die eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung
olfaktorischer Informationen, beim Lernen und bei der Gedachtnisbildung spielen. In dieser
Arbeit konnte erstmalig die Embryonalentwicklung der Pilzkérper ab dem Zeitpunkt der
Entstehung ihrer NBen im procephalen Neuroektoderm (pNE), bis hin zum funktionellen
Gehirnzentrum in der frihen Larve auf Ebene individueller ZSBe bzw. einzelner Neurone
beschrieben werden. Mittels der klonalen Di-Markierungstechnik konnte ich zeigen, dass
die vier NBen der Pilzkorper (PKNBen) jeder Gehirnhemisphare innerhalb des NE aus
dem ventralen Bereich der mitotischen DomanedB) (hervorgehen. Ein in diesem

Bereich liegendes proneurales Feld beherbergt etwa 10-12 Zellen, die alle das Potential
haben sich zu PKNBen zu entwickeln. Des Weiteren zeigen diese Untersuchungen, dass
die PKNBen (und weitere NBen der &B) aus benachbarten NE-Zellen hervorgehen. Dieser
Befund impliziert, dass der Mechanismus der lateralen Inhibition in diesem Bereich des NE
keine Rolle spielt. Weiterhin stellte sich heraus, dass jeder PKNB eine ihm eigene Position
im sich entwickelnden Pilzkorperkortex besetzt und eine spezifische Kombination der
Transkriptionsfaktoren Dachshund, Eyeless und Retinal homeobox exprimiert. Dadurch
konnte jeder der vier PKNBen in den betreffenden frihembryonalen NB-Karten einem der
ca. 105 NBen pro Gehirnhemisphéare zugeordnet werden. Die PKNBen bringen individuelle
ZSBe hervor, die Pilzkorper-intrinsische y-Neurone beinhalten, aber auch jeweils
charakteristische Sets an Interneuronen, die nicht am Aufbau des Pilzkdrpers beteiligt
sind. Diese verschiedenen Neuronentypen entstehen in einer zeitlichen Abfolge, die fur
jeden PKNBen spezifisch ist. Inre embryonalen ZSBe sind aber nicht nur durch individuelle

Sets an frihgeborenen ni-Neuronen charakterisiert, sondern auch durch spezifische
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Unterschiede in der Anzahl ihrer y-Neurone, welche jedoch, wie ich zeigen konnte, nicht
durch Apoptose reguliert wird. Weiterhin konnte ich zeigen, dass y-Neurone, in einer
PKNB Klon-abhangigen Weise, spezifische Unterschiede in der rdumlich-zeitlichen
Innervation des Pedunkels, der Calyx und der Loben aufweisen. Im Weiteren wurde die
Expression verschiedener molekularer Marker in diesen ZSBen charakterisiert, u.a. die
Expression verschiedener Gal4-Fliegenstamme, und solcher Transkriptionsfaktoren, die
eine wichtige Rolle bei der temporaren Spezifizierung im VNS spielen. So werden hb, Kr,
pdml auch in Nachkommenzellen der PKNBen exprimiert und haben mdoglicherweise eine
Funktion bei ihrer temporaren Spezifizierung. Diese Arbeit gibt auch erstmalig Einblick in
die vollstandige spatembryonale/friihlarvale Morphologie anderer protocerebraler
Gehirnzellstammbaume ausdB und &1. Die Beschreibungen dieser ZSBe beinha lten
Angaben zu deren Zellzahl, Zelltypen, der Lage der ZSBe im Gehirn,

axonalen/dendritischen Projektionsmustern sowie dem Entstehungsort des NBen.
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