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Einleitung

1 Einleitung

Das menschliche Nervensystem stellt das wohl komplexeste Organsystem dar, das die Evolution
hervorgebracht hat. Seine Funktion setzt die Produktion einer charakteristischen Anzahl neuraler
Zelltypen voraus, die in einer definierten raumlichen Anordnung zueinander lokalisiert werden
miissen, um miteinander interagieren zu kdnnen.

Viele Fragestellungen zur Entwicklung des Nervensystems lassen sich an der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (im Folgenden nur noch als Drosophila bezeichnet) untersuchen, da die
Neurogenese dieses Modellorganismus auf der molekularen und genetischen Ebene grof3e
Ubereinstimmungen mit der von Vertebraten besitzt (Zusammenfassungen bei Arendt und
Niibler-Jung, 1999; Doe et al., 1998; Thor, 1995). Aufgrund der kostengiinstigen und einfachen
Haltung, der kurzen Generationszeit und der groBBen Anzahl an Nachkommen wurde Drosophila
bereits vor liber 100 Jahren als Versuchstier eingefiihrt. Im Laufe der Jahrzehnte konnte neben
einer prizisen Beschreibung seiner Morphogenese auch eine Vielzahl von genetischen und
molekularbiologischen Methoden an Drosophila etabliert und zur Aufklirung von

Entwicklungsmechanismen erfolgreich eingesetzt werden.

1.1 Die embryonale Neurogenese von Drosophila

Das Zentralnervensystem (ZNS) von Drosophila setzt sich aus dem Gehirn und dem ventralen
Nervensystem (VNS), welches dem Riickenmark der Vertebraten entspricht, zusammen. Das
Gehirn geht aus der bereits frithembryonal angelegten, procephalen neurogenen Region (pNR),
das vNS (auch Bauchmark genannt) aus der ventralen neurogenen Region (vNR), hervor (Abb.
1-2A). Die vNR setzt sich aus dem Mesektoderm, welches die unpaarige Mittellinie (ML) bildet,
und dem beidseitig des Mesektoderms angelegten Neuroektoderm (NE) zusammen
(zusammengefasst in Campos-Ortega und Hartenstein, 1997).

In der vNR werden unter der Kontrolle von Paarregel- und dorso-ventralen (D/V)-
Musterbildungsgenen definierte Doménen, sog. ,,proneurale Cluster gebildet, die proneurale
Gene des Achaete-Scute-Komplex (AS-C) exprimieren (zusammengefasst in Skeath und Carroll,
1994). Die Zellen eines proneuralen Clusters stellen eine Aquivalenzgruppe dar, in der jede Zelle
die Féhigkeit besitzt zu einer neuralen Stammzelle zu werden. Diese Kompetenz wird jedoch
dadurch beschréinkt, dass die prospektive neurale Stammzelle damit beginnt, eine héhere Dosis
des neurogenen Liganden Delta zu exprimieren. Delta aktiviert den Notch-Rezeptor benachbarter
Zellen des gleichen Clusters (zusammengefasst in Artavanis-Tsakonas et al., 1991). Letztendlich

resultiert die Aktivierung des Rezeptors in der Repression proneuraler Gene und unterdriickt
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dadurch die Kompetenz dieser Zellen sich ebenfalls zu neuralen Stammzellen zu differenzieren,
einen Vorgang den man als ,,laterale Inhibition* bezeichnet (Abb. 1-2B). Stattdessen nehmen sie
ein epidermales Schicksal an (zusammengefasst in Skeath und Carroll, 1994). Die neuralen
Stammzellen, die in Drosophila als Neuroblasten (NBs) bezeichnet werden, vergréfern sich und
segregieren aus den proneuralen Clustern des NE ins Innere des Embryos.

Entlang der anterior/posterioren Korperachse (A/P-Achse) setzt sich das vNS aus drei
verschiedenen, segmental aufgebauten Korperabschnitten, auch Tagmata genannt, zusammen.
Von anterior nach posterior unterscheidet man drei Segmente im Gnathalbereich (C1-C3), drei
thorakale Segmente (T1-T3) und mindestens acht Abdominalsegmente (A1-AS8). In jedem
thorakalen und anterior abdominalen Hemisegment (HS, Halfte eines Segments, welches von der
anderen spiegelbildlichen Halfte durch die ML getrennt ist) wird eine invariante Anzahl von etwa
30 NBs gebildet (Doe, 1992). Jeder dieser NBs besitzt eine charakteristische subektodermale
Position innerhalb eines HS, welches aufgrund der Expression von A/P- und D/V-
Musterbildungsgenen wie ein Kartesisches Koordinatensystem aufgebaut ist (zusammengefasst in
Skeath, 1999). Die Bezeichnung der NBs leitet sich deshalb von ihrer Lage entlang der A/P- (erste
Zahl) und der D/V-Achse (zweite Zahl) ab (z.B. NB7-3). Aullerdem delaminiert jeder NB zu
einem definierten Zeitpunkt ins Innere des Embryos, wobei zwischen fiinf Segregationswellen
(S1-S5) unterschieden wird, die vom spdten Stadium 8 (St8 late, St8I) bis Stl1ll sukzessiv
aufeinander folgen. Ferner exprimiert jeder NB eine fiir ihn typische Kombination an molekularen
Markern. Aufgrund dieser Eigenschaften lassen sich alle NBs des Thorax und anterioren
Abdomens eindeutig identifizieren (Abb. 1-1) (Broadus et al., 1995; Doe, 1992).

Auch die NBs des Gehirns und des Gnathalbereichs konnen aufgrund dieser Eigenschaften und
unter Verwendung weiterer molekularer Marker individuell identifiziert werden (Urbach et al.,

2003; Urbach und Technau, 2003a; Urbach und Technau, 2003b; R. Urbach, unveréffentlicht).
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Abb. 1-1: Neuroblastenkarte fiir den Thorax und das anteriore Abdomen

Gezeigt ist die NB-Karte eines HS gemil (Broadus et al., 1995; Doe, 1992); anterior ist oben; ML = Mittellinie. Der
Stern markiert die Position der trachealen Plakode, welche die Segmentsgrenze widerspiegelt. NBs konnen aufgrund
ihres charakteristischen Delaminationszeitpunkts (S1-S5), ihrer typischen Position innerhalb eines HS und der
Expression einer bestimmten Kombination von molekularen Markern (Legende rechts) voneinander unterschieden
werden.

Die NBs formen die segmental angeordneten, bilateral symmetrischen Ganglien des ZNS, die als
Neuromere bezeichnet werden. Dazu teilen sie sich asymmetrisch (zusammengefasst in
Fuerstenberg et al., 1998) und bringen, unter Selbstregeneration, eine Reihe kleinerer
Ganglienmutterzellen (GMZs) hervor. Diese GMZs zeichnen sich dadurch aus, dass sie sich nur
noch einmal teilen und zwei postmitotische Tochterzellen hervorbringen, die sowohl neuronales
als auch gliales Schicksal besitzen konnen und sich anschlieBend differenzieren (Abb. 1-2C)
(Hartenstein et al., 1987; zusammengefasst in Skeath und Thor, 2003). So generiert jeder NB eine
weitgehend invariante Anzahl an Nachkommenzellen, die auch als dessen Zellstammbaum oder
Zellklon bezeichnet werden (Abb. 1-2D). Die Zellstammbaume aller thorakal und anterior
abdominal vorhandenen NBs konnten anhand von klonalen Dil-Markierungsexperimenten

aufgeklart werden (Abb. 1-2E) (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997).
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Abb. 1-2: Die Entstehung des embryonalen Nervensystems von Drosophila

(A) Anlagenkarte eines Drosophila Embryos wihrend des Gastrula-Stadiums; anterior ist links; dEpi = dorsale
Epidermis. Aus der pNR geht das Gehirn hervor, aus der vNR das Bauchmark. Die vNR gliedert sich in drei
verschiedene Tagmata auf: den Gnathalbereich (violett), den Thorax (blau) und das Abdomen (griin). (Abbildung
gemil Technau und Campos-Ortega, 1985, modifiziert) (B) Im NE jedes HS werden proneurale Cluster gebildet. Nur
eine der Zellen jedes Clusters wird jedoch zum NB und hilt durch laterale Inhibition die anderen Zellen davon ab, sich
ebenfalls zu NBs zu differenzieren. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Jan Dietrich) (C) Der NB
delaminiert ins Innere des Embryos und teilt sich im Stammzellmodus. Im Fall des NB7-3 bringt der Vorldufer
insgesamt drei Interneurone (7-31) und ein Motorneuron (7-3M) hervor (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999). Der
NB7-3 selbst wird spitembryonal durch Apoptose entfernt und zwei seiner Tochterzellen erleiden das gleiche
Schicksal (Karcavich und Doe, 2005; Novotny et al., 2002). (D) Illustration des vollstindig differenzierten NB7-3-
Zellstammbaums im St16. Die Interneurone projizieren nach kontralateral, das Motorneuron projiziert aus dem
Nervensystem heraus. ML = Mittellinie. (Abbildung aus Bossing et al., 1996) (E) Originalpriparat des NB7-3-
Zellstammbaums nach Dil-Markierung. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Christof Rickert)

Seriell homologe NBs delaminieren nahezu zeitgleich an analogen Positionen unterschiedlicher
Segmente, werden deshalb vergleichbar spezifiziert (zusammengefasst in Bhat, 1999; Skeath,
1999), exprimieren die gleichen molekularen Marker und generieren &hnliche Zellstammbidume
(zusammengefasst in Technau et al., 2006). So gehen die seriellen Homologen des NB7-3 im
Thorax und anterioren Abdomen immer aus der letzten Reihe (entlang der A/P-Achse) und
intermedidrer Position (entlang der D/V-Achse) des NE hervor, delaminieren in S5, exprimieren
die gleichen molekularen Marker und generieren drei Interneurone und ein Motorneuron (Abb.

1-2D, E) (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999).
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Allerdings weisen einige seriell homologe NBs Unterschiede in ihren Zellstammbdumen in
Adaption an verschiedene Tagmata auf, die sowohl die Zellanzahl, die Zellidentitdt (Abb. 1-3A),
als auch den Zelltyp (Neurone oder Gliazellen, Abb. 1-3B) betreffen konnen (Bossing et al., 1996;
Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997; Udolph et al., 1993; zusammengefasst in Technau et al.,
2006).
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Abb. 1-3: Tagmaspezifische Abweichungen in den Zellstammbiiumen seriell homologer Neuroblasten
Dargestellt sind Illustrationen der thorakalen und anterior abdominalen Zellstammb&ume von NB3-3 (A) und NB6-4
(B) im St16. Ebenfalls gezeigt ist der Delaminationszeitpunkt (S4) ihrer Vorlaufer, sowie die molekularen Marker, die
sie exprimieren; anterior ist oben; ML = Mittellinie. (A) Der NB3-3-Zellstammbaum besteht im Thorax (blau
hinterlegt) aus ca. finf EL-Neuronen und etwa sieben weiteren Interneuronen (= 3-3I), die eine gemeinsame
kontralaterale Projektion aufweisen. Im Abdomen (griin hinterlegt) hingegen steigt die Anzahl der EL-Neurone auf ca.
neun Zellen, wihrend sich die Gesamtgrofe des Klons nicht verdndert (Schmidt et al., 1997). (B) Der NB6-4-
Zellstammbaum besteht im Thorax aus vier bis sechs Interneuronen, die ipsilateral (6-41i) und kontralateral (6-41c)
projizieren. Zusétzlich besteht der thorakale Klon noch aus zwei Medial Most Cell Body Glia (= MM-CBG) und einer
Medial Cell Body Glia (= M-CBG). Im Abdomen fehlt jedoch der neuronale Subklon und der NB6-4-Zellstammbaum
besteht nur aus einer MM-CBG und einer M-CBG (Schmidt et al., 1997). (Abbildung aus Schmidt et al., 1997,
modifiziert)

Es gibt zwei Regionen des embryonalen vNS, die im Vergleich zum Grundzustand T2 (Lewis,
1978) eine stark reduzierte Anzahl an NBs aufweisen: der Gnathalbereich (R. Urbach,
unverdffentlicht) und die terminalen abdominalen Segmente.

Die metameren Einheiten der terminalen Abdominalregion werden zwar frithembryonal angelegt,

jedoch kommt es durch morphogenetische Bewegungen, Kondensation und Fusion von
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Segmentanlagen, die auch das vNS betreffen, sehr bald zu einer aperiodischen und abgeleiteten
Form dieser Region im Vergleich mit dem repetitiven Charakter der Segmente des anterioren
Abdomens (Kuhn et al., 1992). Infolgedessen stellt sich diese Region postembryonal als Einheit
dar, die urspriinglich aus den vier Segmentanlagen A8 bis All und einem nicht segmentalen
Telson hervorgeht (Jiirgens, 1987). Bislang konnten aufgrund von morphologischen Kriterien nur
sehr wenige embryonale NBs in den terminalen Neuromeren nachgewiesen werden, wobei die am
weitesten posterior gelegenen A9 zugewiesen wurden (Hartenstein und Campos-Ortega, 1984).
Gerade diese NBs konnten jedoch insofern interessant sein, als dass sie wahrscheinlich die Zellen
generieren, die spdter neuronale Schaltkreise aufbauen, welche die Reproduktionsorgane und
geschlechtsspezifische sensorische Einfliisse kontrollieren (z.B. Hésemeyer et al., 2009;
Monastirioti, 2003; Rezaval et al., 2012). Zu diesen Vorlduferzellen konnten auch die zuvor
beschriebenen ,,geschlechtsspezifischen NBs*“ gehoren (Taylor und Truman, 1992), die

wahrscheinlich ebenfalls in dieser Region gebildet werden.

1.2 Geschlechtsspezifische Neuroblasten

Nachdem sie ihren embryonalen Zellstammbaum generiert haben, werden die meisten
abdominalen NBs durch programmierten Zelltod (PCD) entfernt (Peterson et al., 2002; White et
al., 1994). Die noch vorhandenen werden zu postembryonalen NBs (Prokop und Technau, 1991),
treten mit dem Beginn der Larvalentwicklung aber zunéchst in eine charakteristische Ruhephase
ein, wihrend der sie kein Proliferationsverhalten aufweisen. AnschlieBend vergroBern sie sich,

treten wieder in den Zellzyklus ein und werden mitotisch aktiv (Truman und Bate, 1988).

Die insgesamt zwoOlf postembryonalen NBs der terminalen Abdominalregion inkorporieren
erstmals zu Beginn des L2-Larvenstadiums (L2 early, L2e) den Proliferationsmarker 5-Brom-2-
desoxyuridin (BrdU), teilen sich aber erst in der Mitte des L2-Larvenstadiums (L2 mid; L2m). In
der L3m-Larve kommt es zu einem bemerkenswerten Geschlechtsdimorphismus: In weiblichen
Larven stellen alle zwolf terminalen abdominalen NBs ihre Proliferation ein, wahrend im
Mainnchen vier NBs bis in die frithe Puppe hinein BrdU einbauen (Taylor und Truman, 1992).
Diese vier NBs werden als ,,geschlechtsspezifische NBs* bezeichnet. Da die von diesen NBs
hervorgebrachten minnchenspezifischen Tochterzellen bis in die Imago persistieren, kdnnten sie
fiir die Innervation der ménnlichen Reproduktionsorgane verantwortlich sein (Taylor und Truman,
1992).

Die postembryonale Proliferation dieser NBs wird durch den Transkriptionsfaktor Doublesex
(Dsx) reguliert (Taylor und Truman, 1992), der am Ende der Kaskade der

Geschlechtsdetermination in Drosophila steht (Zusammenfassungen in Schiitt und Nothiger,
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2000; Steinmann-Zwicky et al., 1990) und viele Aspekte der Sexualdifferenzierung kontrolliert
(zusammengefasst in Christiansen et al., 2002). An der Spitze dieser Kaskade steht das
Schaltergen Sex lethal (SxI) (Bopp et al., 1991), dessen Expression vom Verhéltnis der X-
Chromosomen (bilden Numeratorproteine) zum Autosomensatz (bilden Denominatorproteine)
abhingig ist. Nur in den Weibchen (Verhéltnis 1,0), nicht aber in den Mannchen (Verhéltnis 0,5),
kommt es zu einer Aktivierung von Sx/. AnschlieBend kontrolliert der Spleifaktor Sxl seine
eigene Expression autoregulatorisch (Keyes et al., 1992). Weiterhin kontrolliert Sxl die
Expression von Transformer (Tra) (Sosnowski et al., 1989), das zusammen mit dem konstitutiv
exprimierten Transformer2 (Tra2) fiir das weibchenspezifische Spleilen der dsx pri-mRNA
verantwortlich ist, die letztendlich in Dsx[F] (weibliche Isoform von Dsx) Protein resultiert (Abb.
1-4A). Im Miénnchen kommt es durch die Abwesenheit von Tra zu einem alternativen,
minnchenspezifischen SpleiBen der dsx pra-mRNA und damit zur Bildung von Dsx[M]
(minnchenspezifische Isoform von Dsx) (Abb. 1-4B) (Hoshijima et al., 1991). Dsx[F] und
Dsx[M] regulieren viele Aspekte der Geschlechtsdifferenzierung innerhalb und auBerhalb des
ZNS, indem sie in opponierender Weise die Expression von Realisatorgenen kontrollieren (z.B.
Burtis et al., 1991; Chatterjee et al., 2011; Coschigano und Wensink, 1993; Luo et al., 2011;
Williams et al., 2008).

Abb. 1-4: Hierarchie der Geschlechtsdetermination
Pfeile mit Spitze deuten auf eine Aktivierung, ohne Pfeilspitze auf eine Repression hin. Schwarz bedeutet aktiv; grau
bedeutet inaktiv bzw. nicht funktional. (A) In Weibchen ist das Verhaltnis von X-Chromosomen zum Autosomensatz

7
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1,0 und es kommt dadurch zur Aktivierung von Sx/. Sxl kontrolliert sowohl seine eigene Expression als auch die von
tra, verhindert aber die Translation von male-specific lethal 2 (msl-2) und damit die Dosiskompensation. Tra reguliert
gemeinsam mit Tra2 das weibchenspezifische Spleien der dsx- und fruitless (fru) prai-mRNA. Die
weibchenspezifische firu-mRNA wird jedoch nicht geschlechtsspezifisch translatiert. Dsx[F] interagiert mit Intersex
(Ix) und Hermaphrodite (Her), und kontrolliert alle Aspekte der Sexualdifferenzierung. (B) Im Ménnchen ist das
Verhiltnis der X-Chromosomen zum Autosomensatz 0,5 und durch differenzielles Spleilen kommt es zum Abbruch
der SxI-Translation und nicht zur Bildung eines funktionsfihigen Proteins. Die Abwesenheit von SxI resultiert in der
Expression von Msl-2, welches durch die Hyperaktivierung des X-Chromosoms zur Dosiskompensation fiihrt.
AuBerdem resultiert das Fehlen von SxI in einem alternativen Spleilen von tra, welches durch den Einbau von Stop-
Kodons nicht translatiert wird. Durch das Fehlen von Tra kommt es zu einem ménnchenspezifischen Spleiflen von dsx
und fru. Fru[M] kontrolliert ausschlieBlich die sexuelle Differenzierung des ZNS, wihrend Dsx[M] sowohl die
sexuelle Differenzierung des ZNS als auch anderer Gewebe kontrolliert. (Abbildung aus Christiansen et al., 2002,
modifiziert)

Dsx[M] wird fiir die verldngerte postembryonale Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs
im Minnchen benétigt und dementsprechend kommt es in weiblichen #ra- und #ra2-Mutanten, in
denen Dsx[M] anstelle von Dsx[F] gebildet wird, zu einer Transformation der
geschlechtsspezifischen NBs in ménnliches Schicksal (Taylor und Truman, 1992). In dsx-
Funktionsverlustmutationen kommt es weder in den Méannchen, noch in den Weibchen zu einer
postembryonalen Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs. Dies zeigt, dass auch die
anfangliche geschlechtsunabhingige Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs von dsx
abhingig ist (Taylor und Truman, 1992). Insofern stellen die geschlechtsspezifischen NBs eine
interessante  NB-Population dar, an der sich nicht nur der Einfluss von A/P- und D/V-

Musterbildungsgenen, sondern auch der geschlechtsdifferenzierender Gene untersuchen lasst.

1.3 Hox- und ParaHox-Gene vermitteln Segmentidentit:it

Die Bildung und Differenzierung von NBs muss entlang der A/P-Kdrperachse moduliert werden,
um die von ihnen gebildeten neuralen Netzwerke den Anforderungen an bestimmte
Korperbereiche anzupassen. Fiir die Reduktion an NBs in den terminalen abdominalen Segmenten
konnten die Hox-Gene verantwortlich sein, die solche segmentspezifischen Unterschiede
vermitteln und fiir Transkriptionsfaktoren kodieren, welche durch eine aus 60 Aminosduren
bestehende Homeodoméne an die DNA binden. Mutationen oder ektopische Expression dieser
Gene resultieren in homeotischen Transformationen, wodurch ein Segment die Identitdt eines
anderen annehmen kann (z.B. zusammengefasst in McGinnis und Krumlauf, 1992). Hox-Gene
konnten in allen bisher untersuchten Bilateria und Cnidaria nachgewiesen werden und ihre
Struktur, Funktion und Expressionsdoménen sind hoch konserviert (zusammengefasst in Lemons
und McGinnis, 2006). Sie vermitteln morphologische Identitét, indem sie Zielgene regulieren, die
bei der Zelldetermination, der Zelladhdsion, dem Zellzyklus, dem PCD und der Zellmigration eine
Rolle spielen (zusammengefasst in Pearson et al., 2005). Wiahrend der Neurogenese von
Drosophila wirken Hox-Gene zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten auf der Ebene des NE,

der NBs, sowie deren Tochterzellen und kontrollieren Zellspezifizierung, Proliferation und
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Apoptose in segmentabhidngiger Weise (Zusammenfassungen in Reichert und Bello, 2010;
Rogulja-Ortmann und Technau, 2008).

Die Expressionsdoménen der Hox-Gene stimmen jedoch nicht mit den Segmentsgrenzen, sondern
mit Parasegmentsgrenzen {iberein. Ein Parasegment (PS) repridsentiert die fundamentale
genetische Einheit, die aus dem posterioren Kompartiment eines Segments und dem anterioren
Kompartiment des néchsten Segments besteht (Abb. 1-5A) (zusammengefasst in Deutsch, 2004;
Martinez-Arias und Lawrence, 1985).

Wiéhrend die Hox-Gene, die im Antennapedia-Komplex (ANT-C) (Kaufman et al., 1980)
zusammengefasst sind, die Differenzierung des Kopfes, der gnathalen und anterior thorakalen PSs
kontrollieren, formen die Hox-Gene des Bithorax-Komplex (BX-C) (Lewis, 1978) die posterior
thorakalen und alle abdominalen PSs (zusammengefasst in Peifer et al., 1987). Der BX-C besteht
aus Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) und Abdominal-B (Abd-B) (Abb. 1-5B) (Casanova
et al., 1987; Sanchez-Herrero et al., 1985; Tiong et al., 1985). Die Anordnung dieser Gene auf
dem Chromosom ist analog zur Abfolge ihrer Expressionsdoménen entlang der A/P-Achse (Abb.
1-5C) (zusammengefasst in Duncan, 1987; Lewis, 1978), wobei Abd-B am weitesten posterior

exprimiert wird (Harding et al., 1985).

A Segmente C1|C2|C3|T1|T2|T3|A1|A2|A3|A4|A5|A6 |A7 |A8|A9 |A10
Kompartimente|P|A |P|A |P|A |PJA|P|A[P|AP|A[P|AIP|A|P|A|PIA|P|A[P|A|P|AIP|A|P

Parasegmente | 1 | 2 |3 14151617 1819110111 112113114115
B BX-C ANT-C
A \ A

5 —Abd-BI-EIL YN/ Antp

Abb. 1-5: Die Hox-Gene des Antennapedia- und Bithorax-Komplex

(A) Das VNS besteht aus drei Gnathalsegmenten (C1-C3), drei Thorakalsegmenten (T1-T3) und einer bislang
unbekannten Anzahl an Abdominalsegmenten. Jedes Segment (in rot) ist aus einem etwas grofleren anterioren
Kompartiment (A) und einem kleineren posterioren Kompartiment (P) aufgebaut (in schwarz). Im Vergleich mit den
Segmentsgrenzen erscheinen die PS-Grenzen (in blau) versetzt. (Abbildung aus Martinez-Arias und Lawrence, 1985)
(B) Die Gene des ANT-C und BX-C liegen in zwei voneinander getrennten (durch zwei Striche dargestellt) Clustern
auf Chromosom 3R. Der ANT-C besteht aus labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced
(Scr) und Antennapedia (Antp). (C) Die Abfolge der Gene auf dem Chromosom entspricht der Abfolge ihrer
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Funktions- und Expressionsdoménen entlang der A/P-Achse (zusammengefasst in McGinnis und Krumlauf, 1992), die
hier anhand einer Multiplex Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) eines St111 Embryos dargestellt sind; laterale
Ansicht; anterior ist links. pb ist das einzige Hox-Gen dieser Cluster, dessen funktionelle- und Expressions-Doméne
nicht mit seiner Position auf dem Chromosom iibereinstimmt (Pultz et al., 1988) und bei dieser FISH nicht
beriicksichtigt wurde. (Abbildung aus Kosman et al., 2004)

Abd-B besteht aus zwei unterschiedlichen genetischen Elementen, die in verschiedenen Doménen
aktiv sind: Die morphogenetische (m)-Subfunktion wird bendtigt, um die morphologische
Diversitdt der PSs 10-13 aufzubauen, wihrend das regulatorische (r)-Element die Identitit von
PS14-15 vermittelt (Casanova et al., 1986).

caudal (cad) besitzt ebenfalls eine Homeodomine und spezifiziert die Segmentidentitit des
letzten Abdominalsegments. Sein Funktionsverlust resultiert in einer Transformation in das
nichste anteriore Segment und die Uberexpression induziert ektopische Analstrukturen in
anterioren Segmenten (Moreno und Morata, 1999). Insofern erfiillt es wichtige Kriterien der
anerkannten Hox-Gene. Allerdings gehort cad nicht zum BX-C, sondern ist auf Chromosom 2L
lokalisiert und gehort zur Gruppe der dispergierten ParaHox-Gene, welche paraloge Gene des

ANT-C und BX-C darstellen.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Die Identitit der vorhandenen NBs und deren Zellstammbdume im Thorax und anterioren
Abdomen wurden intensiv untersucht und charakterisiert (Bossing et al., 1996; Broadus et al.,
1995; Doe, 1992; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997). Dementgegen sind die neuralen
Vorldufer in den terminalen abdominalen Neuromeren bislang weitgehend unbeschrieben.

So lag das erste Ziel dieser Arbeit darin, das Muster der vorhandenen NBs aufzukldren, um zu
erfahren wie viele NBs in diesen Segmenten angelegt werden und um die Anzahl der terminal
abdominal gebildeten Neuromere zu Dbestimmen. Dabei sollten auch mdgliche
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Anlage dieser NBs beriicksichtigt werden. Weiterhin
sollte die Identitdt der anwesenden NBs aufgekldrt werden, um eine detaillierte NB-Karte fiir die
terminale Abdominalregion zu erstellen. Die Identitdt der neuralen Vorldufer ldsst sich durch die
direkte Vergleichbarkeit mit seriell homologen NBs in anterior abdominalen Segmenten des
gleichen Préparats untersuchen. Zu diesem Zweck wurde eine ganze Reihe an bislang
beschriebenen molekularen Markern fiir NBs und deren Tochterzellen kombiniert. Durch die
Expression einer bestimmten Kombination von molekularen Markern, dem Zeitpunkt der
Delamination, der Position innerhalb eines HS und der Anwesenheit charakteristischer

Tochterzellen, lésst sich die Existenz oder Abwesenheit spezifischer NBs dieser Region aufkldren.

Von grofBem Interesse waren auflerdem die embryonale und postembryonale Identifizierung der

geschlechtsspezifischen NBs, die aus dieser Region hervorgehen, sowie die Charakterisierung
10
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ithrer postembryonal gebildeten Tochterzellen. Auf Basis einer detaillierten Beschreibung dieser
Zellen sollte eine Untersuchung sexualdifferenzierender Mechanismen auf NB-Ebene
vorgenommen werden. Der Fokus wurde darauf gelegt, wie dsx die Bildung -eines
geschlechtsspezifischen postembryonalen Zellstammbaums reguliert.

Neben geschlechtsspezifischen Determinanten sollten auch Faktoren der A/P-Musterbildung
identifiziert werden, welche die abgeleitete Morphologie der terminalen abdominalen Neuromere
kontrollieren. Naheliegende Kandidaten sind die Hox-Gene, die in dieser Region exprimiert
werden und fiir die Identitit der terminalen abdominalen Neuromere verantwortlich sind. Das
Hauptaugenmerk lag auf den Mechanismen, die zu einer NB-Reduktion in diesem Bereich fiihren.
Ferner sollte untersucht werden, in wie weit solche Faktoren das Schicksal seriell homologer NBs

beeinflussen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Losungen
Es wurden ausschlieBlich Chemikalien in Analysequalitit verwendet, die von Roth, Sigma-

Aldrich oder VWR bezogen wurden. Abweichungen hiervon werden gesondert erwéhnt.

AB-Komplex

300ul PBT

4ul Losung A (Vectastain ABC Kit, Vector)

4ul Losung B (Vectastain ABC Kit, Vector)

1h vor Verwendung auf Schiittler (100rpm, RT) inkubieren

A. dest.DEpc
11 A. dest.
Iml Diethylpyrocarbonat (DEPC)

tiber Nacht inkubieren und am néchsten Tag autoklavieren

Agarosegel (1,6%)
0,8g Agarose + 50ml TAE-Puffer aufkochen und in Gelapparatur fiillen
wihrend des Abkiihlens 20ul Ethidiumbromid (1mg/ml) zufiigen

Alkalische Phosphatase (AP)-Detektionspuffer
2ml 5M NaCl

5ml 1M MgCl,

10ml IM Tris-HCI (pH9,5)

0,1ml Tween 20

mit A. dest. auf 100ml auffiillen

AP-Féarbelosung

1ml AP-Detektionspuffer

3ul 5% Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) in 70% N,N-Dimethylformamid (DMF)
1,5ul 5% 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) in 100% DMF
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Apfelsaftagar
28-32g Agar-Agar in 11 Apfelsaft autkochen und in Kulturgefd3e gie3en
Lagerung bei 4°C

Chlorbleichlauge (7,5%)

15% Natriumhypochloritlosung mit Leitungswasser 1:1 verdiinnt

DAB-Losung
1 Tablette 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) (10mg)
35ml PBT

aliquotieren und bei -20°C lagern

Fixativ fiir Embryonen
450ul PBS

500ul Heptan

50ul Formaldehyd (37%)

Futterbrei

230g Agar-Agar

700g Hefeflocken
250g Sojamehl

1500g Maismehl
2200g Malzextrakt
1100g Zuckerriibensaft
70g Nipagin

130ml Propionséure

alle Zutaten werden in insgesamt 421 Wasser gelost und aufgekocht

Glyzerol (70%)
70ml 100% Glyzerol
30ml PBS

HRP-Firbelosung
600ul PBT

400ul DAB-Losung
2ul H,0, (30%)
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Hybridisierungslosung

12,5ml 20x Saline Sodium Citrat (SSC)-Puffer
12,5ml A. dest.pepc

25ml Formamid

50ul Tween 20

LBkanamycin-Platten

15g Bacto-Agar pro Liter LB-Medium zugeben und autoklavieren

nach dem Abkiihlen auf etwa 60°C noch 50mg Kanamycin zugeben und in sterile Petrischalen
gieBen

Lagerung bei 4°C

LB-Medium

10g Trypton

5g Hefeextrakt

10g NaCl

in 11 A. dest. 16sen

pH7 mit 10M NaOH einstellen
autoklavieren und bei 4°C lagern

fiir LBkanamycin Noch 50pg Kanamycin je ml LB-Medium zugeben

Natriumphosphatpuffer (0,1 M)
500ml 0,1M NazHPO4
mit 0,1M NaH,PO, auffiillen bis pH7,4

Paraformaldehyd (PFA, 8%)

1,6g PFA in 20ml A. dest. losen

140ul 1M NaOH zugeben

im Wasserbad auf 37°C erhitzen und durch Schiitteln 16sen

aliquotieren und bei -20°C aufbewahren

PBL

1,8g Lysin-HCI

0,1M Na,HPO, zugeben bis pH7,4

mit 0,1M Natriumphosphatpuffer auf 100ml auffiillen
bei 4°C etwa 3 Monate haltbar
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20x PBS (Phosphate Buffered Saline, pH7,4)

500ml A. dest. (autoklaviert)

75,97g NaCl

4,14g Na,HPO,

9,94g NaH,PO,

pH7,4 mit HCI einstellen

in der gesamten Arbeit wird 1x PBS als PBS bezeichnet

PBT
300ml PBS
900ul Triton X-100

PBTweenpgpc
2,5ml 20x PBS

47, 5ml A. dest.prpc
50ul Tween 20

PLP-Fixativ
3Vol. PBL
1Vol. PFA (8%)

vor Nutzung auf 37°C erwirmen

SOC-Medium

20g Trypton

5g Hefeextrakt

0,5g NaCl

10ml 250mM KCI

pH7 mit 5M NaOH einstellen

mit A. dest. auf 990ml auffiillen

10ml steriles 1M MgCl, zugeben

20ml steril filtrierte 20%ige Glukoseldosung zugeben
Lagerung bei 4°C
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50x TAE-Puffer

242g Tris-HCI

57,1ml Eisessig

100ml 0,5M EDTA

pH8 mit HCl einstellen

mit A. dest. auf 11 auffiillen

Weitere verwendete Chemikalien, die bisher noch nicht in anderen Losungen erwéhnt wurden:

Ethanol (100% und vergéllt), Kohlendioxid, Lithiumchlorid, Methanol, Natriumazid.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie, 18x18mm- und 22x22mm-Deckglidser, DNA-Groenmarker Hyper ladder 1V
(Bioline), Etiketten, Feuerzeug, Gaze, Glaskapillaren, Knete, Kulturgefile, 6x Ladepuffer
(Thermo Scientific), Nagellack, Nitrilhandschuhe, Objekttriger, Parafilm, Pasteurpipetten,
Petrischalen, Polyethylenschlauch, gestopfte und ungestopfte Pipettenspitzen, Prépariernadeln,
1,5ml- und 2ml-ReaktionsgefdBe, 15ml- und 50ml-Reaktionsgefiflie, Schaumstoffstopfen,

Tesafilm, Trockenhefe, weile Wageschilchen, Zahnstocher.

2.1.3 Gerite

Binokular MS Wild
Durchlichtmikroskop Axioplan Zeiss
Eismaschine AF100 Scotsman
Feinwaage AMS50 Mettler
Fluoreszenzbinokular MZFLIII Leica
Fluoreszenzmikroskop BX50WI Olympus
Gelkamera E-BOX VX2 Peglab
Gelkammer HE99X Hoefer
Gelkammer HE33 Hoefer
Heizblock TB 1 Biometra
Inkubator Fricocell MMM Medcenter
Inkubator WTB Binder Labotec
Kamera AxioCam MRm Zeiss
Kamera ProgRes 3012 Kontron
Lampe KL1500 LCD Schott
Laserscanningmikroskop DMRE TCS SP2 Leica
Laserscanningmikroskop DM TCS SP5 Leica
Magnetriihrer MR3001 Heidolph
Netzteil (Gelelektrophorese) GPS 200/400 Pharmacia
PCR-Maschine TGradient Biometra
PCR-Maschine TPersonal Biometra
pH-Meter CG840 Schott
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Pipettensatz Research Eppendorf
Schiittler VE2 Janke & Kunkel
Schiittler Rotamax 120 Heidolph
Schiittler TPM-2 Sarstedt
Schiittler Certomat SII Braun
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf
UV-Tisch N9O M MS Laborsysteme
Vertikalpuller P-30 Sutter

Waage PM 4600 Mettler
Wasserbad 1003 GFL

Zentrifuge 5417R Eppendorf

Tab. 2-1: Verwendete Geriite

2.1.4 Software

Acrobat 9 Pro Adobe

Amira 5.3.3 Visage Imaging
Axiovision 4.1.1 Zeiss
Chromas Lite 2.01. Technelysium
EndNote X2 Thomson
FileMaker Pro 7 FileMaker
Flash Player 11 Adobe
[lustrator CS4 Adobe
Internet Explorer Microsoft
LAS AF Leica

Leica Confocal Software Leica

Office 2010 Microsoft
Photoshop CS4 Adobe

Quick Time Player Apple

Shock Wave Player Adobe
Vector NTI 10 Invitrogen

Tab. 2-2: Verwendete Software

2.2 Fliegenarbeit

2.2.1 Fliegenhaltung

Drosophila wird auf Futterbrei kultiviert, der sich in mit Schaumstoffstopfen verschlossenen
KulturgefdaBen befindet. Die Generationszeit der Fliegen betrdgt bei 25°C etwa zwei Wochen,
kann aber je nach Genotyp leicht variieren. Sobald die Tochtergeneration vollstindig geschliipft
ist, sollten die Fliegen auf neue Kulturgefifle umgesetzt werden, um einen moglichen Befall mit
Schimmel, Bakterien und Milben zu vermeiden und so eine konstante Populationsdichte aufrecht
zu erhalten. Eine Verbreiterung von Fliegenstimmen kann erreicht werden, indem man die
Fliegen schon nach wenigen Tagen auf neue KulturgefdBBe transferiert und auch die Larven der

alten GefaBe bis zur Imago entwickeln ldsst. Fliegenstimme, die gerade nicht bearbeitet werden,
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konnen bei 18°C kultiviert werden, wodurch sich deren Generationszeit verlingert und ein

Umsetzen erst nach etwa vier bis sechs Wochen erforderlich ist.

2.2.2 [Eiablagen

Um an Embryonen zu gelangen, werden die Fliegen bei 25°C auf Kulturgefdfle mit Apfelsaftagar
gesetzt, die zusitzlich mit Trockenhefe bestreut werden. Dies soll die Eiablagebereitschaft der
Weibchen stimulieren. Benétigt man viele Embryonen des gleichen Entwicklungsstadiums, 14sst
man nur kurze Zeit vergehen und transferiert die Fliegen dann auf neue Gefélle; benotigt man eine
heterogene Mischung, beldsst man sie fiir lingere Zeit oder auch iiber Nacht auf den GefdBBen. Je
nach gewlinschtem Entwicklungsstadium lidsst man die Embryonen anschlieBend fiir eine

bestimmte Zeit entwickeln, ehe sie fixiert werden (Kapitel 2.4.1.1).

2.2.3 Gewinnung von Larven

Zur Gewinnung von Larven bestimmter Entwicklungsstadien werden die Fliegen auf Futterbrei
mit Trockenhefe kultiviert. Bei 25°C wird das L1-Larvenstadium bereits nach ca. 24h, L2 nach
48h und L3 72h nach der Eiablage erreicht. Etwa fiinf Tage nach der Eiablage verlassen die
Larven den Futterbrei und klettern am Rand der Kulturgefdafle hinauf, ein Entwicklungsstadium,
das man als Wanderlarve (L3late, L31) bezeichnet. Anschlieend beginnt die Puppenruhe. Bereits
in der L2I-Larve ist es aufgrund der morphologischen Unterschiede der Gonaden mdoglich das

Geschlecht der Larven zu unterscheiden.

2.2.4 Genetische Kreuzungen

Fir die Kombination bestimmter Allele ist die Herstellung von neuen Fliegenstimmen
erforderlich. Hierfiir ben6tigt man jungfrauliche Weibchen eines Stammes, die noch nicht von den
Mainnchen desselben Stammes befruchtet wurden. Dazu entfernt man alle bislang geschliipften
Fliegen eines Zuchtgefdles und separiert die frisch geschliipften Weibchen nach 4h unter CO,-
Betdubung von den Ménnchen. Die gesammelten Weibchen sind sicher jungfriulich, da die
Aushdrtung der Kutikula und damit die Funktionsfahigkeit des Geschlechtsapparates der
Weibchen bei 25°C etwa Sh beansprucht. Eine Alternative stellt die Verwendung dominanter
temperatursensitiver Mutationen (zusammengefasst in Suzuki, 1970) auf dem Y-Chromosom dar
(z.B. DTS-4). Diese werden durch die Aufzucht unter restriktiven Bedingungen (29°) induziert
und fiihren zu priadulter Letalitit in den Miannchen, so dass alle iiberlebenden weiblichen
Nachkommen sichere Jungfrauen darstellen. Diese konnen anschlieBend gezielt mit den

Minnchen eines anderen Stammes verkreuzt werden.
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2.2.5 Balancerchromosomen

Viele mutante Fliegenstimme sind homozygot nicht adult lebensfihig oder steril. Im
heterozygoten Zustand jedoch konnen Mutationen leicht durch Rekombination verloren gehen,
selbst wenn das mutierte Chromosom mit genetischen Markern versehen ist. Aus diesem Grund
nutzt man sog. ,,Balancerchromosomen®, die ldngere Inversionen beinhalten, welche den GroBteil
des Chromosoms abdecken und Rekombinationen in diesem Bereich unterdriicken
(zusammengefasst in Lindsley und Zimm, 1992). Zusitzlich tragen sie rezessive Letalallele, so
dass die Balancerchromosomen selbst nicht homozygot lebensfiahig sind. Auerdem besitzen sie
dominante Marker, die sich in der Larve oder Imago leicht identifizieren lassen. Aber auch
embryonal konnen Balancerchromosomen nachgewiesen werden: Hierfiir nutzt man Reportergene
auf dem Balancerchromosom, die friih in der Embryogenese exprimiert werden und die {iber eine
Farbreaktion bzw. Antikdrperfarbung nachgewiesen werden konnen oder eine Eigenfluoreszenz
besitzen. Durch den Einsatz von Balancern ist es somit moglich zwischen homo- und

heterozygoten Individuen zu differenzieren.

2.2.6 Das Gal4/UAS-System

Neben der Analyse von Mutationen, besteht in Drosophila die Moglichkeit Gene ektopisch zu
exprimieren. Dazu wird mittlerweile vorwiegend das sog. ,,Gal4/UAS-System®™ (Brand und
Perrimon, 1993) eingesetzt. Hierbei wird der transkriptionelle Aktivator Gal4, welcher
urspriinglich aus Saccharomyces cerevisiae stammt, unter die Kontrolle eines Treibergens
gebracht. Jedes Mal wenn der Enhancer des Treibergens transkriptionell aktiv wird, wird
gleichzeitig auch Gal4 exprimiert. Gal4 bindet spezifisch an sog. ,,UAS-Sequenzen® (,,upstream
activating sequences®) und fithrt zur Expression eines Zielgens, das hinter die UAS-Sequenz
kloniert wurde. Der Gal4-Treiber und die UAS-Sequenz sind in unterschiedlichen
Fliegenstimmen vorhanden, die zundchst miteinander verkreuzt werden miissen, um die
ektopische Expression des Zielgens in der Folgegeneration zu induzieren (Abb. 2-1). Diese
Separation bietet den groflen Vorteil, dass unterschiedliche Treiberlinien mit verschiedenen UAS-
Stimmen kombiniert werden kdnnen. Mittlerweile ist eine Unmenge an Gal4- und UAS-Linien
offentlich zugénglich (z.B. Bloomington Stock Center, Kyoto Stock Center, etc.), so dass sich die
Expression vieler Gene in zeitlich definiertem, zell- oder gewebespezifischem Kontext genau

analysieren ldsst.
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Parental-
Generation

F1-Generation

s “
Gal4-induzierte Expression des
UAS-kontrollierten Gens X

S ' S

Abb. 2-1: Das Gal4/UAS-System

Im Parentalstamm 1 (P1) steht Gal4 (dunkelgriin) unter der Kontrolle eines Enhancers (blau). Diese Fliegen werden
mit P2 verkreuzt, der ein Zielgen X (tlirkis) unter UAS-Kontrolle (hellgriin) besitzt. In der Filialgeneration 1 (F1)
kommt es dann durch die Aktivitdt des Enhancers zur Bildung von Gal4, welches an UAS-Sequenzen bindet und somit
zu einer zeitlich und rdumlich definierten Expression des Zielgens X fiihrt. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von Christian Berger)

2.2.7 RNA-Interferenz

Die Mutantenanalyse wird oftmals dadurch beschrinkt, dass viele Gene pleiotrope Funktionen in
unterschiedlichen Geweben besitzen oder ihr ,,Knockdown* schon sehr friih in der Entwicklung
zu Letalitit fiihrt. Die RNA-Interferenz (RNAi) bietet durch den Einsatz von doppelstrangigen
RNAs die Moglichkeit sequenzspezifische mRNAs zu degradieren (zusammengefasst in Siomi
und Siomi, 2009). Durch die Kombination mit dem Gal4/UAS-System besteht in Drosophila die
Moglichkeit nahezu jedes proteinkodierende Gen in zeitlich und raumlich definiertem Rahmen
spezifisch auszuschalten. Dazu wurden transgene Linien geschaffen, die doppelstringige hairpin
RNAs unter UAS-Kontrolle exprimieren und zu einem spezifischem Knockdown von Ziel-
mRNAs in Gal4-abhiangiger Weise fiihren (Dietzl et al., 2007; Ni et al., 2008). Da das Gal4/UAS-
System temperatursensitiv ist, wurden in dieser Arbeit alle RNAi Experimente bei 29°C
durchgefiihrt, um eine mdglichst starke Expression der doppelstringigen hairpin RNAs zu

erzielen, die in einem effizienten Knockdown von Zielgenen resultiert.
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2.2.8 G-Trace

G-Trace (Gal4-technique for real-time and clonal expression) ermdglicht eine klonale Analyse
von Reportergen-exprimierenden Zellen (Evans et al., 2009). Neben dem Gal4/UAS-System
beruht G-Trace v.a. darauf, dass eine Flipase homologe Rekombination an FRT-Stellen (flipase
recombination target) katalysiert, ein System, das aus Saccharomyces cerevisiae ins Drosophila
Genom eingebracht wurde (Golic und Lindquist, 1989). Durch die Verwendung eines beliebigen
Gal4-Treibers kommt es unter UAS-Kontrolle zur Expression des RFP-Reportergens (rote
»Realtime-Expression®). Gleichzeitig wird in denselben Zellen aber auch eine Flipase aktiviert,
die ebenfalls unter UAS-Kontrolle steht. Die Flipase katalysiert die Exzision einer Stop-Kassette,
die zwischen zwei FRTs liegt und die Expression eines GFP-Reporters verhindert. So kommt der
GFP-Reporter mit etwas Verzogerung unter die Kontrolle eines ubiquitdren Promotors und die
Zellen exprimieren dann sowohl RFP als auch GFP. Kommt es anschliefend zu einem Abschalten
des Gal4-treibenden Enhancers wird zwar die RFP-Expression herunter reguliert, aber durch den
ubiquitdren Promotor wird eine unabhéngige, dauerhafte Expression von GFP in den Zellen
aufrecht erhalten (griine ,,Lineage-Expression®) (Abb. 2-2). Wird die Exzision der Stop-Kassette
in einer Stammzelle katalysiert, werden auch alle von ihr gebildeten Tochterzellen durch GFP
markiert, selbst wenn sie selbst niemals den Gal4-Treiber exprimiert haben (klonale

Abhingigkeit).

Enhancer gal4 Abb. 2-2: Das G-Trace-System
S_(:)_E)__S Gal4 wird in Enhancer-abhdngiger Weise exprimiert
und fiihrt durch seine Bindung an UAS-Sequenzen zu
A einer Expression von RFP (rot). Gleichzeitig bindet
L = g ——. Gal4 aber auch an UAS-Sequenzen, die zur
P . . Expression einer Flipase (FLP) fiihren. Diese Flipase
/ katalysiert die Exzision einer Stop-Kassette, die
. zwischen zwei FRTs liegt, so dass der Ubiquitin-p63
Promotor die Expression eines nukledren Enhanced
GFP (nEGFP)-Reporters (griin) treibt. (Abbildung

b L i ‘ aus Evans et al., 2009)
3 g
/
UAS FLP Py
7
”
Ubi*®® FRT ~ FRT nEGFP P
UbiP%® FRT nEGFP
e, T8 ¥ o
—
Real-time Real-time and lineage Lineage
expression expression expression
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2.2.9 Flybow

Das Flybow-System gestattet die Auftrennung komplexer Gal4-Muster durch die Expression
unterschiedlicher fluoreszenter Reportergene im gleichen Priparat (Hadjieconomou et al., 2011).
Erméglicht wird dies durch eine modifizierte Flipase (hs-mFipJ5), die unter der Kontrolle eines
Hitzeschockpromotors steht und sich durch die Induktion von Warme in bestimmten Zellen per
Zufall aktivieren ldsst. Sie kann sowohl reversible Inversionen, wenn die modifizierten FRTs
(mFRT71) in entgegengesetzter Orientierung auf dem Chromosom lokalisiert sind, als auch
irreversible Exzisionen, wenn die modifizierten FRTs in gleicher Orientierung sind, katalysieren.
Dadurch kommt es zu einer zufilligen Substitution des Reporters CDS::EGFP durch
PM::mCitrine, CD8::mCherry oder CDS::Cerulean-V5, der nach Beendigung des Hitzeschocks
auch stabil exprimiert wird. Erfolgt dieser Austausch in einer Stammzelle, so exprimieren auch
alle von dieser Stammezelle, in klonaler Abhéngigkeit gebildeten Tochterzellen denselben
Reporter. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich Flybowl.I verwendet (Abb. 2-3),
welches mit is-mFlp5, doublesex-Gal4 Fliegen verkreuzt wurde. Nach der Eiablage (3h) wurden
die Embryonen fiir 6h bei 25°C gehalten und befanden sich dann etwa im St11-12. Es folgte ein
erster zweistiindiger Hitzeschock im 37°C Wasserbad. Nach weiteren 13h bei 25°C (St17)
erfolgte ein zweiter zweistiindiger Hitzeschock. Schliipfende Larven wurden auf Kulturgefif3e mit
Formular 4-24 Fertigmedium (Carolina Biological Supply Company) iiberfiihrt und als L3I-
Larven prépariert (Kapitel 2.4.1.2).

FB1.1
hs-mFip5 Inversions
Sl s s* S p— S — |
- -wd mCherry \ 00
4””"— RT71 vd qvo/dsy vd gvo/dsy
Gal4 Flp-out

Abb. 2-3: Das Flybow-System

Das unter der Kontrolle eines beliebigen Enhancers stehende Gal4 bindet an zehn UAS-Sequenzen und fiihrt zur
Expression von CDS8::EGFP (Grundzustand). Kommt es durch die Induktion von Wérme zur Aktivierung von /s-
mFlip5, katalysiert diese sowohl Inversionen (entgegengesetzte Orientierung) als auch Exzisionen (gleiche
Orientierung) an mFRT71 (Pfeilspitzen), die zu einem Austausch des Reporters fithren kdnnen. Alle fluoreszenten
Proteine besitzen SV40 und ein eigenes Polyadenylierungssignal (pA). (Abbildung aus Hadjieconomou et al., 2011)
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2.2.10 Verwendete Fliegenstimme

Oregon-R

Wildtyp

Bloomington (BL-5)

hs-mFlIp5

hs-mFIp5/Gla, Bc; TM2/TM6b

Dafni Hadjieconomou
(Hadjieconomou et al., 2011)

lacZ-Stimme

gooseberry distal-lacZ

gsb-d-lacZ [01155]/CyO

Marta Moris-Sanz

engrailed-lacZ

en-lacZ/CyO

Alfonso Martinez-Arias (Hama
etal., 1990)

huckebein-lacZ

hkb-lacZ [5953]

Chris Doe (Doe, 1992)

ming-lacZ

ming-lacZ [1530]/TM3

Chris Doe (Doe, 1992)

mirror-lacZ

mirr-lacZ/TM3

Chris Doe (Broadus et al., 1995)

seven up-lacZ

svp-lacZ [H162]/TM3

Chris Doe (Doe, 1992)

wingless-lacZ

wg-lacZ

Chris Doe (Broadus et al., 1995)

Jonathan Benito-Sipos (Doe,

unplugged-lacZ unpg-lacZ [1912]/CyO 1992)
mutante Stimme

. DIS DIS Ernesto Sanchez-Herrero
Abdominal-B Abd-B~"°/TM6, Dfd-lacZ (Hopmann et al., 1995)

. ] ] Ernesto Sanchez-Herrero
Abdominal-B" mm, Abd-B""/TM6b (Sanchez-Herrero et al., 1985)

. 3 A3 Ernesto Sanchez-Herrero
Abdominal-B™ mm, Abd-B"?/TM3, hb-lacZ (Sanchez-Herrero et al., 1985)

. 5 5 . Ernesto Sanchez-Herrero
Abdominal-B* mm, Abd-B*/TMe6b, iab2-lacZ (Sanchez-Herrero et al., 1985)
Abdominal-BY'! FRTS2B, Ubx, Abd-B""!/TM3 | Ernesto Sanchez-Herrero (Karch

et al., 1985)
2 / 2 Bloomington (BL-7091)
caudal pr, cad’, FRT404/CyO (Macdonald und Struhl, 1986)

. MX12
U;Zabl.thol’_ﬁjfﬂ ’ Ubx™ abd-A"! | Abd-B¥®/TM6b, | James Castelli-Gair Hombria
j b dz:;;;ill L. BMg’ iab2-lacZ (Casanova et al., 1987)

Defizienzen
Df3L)H99 Df(3L)H99/TM6b, iab2-lacZ gnallggf)ulj a-Ortmann (White et
Df3R)C4 Df(3R)C4/Dp(3:3)P5 lfgzgrgg;om Karch (Karch et al.,
Gal4-Linien
CO2-Gal4 CO2-Gal4 Matthias Landgraf (Landgraf et

al., 2003a)

doublesex-Gal4

dsx-Gal4/TM6b

Carmen Robinett (Robinett et al.,
2010)

eagle-Gal4

eg-Gal4 [Mz360]

(Ito et al., 1995)

eagle-Gal4, UAS-
nGFP

eg-Gal4, UAS-nGFP/TM3

Olaf Vef

embryonic lethal

Corey Goodman (Lin und

abnormal vision-Gala | €/4v-Gal4 Goodman, 1994)
RRK_3a14 UAS-CD8::GFP; eve™®*- Matthias Landgraf (Fujioka et
eve Gal4/TM6b al., 2003)

inscuteable-Gal4

insc-Gal4 [Mz1407]

(Ito et al., 1995)
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inscuteable-Gal4,

UAS-CDS--GFP insc-Gal4, UAS-CDS::GFP/CyO Christian Berger

ladybird early [K]- gfea{_[gl:,g?ﬁ’e%_ség{f%ifz/cyo’ Stefan Thor (Baumgardt et al.,
Gald mycEGFP/TM6b, Dfd-YFP 2009)

Mz97-Gal4 Mz97-Gal4 (Ito et al., 1995)

Pox neuro-Gal4

Poxn-Gal4, UAS-GFP/TM6b

Markus Noll (Boll und Noll,
2002)

scabrous-Gal4

sca-Gal4

Uwe Hinz (Klaes et al., 1994)

UAS-Linien

James Castelli-Gair Hombria

UAS-Abdominal-B.m UAS-4bd-B.ml.1 (Castelli-Gair et al., 1994)

. James Castelli-Gair Hombria
UAS-Abdominal-B.r UAS-Abd-B.r/FM1, ftz-lacZ (Rivas et al., 2013)
UAS-Abdominal-B- . Bloomington (BL-26746) (Ni et
RNAi UAS-Abd-B-RNAi al., 2009)

Ulrich Schifer (Moreno und
UAS-caudal UAS-cad Morata, 1999)
UAS-caudal UAS-cad Mi-Ae Yoo (Hwang et al., 2002)
UAS-CDS::GFP UAS-CDS::GFP/Y, DTS4 Olaf Vef
. : Vienna Drosophila RNAi Center
UAS-doublesex-RNAi | UAS-dsx-RNAi (#110306)
UAS-doublesex[F] UAS-dsx[F] 1;/([)1(%1)6 Lo Lot (Lessiell,

UAS-doublesex[M]

UAS-dsx/M]/CyO, GFP

Michelle Arbeitman (Lee et al.,
2002)

UAS-Flybow 1.1

UAS-Flybow 1.1/Gla, Bc

Dafni Hadjieconomou
(Hadjieconomou et al., 2011)

UAS-nRFP, UAS-Flp,

Bloomington (BL-28281) (Evans

UAS-G-Trace UAS>Stop>nEGEP et al.. 2009)
UAS-nGFP UAS-nGFP/Y, DTS4 Olaf Vef
UAS-P35 UAS-P35/BH2] Bloomington (BL-5073) (Hay et

al., 1994)

UAS-P35, UAS-nGFP

UAS-P35, UAS-nGFP/CyO, ftz-
lacZ

Ana Rogulja-Ortmann

UAS-transformer-
RNAi

UAS-tra-RNAi

Bloomington (BL-28512) (Ni et
al., 2009)

UAS-transformer2-
RNAi

UAS-tra2-RNAi

Bloomington (BL-28018) (Ni et
al., 2009)

Balancer-Stimme

CyO, ftz-lacZ/Pm Olaf Vef
CyO, twi-lacZ/Pm; TM6b, iab2-lacZ/CxD Olaf Vef
CyO, wg-lacZ/noc[Sco] Olaf Vef
FM7, fiz-lacZ/N, Bx Olaf Vef
TM3, Dfd-YFP/CxD Olaf Vef
TM6D, iab2-lacZ/TM3, Kr-GFP Olaf Vef

Tab. 2-3: Verwendete Fliegenstimme
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Herstellung von RNA-Sonden

Da RNA-Sonden relativ instabil und sehr anfillig fiir allgegenwirtige Ribonukleasen (RNAsen)
sind, sollten bei deren Herstellung Nitril-Handschuhe getragen werden, alle eingesetzten
Losungen, falls moglich, autoklaviert werden und gestopfte Pipettenspitzen verwendet werden.
Zudem werden alle wéssrigen Losungen mit DEPC angesetzt, welches zur Inaktivierung von
RNAsen fiihrt. Es wurden RNA-Sonden fiir Abdominal-B.m (Abd-B.m) und Abdominal-B.r
(Abd-B.r) hergestellt. Abd-B.m (616bp) ist gegen die N-terminale proteinkodierende Sequenz
(CDS) des A-Transkripts gerichtet, Abd-B.r (220bp) hybridisiert mit zwei Exons, die in allen r-
spezifischen Transkripten vorhanden sind (Abb. 3-26A).

2.3.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifizierung definierter Sequenzbereiche, die
zwischen zwei Primern lokalisiert sind. Die Sonden wurden durch PCR aus den complementary
DNAs (cDNAs) pAB713 (4bd-B.m) und pAB728 (Abd-B.r) (Kuziora und McGinnis, 1988) (zur

Verfligung gestellt von Jesus Romero Pozuelo) nach folgendem Protokoll amplifiziert:

0,3ul  cDNA (100ng/ul) im Bluescribe Vektor

5ul 10x PCR-Puffer inkl. KCI (Thermo Scientific)

Iul dNTPs (10mM) (Thermo Scientific)

Tl Forward-Primer (Biomers) (20uM in EB-Puffer, Qiagen)
Iul Reverse-Primer (Biomers) (20uM in EB-Puffer, Qiagen)
3ul MgCl, (25mM) (Thermo Scientific)

1,25u1 Tag-Polymerase (1U/ul) (Thermo Scientific)

37,45ul A. dest.

99°C Deckel vorheizen

94°C  15min Denaturierung

94°C 30sec Denaturierung

51°C 30sec Annealing (40x)
72°C 70sec Elongation

72°C  10min finale Elongation

4°C Ende
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Folgende Primer kommen dabei zum Einsatz:

Abd-B.m Upstream CAACAGCAGCAGCAGCAGCAG
Abd-B.m Downstream CACTGGAGGGAGAAACACTCGC
Abd-B.r Upstream GACCAAAAGCACTACCCAAATAACTG
Abd-B.r Downstream CTGTGGGATGGGAACTGACGC

Tab. 2-4: Verwendete Primer

Die Amplifizierung wird mittels Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Je nach Hintergrund an
unspezifischem PCR-Produkt werden die Amplifikate entweder einer PCR-Aufreinigung
(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) oder einer Gelextraktion (QIAquick Gel Extraction Kit,

Qiagen) unterzogen.

2.3.1.2 Klonierung

AnschlieBend werden die Amplifikate in pDrive (QIAGEN PCR Cloning Kit, Qiagen)
eingebracht und in XL1-Blue (Stratagene) transformiert. Nach der Transformation werden die
Bakterien zundchst in 250ul sterilem SOC-Medium inkubiert (1h, 220rpm, 37°C) und dann auf
einer LBxanamycin-Platte ausplattiert, die liber Nacht bei 37°C inkubiert wird. Am darauf folgenden
Nachmittag wird eine Bakterienkolonie dazu verwendet, um mit Hilfe eines Zahnstochers eine
Fliissigkultur von 3ml LBganamycin-Medium anzuimpfen (16h, 220rpm, 37°C). Am néichsten
Morgen erfolgt die Aufreinigung des Plasmids (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen), welches
anschliefend unter Verwendung eines T7-Primers sequenziert wird (StarSEQ). Nachdem die
Integration der cDNA durch Sequenzierung bestitigt wurde, erfolgt eine Restriktion mit Sall
(Thermo Scientific). Nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms wird der restringierte
Vektor mit 1/10Vol. 2M NaClpgpc und 2,5Vol. 100% Ethanol bei -20°C iiber Nacht gefillt. Am
nichsten Tag wird die Fillung 1h zentrifugiert (14000rpm, 4°C). Der Uberstand wird verworfen
und das Sediment mit 70% Ethanolpgpc gewaschen. Es wird erneut zentrifugiert (10min,
14000rpm, 4°C) und auch dieser Uberstand verworfen, ehe das Sediment getrocknet wird.
Nachdem der restringierte Vektor in 16pul A. dest.pgpc gelost wurde, werden 2ul davon auf einem

Agarosegel (1,6%) kontrolliert.

2.3.1.3 in vitro-Transkription

Bei vollstindigem Verdau werden die restlichen 14pul des linearisierten Vektors fiir die in vitro-
Transkription eingesetzt, die unter Verwendung eines T7-Primers mit Hilfe des Digoxygenin
(DIG)- bzw. Fluorescein (FITC)-Labeling Mix (Roche) durchgefiihrt wird. Hierbei wird die
RNA-Sonde durch die im Mix enthaltene RNA-Polymerase synthetisiert. Anschliefend wird der
Vektor, der als Matrize diente, durch 2ul DNAsel (Roche) fiir 15min bei 37°C verdaut und
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danach werden 2ul 0,2M EDTApgpc zugegeben, um die Reaktion wieder abzustoppen. Es folgt
eine Féllung der RNA-Sonde mit 2,5ul 4M LiClpgpc und 70ul 100% Ethanol iiber Nacht bei
-20°C. Nach Zentrifugation (1h, 14000rpm, 4°C) wird der Uberstand verworfen und das Sediment
wird mit 70% Ethanolpgpc gewaschen. AnschlieBend wird erneut zentrifugiert (10min, 14000rpm,
4°C), der Uberstand verworfen und nach kurzer Trocknung wird die RNA-Sonde in 50ul
A. dest.pgpc aufgenommen. Nachdem noch 0,5u1 RNAse-Inhibitor (Thermo Scientific) zugefiigt
wurden, wird die Sonde bei -20°C aufbewahrt und kann fiir eine in situ-Hybridisierung (Kapitel

2.4.3) eingesetzt werden.

2.4 Immunohistochemie
2.4.1 Fixierung

2.4.1.1 Fixierung von Embryonen

Zunichst wird die duBere Eihiille der Embryonen, das sog. ,,Chorion* chemisch entfernt. Dazu
tiberschichtet man die auf den Kulturgefalen mit Apfelsaftagar befindlichen Embryonen (Kapitel
2.2.2) fir ca. 3min mit 7,5%iger Chlorbleichlauge. Danach werden die Embryonen in ein
modifiziertes 50ml Reaktionsgefdl eingespiilt, welches mit einem Gazenetzchen (Maschenweite
150um) verschlossen ist. Die Embryonen werden mit Leitungswasser gespiilt und bleiben am
Gazenetzchen haften, wihrend die Chlorbleichlauge ausgewaschen wird. Danach lassen sich die

Embryonen mit einem Skalpell in das vorbereitete 1,5ml Reaktionsgefd3 mit Fixativ tiberfiihren.

Die Fixierung erfolgt fiir 23min in einem Gemisch aus PBS, Formaldehyd (bilden zusammen die
wiassrige untere Phase) und Heptan (organische obere Phase) bei kréftigem Schiitteln (900rpm,
RT). Heptan wird fiir die Permeabilisierung der Zellmembran benotigt, Formaldehyd vernetzt die
Proteine der Zelle. Die Embryonen sammeln sich an der Phasengrenze, an der die innere Eihiille,
die sog. ,,Vitellinmembran®, durch Scherkréfte abgeldst wird. Nach der Fixierung wird die untere
Phase durch Methanol ersetzt und die Embryonen werden fiir 1min intensiv geschiittelt.
Devitellinisierte Embryonen sinken auf den Boden des Reaktionsgefifies ab. Dieser Vorgang wird
nochmals wiederholt und danach wird der komplette Uberstand entfernt und durch Methanol
ersetzt. Dieser sog. ,,Spiilvorgang® mit Methanol wird insgesamt viermal durchgefiihrt, um Reste
von Heptan zu beseitigen. Danach wird das Methanol noch zweimal durch vergéllten Ethanol
ersetzt, welcher auf Dauer schonender fiir das Gewebe der fixierten Embryonen ist. So lassen sie
sich fiir langere Zeit bei -20°C lagern oder direkt fiir eine Antikdrperfarbung (Kapitel 2.4.2) bzw.
in situ-Hybridisierung (Kapitel 2.4.3) einsetzen.
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2.4.1.2 Fixierung des larvalen Zentralnervensystems

Die Larven definierter Stadien (Kapitel 2.2.3) werden mit einer Federstahlpinzette aus den
Kulturgefien in  schwarze, mit kaltem 0,IM  Natriumphosphatpuffer  gefiillte
Praparationsndpfchen iiberfithrt. Durch die Kilte wird der Bewegungsdrang der Larven
herabgesetzt und Balancertiere lassen sich anhand ihrer Morphologie (z.B. Tubby) oder aufgrund
einer Reportergenfluoreszenz unter dem Fluoreszenzbinokular erkennen und aussortieren. Das
larvale ZNS wird mit zwei feinen Pinzetten (Dumont 55) unter dem Binokular prapariert. Dafiir
werden die Larven zundchst mittig halbiert. Der vordere Teil enthélt das ZNS und wird durch die
Mund6ffnung von innen nach auflen gestiilpt. Das ZNS befindet sich immer in der Néhe der
dunklen Mundwerkzeuge. Fettgewebe und Darmreste werden vorsichtig entfernt, wobei das ZNS
an der Kutikula mit den Mundwerkzeugen verbleibt, um es wihrend der vielen Schritte der
Antikorperfarbung (Kapitel 2.4.2) nicht zu verlieren. Mit der Pinzette kann die Kutikula gegriffen
werden, an der das ZNS anhéngt, und in ein vorbereitetes 1,5ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt werden,
welches ebenfalls 0,1M Natriumphosphatpuffer enthélt und sich auf Eis befindet. Nach Beenden
der Priparation, spétestens nach 30min, wird der Puffer im Reaktionsgefdl durch 400ul PLP-
Fixativ ersetzt. Die Fixierung von L31 Zentralnervensystemen wird fiir 45min, die von L2I- und
L3e-Larven fiir lediglich 30min (100rpm, RT) durchgefiihrt. Anschlieend wird das Fixativ durch
mehrmaliges Spiilen mit PBT entfernt. Das larvale ZNS sollte moglichst schnell einer
Antikorperfarbung unterzogen werden und lésst sich im préparierten Zustand relativ schlecht tiber

einen lingeren Zeitraum lagern.

2.4.2 Antikorperfirbung

2.4.2.1 Inkubation von priméren Antikérpern

Die fixierten Embryonen bzw. larvalen Zentralnervensysteme werden zunichst zweimal kurz mit
PBT gespiilt. Danach werden sie bei RT fiir 10min auf dem Schiittler (100rpm) in PBT inkubiert,
welches anschlielend wieder durch frisches PBT ersetzt wird. Dieser sog. ,,Waschschritt wird
insgesamt viermal durchgefiihrt. Die Inkubation der in PBT verdiinnten, primédren Antikorper
erfolgt in der Regel bei 4°C tiber Nacht (ca. 80rpm). Um einer Schimmelbildung vorzubeugen
werden alle primiren AntikGrper mit Natriumazid versetzt (finale Konzentration 0,01%) und

konnen nach der Inkubation bei 4°C gelagert und wiederverwendet werden.
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2.4.2.2 Verwendete primire Antikorper

Abdominal-A Maus 1:200 Ian Duncan (Kellerman et al., 1990)
Abdominal-B Maus 1:20 DSHB (Celniker et al., 1989)
Beta-Galaktosidase | Huhn 1:1000 | Abcam
Castor Kaninchen 1:500 Ward Odenwald (Kambadur et al., 1998)
Caudal Kaninchen 1:100 Il’ggg\dacdonald (Macdonald und Struhl,
Caudal Meerschweinchen | 1:400 John Reinitz (Kosman et al., 1998)
Dbx Meerschweinchen | 1:1500 | James Skeath (Lacin et al., 2009)
Deadpan Kaninchen 1:100 Harald Vaessin (Bier et al., 1992)
DIG-AP Schaf 1:1000 | Roche

) Michelle Arbeitman (Sanders und
Doublesex Ratte 1:100 Arbeitman, 2008)
Eagle Kaninchen 1:500 (Dittrich et al., 1997)
Eagle Maus 1:100 Chris Doe (Karcavich und Doe, 2005)
Embryonic lethal = 1:22000 | DSHB
abnormal vision
ety aizasles Ratte 1:1000 Iljgv;ez: )Walldorf (Walldorf und Gehring,
Engrailed Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Even skipped Kaninchen 1:1000 | Manfred Frasch (Frasch et al., 1987)
Even skipped Meerschweinchen | 1:500 John Reinitz (Kosman et al., 1998)
B Kaninchen 1:1000 ;J(;zz)el: )Walldorf (Kammermeier et al.,
FITC-AP Schaf 1:1000 | Roche
GFP Kaninchen 1:500 Torrey Pines Biolabs
GFP Maus 1:250 Roche
Gooseberry distal Ratte 1:2 Robert Holmgren (Zhang et al., 1994)
Goospberry Ratte 1:2 Robert Holmgren (Zhang et al., 1994)
proximal
Hunchback Meerschweinchen | 1:1000 | Joachim Urban (Mettler et al., 2006)
Invected Maus 1:2 DSHB (Patel et al., 1989)
Ladybird early Maus 1:2 Krzysztof Jagla (Jagla et al., 1997)
mCherry Kaninchen 1:500 Bio Vision
Miranda Kaninchen 1:100 Jiirgen Knoblich (Betschinger et al., 2006)
Muscle segment Kaninchen 1:500 Matthew Scott
homeobox
Nzl Kaninchen 1:400 2B(f):{12) z;mln Altenhein (von Hilchen et al.,
Orthodenticle Meerschweinchen | 1:500 Tiffany Cook (Xie et al., 2007)
P35 Maus 1:100 Bruce Hay (Yoo et al., 2002)
Reversed polarity Meerschweinchen | 1:10000 | Benjamin Altenhein
RFP Kaninchen 1:500 MBL
Runt Meerschweinchen | 1:500 John Reinitz (Kosman et al., 1998)
Sex lethal Maus 1:10 DSHB (Bopp et al., 1991)
Ultrabithorax Maus 1:20 DSHB (White und Wilcox, 1984)
Ventral nervous . ) Fernando Jimenez (McDonald et al.,
system defective S ALY 1998)
Wrapper Maus 1:20 DSHB (Noordermeer et al., 1998)

Tab. 2-5: Verwendete Primarantikorper
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2.4.2.3 Inkubation von sekundiren Antikérpern

Nach der Entfernung der primédren Antikorper werden die Embryonen bzw. larvalen
Zentralnervensysteme zweimal kurz mit PBT gespiilt und anschlieBend viermal mit PBT auf dem
Schiittler gewaschen (100rpm, RT), um Reste von unspezifisch gebundenem Primérantikorper zu
beseitigen. Dann erfolgt die Inkubation der in PBT verdiinnten sekundiren Antikorper (2h,
100rpm, RT).

2.4.2.3.1 Fluoreszenzfirbungen

Da fluoreszent gekoppelte Sekundérantikdrper lichtempfindlich sind, sollten alle verwendeten
ReaktionsgefdBBe mit Aluminiumfolie umwickelt werden. Nach der Inkubation werden die
Sekundérantikorper verworfen und nicht gebundene Antikdrper werden durch zweimaliges
Spiilen und viermal zehnminiitiges Waschen mit PBT (100rpm, RT) entfernt. Es wird noch
zweimal kurz mit PBS gespiilt und danach werden die Embryonen bzw. larvalen
Zentralnervensysteme in Mounting Medium (Vector)/70% Glyzerol (1:1) {iberfiihrt, wodurch das
Ausbleichen der fluoreszent gekoppelten Sekundérantikdrper verhindert werden soll. So kdnnen
die Embryonen bzw. larvalen Zentralnervensysteme bei 4°C im Dunkeln bis zur Dokumentation

(Kapitel 2.4.4) gelagert werden.

2.4.2.3.2 Sichtbarer Nachweis durch Alkalische Phophatase

Die zwei nicht-fluoreszenten Nachweismethoden (Kapitel 2.4.2.3.2 und 2.4.2.3.3) wurden
ausschlieBlich fiir Antikorperfirbungen an Embryonen genutzt. Nach der Entfernung von
unspezifisch gebundenem Sekunddrantikorper durch mehrmaliges Waschen mit PBT, werden die
Embryonen fiir zweimal Smin in AP-Detektionspuffer inkubiert (100rpm, RT). Dann werden sie
in ein weiBles Wégeschidlchen iiberfiihrt und die Farbreaktion wird durch die Zugabe der AP-
Férbelosung induziert. Die am Sekundérantikdrper gebundene AP reduziert NBT zu braunem
Diformazan und oxidiert BCIP iiber Indoxyl zu blauem Indigo. Daraus resultiert eine violette
Mischfarbe, deren Intensitdt mit zunehmender Zeitdauer ansteigt. Die Farbreaktion wird unter
dem Binokular kontrolliert und nach ausreichender Fiarbung werden die Embryonen zuriick ins
Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Durch mehrmaliges Spiilen mit PBT wird die Reaktion zunéchst stark
verlangsamt, ehe das Enzym schlieBlich durch eine fiinfminiitige Inkubation mit Methanol
(100rpm, RT) vollstindig inaktiviert wird. Es folgt zweimal kurzes Spiilen mit PBT und zweimal
mit PBS. Dann werden die Embryonen in 70% Glyzerol {iberfiihrt und lassen sich so dauerhaft bei

RT lagern.
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2.4.2.3.3 Sichtbarer Nachweis durch Meerrettichperoxidase

Bei Verwendung von Biotin-gekoppelten Sekundérantikorpern wird nach der Entfernung von
unspezifischem Sekundérantikorper zunichst fiir 1h ein AB-Komplex, bestehend aus Avidin,
Streptavidin und Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP), inkubiert (100rpm, RT).
Avidin und Streptavidin besitzen jeweils vier Bindestellen flir Biotin und so werden gleich
mehrere Molekiile HRP pro Biotin gebunden, was letztendlich zu einer enormen
Signalverstirkung fiihrt. Unspezifischer AB-Komplex wird durch zweimaliges Spiilen und
viermal zehnminiitiges Waschen mit PBT (100rpm, RT) entfernt. Danach wird durch die Zugabe
der HRP-Férbelosung die Farbreaktion gestartet, die ebenfalls in einem Wageschilchen unter dem
Binokular beobachtet wird. HRP katalysiert die Oxidation von DAB, wobei H,O, als
Oxidationsmittel fungiert. Nach ausreichender Braunfiarbung werden die Embryonen zuriick ins
Reaktionsgefdl iiberfiilhrt und die Farbreaktion wird durch dreimaliges Spiilen mit PBT
abgebrochen. Danach werden die Embryonen noch zweimal mit PBS gespiilt und dann in 70%
Glyzerol iiberfiihrt, wo sie bei RT dauerhaft gelagert werden kdnnen.

Werden sowohl AP- als auch Biotin-gekoppelte Sekundérantikorper verwendet, sollte zunéchst
die AP-Reaktion durchgefiihrt werden, da der braune Niederschlag der HRP-Reaktion nur noch

ein abgeschwichtes AP-Signal zulésst.

2.4.2.4 Verwendete sekundire Antikorper

Huhn — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Huhn - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Alexa488 Esel 1:500 Life Technologies
Kaninchen — Alexa546 Esel 1:500 Life Technologies
Kaninchen — Alexa568 Ziege 1:500 Life Technologies
Kaninchen — Alexa647 Esel 1:500 Life Technologies
Kaninchen - AP Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen - Biotin Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Kaninchen - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Alexa488 Esel 1:500 Life Technologies
Maus — Alexa568 Ziege 1:500 Life Technologies
Maus — Alexa647 Esel 1:500 Life Technologies
Maus - AP Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
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Maus - Biotin Esel 1:500 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyLight488 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyLight549 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus — DyLight649 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Maus - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — Cy3 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — Cy5 Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight488 | Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight549 | Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen — DyLight649 | Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Meerschweinchen - FITC Esel 1:250 Jackson Immunoresearch Laboratories
Ratte — Alexa633 Ziege 1:500 Life Technologies

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

Tab. 2-6: Verwendete Sekundirantikérper

2.4.3 in situ-Hybridisierung mit anschlieBender Antikorperfirbung

Fixierte Embryonen (Kapitel 2.4.1.1) werden flinfmal fiir 10min mit PBTweenpgpc gewaschen
(100rpm, RT). Danach werden sie fiir Smin in PBTweenpgpc /Hybridisierunglésung (1:1) und
anschlieBend fir Smin in Hybridisierungslosung inkubiert (100rpm, RT). Die
Hybridisierungslosung enthédlt Formamid, das die Stringenz, mit der die Sonde an die RNA
bindet, erhoht und so die Hybridisierungstemperatur absenkt. Es folgt mindestens 1h
Prahybridisierung ~ (5pul  einzelstrangige  Heringssperm-DNA ~ (Roche) in  500ul
Hybridisierungslosung) bei 55°C (350rpm). Die Heringssperm-DNA bindet an unspezifische
Bindestellen und sittigt diese ab, bevor die eigentliche RNA-Sonde an sie bindet, was zu
Hintergrundsignal fiihren wiirde. Die Sonden werden in Préhybridisierungslosung verdiinnt, fiir
10min bei 95°C aufgekocht und dann auf Eis abgekiihlt. Die Hybridisierung erfolgt bei 55°C
(350rpm) iiber Nacht.

Abdominal-B.m 1:5000 FITC selbst hergestellt (Kapitel 2.3.1)
Abdominal-B.r 1:1000 DIG selbst hergestellt (Kapitel 2.3.1)
intermediate 1:800 DIG Matthew Scott (Urbach und
neuroblasts defective Technau, 2003b)

Tab. 2-7: Verwendete RNA-Sonden

Am nichsten Tag wird die Sonde entfernt, die bei -20°C gelagert und wiederverwendet werden
kann, und es folgt 20min stringentes Waschen in Hybridisierungslésung (300rpm, 65°C). Danach

wird einmal fiir 20min in Hybridisierungslosung/PBTweenpgpc (1:1) gewaschen und dann viermal
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fiir 20min in PBTweenpgpc (300rpm, 65°C). Es folgt noch einmal Waschen mit PBTweenpgpc bei
RT (100rpm). Danach wird der primédre Antikorper (anti DIG- oder anti FITC-AP verdiinnt in
PBTweenpgpc) fiir 1,5h inkubiert (100rpm, RT). Um unspezifisch gebundenen Primérantikérper
zu entfernen wird anschlieBend dreimal mit PBTweenpgpc gesplilt und dreimal mit PBTweenpgpc
gewaschen (100rpm, RT). Es folgt die AP-Signaldetektion, wie in Kapitel 2.4.2.3.2 beschrieben.
Nach dem Abstoppen der Farbreaktion sind keine RNAse-freien Bedingungen mehr nétig und es
erfolgt ein H,O,-Waschschritt (100ul H,O; (30%) in 900ul PBT, 10min, 100rpm, RT), um freie
Peroxidasen zu zerstoren, die ansonsten zu Hintergrund in der anschlieBenden Antikdrperfarbung
fiihren wiirden. Danach wird mehrfach mit PBT gespiilt und es erfolgt die Inkubation eines
primdren Antikorpers wie in Kapitel 2.4.2.1 beschrieben. Dann folgt die Inkubation des Biotin-
gekoppelten Sekunddrantikorpers und dessen Nachweis, wie in Kapitel 2.4.2.3 und 2.4.2.3.3
beschrieben. Nach dem Abbruch der HRP-Farbreaktion werden die Embryonen noch einmal fiir
Smin nachfixiert (100ul Formaldehyd (37%) in 900ul PBT, 100rpm, RT), da die in situ-
Hybridisierung die Embryonen sehr aufweicht. Die Nachfixierung wird durch dreimaliges Spiilen
mit PBT und zweimaliges Spiilen mit PBS abgebrochen, ehe die Embryonen in 70% Glyzerol

eingebettet werden.

2.44 Priparation und Dokumentation

2.4.4.1 Filetpriparation von Embryonen

Die Embryonen werden nach der in situ-Hybridisierung (Kapitel 2.4.3) bzw. Antikdrperfarbung
(Kapitel 2.4.2) auf einen Objekttrdger iiberfiihrt und die gewiinschten Stadien (geméf Campos-
Ortega und Hartenstein, 1997) unter dem Binokular mit einer Prépariernadel herausgesucht.
Balancertiere konnen aufgrund einer Reportergenexpression aussortiert werden. Um eine bessere
Aufsicht auf das embryonale Nervensystem zu erlangen, werden die Embryonen mit feinen
Glaskapillaren des Typs GB100-T8P (Science Products) filetprépariert. Bei St9-12 Embryonen
wird dazu der dorsale Keimstreifen umgeklappt und der Embryo wird mit der Ventralseite nach
oben auf dem Objekttriger positioniert. St13-17 Embryonen werden mit der Ventralseite nach
unten positioniert und anterior gedffnet. Gehirn und Darm werden vollstédndig entfernt. Préparierte
Embryonen werden in einem Tropfen 70% Glyzerol/Mounting Medium (1:1) (bei fluoreszent
gefarbten Embryonen) bzw. 70% Glyzerol (bei nicht-fluoreszent gefarbten Embryonen) mit einem
Deckglas abgedeckt, wobei etwas Knete als Abstandshalter fungiert, so dass die Embryonen nicht

zerdriickt werden. Der Rand des Deckglases wird mit klarem Nagellack fixiert.
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2.44.2 Feinpriaparation des larvalen Zentralnervensystems

Das larvale Zentralnervensystem wird nach der Antikorperfarbung (Kapitel 2.4.2) auf einem
Objekttrager unter dem Binokular mit feinen Pinzetten in 70% Glyzerol/Mounting Medium (1:1)
frei pripariert. Die ihm anhdngenden Imaginalscheiben und die verbliebene Kutikula werden
vorsichtig entfernt. AnschlieBend wird das vNS mit der Ventralseite nach oben, auf den
Gehirnhemisphdren aufliegend, positioniert und mit einem Deckglas abgedeckt (Knete als

Abstandshalter), welches mit klarem Nagellack fixiert wird.

2.4.4.3 Dokumentation

Die Préparation von Embryonen und larvalen Zentralnervensystemen erfolgt am Binokular M8
(Wild), ausgestattet mit der Lampe KL1500 LCD (Schott).

Fluoreszent markierte Balancerlarven werden mit dem Fluoreszenzbinokular MZFLIII (Leica)
aussortiert.

Die Beurteilung der Qualitit von Fluoreszenzfarbungen und das Aussortieren von fluoreszent
markierten Balancerembryonen werden am aufrechten Fluoreszenzmikroskop BXS50WI
(Olympus), welches mit der Kamera AxioCam MRm (Zeiss) ausgestattet ist, durchgefiihrt. Das
Mikroskop verfiigt liber folgende Objektive: 10x, 20x, 50x und 63x (Wasserobjektiv).

Die eigentliche Dokumentation der Fluoreszenzfairbungen erfolgt mit dem aufrechten
Laserscanningmikroskop DMRE TCS SP2 (Leica), ausgestattet mit den Objektiven: 10x, 20x, 40x
(Immersionsol) und 63x (Immersionsdl) bzw. dem inversen Laserscanningmikroskop DM TCS
SP5 (Leica), ausgestattet mit den Objektiven: 10x, 20x, 40x (Immersions6l) und 63x (Glyzerol).
Die Dokumentation von nicht-fluoreszenten Farbungen erfolgt am aufrechten Mikroskop
Axioplan (Zeiss) mit Kamera ProgRes 3012 (Kontron), ausgestattet mit den Objektiven: 10x, 20x,
40x, 63x (Immersionsdl) und 100x (Immersionsdl).

Die gewonnen Fluoreszenzbilder werden mit der Leica Confocal Software und LAS AF
bearbeitet. AnschlieBend werden alle Bilder mit Photoshop CS4 bearbeitet und mit Illustrator CS4

zusammengestellt und beschriftet.
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3 Ergebnisse

3.1 Muster und Identitait der Neuroblasten in der terminalen

Abdominalregion

3.1.1 Gesamtanzahl und Verteilung der vorhandenen Neuroblasten

Um das NB-Muster der terminalen abdominalen Neuromere zu beschreiben, wurde zunichst
untersucht wie viele NBs in dieser Region iiberhaupt angelegt werden. Dazu wurde eine
Antikorperfarbung an fixierten Wildtyp (WT) Embryonen durchgefiihrt. Um potenzielle
Unterschiede in der NB-Anzahl zwischen den Geschlechtern zu beriicksichtigen, wurde auch die
Expression von Sxl beriicksichtigt, welches nur in den weiblichen Embryonen ubiquitér
exprimiert wird (Abb. 1-4) (Bopp et al., 1991). Dadurch lassen sich minnliche und weibliche
Embryonen noch vor der anschlieBenden Filetprdparation voneinander separieren (Abb. 3-1A).
Die Zuordnung von NBs zu bestimmten Segmenten erfolgte mit Hilfe des Segmentpolarititsgens
engrailed (en), welches in jedem posterioren Kompartiment eines Segments exprimiert wird
(DiNardo et al., 1985). Der letzte vollstindige En-Streifen im VNS konnte Segment A9
zugeordnet werden, wéhrend in A10 nur noch der mediane NB (MNB) En exprimiert und als
Rudiment eines En-Streifens in A10 angesehen werden kann. Die Identifizierung von NBs in den
terminalen Neuromeren erfolgte aufgrund ihrer subektodermalen Position und der Expression des
universellen NB-Markers Deadpan (Dpn) (Bier et al., 1992). Das Auszéhlen von NBs erfolgte im
frithen Stadium 12 (St12 early, Stl12e), da zu diesem Zeitpunkt alle terminalen NBs delaminiert
sind und die segmentalen Einheiten noch gut dargestellt werden konnen. NBs konnten in A8, A9
und A10 identifiziert werden. Sowohl die GroBe der Neuromere als auch die Anzahl an NBs
nimmt von anterior nach posterior ab (Abb. 3-1B). In A8 konnten 30,44 + 0,51 (n = 16), in A9
20,8 + 0,68 (n = 15) und in A10 11,47 + 0,74 (n = 15) Dpn-positive Zellen pro Hemineuromer
identifiziert werden. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Ménnchen und

Weibchen festgestellt werden (Abb. 3-1C).
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Abb. 3-1: Verteilung und Anzahl an Neuroblasten in terminalen abdominalen Hemisegmenten

(A, B) Whole Mounts (laterale Ansicht, A) und Filetpréparation (horizontale Ansicht, B) von WT Embryonen (St12e)
nach Antikorperfarbung gegen Dpn, SxI und En. (A) Weibliche (links) und ménnliche (rechts) Embryonen lassen sich
anhand ihrer Sxl-Expression voneinander unterscheiden. Der hervorgehobene Ausschnitt im Méannchen ist in (B) nach
Filetpraparation in VergroBerung dargestellt. ML = Mittellinie; die Segmente sind rechts angegeben. Die GroBe der
Neuromere nimmt von A8-A10 ab. (C) Gesamtanzahl der NBs in terminalen abdominalen Hemineuromeren von
Mainnchen und Weibchen. Es wurde ein zweiseitiger t-test durchgefiihrt. n.s., nicht signifikant (P>0.05). Die
Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

3.1.2 Identitiat der anwesenden Neuroblasten

3.1.2.1 Neuroblastenmarker

Im Gehirn und anterioren Bauchmark konnten alle NBs aufgrund der Expression einer
bestimmten Kombination von molekularen Markern, ihrer Position und dem Zeitpunkt ihrer
Delamination eindeutig identifiziert werden (Broadus et al., 1995; Doe, 1992; Urbach et al., 2003;
Urbach und Technau, 2003a; Urbach und Technau, 2003b; R. Urbach, unveroffentlicht). Um die
Identitdt der vorhandenen NBs in den terminalen abdominalen Neuromeren aufzukldren, wurde
eine ganze Reihe dieser zuvor verwendeten molekularen Marker (Antikorper, in situ-Sonden und
lacZ-Stdmme) an fixierten Embryonen kombiniert. Durch die direkte Vergleichbarkeit mit den
seriell homologen NBs in anterior abdominalen Neuromeren des gleichen Préiparats lie3 sich die
Existenz oder Abwesenheit spezifischer NBs aufkldren. Untersucht wurden vorwiegend Stl2e
Embryonen; bei Markern die in einer groBen Anzahl von NBs exprimiert werden (z.B. svp-lacZ),
wurden aufgrund der Uberschaubarkeit der bereits delaminierten NBs auch frithere Stadien

analysiert.
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3.1.2.1.1 Segmentpolarititsgene

Segmentpolarititsgene wurden in allen untersuchten Priparaten als Marker verwendet, um
Segmente zuordnen zu konnen. Schon ab dem Zeitpunkt der Gastrulation werden sie in
definierten Kompartimenten aller Segmente exprimiert und spéter in den NBs, die aus diesen
Dominen hervorgehen (z.B. Bhat, 1996; Skeath et al., 1995). Sie unterliegen der Kontrolle durch
die iibergeordneten Paarregelgene, regulieren sich aber auch gegenseitig (zusammengefasst in
Ingham, 1991).

Neben dem bereits vorgestellten en wurde v.a. auch gooseberry distal (gsb-d) verwendet, welches
anterior von En exprimiert wird, mit diesem jedoch in seiner posterioren Expressionsdomine
iiberlappt (Gutjahr et al., 1993). Im Gegensatz zu En wird gsb-d auch in einem Streifen in A10
exprimiert, sowie in den ,,Anal Pads®, die sich A11 zuordnen lassen (Baumgartner et al., 1987;
Gutjahr et al., 1993). Im vNS wird gsb-d in allen NBs der Reihen 5, 6 und NB7-1 exprimiert
(Abb. 1-1) (Broadus et al., 1995). Durch die Kombination mit En und dem vielfach verwendeten
Marker Eagle (Eg), einem Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der in NB2-4, NB3-3, NB6-4 und
NB7-3 (Abb. 1-1) (Broadus et al., 1995), sowie in allen von diesen NBs gebildeten, embryonalen
Tochterzellen exprimiert wird (Dittrich et al., 1997; Higashijima et al., 1996), lieen sich alle Eg-
positiven NBs in A8 eindeutig identifizieren (Abb. 3-2A). Im Gegensatz dazu fehlen NB2-4 und
NB7-3 in A9 und A10, wihrend NB3-3 in A9 und NB6-4 in A10 vorhanden ist (Abb. 3-2A, B).
Des Weiteren konnten durch die Kombination von gsb-d-lacZ und Eyeless (Ey), einem
Transkriptionsfaktor aus der Pax-Genfamilie, der im Thorax in sechs verschiedenen NBs pro
Hemineuromer (NB3-2, NB4-2, NB4-3, NB4-4, NB5-3 und NB7-3) exprimiert wird (R. Urbach,
unverdffentlicht), auch alle Ey-positiven NBs in A8 zweifelsfrei identifiziert werden. Bei NB7-3
handelt es sich um den einzigen Ey-positiven NB, der in A9 abwesend ist, wihrend in A10 alle

Ey-positiven NBs, auller NB5-3 (Co-Expression von gsb-d), fehlen (Abb. 3-2B; Abb. 3-6D).

mirror (mirr)-lacZ wird im Thorax und anterioren Abdomen in NBs der Reihen 1 und 2, sowie in
NB3-2, NB3-4, NB6-1 und dem MNB exprimiert (Abb. 1-1) (Broadus et al., 1995). Durch die
Kombination mit Eg und En konnte die Anwesenheit von NB3-4 (A8-A10), NB1-2 (A8-A9),
NB6-1 und NB2-4 (A8) eindeutig festgestellt werden, wihrend NB2-3 in keinem der terminalen
Segmente identifiziert werden konnte. NB2-1 und NB2-2 konnten in A8-A10 zugewiesen werden.
Wiahrend mirr-lacZ nur im MNB von A8, aber nicht im MNB von A9 und A10 exprimiert wird,
ist die Expression in NB1-1 (A8-A9) und NB2-5 (A8-A9) nur transient (nicht gezeigt). Aullerdem
konnte keine mirr-lacZ-Expression in NB1-3 (A8-A9), NB3-2 (A8-A9), sowie dem
Longitudinalen Glioblasten (LGB) (A8-A10) festgestellt werden, obwohl jene NBs in diesen
Segmenten vorhanden sind (Abb. 3-2C). Diese Beobachtung deckt sich mit vorhergehenden
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Untersuchungen im Thorax, in der ebenfalls keine mirr-Expression in diesen drei NBs festgestellt
werden konnte (R. Urbach, unverdffentlicht).

wingless (wg)-lacZ-Expression ist direkt anterior vom En-Streifen zu finden und ist auf NBs der
Reihe 5 beschriankt (Abb. 1-1) (Doe, 1992). Durch die Co-Expression mit dem Paarregelgen Runt
(Run) (Kapitel 3.1.2.1.2) lieBen sich NB5-2 und NB5-3 in A9 und A10, sowie NB5-4 in A9
aufgrund seiner Lage eindeutig identifizieren. NB5-1 ist der einzige NB aus Reihe 5, der in A9

nicht existiert (Abb. 3-2D).

gsh-d-lacZ St12e || gsb-d-lacZ St12e

En Eg Beta-Gal

En Eg Beta-Gal
u3z |[eo-ejag uny

Abb. 3-2: Expression von Segmentpolarititsgenen in Neuroblasten

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikorperfarbung (wie angezeigt) von Stl2e Embryonen des
angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer Markerfarbung(en) und Position eindeutig identifizieren lassen,
sind fett hervorgehoben; identifizierte Tochterzellen sind umrandet und der NB von dem sie abstammen, ist ebenfalls
fett angezeigt. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A) En, Eg und gsb-d wurden immer wieder als
segmentale Marker verwendet. (B) Ey wird in sechs verschiedenen NBs exprimiert, von denen lediglich NB7-3 in A9
fehlt und nur NB5-3 in A10 vorhanden ist. Man beachte die Existenz von NB6-4 in A10 (Co-Expression Eg und
gsb-d-lacZ). (C) mirr-lacZ wird vorwiegend in NBs des anterioren Kompartiments exprimiert. (D) wg-lacZ wird in
Reihe 5-NBs exprimiert.
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3.1.2.1.2 Paarregelgene

Die initiale Expression der Paarregelgene beginnt schon im synzytialen Blastoderm. Sie werden
durch die tibergeordneten Liickengene kontrolliert und unterteilen durch ihre Streifenexpression
den Embryo erstmals in metamere Einheiten (PSs) entlang der A/P-Achse (zusammengefasst in
Carroll, 1990). Viele Paarregelgene werden jedoch auch spéter exprimiert und besitzen weitere
Funktionen.

Das Paarregelgen run spielt z.B. auch eine wichtige Rolle bei der NB-Spezifizierung und wird in
sieben NBs der anterioren Korpersegmente exprimiert (NB2-2, NB2-3, NB3-1, NB3-2, NB3-3,
NB5-2 und NB5-3) (Dormand und Brand, 1998). Eine Tripelfirbung mit En und ming-lacZ
(castor (cas)-lacZ), das eine wichtige Rolle bei der temporiren Spezifizierung von NBs spielt
(Isshiki et al., 2001), erwies sich jedoch als relativ wertlos. Denn die Expression von ming-lacZ in
den terminalen Neuromeren erschien sehr variabel und viele der zuvor als ming-positiv
deklarierten NBs des Thorax und anterioren Abdomens (Abb. 1-1) (Doe, 1992) lielen sich nicht
zuordnen (Abb. 3-3A) (siehe Kapitel 4.1).

Die meisten NBs exprimieren zumindest transient den Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Seven up
(Svp) (Abb. 1-1) (Doe, 1992), der die Expression temporirer Spezifizierungsgene in NBs
kontrolliert (Kanai et al., 2005; Mettler et al., 2006). Deshalb wurde svp-lacZ als Marker
verwendet, um NBs der unterschiedlichen Delaminationswellen zu untersuchen. Durch die Co-
Expression mit Run konnte die Existenz von NB5-2 und NB5-3 in A8 und A9 bestitigt werden.
AuBerdem konnte das Vorhandensein der grof3en, lateralen SI-NBs (NB2-5, NB3-5 und NB5-6)
in A8 und A9 beobachtet werden. NB7-1 scheint, trotz seiner Anwesenheit in A9, kein svp-lacZ
zu exprimieren. Auffillig ist auch, dass im Gegensatz zum En-Streifen in A8 iiberhaupt keine svp-

lacZ-positiven NBs im En-Streifen von A9 zu finden waren (Abb. 3-3B).
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ming-lacZ St12e || svp-lacZ St11m

En Beta-Gal Run
ug [eo-ejog uny

Abb. 3-3: Expression von Paarregelgenen in Neuroblasten

Filetpréparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdérperfarbung (wie angezeigt) von Stl11m und St12e Embryonen
des angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer Markerfarbung(en), Delaminationszeitpunkts und Position
eindeutig identifizieren lassen, sind fett hervorgehoben. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A)
Run wird in sieben verschiedenen NBs exprimiert. Die Expression von ming-lacZ weicht allerdings stark vom
Expressionsmuster in anterioren Neuromeren ab. (B) svp-lacZ wird in fast allen NBs transient exprimiert. Zum
dargestellten Zeitpunkt (S3/S4) ist das svp-lacZ-Muster jedoch noch iibersichtlicher, da einige NBs noch gar nicht
delaminiert sind oder svp-lacZ noch nicht exprimieren. In A10 sind zu diesem Zeitpunkt nur drei svp-lacZ-positive
NBs zu finden (NB3-5, NB5-3, NB5-6).

3.1.2.1.3 Liickengene

Liickengene unterteilen den Embryo in breite Dominen und werden selbst von den Maternal-
Effekt-Genen kontrolliert (zusammengefasst in Gaul und Jéckle, 1990).

Das Liickengen empty spiracles (ems) wird wéhrend der embryonalen Neurogenese in NB3-5,
NB4-4 und einigen ihrer Tochterzellen, wie auch im NB3-3 exprimiert (Hartmann et al., 2000).
Durch die Kombination mit svp-lacZ konnten alle drei NBs in A8 und A9 eindeutig identifiziert
werden, wihrend NB3-5 (Co-Expression von svp-lacZ) der einzige Ems-positive NB in A10 ist
(Abb. 3-4A).

Orthodenticle (Otd) wird im Thorax in den vier ventralen NBs NB2-1, NB3-1, NB5-1 und NB6-1
exprimiert (R. Urbach, unverdffentlicht). Alle vier NBs lieen sich in A8 identifizieren. In A9
fehlen die gsb-d-lacZ-positiven NB5-1 und NB6-1, wohingegen NB2-1 und NB3-1 noch
eindeutig vorhanden sind. In A10 gibt es nur noch einen ventralen Otd-positiven NB (NB2-1)

(Abb. 3-4B). Der ebenfalls Otd-positive MNB ist in A8, A9 und A10 vorhanden (nicht gezeigt).

Durch die Expression von huckebein (hkb)-lacZ (Abb. 1-1) (Doe, 1992) lieBen sich der Run-
negative NB2-1 und der Run-positive NB2-2 in A8, A9 (Abb. 3-4C) und A10 (Abb. 3-4D)
eindeutig nachweisen. Die Gsb-d-negativen NB4-2, NB4-3 und NB4-4 lieen sich nur in A8 und
A9 identifizieren, was sich mit den Untersuchungen der Ey-Expression deckt (Abb. 3-2B; Abb.
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3-6D). In A8 und A9 sind die Gsb-d-positiven NB5-4 und NB5-5 vorhanden, in A10 nur der
NB5-4. NB2-4 ist nur in A8 vertreten (Abb. 3-4D).

svp-lacZ St12e || gsb-d-lacZ St12e

En Beta-Gal Ems

C ML
24 22 21 |

En Beta-Gal Run
uj [eH-ejag p-qso

Abb. 3-4: Expression von Liickengenen in Neuroblasten

Filetpréparationen (horizontale Ansicht) nach Antikérperfarbung (wie angezeigt) von St11l und St12e Embryonen des
angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer Markerfarbung(en) und Position eindeutig identifizieren lassen,
sind fett hervorgehoben. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A) Ems wird in nur drei NBs
exprimiert (NB3-3, NB3-5, NB4-4). (B) Otd wird in vier ventralen NBs exprimiert (NB2-1, NB3-1, NB5-1, NB6-1).
Man beachte auch die gsb-d-lacZ-positiven NBs in A10. (C, D) hkb-lacZ wird in zehn verschiedenen NBs exprimiert
(NBI1-1, NB2-1, NB2-2, NB2-4, NB4-2, NB4-3, NB4-4, NB5-4, NB5-5 und NB7-3). Wahrend NB1-1 hkb-lacZ
jedoch schon herunter reguliert hat, ist NB7-3 zu den dargestellten Zeitpunkten noch gar nicht delaminiert. NB2-1,
NB2-2 und NB5-4 (gsb-d-lacZ-positiv) sind die einzigen hkb-lacZ-positiven NBs in A10.
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3.1.2.1.4 dorso/ventrale Musterbildungsgene

Die D/V-Gene vermitteln zusammen mit den Segmentpolarititsgenen positionelle Information
innerhalb des NE und unterteilen dieses so wie ein Kartesisches Koordinatensystem
(zusammengefasst in Skeath, 1999).

Ventral nervous system defective (Vnd) wird sowohl im ventralen NE exprimiert als auch in den
NBs, die aus dieser Region hervorgehen (Chu et al., 1998). Aufgrund ihrer Lage konnten die Vnd-
positiven NB2-1, NB3-1, NB4-1, MP2, NB5-1 und NB5-2 in A8 identifiziert werden (Abb.
3-5A). Eine Zuordnung der ventralen NBs in A9 und v.a. A10 fallt deutlich schwerer, da die
Anzahl der ventralen NBs hier erheblich reduziert ist (Abb. 3-5B).

intermediate neuroblasts defective (ind) wird in anterioren Segmenten fiir kurze Zeit in den
intermedidren NBs NB3-2, NB4-2, NB5-3, NB6-2 und NB7-2 exprimiert (Weiss et al., 1998).
Alle diese NBs lieBen sich in A8 identifizieren, wihrend in A9 die En-positiven NB6-2 und
NB7-2 fehlen. In A10 konnte nur ein einziger ind-positiver NB gefunden werden (NB5-3) (Abb.
3-5C).

Die Spezifizierung der dorsalen NBs hingt von muscle segment homeobox (msh) ab (Isshiki et al.,
1997). In A8 konnten die intensiv Msh-exprimierenden NB2-4, NB4-3 und NB5-4, die eine Co-
Expression von hkb-lacZ aufweisen, sowie NB6-4 und NB7-4 aufgrund ihrer Co-Expression von
En eindeutig identifiziert werden. NB4-3 und NB5-4 sind auch in A9 zu finden, wihrend NB2-4,
NB6-4 und NB7-4 in diesem Segment fehlen. In A10 waren drei Msh-positive NBs zu finden:
NB3-4, NB5-4 und NB6-4 (Abb. 3-5D).
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WT St12e WT St12e
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Abb. 3-5: Expression von dorso/ventralen Musterbildungsgenen in Neuroblasten

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikorperfarbung (A, B, D) und in situ-Hybridisierung (C) (wie
angezeigt) von Stl0e und Stl2e Embryonen des angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer
Markerfarbung(en) und Position eindeutig identifizieren lassen, sind fett hervorgehoben; identifizierte Tochterzellen
sind umrandet und der NB von dem sie abstammen, ist ebenfalls fett angezeigt. Die Segmente sind rechts dargestellt;
ML = Mittellinie. (A) Wahrend sich die Vnd-positiven NBs in A8 noch aufgrund ihrer Position relativ leicht zuordnen
lassen, (B) fillt eine Identifizierung in A9 und A10 schwerer. (C) ind ist ein sehr eindeutiger Marker, der jedoch nur
sehr frith exprimiert wird. Der ind-positive NB5-3 in A10 steht kurz vor der Delamination. (D) Msh wird in vielen
lateralen NBs exprimiert.

3.1.2.1.5 Andere Gene

Im vNS wird Ladybird early (Lbe) in frithen Stadien nur im NB5-6 und einigen seiner
Tochterzellen exprimiert (De Graeve et al., 2004). Diese Zellen lielen sich in A8, A9 und A10
nachweisen, wobei deren Anzahl von A8-A10 kontinuierlich abnimmt. Daneben gibt es auch eine
deutliche Expression in der Analplatte (Abb. 3-6A) (Jagla et al., 1997). In spéteren Stadien wird
Lbe auch noch in einem Neuron des NB5-3-Zellstammbaums exprimiert, das sich aufgrund seiner

dorso-medialen Position relativ einfach identifizieren lisst (De Graeve et al., 2004). Diese Zelle
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konnte in A8 und A9 gefunden werden (nicht gezeigt). Das Vorhandensein des NB5-6-
Zellstammbaums in A8-A10 konnte durch die Expression von /be(K)-Gal4 (Baumgardt et al.,
2009) bestitigt werden, welches allerdings keine Expression in der Analplatte aufweist (Abb.
3-6B).

Durch die Expression von unplugged (unpg)-lacZ (Abb. 1-1) (Doe, 1992) konnten NB4-1, NB5-3
und NB5-5 in A8 und A9, sowie der MNB von A8-A10 eindeutig nachgewiesen werden. Der
unpg-lacZ-positive NB5-3 ist auch noch in A10 vorhanden (Abb. 3-6C).

WT St11e | Ibe[K]>nRFP St11e

.......

En Lbe
u3 d49

-----
s
.
o

Plte L A10

“unpg-lacZ St12e | WT St12e
C ML D. ML -

En Eg Beta-Gal
TICH

Abb. 3-6: Weitere Marker, die in Neuroblasten exprimiert werden

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdrperfarbung (wie angezeigt) von Stlle und St12e Embryonen des
angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer Markerfarbung(en) und Position eindeutig identifizieren lassen,
sind fett hervorgehoben; identifizierte Tochterzellen sind umrandet und der NB von dem sie abstammen, ist ebenfalls
fett angezeigt. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A) Lbe wird zu diesem Zeitpunkt nur in Zellen
exprimiert, die vom NBS5-6 stammen. (B) Auch die /be(K)-Gal4-Linie zeigt eine deutliche Expression in A8, A9 und
A10. (C) unpg-lacZ wird in anterioren Segmenten in NB4-1, NB5-3, NB5-5, NB6-2, NB7-2 und dem MNB
exprimiert. Jedoch ist in diesem Priparat keine Expression in NB6-2 und NB7-2 von A8 zu beobachten. NB4-1,
NB5-3 und NB5-5 kénnen jedoch in A8 und A9, der MNB von A8-A10 identifiziert werden. Es gibt nur eine unpg-
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lacZ-positive Zelle in A10 (NB5-3) (D) Die Ey-Expression in diesem Prdparat unterstreicht noch einmal die
Ergebnisse von Abb. 3-2B. Man beachte auch, dass der Durchmesser der seriell homologen NBs in A9 und A10 im
Vergleich zu A8 deutlich reduziert erscheint (siehe Kapitel 4.1).

3.1.2.2 Marker, die in Tochterzellen von Neuroblasten exprimiert werden

Jeder NB des VNS generiert eine weitgehend invariante Anzahl an Tochterzellen (Bossing et al.,
1996; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997). Einige dieser Tochterzellen kénnen ebenfalls
durch molekulare Marker identifiziert werden und die Existenz dieser charakteristischen Zellen

lasst auf das Vorhandensein ihrer Vorlaufer riickschlief3en.

3.1.2.2.1 Gliale Marker

Im St10 ldsst sich der LGB aufgrund der Expression des pan-glialen Transkriptionsfaktors
Reversed polarity (Repo) (Xiong et al., 1994) in A8 und A9 nachweisen. Die frithgeborenen
glialen NB7-4-Tochterzellen konnten nur in A8 beobachtet werden, wohingegen sie in A9 und
A10 fehlen (Abb. 3-7A). Im Stl2e wird das Gliamuster uniibersichtlicher: Aufgrund ihrer
Repo/Eg/En-Expression konnten Gliazellen, die vom NB6-4 stammen, in A8 identifiziert werden.
In A10 ist zu diesem Zeitpunkt nur eine Gliazelle nachweisbar, die vom NB6-4, NB5-6 oder LGB
stammen konnte (Abb. 3-7B).

Etwas spiter (St13) konnte in A10 eine Gliazelle nachgewiesen werden, die sich aufgrund ihrer
dorsalen Lage und ihrer Nazgul (Naz)-Expression (von Hilchen et al., 2010) eindeutig dem LGB
zuordnen ldsst (Abb. 3-7C). Dies ldsst vermuten, dass der LGB doch in A10 vorhanden ist, auch
wenn er selbst friih nicht iiber Repo-Expression identifiziert werden konnte (siehe Kapitel 4.1).
Mz97-Gal4 wird in einigen peripheren Gliazellen exprimiert, die vom NBI1-3 stammen (von
Hilchen et al., 2008). Diese Zellen konnten aufgrund ihrer charakteristischen Position im sog.

»Exitbereich® von A8 und A9 identifiziert werden, wohingegen sie in A10 fehlen (Abb. 3-7D).
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Abb. 3-7: Existenz charakteristischer Gliazellen in den terminalen abdominalen Neuromeren

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikorperfirbung (wie angezeigt) von St10, St12e, St13 und St16
Embryonen des angegebenen Genotyps. NBs, die sich aufgrund ihrer Markerfiarbung(en) und Position eindeutig
identifizieren lassen, sind fett hervorgehoben; identifizierte Tochterzellen sind umrandet und der NB von dem sie
abstammen ist ebenfalls fett angezeigt. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A) Repo wird zu
diesem Zeitpunkt nur im LGB und den friihen, glialen Tochterzellen des NB7-4 exprimiert. (B) Spater wird das Repo-
Muster uniibersichtlich und es lassen sich nur noch die NB6-4-Gliazellen aufgrund iher Repo/Eg/En Co-Expression
identifizieren. In A10 ist erst eine Gliazelle pro Hemineuromer vorhanden. (C) Abgesetzt von den longitudinalen
Gliazellen in A9 ist auch eine dorsale Naz-positive Gliazelle in A10 identifizierbar. (D) Mz97-Gal4 wird auch in
einigen Gliazellen exprimiert, die vom NB1-3 abstammen und aufgrund ihrer Position in A8 und A9 identifiziert
werden konnen.

46



Ergebnisse

3.1.2.2.2 Andere Marker

Das Segmentpolarititsgen even skipped (eve) wird in spiten Embryonalstadien im ventral
gelegenen RP2-Neuron, das von NB4-2 stammt (Bossing et al., 1996), in den NBI-I-
Tochterzellen aCC und pCC (Broadus et al., 1995), in den U-Neuronen von NB7-1 (Bossing et
al., 1996) und den EL-Neuronen, die vom NB3-3 stammen (Schmidt et al., 1997), exprimiert. Alle
diese Tochterzellen lieen sich in A8 und A9 nachweisen, wahrend sie in A10 nicht vorhanden
sind (Abb. 3-8A, B). Daneben gibt es noch eine starke Eve-Expression im Hinterdarm (Gorfinkiel
et al., 1999).

CQ2-Gal4 wird nur in den U-Neuronen exprimiert (Landgraf et al., 2003a) und bestétigt deren
Anwesenheit in A8-A9 und Abwesenheit in A10 (Abb. 3-8C).

eve™_Gal4 wird in aCC, pCC und RP2 exprimiert (Landgraf et al., 2003b). Diese Zellen sind in
A8 und A9 vorhanden, in A10 fehlen sie (Abb. 3-8D).

In anterioren Segmenten generieren fiinf verschiedene NBs Dbx-positive Nachkommen (NB4-2,
NB5-2, NB6-1, NB6-2 und NB7-1) (Lacin et al., 2009). Alle diese charakteristischen
Tochterzellen lieBen sich in A8 identifizieren. In A9 waren nur die Tochterzellen des NB4-2,
NB5-2 und NB7-1 zu identifizieren, wihrend die Tochterzellen des NB6-1 und NB6-2 in diesem
Segment fehlen (Abb. 3-8E). In A10 konnten keine Dbx-positiven Nachkommenzellen
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Pox neuro (Poxn)-Gal4 wird im NB2-4-Zellstammbaum exprimiert (Rogulja-Ortmann et al.,
2008). Die Tochterzellen konnten nur in A8 identifiziert werden, in A9 und A10 fehlen sie (Abb.
3-8F).
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Abb. 3-8: Existenz charakteristischer Nachkommenzellen in den terminalen abdominalen Neuromeren
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Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikérperfarbung (wie angezeigt) von St14, St15 und St17 Embryonen
des angegebenen Genotyps. Identifizierte Tochterzellen sind umrandet und der NB von dem sie abstammen ist fett
angezeigt. Die Segmente sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A, B) Ventrale (A) und dorsale (B) Expression von
Eve. (C) CQ2-Gal4-Expression bestitigt die Existenz der U-Neurone in A8 und A9. (D) eve™*_Gal4 unterstreicht das
Vorhandensein von RP2, aCC und pCC in A8 und A9. (E) Dbx wird in charakteristischen Tochterzellen von finf
verschiedenen NBs exprimiert und diese konnen aufgrund ihrer typischen Position unterschieden werden. (F) Poxn-
Gal4 wird in Tochterzellen von NB2-4 exprimiert und bestétigt dessen Existenz in A8, sowie die Abwesenheit in A9
und A10.

3.1.3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Existenz, Anzahl und Identitit der NBs in den terminalen
abdominalen Neuromeren AS8-A10 untersucht. Durch die Kombination einer Vielzahl von
molekularen Markern fiir NBs, sowie deren Tochterzellen war es moglich eine detaillierte NB-
Karte (Stl12e) fiir diese Neuromere zu erstellen. Die Expression aller verwendeten NB- und
Zellstammbaummarker ist in ihrer Gesamtheit in Abb. 3-9 und aufgetrennt nach D/V-, Liicken-,
Paarregel- und Segmentpolarititsgenen in Abb. 3-10B-D dargestellt.

Es konnten alle zuvor identifizierten NBs des Thorax und anterioren Abdomens, mit Ausnahme
des NB2-3, auch in A8 nachgewiesen werden (31 NBs pro Hemineuromer). In A9 fehlen
aulerdem die zwei S5-NBs NB2-4 und NBS5-1, sowie alle En-exprimierenden NBs, mit
Ausnahme von NB7-1 (23 NBs pro Hemineuromer). In A10 werden nur wenige NBs gebildet, die
sich den Reihen 2, 3, 5 (und NB6-4) zuordnen lassen (11 NBs pro Hemineuromer). NBs der
Reihen 1 (mit Ausnahme des LGB), 4 und 7 fehlen. Es konnten keine NBs posterior zu den
Gsb-d-exprimierenden in A10 gefunden werden, die damit wohl die terminalsten NBs der
Abdominalregion darstellen. In allen untersuchten Neuromeren sind ventrale, intermedidre und

dorsale NBs vertreten (Abb. 3-10A) (siehe Kapitel 4.1).
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Abb. 3-9: Eine Neuroblastenkarte fiir die terminale Abdominalregion

Die Abbildung zeigt alle NBs in A8-A10 eines St12e Embryos. Es sind nur die rechten Hemineuromere dargestellt.
Die Segmente sind rechts angegeben; ML = Mittellinie. Die En-Streifen (dunkelgrau) spiegeln die posteriore Grenze
eines Segments wider. Molekulare Marker, die schon auf NB-Ebene exprimiert werden, sind im inneren Kreis
dargestellt; Marker fiir charakteristische Tochterzellen von spezifischen NBs sind im &uBeren Kreis gezeigt (siehe
Legende auf der rechten Seite). Die verwendeten Marker fiir Tochterzellen (z.B. Repo) sind nicht in allen NBs
angegeben, die markerexprimierende Tochterzellen hervorbringen, sondern nur in denen, wo sie als niitzliche
Indikatoren dienen. Die Identitét der dargestellten NBs beruht auf der Expression einer Kombination von molekularen
Markern, ihrer charakteristischen Position und dem Delaminationszeitpunkt, sowie der Existenz charakteristischer
Tochterzellen. (Abbildung mit freundlicher Unterstiitzung von Christof Rickert)
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A (innerer Kreis) (duRerer Kreis) o
dorso/ventrale Gene
N Vnd
8 ind
T W msh
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@ En
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%% mirr-lacZ
A8 #% wg-lacZ
(31 NBs) Il Eve
A9
(23 NBs)
A10
(11 NBs)

Abb. 3-10: An- und Abwesenheit seriell homologer Neuroblasten und ihre Expression von A/P- und D/V-
Mustergenen in den terminalen abdominalen Segmenten

(A) Diese Karte zeigt, welche NBs in den terminalen abdominalen Neuromeren existieren (in Farbe) und welche im
Vergleich zum thorakalen Grundzustand (T) (geméB Doe, 1992) fehlen (farblos und durchgestrichen). Es sind nur die
rechten Hemineuromere dargestellt. Die Segmente und die Anzahl ihrer vorhandenen NBs (pro Seite) sind links
angegeben. (B-D) Unterteilung der NB-Karte aus Abb. 3-9. Dargestellt sind ausschlieBlich D/V-Gene (B), Liicken-
und Paarregelgene (C), Segmentpolarititsgene (D). (Abbildung mit freundlicher Unterstiitzung von Christof Rickert)
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3.2 Die Spezifizierung der geschlechtsspezifischen Neuroblasten durch

doublesex

3.2.1 Charakterisierung des doublesex-Expressionsmusters im embryonalen Bauchmark

3.2.1.1 Die Identitit der geschlechtsspezifischen Neuroblasten

Da alle bislang untersuchten larvalen NBs einen embryonalen Ursprung aufweisen (Prokop und
Technau, 1991), wurde zunéchst versucht die embryonale Identitdt der bisher nur postembryonal
charakterisierten, geschlechtsspezifischen NBs (Kapitel 1.2) (Taylor und Truman, 1992) anhand

der erstellten embryonalen NB-Karte der terminalen Abdominalregion (Abb. 3-9) aufzukléren.

Die postembryonale Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs ist von der Expression von dsx
abhingig (Taylor und Truman, 1992). Bis dato konnte jedoch keine dsx-Expression im
embryonalen ZNS nachgewiesen werden (Lee et al., 2002; Rideout et al., 2007; Rideout et al.,
2010; Robinett et al., 2010; Sanders und Arbeitman, 2008). In dieser Arbeit konnte unter
Verwendung einer dsx-Gal4-Linie (Robinett et al., 2010) zur Expression eines membranstindigen
CDS::GFP-Reportergenkonstrukts jedoch mit Hilfe eines Antikorpers gegen GFP ab St16 eine
schwache Reportergen-Expression in der terminalen Abdominalregion des VNS nachgewiesen
werden. Allerdings ist die GFP-Expression sehr variabel: Viele Embryonen zeigen iiberhaupt
keine GFP-Expression, manche nur in der ML, andere nur lateral und nur wenige Embryonen
zeigen sowohl mediale als auch laterale Reportergen-Expression (Abb. 3-11B). Es handelt sich
um spezifische dsx-Expression, die auch iiber einen Dsx-Antikorper (Sanders und Arbeitman,
2008) detektiert werden konnte (Abb. 3-11C).

Bei den null bis zwei lateralen Zellen pro Seite handelt es sich wohl um die
geschlechtsspezifischen NBs, da diese Zellen neben ihrer dsx-Expression auch den
Stammzellmarker Dpn exprimieren (Abb. 3-11D), aber negativ fiir postmitotische Marker wie
Embryonic lethal abnormal vision (Elav) (Robinow und White, 1991) (Abb. 3-11E) oder Repo
(Abb. 3-11F) sind. Sie konnten sowohl in den Weibchen (Abb. 3-11G) als auch in den Ménnchen
(Abb. 3-11H) detektiert werden, liegen direkt nebeneinander und befinden sich anterior vom
letzten En-Streifen in A9 (Abb. 3-11A), in einer Domine sehr starker Abd-B-Expression (Abb.
3-111).
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Da die Zellen erst ab St16 detektiert werden konnten, wurden molekulare Marker verwendet, die
zu diesem Zeitpunkt noch im vNS exprimiert werden: Beide Zellen exprimieren Gooseberry
proximal (Gsb-p) (Abb. 3-11J), welches von gsb-d aktiviert wird (Buenzow und Holmgren, 1995)

und nur Zellen markiert, die zuvor bereits gsb-d exprimiert haben (Colomb et al., 2008). Da beide

W
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Zellen En-negativ sind (Abb. 3-11K), kann angenommen werden, dass es sich um NBs aus Reihe
5 handelt. Beide Zellen sind sowohl Run- (Marker fiir NB5-2 und NB5-3, Abb. 3-11L) als auch
Ey-negativ (Marker fiir NB5-3, Abb. 3-11M) und da NB5-1 in A9 und A10 nicht vorhanden ist,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich um eher laterale NBs aus Reihe 5 handelt. Die
Zellen sind ebenfalls negativ flir unpg-lacZ (Marker fiir NB5-5, Abb. 3-11N) und auch fiir Lbe
(Marker fir NB5-6, Abb. 3-110). Die Msh-Expression in beiden Zellen (Abb. 3-11P) macht
NB5-4 zum vielversprechenden Kandidaten, einem oder beiden geschlechtsspezifischen NBs zu

entsprechen (siche Kapitel 4.2).

3.2.1.2 Die Identitit der doublesex-Gal4-exprimierenden Zellen in der Mittellinie

In der ML konnten null bis drei dsx-exprimierende Zellen identifiziert werden. Sie liegen
ebenfalls anterior vom letzten En-Streifen in A9 (Abb. 3-11A) und sind in beiden Geschlechtern
zu finden (Abb. 3-12A, B). Die Zellen exprimieren weder En (Abb. 3-12C) noch Cas (Abb.
3-12D), welche Marker fiir MNB-Tochterzellen und VUM-Neurone darstellen (Wheeler et al.,
20006), oder unpg-lacZ (Abb. 3-12E), das im MNB-Zellstammbaum exprimiert wird. Alle Zellen
exprimieren Run (Abb. 3-12F), aber kein Hb (Abb. 3-12G). Eine Co-Expression von Wrapper
(Abb. 3-12I) entlarvte zumindest ein Teil dieser dsx-exprimierenden Zellen eindeutig als ML-
Gliazellen (Wheeler et al., 2006). Da aber nicht alle Zellen Wrapper exprimieren (Abb. 3-12J),
kann noch von einer zweiten bislang unbekannten Quelle an dsx-exprimierenden Zellen in der ML

ausgegangen werden (siche Kapitel 3.2.2.3 und 4.2).

dsx>CD8::GFP - Zellen in der Mittellinie Abb. 3-12:
Charakterisierung der
doublesex-
exprimierenden
Mittellinienzellen im
Embryo

Terminale  abdominale
ML-Zellen gefarbt gegen
GFP  (dsx>CDS$::GFP)
und diverse molekulare
Marker (rot) im St17. Die
erste Reihe zeigt beide
Kandle zusammen und
hebt die dsx-
exprimierenden  Zellen
hervor, die zweite und
dritte Reihe zeigen die
Einzelkanile.
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3.2.2 Charakterisierung des doublesex-Expressionsmusters in den terminalen

abdominalen Ganglien der L3-Wanderlarve und der weillen Puppe

3.2.2.1 Beschreibung der doublesex-exprimierenden Zellen

Es wurde bereits gezeigt, dass die geschlechtsspezifischen NBs in ménnlichen L31-Larven noch
proliferieren, wohingegen dieselben Zellen in den Weibchen die Proliferation bereits eingestellt
haben (Taylor und Truman, 1992). Damit einhergehend konnten in mannlichen L3I-Larven vier
laterale NBs (zwei pro Seite) in den terminalen Ganglien aufgrund ihrer Dpn-Expression
identifiziert werden (Abb. 3-13D). AuBerdem konnten durch eine Antikorperfirbung gegen
Miranda (Mira) (Ikeshima-Kataoka et al., 1997; Shen et al., 1997) sowohl die
geschlechtsspezifischen NBs als auch deren neugeborene GMZs (bis zu drei) dargestellt werden,
die sich aufgrund ihrer Grofe leicht unterscheiden lassen (Abb. 3-13B). In den meisten Fillen
konnten zwei NBs pro HS gefunden werden. Nur sehr selten {iberquert ein geschlechtsspezifischer
NB die ML, so dass drei NBs in einem HS zu finden waren und nur ein NB im anderen HS
vorhanden ist (nicht gezeigt). In den weiblichen L3l-Larven war weder eine Dpn-, noch eine
Mira-Expression in dieser Region zu finden (Abb. 3-13C, E), was andeutet, dass die
geschlechtsspezifischen NBs in den Weibchen zu diesem Zeitpunkt gar nicht mehr vorhanden
sind.

Die Gesamtanzahl an dsx-Gal4-exprimierenden Zellen im larvalen ZNS wurde bereits zuvor
beschrieben (Rideout et al., 2010). In L31-Miannchen zeigen alle geschlechtsspezifischen NBs und
deren GMZs eine dsx-Gal4-Expression. Die angrenzenden Zellcluster zeigen eine eher schwache
Expression von dsx-Gal4, wohingegen einige anterior-dorsale Zellen dieser Cluster eine sehr
starke Expression aufweisen (sieben bis acht Zellen pro HS). Auch in der ML existiert eine starke
dsx-Gal4-Expression. Zusétzlich konnte auch eine starke dsx-Gal4-Expression in einer anterior-
lateralen Gruppe von ein bis vier Zellen pro HS beobachtet werden (Abb. 3-13A). In weiblichen
L3I-Larven stellen sie die einzigen dsx-Gal4-exprimierenden Zellen dar (Abb. 3-13C). Alle dsx-
Gal4-exprimierenden Zellen in méinnlichen und weiblichen L3l-Larven exprimieren auch den
Dsx-Antikorper, was impliziert, dass die Reportergen-Expression spezifisch ist. Des Weiteren
konnten in beiden Geschlechtern weitere Zellen in vorwiegend dorsaler Lage identifiziert werden,
die den Antikdrper exprimieren, aber noch keine Reportergen-Expression aufweisen (Abb. 3-13D,
E). Bei der Analyse der dsx-Gal4-Expression in der weillen Puppe (WP), einem
Entwicklungsstadium, das nur lh lang andauert und sich direkt an L3I anschlie3t, konnte gezeigt
werden, dass alle Zellen, die in L31 ausschlieBlich den Antikdrper exprimiert haben, auch eine
Reportergen-Expression aufweisen. Zusétzlich beginnen noch viele weitere Zellen mit der
Expression des Dsx-Antikorpers (Abb. 3-13F, G). Diese Resultate belegen eine Verzdgerung der

Reportergen-Expression im Vergleich zum Dsx-Antikorper.
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Mira GFP

Dpn GFP Dsx

Dpn GFP Dsx

Abb. 3-13: Beschreibung des doublsex-Expressionsmusters und der geschlechtsspezifischen Neuroblasten in der
L3-Wanderlarve und der Weiflen Puppe

Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der terminalen Neuromere von dsx>CDS§.::GFP (Maximalprojektion) nach
Antikorperfarbung (wie angegeben) wihrend L31 oder WP; ML = Mittellinie. Anterior-laterale ,,Initiator-Zellen*
(Kapitel 3.2.2.2) sind durch Pfeile markiert. (A) ML-Zellen sind grob umrandet; das rechte laterale Zellcluster, das
sich von zwei geschlechtsspezifischen NBs ableitet, ist fein umrandet hervorgehoben. Der weille Stern markiert die
anterior-dorsalen Zellen des linken Zellclusters, die eine sehr starke dsx-Gal4-Expression aufweisen. (B) hebt die
Mira-Farbung einer Einzelebene hervor, in welcher ein geschlechtsspezifischer NB durch einen Asterisk markiert ist.
Bei den drei angrenzenden Zellen handelt es sich um seine zugehdrigen GMZs. (D-G) Einige Zellen (markiert durch
Pfeile mit zwei Spitzen) werden zwar schon durch den Dsx-Antikorper erkannt, zeigen aber noch keine Reportergen-
Expression.

3.2.2.2 Der Ursprung der doublesex-Gal4-exprimierenden Zellen

Als néchstes wurde das G-Trace-System (Kapitel 2.2.8) (Evans et al., 2009) verwendet, um die
Herkunft der dsx-Gal4-exprimierenden Zellen in L3l-Larven aufzukldren. In den Weibchen
exprimieren die anterior-lateralen dsx-Gal4-positiven Zellen ausschlieBlich RFP (Realtime-
Expression), aber kein GFP (Lineage-Expression) (Abb. 3-14A). Das bedeutet, dass diese Zellen
gerade erst mit der dsx-Gal4-Expression begonnen haben und die Flipase die Exzision der Stop-
Kassette noch nicht durchgefiihrt hat. Da sie die ersten dsx-Gal4-exprimierenden Zellen in
weiblichen L3I-Larven sind, wurden sie als ,,Initiator-Zellen* deklariert. Mit dem Eintritt der
Puppenruhe beginnen viele weitere Zellen mit der dsx-Gal4-Expression (ausschlieBlich RFP-
Expression), wihrend die Initiator-Zellen nun zusétzlich eine GFP-Expression aufweisen (Abb.
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3-14B). Der dynamische Beginn der dsx-Expression wéhrend der Transition von L31 zur WP
erklirt die hohe Variabilitit an dsx-Gal4-exprimierenden Zellen in vorhergehenden
Untersuchungen (Rideout et al., 2010).

Auch in ménnlichen L3Il-Larven haben die Initiator-Zellen gerade erst mit der Expression von
dsx-Gal4 begonnen (ausschlieBlich RFP-Expression). Alle anderen dsx-Gal4-exprimierenden
Zellen (inklusive der NBs) exprimieren RFP und GFP (Abb. 3-14C). Das bedeutet, dass es neben
den Initiator-Zellen keine weiteren Zellen gibt, die dsx-Gal4 erst spdt anschalten (nur RFP-
Expression), und das es keine Zellen gibt, die dsx-Gal4 wieder herunter reguliert haben (nur GFP-
Expression). Da die geschlechtsspezifischen NBs schon wihrend der embryonalen Neurogenese
dsx-Gal4 exprimieren (siehe Kapitel 3.2.1.1), wird bereits zu diesem Entwicklungszeitpunkt die
Flipase aktiviert und folglich werden alle von ihnen hervorgebrachten Tochterzellen durch GFP
markiert. Sie spiegeln somit die gesamten postembryonalen Zellstammbdume dieser Vorldufer
wider. Da die Zellen nur in mannlichen L3I-Larven zu finden waren, handelt es sich wohl um
minnchenspezifische Zellstammbdume. Die Abwesenheit dieser Zellcluster in weiblichen L31-
Larven bedeutet, dass die geschlechtsspezifischen NBs und alle moglicherweise von ihnen
postembryonal gebildeten Tochterzellen im Weibchen sterben.

Auch die Zellen in der ML der ménnlichen L31-Larven exprimieren RFP und GFP (Abb. 3-14C)

und gehen ebenfalls auf einen oder wahrscheinlich mehrere embryonale Vorldufer zurtick.

dsx>G-Trace

L3I

L3I -GFP RFP- WP

WP

Abb. 3-14: Die Herkunft der doublesex-Gal4-exprimierenden Zellen in der L3-Wanderlarve und der weiflen
Puppe
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Horizontale Aufsicht (Maximalprojektion) auf die terminalen Neuromere von dsx>G-Trace in L31 (A, C) oder WP (B,
D) (anterior ist oben); ML = Mittellinie. Die erste Reihe zeigt beide Kandle zusammen, die zweite und dritte Reihe
zeigen die Einzelkanéle. Initiator-Zellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Wie beim Weibchen beginnen auch in der WP des Ménnchens viele weitere Zellen mit der dsx-
Gal4-Expression (Abb. 3-14D). Sie stammen nicht von den geschlechtsspezifischen NBs, da sie

ausschlieBlich RFP exprimieren.

3.2.2.3 Darstellung der méinnchenspezifischen Zellstammbiume durch Flybow-Analyse
Fiir eine detaillierte Beschreibung der ménnchenspezifischen Zellstammbdaume wurde eine
Flybow-Analyse (Kapitel 2.2.9) (Hadjieconomou et al., 2011) durchgefiihrt. Durch die
embryonale Induktion des Hitzeschocks in dsx-Gal4-exprimierenden NBs, lieBen sich die
einzelnen postembryonalen Zellstammbdume dieser Vorldufer getrennt voneinander darstellen.
Die Beschreibung erfolgte in der L31-Larve, da in der WP schwierig zu unterscheiden ist, welche
Zellen zu den minnchenspezifischen Zellstammbdumen gehdren und welche Zellen dsx-Gal4
hoch regulieren, sich aber nicht von den geschlechtsspezifischen NBs ableiten.

In jedem lateralen HS war immer ein groferes, meist ventral gelegenes (49,6 + 2,46, n = 10), und
ein kleineres, meist dorsal gelegenes, Cluster (45,34 + 4,46, n = 6) zu finden (Abb. 3-15A). Beide
Zellstammbdume projizieren ins Neuropil, von wo ihre Axone aus dem vNS heraus projizieren

(Abb. 3-15C).

Iaterale Klone -9sx>Flybow 1.1L3l Mdnnchen-

Ven ral>>>>>>>>>>5>555555555555555>55>>>55>>dorsal |[VeNtral>>>>>>>>>5>>5>555555555555555>>>>5>>>>dorsal

mediale Klone
A

GFP mCherly

Abb. 3-15: Charakterisierung der ménnchenspezifischen Zellstammbidume in der L3-Wanderlarve durch
Flybow-Analyse

(A, B) Mehrere zusammengefasste Abschnitte (von ventral nach dorsal) von dsx>Flybowl.l in der L3l-Larve nach
Antikorperfarbung gegen GFP und mCherry (anterior ist oben). (A) zeigt zwei laterale Klone (der rote besteht aus 42
Zellen, der griine aus insgesamt 51 Zellen), die sich von den beiden geschlechtsspezifischen NBs (durch einen Asterisk
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markiert) eines HS ableiten und in (C) in dorsaler Ansicht im 3D-Modell dargestellt sind; ML = Mittellinie. (B) zeigt
zwel Klone in der ML (durch gestrichelte Linie von den Tochterzellen der lateralen NBs abgegrenzt): ein griiner (8
Zellen) und ein roter (14 Zellen), der in unterschiedliche Richtungen projiziert und in (D) in ventraler Ansicht im 3D-
Modell dargestellt ist. (3D-Modelle mit freundlicher Unterstiitzung von Christof Rickert)

In der ML konnte ein kleinerer ventraler Klon (6 + 2,21, n = 10) und ein groferer, dorsal
gelegener Klon (10,1 £ 2,56, n = 10) identifiziert werden (Abb. 3-15B), der in verschiedene
Richtungen projiziert (Abb. 3-15D). Das bestdtigt die Vermutung, dass es zwei verschiedene
Quellen an dsx-Gal4-exprimierenden Zellen in der ML gibt (siehe Kapitel 3.2.1.2).

3.2.2.4 Molekulare Marker fiir die minnchenspezifischen Zellstammbiume

Fiir die weiterfiihrende, detaillierte Beschreibung wurde nach molekularen Markern gesucht, die
in L3I-Larven in den geschlechtsspezifischen NBs und ihren Tochterzellen exprimiert werden.
Obwohl es nicht gelang eine Eg-Antikorperfarbung in L3I-Larven zu etablieren, konnte mit eg-
Gal4 eine Reportergen-Expression in mehreren abdominalen ML-Clustern von Méannchen und
Weibchen induziert werden. Zusétzlich exprimieren Weibchen eg-Gal4 in bis zu drei lateralen
Zellen pro Hemineuromer (Abb. 3-16A). Neben diesen Zellen konnte im Ménnchen auch eine eg-
Gal4-Expression in den meisten Zellen der lateralen médnnchenspezifischen Zellstammbéume
detektiert werden. Hierbei ist eg-Gal4 jedoch auf die intermedidren Zellen beschriankt und niemals
in den proximalen Zellen um den NB oder den distal gelegenen, stark dsx-Gal4-exprimierenden
Zellen zu finden (Abb. 3-16B). Die Expression in den minnchenspezifischen Zellstammbadumen
scheint postembryonal aufzukommen, da keine Eg-Expression in den spdt embryonalen
geschlechtsspezifischen NBs festgestellt werden konnte (sieche Abb. 3-11Q). Die G-Trace Analyse
in L3I-Larven zeigte, dass eg-Gal4 in den geschlechtsspezifischen NBs, ihren GMZs und
angrenzenden Zellen herunter reguliert wird, welche den jiingsten Anteil der Zellstammbédume

reprasentieren (Abb. 3-16D).
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eg>CD8::GFP L3l

Mira GFP Dsx

Mira GFP Gsb-p

Mira GFP RFP

Abb. 3-16: eagle-Gal4-Expression im terminalen abdominalen Bereich der L3-Wanderlarve

Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der terminalen Neuromere (Maximalprojektion) in L3l-Larven nach
Antikorperfarbung (wie angegeben); ML = Mittellinie. (D) Geschlechtsspezifische NBs sind durch Asteriske markiert.
Sie zeigen zwar eine GFP-Firbung (Lineage-Expression), aber keine RFP-Firbung (Realtime-Expression), was
bedeutet, dass sie die eg-Gal4-Expression herunter reguliert haben. (C¢, D) ohne den roten Kanal; (C*‘, D*“) ohne den
griinen Kanal.

Gsb-p weist, im Gegensatz zu Eg, sowohl eine embryonale (sieche Abb. 3-11J) als auch spétlarvale
Expression in den geschlechtsspezifischen NBs auf. In L3l-Larven wird Gsb-p in den
geschlechtsspezifischen NBs, ihren GMZs und 10-14 Zellen pro Zellstammbaum exprimiert, die
sich in direkter Ndhe zum NB befinden (Abb. 3-17A). Die dorsal gelegenen, stark dsx-Gal4-
exprimierenden Zellen zeigen niemals eine Gsb-p-Expression (Abb. 3-17B). Nur in sehr wenigen
Zellen konnte eine Co-Expression von Gsb-p und eg-Gal4 festgestellt werden (Abb. 3-16C).
Somit wird Gsb-p im NB, seinen GMZs und spitgeborenen Zellen der mannchenspezifischen
Zellstammbdume exprimiert, eg-Gal4 in den intermedidren Zellen und die starke dsx-Gal4-
Expression ist auf die frilhgeborenen Zellen beschrinkt. In weiblichen L3I-Larven konnte
iiberhaupt keine Gsb-p-Expression detektiert werden (nicht gezeigt).

Alle dsx-Gal4-exprimierenden Zellen im Minnchen weisen vom Embryo (Abb. 3-111) bis zur
L3I-Larve (Abb. 3-17C) eine Co-Expression des Hox-Gens Abd-B auf.

Die Gesamtheit der verwendeten Marker fiir die lateralen ménnchenspezifischen Zellstammbaume

ist in Abb. 3-17D dargestellt.
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Mira GFP Abd-B|Dpn GFP Gsb-p

B Abd-B d
B Gsb-p

[ eg

Il Dpn

[ dsx

7] Mira + dsx
n dsx (strong)

Abb. 3-17: Molekulare Marker fiir die lateralen minnchenspezifischen Zellcluster in der L3-Wanderlarve
(A-C) Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der dsx-Gal4-exprimierenden ML-Zellen in L3l-Larven nach
Antikorperfarbung (wie angegeben). ML = Mittellinie. (A) Maximalprojektion von dsx>CDS::GFP gefarbt gegen
GFP, Gsb-p und Dpn. (B) Die anterior-dorsal gelegenen, stark dsx-Gal4-exprimierenden Zellen (weiler Stern) zeigen
keine Gsb-p-Expression. (B‘) ohne den roten Kanal. (C) Maximalprojektion von dsx>CDS8::GFP gefarbt gegen GFP,
Abd-B und Mira. (C°) Dieser Ausschnitt zeigt eine vergroBerte Einzelebene aus (C) und markiert sowohl die
geschlechtsspezifischen NBs (Asteriske) als auch deren GMZs (Pfeile). (C*‘) ohne den griinen Kanal. (D) fasst alle
Marker fiir die lateralen ménnchenspezifischen Zellstammbadume in L31 zusammen.

In der ML co-exprimieren alle dsx-Gal4-exprimierenden Zellen, wie auch im Embryo, Run (Abb.
3-12F; Abb. 3-18A). AuBlerdem exprimieren zumindest noch einige von ihnen Wrapper (Abb.
3-18B). Das erhédrtet die Vermutung, dass es sich zumindest bei einem Teil der dsx-Gal4-
exprimierenden Zellen in der ML der Méannchen um ML-Gliazellen handelt (siche Kapitel 3.2.1.2
und 4.2).
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dsx>CD8::GFP L3I Mittellinienzellen Abb. 3-18: Molekulare Marker, die in den
doublesex-Gal4-positiven Mittellinienzellen der
ménnlichen L3-Wanderlarve exprimiert werden
Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der dsx-
Gal4-exprimierenden ML-Zellen in L3l-Larven
nach Antikdrperfarbung (wie angegeben). Die erste
Reihe zeigt beide Kandle zusammen, die zweite
und dritte Reihe jeweils die Einzelkanile.

GFP Run

| GFP Wrapper ||

3.2.3 Geschlechtsspezifische Neuroblasten und ihre Zellstammbidume in der spiiten L2-
und der frithen L3-Larve

Als nichstes wurde versucht, die Liicke zwischen den minnchenspezifischen Zellstammbadumen
in L3l-Larven und den dsx-Gal4-exprimierenden NBs im Embryo zu schlieBen. In L3e-Larven
haben die geschlechtsspezifischen NBs im Ménnchen bereits mit der Proliferation begonnen und
es konnten sowohl laterale, als auch ein mediales Cluster von dsx-Gal4-exprimierenden Zellen
identifiziert werden (Abb. 3-19A). Sie zeigen dieselbe rdumliche Aufteilung wie in L3I-Larven,
doch die Zellzahl ist noch deutlich geringer (vgl. Abb. 3-13A). In weiblichen L3e-Larven konnte
keine dsx-Gal4-Expression beobachtet werden (nicht gezeigt), was andeutet, dass die
geschlechtsspezifischen NBs in Weibchen gar keine postembryonalen Zellstammbédume
hervorbringen. Diese Hypothese steht jedoch im Gegensatz zu einer vorherigen Untersuchung, die
gezeigt hat, dass die geschlechtsspezifischen NBs in Weibchen bis zur L3m-Larve proliferieren
(Taylor und Truman, 1992).

Obwohl Gsb-p in L3I-Larven nur in den méannchenspezifischen Zellstammbédumen exprimiert
wird (Abb. 3-17A), konnte es in L2l-Larven iiberraschenderweise in beiden Geschlechtern
detektiert werden. Hinter einer Gruppe von Gsb-p-exprimierenden Zellen befindet sich auf jeder
Seite ein abgegrenztes Cluster von terminalen abdominalen NBs, die den Stammzellmarker Dpn
exprimieren. In den L2l-Weibchen konnten sechs bis sieben NBs pro Hemineuromer in dieser
definierten Region identifiziert werden. Zwei von ithnen exprimieren Gsb-p, vier bis fiinf nicht
(Abb. 3-19B). Im Gegensatz dazu sind in méinnlichen L2I-Larven acht bis neun NBs in dieser
Region zu finden. Zwei NBs weisen eine Gsb-p-Expression auf und zwei weitere zeigen sowohl
eine Gsb-p- als auch eine dsx-Gal4-Expression, was sie als die geschlechtsspezifischen NBs
ausweist. Die vier bis flinf weiteren NBs zeigen keine Expression dieser Marker (Abb. 3-19C).
Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die geschlechtsspezifischen NBs in Weibchen schon in
L2I-Larven nicht mehr vorhanden sind und iiberhaupt keine postembryonalen Tochterzellen

generieren.
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dsx>CD8::GFP L3e | Abb. 3-19: doublesex-Gal4-Expression im ventralen

Nervensystem von spiten L2- und frithen L3-
Larven

Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der terminalen
abdominalen Neuromere (dsx >CD8::GFP) in L2I- und
L3e-Larven nach Antikérperfairbung (wie angegeben);
ML = Mittellinie. Die dsx-Gal4-exprimierenden ML-
Zellen sind von einer gestrichelten Linie umgeben. (A)
dsx>CD8::GFP in méannlichen L3e-Larven. (B-C)
dsx>CD8::GFP in weiblichen (B) und ménnlichen (C)
L2I-Larven. Die Region der terminalen abdominalen
dsx>CD8::GFP L2l I(;]BS ist. durch ein weiBles Quadrat .hervo.rgehob?n, V(‘)?
em diverse Fokusebenen gezeigt sind (B¢, B*;
C*-C*“%). Zellen, die sowohl dsx-Gal4 als auch Gsb-p
exprimieren, sind mit weilen Pfeilen markiert, NBs,
die nur Gsb-p exprimieren sind mit griinen Pfeilen
markiert und NBs, die keine dieser Faktoren
exprimieren, sind mit gelben Pfeilen markiert.

Dpn GFP Gsb-p

..............................

[ventral>>>>>>>>>>>>>>>>dorsall

3.2.4 Programmierter Zelltod in den geschlechtsspezifischen Neuroblasten des Weibchens

Da die geschlechtsspezifischen NBs in L21-Weibchen nicht zu finden waren, wurde untersucht, ob
diese Zellen durch PCD entfernt werden. Hierfiir wurde dsx-Gal4 genutzt, um den Apoptose-
Inhibitor P35 (Hay et al., 1994) in den geschlechtsspezifischen NBs ektopisch zu exprimieren. In
den meisten Féllen (n = 7) konnten in weiblichen L3-Larven alle vier lateralen
ménnchenspezifischen dsx-Gal4-Cluster gerettet werden. Hierbei konnten auch immer zwei
assoziierte Mira-positive, geschlechtsspezifische NBs pro Seite gefunden werden (Abb. 3-20A),
die in weiblichen WT L3I-Larven niemals zu beobachten waren (0 NBs, n = 10, Abb. 3-20D). In
einigen Féllen (n = 3) fehlte ein lateraler NB und sein Zellstammbaum (Abb. 3-20B), was einer

partiellen Rettung der geschlechtsspezifischen NBs entspricht und nur in einem Fall fehlten zwei
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laterale NBs und ihre Zellstammbdume (nicht gezeigt). Der Mittelwert der geretteten
geschlechtsspezifischen NBs in L3-Weibchen (3,55 + 0,69 NBs, n = 11) unterscheidet sich nicht
signifikant von WT Minnchen (4 = 0 NBs, n = 10, Abb. 3-20D). Die ML-Zellen konnten in allen
Féllen gerettet werden.

Die postembryonalen ménnchenspezifischen Zellcluster werden also in den Weibchen niemals
gebildet, weil ihre Vorldufer zwischen St17 und L2l den PCD induzieren. Wenn die Apoptose
unterbunden wird, iiberleben die geschlechtsspezifischen NBs auch in den Weibchen und

generieren die mannchenspezifischen Cluster und Projektionen (Abb. 3-20C) (siehe Kapitel 4.3).
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Abb. 3-20: Die geschlechtsspezifischen Neuroblasten in Weibchen werden durch Apoptose entfernt

(A-C) Horizontale Ansicht (anterior ist oben) der terminalen abdominalen Neuromere (dsx >P35+nGFP) in L3e- (A)
und L31-Larven (B, C) nach Antikdrperfiarbung (wie angegeben). ML = Mittellinie. Die dsx-Gal4-exprimierenden ML-
Zellen sind von einer gestrichelten Linie umgeben. (A‘, B‘) zeigen nur die Mira-Expression, wobei die
geschlechtsspezifischen NBs jeweils mit einem Asterisk markiert sind. (C) zeigt einen méannchenspezifischen
Zellstammbaum (Maximalprojektion). Rote Pfeilspitzen deuten auf die mannchentypische Projektion. (D) Anzahl der
geschlechtsspezifischen NBs in L3-Larven verschiedener Genotypen (wie angegeben). Es wurde ein zweiseitiger t-test
durchgefiihrt. n.s., nicht signifikant (P>0.05); ***P<0.001. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.
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Da die geschlechtsspezifischen NBs sowohl embryonal als auch postembryonal eine starke
Abd-B-Expression aufweisen, wurde auch untersucht, in wie weit der PCD unter der Kontrolle
dieses Hox-Gens steht. Dafiir wurde A4bd-B-RNAi mit Hilfe von dsx-Gal4 in den
geschlechtsspezifischen NBs getrieben. Jedoch konnten sowohl in méinnlichen als auch in
weiblichen L3I-Larven nur schwache Effekte beobachtet werden: In zwei L31-Weibchen konnten
zwei und in einem Fall konnte ein geschlechtsspezifischer NB gerettet werden. In allen anderen
Fallen konnte keine Abweichung vom WT festgestellt werden (0,16 + 0,53 NBs, n = 30, Abb.
3-20D). In L31-Méannchen fehlte in drei Fillen ein geschlechtsspezifischer NB, wihrend in allen
anderen Féllen vier geschlechtsspezifische NBs vorhanden waren (3,89 = 0,30 NBs, n = 29, Abb.
3-20D). Diese schwachen Effekte konnten entweder auf die geringe Effizienz von embryonalem
RNAI zuriickgehen oder damit zusammenhéngen, dass moglicherweise noch weitere Faktoren

parallel zu Abd-B das Uberleben der geschlechtsspezifischen NBs kontrollieren.

3.2.5 Duale Rolle von doublesex bei der Spezifizierung der geschlechtsspezifischen
Neuroblasten
Es wurde bereits gezeigt, dass dsx die postembryonale Proliferation der geschlechtsspezifischen
NBs kontrolliert (Taylor und Truman, 1992). In tra- und fra2-Mutanten, in denen das
weibchenspezifische Spleifien der dsx pri-mRNA verhindert ist und stattdessen Dsx[M] gebildet
wird (Hoshijima et al., 1991), proliferieren die geschlechtsspezifischen NBs in weiblichen L31-
Larven wie in WT Minnchen (Kapitel 1.2) (Taylor und Truman, 1992). Bei der Rekapitulation
dieses Experiments wurde inscuteable (insc)-Gal4, das in allen NBs exprimiert wird, verwendet,
um tra- bzw. tra2-RNAi ektopisch zu exprimieren. Die Identifizierung der geschlechtsspezifischen
NBs erfolgte in L31-Larven aufgrund ihrer Lage, ihrer Grof3e und der Expression von Mira. Mit
tra-RNAi konnte in vier Fillen ein NB in weiblichen L3I-Larven gerettet werden (0,4 &+ 0,52 NBs,
n =10, Abb. 3-21), mit tra2-RNAi nur in einem einzigen Fall (0,13 + 0,35 NBs, n = 8, Abb. 3-21).
Wurde hingegen der dsx-Treiber genutzt, um die Konstrukte ektopisch in den
geschlechtsspezifischen NBs zu exprimieren, konnten mit tra-RNAi ein bis vier (2,25 = 0,88 NBs,
n =8, Abb. 3-21) und mit tra2-RNAi ein bis zwei geschlechtsspezifische NBs (0,5 + 0,7 NBs, n =
10, Abb. 3-21) in den Weibchen gerettet werden. Ob der Knockdown von tra allerdings
tatsdchlich einen stirkeren Effekt auf den geschlechtsspezifischen Spleilvorgang besitzt als der
Verlust von tra2, bleibt jedoch fraglich, da die RNAi-Konstrukte mdoglicherweise eine
unterschiedliche Effizienz aufweisen und in einer vorherigen Mutantenanalyse keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten (Taylor und Truman, 1992). Die Rettung der
geschlechtsspezifischen NBs beim Knockdown von #ra bzw. tra2 konnte unterschiedliche Griinde
haben: Es konnte am Verlust von dsx/F] liegen, welches mdglicherweise fiir die Induktion des

PCD in den geschlechtsspezifischen NBs verantwortlich ist. Mdglich ist aber auch, dass die
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Anwesenheit von dsx/M] in den Weibchen ausreicht, um die geschlechtsspezifischen NBs vor
Apoptose zu bewahren (oder beides).

Um zwischen diesen Moglichkeiten zu differenzieren, wurden dsx/F] oder dsx/M] ektopisch
exprimiert. Bei der ektopischen Expression von dsx/F] durch insc-Gal4 in L31-Méannchen konnte
in zwei Fillen ein geschlechtsspezifischer NB entfernt werden (3,85 + 0,38 NBs, n = 13, Abb.
3-21). Umgekehrt konnte bei der ektopischen Expression von dsx/M] in Weibchen in drei Fillen
ein geschlechtsspezifischer NB gerettet werden (0,5 + 0,55 NBs, n = 6, Abb. 3-21). Die relativ
schwachen Phinotypen konnten durch den Einsatz von dsx-Gal4 anstelle des insc-Treibers
deutlich verstéirkt werden, so dass in ménnlichen L3I-Larven bei der ektopischen Expression von
dsx[F] in den meisten Fillen alle vier geschlechtsspezifischen NBs sterben (0,85 £ 1,41 NBs, n =
26, Abb. 3-21). Dieses Resultat belegt eindrucksvoll die Induktion der Apoptose durch dsx/F]. In
einem Kontrollexperiment derselben Uberexpression in Weibchen konnte kein Unterschied zum
WT festgestellt werden (0 NBs, n =22, Abb. 3-21). Die ektopische Expression von dsx/M] in den
Weibchen unterscheidet sich nicht signifikant von den WT Ménnchen (3,43 + 0,79 NBs, n = 7,
Abb. 3-21), was die rettende Wirkung von dsx/M] unterstreicht. dsx>dsx/M] in Mannchen fiihrte
in den meisten Féllen nicht zu einer Abweichung vom WT, jedoch konnten in vier Individuen fiinf
anstatt vier geschlechtsspezifische NBs detektiert werden (4,23 + 0,43 NBs, n = 18, Abb. 3-21).
Die Griinde fiir die stirkeren Effekte des dsx-Gal-Treibers im Vergleich zu insc-Gal4 konnten
zum einen darin liegen, dass dsx-Gal4 stérker als insc-Gal4 in den geschlechtsspezifischen NBs
exprimiert wird und zum anderen daran, dass dsx-Gal4 eine Mutante darstellt, in der die Dosis an
nativem dsx Genprodukt reduziert ist (Robinett et al., 2010) (siehe Kapitel 4.3).

Zuletzt wurde dsx-Gal4 genutzt, um dsx mit dsx-RNAi in den geschlechtsspezifischen NBs
auszuschalten. In den Ménnchen konnte eine signifikante Reduktion der geschlechtsspezifischen
NBs festgestellt werden (2,17 £ 1,42 NBs, n = 17, Abb. 3-21), wdhrend Weibchen keine
Abweichung vom WT zeigen (0 NBs, n = 10, Abb. 3-21). Diese Beobachtungen decken sich mit
einer vorherigen Untersuchung zur Anzahl der geschlechtsspezifischen NBs in dsx-Mutanten
(Taylor und Truman, 1992).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass dsx eine duale Rolle bei der Spezifizierung der
geschlechtsspezifischen NBs einnimmt: Wéhrend dsx/F/ den PCD induzieren kann, wird dsx/M]
flir die Rettung der geschlechtsspezifischen NBs benoétigt (siche Kapitel 4.3).
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Abb. 3-21: Die Rolle von doublesex bei der Spezifizierung der geschlechtsspezifischen Neuroblasten

Statistik der geschlechtsspezifischen NBs in L31-Larven von verschiedenen Genotypen (wie angegeben). Es wurde ein
zweiseitiger t-test durchgefiihrt. n.s., nicht signifikant (P>0.05); *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Die
Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

3.2.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die embryonale Herkunft der geschlechtsspezifischen NBs gezeigt und
Hinweise fir deren Identitit geliefert. Es folgte eine detaillierte Charakterisierung der
geschlechtsspezifischen NBs und der von ihnen hervorgebrachten ménnchenspezifischen
Zellstammbdaume in der Larve. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
geschlechtsspezifischen NBs in Weibchen zwischen St17 und L21 absterben. Fiir die Induktion
der Apoptose in den geschlechtsspezifischen NBs ist dsx/F] verantwortlich. Im Gegensatz dazu
fiihrt die Expression von dsx/M] zu einer Rettung der geschlechtsspezifischen NBs.
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3.3 Abdominal-B und caudal verhindern die Bildung spezifischer

Neuroblasten in der terminalen Abdominalregion
GemidBl der erstellten NB-Karte ist die Anzahl der NBs in den terminalen abdominalen
Neuromeren im Vergleich mit thorakalen und anterioren abdominalen Neuromeren um 28% in A9
bzw. 66% in A10 verringert (Abb. 3-10A). Aber welche Faktoren spielen bei der Reduktion der

NBs in diesen HSs eine Rolle und wie sind deren Wirkungsmechanismen?

3.3.1 Abdominal-B unterdriickt die Bildung spezifischer Neuroblasten in Parasegment 15
Naheliegende Kandidaten fiir die Reduktion an NBs in diesem Bereich sind die fiir Vermittlung
von Segmentidentitét verantwortlichen Hox-Gene (Kapitel 1.3), die jedoch nicht innerhalb von
Segmentsgrenzen exprimiert werden, sondern PS-Grenzen respektieren. Ein PS besteht aus dem
posterioren, En-positiven Kompartiment eines Segments und dem anterioren, En-negativen
Kompartiment des nachfolgenden Segments (Martinez-Arias und Lawrence, 1985). So besteht
beispielsweise PS14 aus dem posterioren Kompartiment von A8 und dem anterioren
Kompartiment von A9 (siche Abb. 1-5A; Abb. 3-23A). Dementsprechend wurde die Anzahl an
NBs anhand von Dpn-Fiarbungen im Stl2e noch einmal in Bezug auf PSs ausgezéhlt. Im WT
wurden pro Hemi-PS 31,13 £+ 0,35 (n = 8) Dpn-positive Zellen in PS13, 25,88 £ 1,13 (n = 8) in
PS14 und 11,88 + 0,64 (n = 8) in PS15 gefunden (Abb. 3-22; Abb. 3-23A).
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Abb. 3-22: Anzahl an Neuroblasten in den terminalen abdominalen Hemiparasegmenten unterschiedlicher
Mutanten

Gesamtanzahl der NBs (pro Seite) in PS13-15 von St12e Embryonen verschiedener Genotypen (wie angegeben).
Alle Genotypen desselben PS wurden durch einen zweiseitigen t-test mit dem WT verglichen. *P<0.05;
***P<0.001; alle anderen weichen nicht signifikant vom WT ab (P>0.05) und sind deshalb ohne Stern. Die
Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

Abd-B ist das Hox-Gen des BX-C mit der posteriorsten Expressionsdoméne (Harding et al., 1985)

und deshalb wurde zunichst seine Rolle bei der Morphogenese der terminalen abdominalen
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Neuromere untersucht. 4bd-B”'® ist eine kleine, durch Réntgenbestrahlung erzeugte Defizienz, in
der die komplette 4bd-B CDS entfernt wurde (Hopmann et al., 1995). In Abd-B"'*>-Embryonen
erschien die Anzahl der Dpn-positiven Zellen in PS15 (15 £+ 0,67, n = 10) im Vergleich zum WT
um etwa drei bis vier Zellen pro Seite erhoht. PS13-14 zeigten keine signifikanten Abweichungen
vom WT (Abb. 3-22; Abb. 3-23B). Somit spielt Abd-B wohl eine Rolle bei der Reduktion der
NBs in PS15. In Df(3L)H99-Embryonen, in denen die Apoptose im vNS unterdriickt wird (White
et al., 1994), konnten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Dpn-positiven Zellen der
terminalen abdominalen Neuromere im Vergleich zum WT beobachtet werden (Abb. 3-22; Abb.
3-23C). Das deutet darauf hin, dass 4bd-B die Anzahl der NBs in PS15 nicht durch PCD

reduziert, sondern deren Bildung unterdriickt.

Um NBs zu identifizieren, die von dieser Inhibition betroffen sind, wurden Antikdrperfarbungen
gegen den molekularen Marker Eg, der in NB2-4, NB3-3, NB6-4, NB7-3 und deren Tochterzellen
exprimiert wird (Dittrich et al., 1997; Higashijima et al., 1996), durchgefiihrt. Im WT wird NB6-4
in PS14 und PS15 gebildet, reguliert die Eg-Expression jedoch sehr schnell herunter. NB3-3 und
NB7-3 werden nicht in PS15, NB2-4 nicht in PS14 und PS15, gebildet (Abb. 3-9; Abb. 3-23D).
Demnach handelt es sich bei diesen drei NBs um Kandidaten, deren Bildung moglicherweise
durch Abd-B unterdriickt wird. Im St13 sind NB2-4, NB3-3 und NB6-4 in 4bd-B""*- sowie in
Df(3L)H99-Embryonen in denselben PSs vertreten wie auch im WT (Abb. 3-23D-F). Dies deutet
darauf hin, dass 4bd-B die Bildung dieser NBs in den terminalen PSs nicht beeinflusst.
Dennoch weisen die Zellstammbiume dieser NBs einige Unterschiede zum WT auf: In 4bd-B"'%-
Mutanten zeigt der NB6-4-Zellstammbaum in PS14 (100%, n = 28 Hemi-PSs) und gelegentlich
auch in PS13 (14%, n = 28) eine homeotische Transformation in thorakales Schicksal und besteht
dementsprechend aus einem neuronalen und einem glialen Anteil (Abb. 3-23E) (siehe auch
Berger et al., 2005), wohingegen der abdominale NB6-4-Zellstammbaum im WT normalerweise
nur aus Gliazellen besteht (Abb. 1-3B) (Schmidt et al., 1997).

Im St16 des WT besteht das NB3-3-Cluster in PS14 aus nur sechs Zellen (nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu besteht das NB3-3-Cluster in PS14 von 4bd-B”'*-Mutanten zu diesem Zeitpunkt
aus zwOlf Zellen, von denen die Mehrzahl Eve-negativ ist (Abb. 3-24E). Auch das entspricht einer
homeotischen Transformation in thorakales Schicksal (Abb. 1-3A) (Schmidt et al., 1997). Da die
GroBle des NB3-3-Zellstammbaums auch in Df{3L)H99-Embryonen vergroBert ist (zehn Zellen),
kann angenommen werden, dass Abd-B den PCD in einigen dieser Tochterzellen vermittelt.
Bemerkenswerterweise konnte in Abd-B”'*-Mutanten ein ektopisches Eg-positives Zellcluster pro
Seite in PS15 detektiert werden (100%, n = 28 Hemi-PSs, Abb. 3-23E), das niemals im WT (Abb.
3-23D) oder Df(3L)H99 (Abb. 3-23F) zu finden war. Dieses Zellcluster ist Run-negativ (Abb.
3-24A), aber En-positiv (Abb. 3-24B) und im letzten vollstindigen En-Streifen lokalisiert. Da die
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Zellen kein Repo exprimieren (Abb. 3-24C), scheinen sie nicht vom NB6-4 zu stammen.
Stattdessen konnten sie aufgrund ihrer Ey-Expression (Abb. 3-24D) eindeutig als Tochterzellen
von NB7-3 identifiziert werden. Auflerdem sind die Zellen in derselben dorsalen Position wie die
NB7-3-Tochterzellen in anterioren Neuromeren zu finden und ihr Vorldufer delaminiert im St111-
St12e (S5). Das Cluster besteht aus bis zu drei Zellen im St13, flinf Zellen im St14 und aus vier
Zellen ab St16. Alle diese Eigenschaften sind kongruent mit dem NB7-3-Zellstammbaum in
anterioren Neuromeren (Abb. 1-2D, E) (Bossing et al., 1996; Karcavich und Doe, 2005; Novotny
et al., 2002; Schmid et al., 1999). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Eg-positiven
Zellen in PS15 einem ektopischen NB7-3-Zellstammbaum entsprechen. Die Abwesenheit dieses
Clusters in Df(3L)H99 (Abb. 3-23F; Abb. 3-34A) weist darauf hin, dass Abd-B nicht den PCD
induziert, sondern normalerweise die Bildung dieses NB in PS15 unterbindet. Da dieser Phénotyp,
wenn auch mit geringerer Expressivitit (50%, n = 14 Hemi-PSs), auch in der Abd-B
heterozygoten Situation zu finden war (Abb. 3-24F; Abb. 3-34A), scheinen die beobachteten
Effekte dosisabhdngig zu sein.

WT St12e | Abd-B""® St12e | Df(3L)H99 St12e |

Abb. 3-23: Abweichungen im Deadpan- und Eagle-Expressionsmuster terminaler abdominaler Parasegmente
von Abdominal-B”"*-Mutanten und Df(3L)H99-Embryonen im Vergleich zum Wildtyp

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdrperfarbung (wie angezeigt) von St12e und St13 Embryonen. Die
PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; in (A) sind auf der linken Seite zum Vergleich noch einmal die
Segmentsgrenzen eingezeichnet; ML = Mittellinie. (A-C) Dpn dient als universeller NB-Marker. (D-F) Eg wird in vier
NBs und deren Tochterzellen exprimiert: NB2-4- (dorsal) und NB3-3-Klone (ventral) sind En-negativ und in PS13
dieser Maximalprojektionen nicht zu unterscheiden. Die typische mediale Position von NB7-3 (En-positiv) ist durch
gelbe Pfeilspitzen markiert. (D, F) Die abdominalen NB6-4-Klone bestehen aus zwei Gliazellen, die Eg bereits
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herunter reguliert haben und deshalb hier nicht zu sehen sind. (E) Die Transformation des abdominalen NB6-4 in
thorakales Schicksal ist mit dem Erscheinen eines neuronalen Subklons verbunden, der eine konstante Eg-Expression
aufweist (weille Pfeile). Ektopische NB7-3 Zellen in PS15, die weder im WT noch in Df{3L)H99 zu finden sind,
werden durch gestrichelte Linien hervorgehoben und durch weile Pfeilspitzen markiert.

SchlieBlich konnten ab St15 auch einige Eg-positive Zellen posterior vom ektopischen NB7-3-
Cluster in PS15 von Abd-B”'S-Mutanten beobachtet werden (Abb. 3-24E). Thre dorsale Position,
sowie die Co-Expression von Lbe und Run (nicht gezeigt) identifiziert sie als NBS5-3-
Tochterzellen, deren Vorldufer auch im WT in diesem PS vertreten ist, dort aber keine
Tochterzellen mit dieser Markerkombination generiert (Abb. 3-9).

Zuletzt konnten in Abd-BP'*-Mutanten die charakteristischen Eve-positiven Tochterzellen aCC
und pCC von NB1-1 (Broadus et al., 1995), das RP2-Neuron von NB4-2 (Bossing et al., 1996),
die Eg-coexprimierenden EL-Neurone von NB3-3 (Abb. 1-3A) (Schmidt et al., 1997) posterior
bis PS14 und die U-Neurone von NB7-1 (Bossing et al., 1996) bis PS15 identifiziert werden
(Abb. 3-24E), was keine Abweichung vom WT darstellt (Abb. 3-9). Dies unterstreicht, dass
Abd-B in der Tat nur die Bildung spezifischer NBs unterdriickt, was durch die ektopische
Expression von Abd-B bestitigt wird (siehe Kapitel 3.3.4).

Im Folgenden wird NB7-3 als Modell verwendet, um die Mechanismen zu untersuchen, welche

die Bildung der NBs in der terminalen Abdominalregion unterdriicken.

Abd-BP" S$t13 ektopische Zellen in PS15

Abd-B""® St15 Abd-B°"*l+ St13

EgEy |EgRepo| EgEn | Eg Run

Abb. 3-24: Abdominal-B unterdriickt in Parasegment 15 die Bildung von Neuroblast 7-3 in dosisabhéingiger
Weise

Filetpréparationen (horizontale Ansicht) nach Antikorperfarbung (wie angezeigt) von St13 und St15 Embryonen. Die
PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A-D) Die ektopischen NB7-3-Zellen in PS15 von
Abd-B”"*-mutanten Embryonen (durch weil gestrichelte Linie hervorgehoben) wurden durch Antikorperfirbung gegen
Eg (griin) und diverse molekulare Marker (rot, wie angegeben) identifiziert. (A°-D°) Nur der griine Kanal ist gezeigt.
(A““-D*‘) Nur der rote Kanal ist gezeigt. (E, F) Die typische mediale Position von NB7-3 ist durch gelbe Pfeilspitzen
angezeigt. Ektopische NB7-3-Zellen in PS15 sind durch die weile Umrandung hervorgehoben und von weillen
Pfeilspitzen markiert. Neuronale NB6-4-Zellen, die im WT Abdomen nicht existieren, sind durch weile Pfeile
markiert. (E) Ventrale Eg-positive Zellen, die sich von NB5-3 ableiten, sind durch weille zweispitzige Pfeile markiert.
Das NB3-3-Cluster in PS13 besteht fast ausschlieBlich aus Eve-positiven Zellen, wohingegen das NB3-3-Cluster in
PS14 auch viele Eve-negative Zellen enthilt. Die Verteilung der Eve-positiven Zellen verhilt sich genauso wie im WT
(vgl. Abb. 3-8A, B) (F) Der heterozygote Embryo zeigt ektopische neuronale NB6-4-Cluster (PS14) und NB7-3-
Zellen (PS15) in nur jeweils einem PS.
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3.3.2 Der Zellstammbaum des ektopischen Neuroblasten 7-3 in Parasegment 15 von
Abdominal-B-Mutanten exprimiert keine Gene des Bithorax-Komplex

Die Interaktion von Hox-Genen des BX-C ist von der sog. ,,posterioren Dominanz®* gepragt.
Demnach reprimieren Hox-Gene, welche in posterioren PSs exprimiert werden, die Expression
der anterioren Hox-Gene (Zusammenfassungen bei Duboule und Morata, 1994; Morata, 1993).
Dementsprechend reicht die Abd-A-Expressionsdomédne in einem Stl4 WT Embryo von
PS7-aPS13 (sieche auch Abb. 3-25A), wihrend sie in Abd-B-Funktionsverlustmutationen bis
mindestens PS14 expandiert (Karch et al., 1990; Kellerman et al., 1990; Macias et al., 1990). Um
herauszufinden, ob die ektopischen Eg-positiven Zellen in Abd-B-Mutanten aufgrund der
Expansion anderer Hox-Gene aus dem BX-C erscheinen, wurde deren Expression im vNS
untersucht. In 4bd-B"| einem Ethylmethansulfonat (EMS)-induzierten Funktionsverlustallel
(Sanchez-Herrero et al., 1985), und Df(3R)C4, einer chromosomalen Deletion von Abd-B, die
durch Rontgenstrahlung erzeugt wurde (Karch et al., 1985), konnte die antizipierte Expansion von
Abd-A im VNS beobachtet werden. Dennoch konnte nie eine Abd-A-Expression im ektopischen
NB7-3-Zellstammbaum von PSI5 oder in den transformierten NB3-3- und NB6-4-
Zellstammbéiumen von PS14 detektiert werden (Abb. 3-25C, D). Hingegen konnte in Abd-B”"®
tiberhaupt keine offensichtliche Expansion von Abd-A im vNS beobachtet werden (Abb. 3-25B).
Erst seit Kurzem ist bekannt, dass im vNS eigentlich nicht Abd-B fiir die Repression von Abd-A
verantwortlich ist, sondern die iab-8 ncRNA (Gummalla et al., 2012). Diese ist zwar auch in
Abd-B"" und Df(3R)C4 betroffen, aber nicht in Abd-B”'®, was die fehlende Expansion von Abd-A
im VNS dieser Mutante erklédrt. Dennoch zeigen alle drei Mutanten denselben Eg-Phénotyp (Abb.
3-34A).

Aber unterliegen die ektopisch gebildeten Zellen tiberhaupt einem Einfluss durch den BX-C? Ubx,
das anteriorste Hox-Gen des BX-C, wird im vNS des WT von PS5-PS13 exprimiert (White und
Wilcox, 1984). In Abd-B”'*-Mutanten konnte keine offensichtliche Expansion von Ubx nach
posterior festgestellt werden (Abb. 3-25G), was sich mit einer vorhergehenden Untersuchung
deckt (Struhl und White, 1985). Des Weiteren zeigte eine Tripelmutante, in der alle Gene des
BX-C betroffen sind, denselben Eg-Phénotyp wie die Abd-B-Einzelmutanten (Abb. 3-25E, F; Abb.
3-34A). Dies belegt, dass Abd-B das einzige Gen des BX-C ist, welches fiir den beschriebenen Eg-
Phinotyp verantwortlich ist.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass in 4bd-B-Mutanten weder der ektopische NB7-3-
Zellstammbaum von PS15, noch die transformierten NB6-4- und NB3-3-Cluster von PS14, Gene
des BX-C exprimieren. Infolge dessen weisen sie ein thorakales Schicksal auf und nehmen den

Grundzustand T2 (pPS4 + aPS4) an, der keinen BX-C Einfluss benétigt (Lewis, 1978).
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WT St14 Abd-B°"° St14
. ; 1] -

Eg Abd-A

St13 - Ubx™ 2 abd-A", Abd-B" - St15

Eg Abd-A

Abb. 3-25: Ektopische Zellcluster in Abdominal-B-Mutanten exprimieren keine Gene des Bithorax-Komplex
Filetpraparationen (Maximalprojektion, horizontale Ansicht) nach Antikorperfarbung (wie angezeigt) von St13, St14
und St15 Embryonen. Die PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A-G) Die typische mediale
Position des NB7-3-Clusters ist durch gelbe Pfeilspitzen gekennzeichnet. Wildtypische NB6-4-Neurone sind durch
gelbe Pfeile markiert. Ektopische NB6-4-Neurone im Abdomen sind durch weille Pfeile angezeigt. Ektopische NB7-3-
Cluster in PS15 sind weifl umrandet und durch weile Pfeilspitzen markiert. (A‘, B¢, G) zeigen nur die Eg-Expression.
(A*f, B, G*°) zeigen nur die Hox-Gen-Expression. (A, B) Es ist keine offensichtliche Expansion von Abd-A in
Abd-B""*-Mutanten zu beobachten. Die ektopischen Eg-positiven Zellen exprimieren kein Abd-A. (C, D) Abd-A ist in
Abd-B™" und Df(3R)C4 zwar nach posterior expandiert, wird aber weder im neuronalen NB6-4-Subklon von PS14,
noch im ektopischen NB7-3-Zellcluster von PS15 exprimiert. (E) BX-C-Tripelmutanten zeigen in den terminalen
abdominalen PSs denselben Eg-Phénotyp wie die Abd-B-Einzelmutanten. (F) NB6-4 wird in allen abdominalen
Segmenten der BX-C-Tripelmutante in thorakales Schicksal transformiert, was mit dem Erscheinen eines neuronalen
Subklons verbunden ist. (G) Im neuronalen NB6-4-Subklon von PS14 und im ektopischen NB7-3-Zellcluster von
PS15 ist keine Ubx-Expression vorhanden.
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3.3.3 Die regulatorische Isoform von Abdominal-B ist fiir die Inhibition der
Neuroblast 7-3-Bildung in Parasegment 15 verantwortlich

Das Abd-B-Gen besteht aus mindestens vier iiberlappenden Transkriptionseinheiten (Abb. 3-26A):
A-Transkripte (Nomenklatur geméll Zavortink und Sakonju, 1989) werden in PS10-13 exprimiert
und besitzen m-Funktion. B- und C-Transkripte werden in PS14-15 exprimiert, y-Transkripte nur
in PS15 und jedes dieser Transkripte konnte zur r-Funktion beitragen (Kapitel 1.3) (Boulet et al.,
1991; DeLorenzi et al., 1988; Kuziora und McGinnis, 1988; Sanchez-Herrero und Crosby, 1988;
Zavortink und Sakonju, 1989). Um die Lokalisierung der genetischen Elemente im vNS durch in
situ-Hybridisierung zu rekapitulieren, wurde eine spezifische Sonde fiir das A-Transkript
(Abd-B.m) und eine zweite, die gegen alle Transkripte mit r-Funktion gerichtet ist (4bd-B.r),
hergestellt (Kapitel 2.3.1; Abb. 3-26A). Die Fiarbungen bestdtigen, dass Abd-B.m in PS13 und
anterior dazu exprimiert wird (Abb. 3-26B), wohingegen Abd-B.r-Transkripte ausschlieBlich in
PS14-15 zu finden waren (Abb. 3-26C). Es gab keinerlei Uberlagerung von Abd-B.m- und
Abd-B.r-Transkripten.

Eine cDNA Sequenzanalyse hatte bereits zuvor gezeigt, dass zwei Proteinisoformen existieren:
Abd-B.m, welches auf das A-Transkript zuriickgeht, und Abd-B.r, welches durch B-, C- und y-
Transkripte gebildet wird. Abd-B.m ist die groBere Isoform (55kDa) und besitzt denselben C-
Terminus wie Abd-B.r (30kDa), der die Homeodoméne beinhaltet. Zusétzlich besitzt Abd-B.m
einen glutaminreichen N-Terminus, der aus 223 zusitzlichen Aminosduren besteht, die in Abd-B.r
fehlen (Celniker et al., 1989; DeLorenzi et al., 1988; Zavortink und Sakonju, 1989).

Nachdem die exakten Expressionsdoménen von Abd-B.m und Abd-B.r im vNS lokalisiert waren,
wurde ein Antikorper verwendet, der beide Proteinisoformen erkennt, um Abd-B-
Proteinexpression in definierten, Eg-positiven Zellen des embryonalen vNS zu untersuchen. Da
die Expression der 4bd-B-Transkripte nicht tiberlappt, kann davon ausgegangen werden, dass mit
diesem Antikorper die Expression von Abd-B.m und Abd-B.r in den betreffenden PSs des WT
unterschieden werden kann. Schon im St11m konnte eine starke Expression von Abd-B.r in PS14,
inklusive NB3-3, und im aPS15 detektiert werden. Die Expression von Abd-B.m in PS13 ist
vergleichsweise schwach und auf den posterioren, dorso-lateralen Teil dieses PS beschrinkt (siehe
auch DeLorenzi und Bienz, 1990). Weder NB2-4 noch NB3-3 in PS13 weisen eine Abd-B.m-
Expression auf (Abb. 3-26D). Bereits direkt nach ihrer Delamination zeigen NB6-4 und NB7-3 in
PS14 eine starke Expression von Abd-B.r. Im Gegensatz dazu exprimieren NB6-4 und NB7-3 in
PS13 weder vor noch direkt nach ihrer Delamination Abd-B.m. Die schwache Abd-B.m-
Expression ist immer noch auf den posterioren, dorso-lateralen Teil dieses PS beschriankt (Abb.

3-26E) und wird dort vor St12m weder verstirkt noch expandiert (DeLorenzi und Bienz, 1990).
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Abb. 3-26: Die Expression verschiedener Abdominal-B-Elemente im Wildtyp

(A) zeigt das maBstabsgetreue Abd-B-Gen gemidll FlyBase (McQuilton et al, 2012). Die Linien markieren
Intronsequenzen; die Rechtecke zeigen Exons (schwarze untranslatierte Bereiche (UTRs) und farbige CDSs). Die Lage
der Exonsonden ist durch Pfeile dargestellt (durchgezogener Pfeil = Abd-B.m (616bp); gestrichelter Pfeil = Abd-B.r
(220bp), zieht sich iiber zwei Exons), (B-E) PSs und ihre Grenzen sind auf der rechten Seite dargestellt; ML =
Mittellinie. (B, C) in situ-Hybridisierung von Abd-B.m (B) oder Abd-B.r (C) im Stl2e eines WT Embryos
(Filetpréparation). (B, C) Dieselbe Farbung im Whole Mount. (D, E) Filetpriparation (horizontale Ansicht) von
Stl1m und Stl2e en-lacZ-Embryonen, die eine Antikorperfarbung gegen Abd-B (beide Isoformen), Eg und Beta-
Galaktosidase (Beta-Gal) zeigen. (E) NB7-3 von PS13 und PS14, die gerade ihre erste Teilung vollzogen haben, sind
durch gelbe Pfeilspitzen markiert. Im En-Streifen von PS15, in dem die Bildung von NB7-3 unterdriickt wird, ist eine
starke Abd-B.r-Expression vorhanden. (D¢, E‘) zeigen nur die Abd-B- und Eg-Fiarbung; (D, E‘) zeigen nur die
Abd-B-Expression.
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Als nichstes wurden Abd-B-Mutanten analysiert, in denen nur eine Isoform betroffen ist, wéhrend
die andere noch intakt ist. So besitzen Abd-B"” und Abd-B" keine m-Funktion mehr, aber eine
intakte r-Funktion (mT") (Casanova et al., 1986). In beiden Mutanten konnten keine Unterschiede
beziiglich des Eg-Expressionsmusters im Vergleich mit dem WT beobachtet werden (vgl. Abb.
3-23D; Abb. 3-27A, B; Abb. 3-34A). Das wurde auch so erwartet, da Abd-B.m nicht posterior von
PS13 exprimiert wird, die beobachteten Effekte im Eg-Expressionsmuster von Abd-B-
Nullmutanten jedoch auf PS14-15 beschrinkt sind. Folglich konnte in Abd-BY"') einer
spezifischen Mutante fiir die r-Isoform (m't") (Casanova et al., 1986), mit Ausnahme der seltenen
neuronalen NB6-4-Subklone in PS13, derselbe Eg-Phinotyp wie in den Abd-B-
Funktionsverlustmutanten beobachtet werden: vergroflerte NB3-3-Cluster und ektopische
neuronale NB6-4-Subklone in PS14, sowie ektopische NB7-3-Zellstammbdume in PS15 (Abb.
3-27C; Abb. 3-34A), die eine Co-Expression von Eg, En und Ey aufweisen (nicht gezeigt). Diese

Ergebnisse beweisen, dass die r-Isoform fiir den beobachteten Eg-Phénotyp verantwortlich ist.

Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass Abd-B.r, im Einklang mit dem Phénomen der
posterioren Dominanz, die Abd-B.m-Isoform reprimiert (Casanova et al., 1986). Tatsdchlich
konnte eine Abd-B.m-Expression in PS14-15 von Abd-BY"' beobachtet werden. Jedoch kommt
diese Expression sehr spit auf (Stl1m) und ist genauso wie in PS13 zunichst auf den dorso-
lateralen Teil dieses PS beschrankt. Weder der neuronale NB6-4-Subklon in PS14, noch der
ektopische NB7-3 in PS15 zeigen eine frithe Expression von Abd-B.m (Abb. 3-27D). Eine
flichendeckende Expression von Abd-B.m in PS14-15 von Abd-BY'-Mutanten war nicht vor
St12m zu beobachten (Abb. 3-27E). Die Expressionsstirke ist jedoch deutlich geringer als die
Abd-B.r-Expression in PS14-15 des WT (siehe auch Boulet et al., 1991; Sanchez-Herrero, 1991).
pUabl

Demnach wird Abd-B.m wohl zu spit exprimiert um den Eg-Phénotyp in Abd-
auf dem Verlust von 4bd-B.r beruht.

zu retten, der
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass 4bd-B.r fiir die Suppression von NB7-3 in PS15, fiir

die Spezifizierung des NB6-4 in PS14 und fiir das Schicksal des NB3-3 in PS14 verantwortlich

ist.
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Abb. 3-27: Der Verlust von Abdominal-B.r ist fiir den Eagle-Phiinotyp verantwortlich

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdrperfirbung (wie angezeigt) von Stl2e, St12m und Stl3
Embryonen. Die PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. Wildtypische NB7-3-Klone sind
durch gelbe Pfeilspitzen markiert. (C-E) Ektopische NB7-3-Zellstammbéaume in PS15 sind weifl umrandet und durch
weille Pfeilspitzen hervorgehoben. Ektopische neuronale NB6-4-Subklone in PS14 sind durch weifle Pfeile markiert.
(D, E) Gsb-p dient in diesem Fall als alternativer Segmentmarker. (D¢, E) zeigen nur die Abd-B.m- und Eg-
Expression; (D¢, E*) zeigen nur die Abd-B.m-Expression.

3.3.4 Nur die ektopische Expression von Abdominal-B.m kann die Bildung des
Neuroblasten 7-3 in anterioren Parasegmenten unterdriicken

Da Abd-B.r die Bildung des NB7-3 in PS15 verhindert, wurde als nédchstes versucht die Bildung

von NB7-3 in anterioren PSs durch die ektopische Expression von Abd-B.r zu inhibieren. Als

Treiberlinie fungierte scabrous (sca)-Gal4, der ab St8 eine starke ektopische Expression im NE

und den daraus delaminierenden NBs ermdoglicht. Erstaunlicherweise konnte durch die ektopische

Abd-B.r-Expression weder die Bildung des NB7-3 (0%, n = 110 thorakale und abdominale Hemi-

PSs, Abb. 3-34B) noch irgendeines anderen Eg-positiven NB verhindert werden (Abb. 3-28A).
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Um herauszufinden, ob die Gesamtanzahl an NBs in dieser Situation verringert ist, wurden die
Dpn-positiven Zellen in PS4-7 (pT1-aA2) ausgezdhlt. Es konnte aber nur eine leichte
Verringerung an NBs pro Hemi-PS (30,67 + 0,49, n = 12, Abb. 3-28H; Abb. 3-33H) im Vergleich
mit dem WT (31,25 = 0,46, n = 8, Abb. 3-28G; Abb. 3-33H) festgestellt werden. Des Weiteren
konnte in einigen Fillen eine homeotische Transformation des thorakalen NB6-4 in abdominales
Schicksal beobachtet werden. Diese ist mit dem Verlust des neuronalen NB6-4-Subklons
assoziiert (13%, n = 36 thorakale Hemi-PSs). Erstaunlicherweise konnte diese
Transformationsrate durch die von sca-Gal4 getriebene ektopische Expression von Abd-B.m
deutlich erhoht werden (81%, n = 48 thorakale Hemi-PSs). Zudem konnte in dieser Situation die
Gesamtanzahl an NBs signifikant reduziert werden (26,65 + 0,81, n = 20, Abb. 3-281; Abb.
3-33H). Das betrifft auch die Inhibition des NB7-3 im Thorax und Abdomen (50%, n = 176
thorakale und abdominale Hemi-PSs, Abb. 3-28B; Abb. 3-34B). Bei der ektopischen Expression
von Abd-B.m zusammen mit P35 blieben die NB7-3-Zellcluster im Thorax und Abdomen
verschwunden (42%, Abb. 3-28C; Abb. 3-34B). Dies unterstreicht nochmals, dass Abd-B die
NB7-3-Cluster nicht durch Apoptose eliminiert, sondern deren Bildung inhibiert. Unter
Verwendung von elav-Gal4, der die ektopische Expression von 4bd-B.m in neuronalem Gewebe
erst ab St12] treibt (Lin und Goodman, 1994), kam es nicht zu einer Abwesenheit von NB7-3-
Clustern in thorakalen und abdominalen Hemi-PSs (0%, n = 152, Abb. 3-28E; Abb. 3-34B). Das
zeigt, dass bereits im NE eine starke ektopische Expression von 4bd-B.m benétigt wird, um die
Bildung von NB7-3 in thorakalen und abdominalen PSs zu unterdriicken. Im Gegensatz dazu fiihrt
eine spate Expression von Abd-B.m, wie im PS13 des WT (Abb. 3-26E), nicht zu einer Repression
des NB7-3.

AnschlieBend wurde versucht den Eg-Phinotyp in Abd-B”'S-Mutanten durch die ektopische
Expression von 4bd-B.m unter Verwendung von sca-Gal4 zu retten. In den meisten Fillen war es
moglich, die Bildung des neuronalen NB6-4-Subklons in PS14 (73%, n = 11 Hemi-PSs) und den
ektopischen NB7-3-Zellstammbaum in PS15 (82%, n = 11 Hemi-PSs) zu unterdriicken (Abb.
3-28D; Abb. 3-34A). Dies korrelierte allerdings sehr stark mit der Suppression von weiteren NB7-
3-Clustern in anterioren PSs. Bei ausreichend frither Expression kann Abd-B.m somit die Funktion
von Abd-B.r in Bezug auf Inhibition des neuronalen NB6-4-Subklons und der Bildung von NB7-3
vollstindig ersetzen. Im WT jedoch kann 4bd-B.m diese Funktion nicht iibernehmen, da seine
Expression zu spét beginnt.

Um andere NBs zu identifizieren, die von der Suppression durch ektopisches Abd-B.m betroffen
sind, wurden weitere molekulare Marker fiir charakteristische Tochterzellen von NBs untersucht.
Die Eve-Expression zeigte, dass das RP2-Neuron von NB4-2 (Bossing et al., 1996), aCC und
pCC von NBI1-1 (Broadus et al., 1995), die U-Motorneurone von NB7-1 (Bossing et al., 1996),
sowie die Eg-coexprimierenden EL-Neurone von NB3-3 (Schmidt et al., 1997) in allen PSs
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vorhanden waren (Abb. 3-28F). Auch die Lbe-positiven Tochterzellen des NB5-6 (De Graeve et
al., 2004) waren in allen beobachteten PSs vertreten (nicht gezeigt). Dies bestitigt, dass
ektopisches 4bd-B.m die Bildung spezifischer NBs unterdriickt (siche Kapitel 3.3.1).

Doch warum besitzt ektopisches Abd-B.m, im Gegensatz zu Abd-B.r, die Féhigkeit die Bildung
von NBs zu unterdriicken, obwohl eigentlich ein gegenteiliger Effekt vermutet wurde? Beim
Vergleich der Ubx-Expression in den beiden ektopischen Situationen fiel auf, dass Abd-B.m Ubx
sehr effizient reprimiert (Abb. 3-28K) (siehe auch Castelli-Gair et al., 1994), wihrend Abd-B.r
dies nicht vermag (Abb. 3-28J). Moglicherweise fiihrt die ektopische Expression von Abd-B.r
nicht zu einer homeotischen Transformation, weil es die Expression anderer Hox-Gene nicht

inhibieren kann (siche Kapitel 4.5).

sca>Abd-B r sca:-Abd B.m lgca>Abd—B m+P3§[£bd—B"” sca>Abd B.m|

elav>Abd-B m sca>Abd-B.m

En Eg St14
En Eg St12l
¢11s ug b3 ea3

En Dpn

Abb. 3-28: Nur ektopisches Abdominal-B.m, aber nicht Abdominal-B.r, kann die Bildung des Neuroblasten 7-3
in anterioren Parasegmenten unterdriicken

Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdrperfirbung (wie angezeigt) von Stl2e, St12l, St13 und St14
Embryonen. Die PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A-E) Wildypische NB7-3-Zellen
sind durch gelbe Pfeilspitzen markiert. Positionen, an denen das NB7-3-Cluster entfernt wurde, sind durch tiirkise
Pfeilspitzen hervorgehoben. Der neuronale NB6-4-Subklon im Thorax ist durch gelbe Pfeile markiert. Positionen, an
denen der neuronale NB6-4-Subklon entfernt wurde, sind durch tiirkise Pfeile hervorgehoben. (F) Das RP2-Neuron ist
durch gelbe Pfeilspitzen markiert und in allen PSs vorhanden. Die ebenfalls Eve-positiven aCC und pCC, sowie die
U-Motorneurone nehmen eine mediale Position ein, sind aber in dieser Maximalprojektion nicht zu unterscheiden. Die
EL-Neurone co-exprimieren Eve und Eg und liegen ganz lateral. (G-I) Leichte (H) und starke (I) Reduktion von NBs
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durch die ektopische Expresssion unterschiedlicher 4bd-B-Konstrukte im Vergleich zum WT (G). (J, K) Ektopische
Expression von Abd-B.m (K) fiihrt im Gegensatz zu Abd-B.r (J) zu einer deutlichen Reduktion von Ubx im vNS. WT
Expression von Ubx in Abb. 3-32B.

3.3.5 Auch caudal reprimiert die Bildung von Neuroblast 7-3 in Parasegment 15

Das ParaHox-Gen cad vermittelt die Segmentidentitdt des letzten Abdominalsegments (Kapitel
1.3) (Moreno und Morata, 1999). cad wird sowohl maternal als auch zygotisch exprimiert, wobei
dieselbe CDS verwendet wird (Mlodzik et al., 1985; Mlodzik und Gehring, 1987). Im St12m
konnte eine zygotische Expression von Cad im NE von PS15 beobachtet werden (Abb. 3-29A)
(siehe auch Macdonald und Struhl, 1986). Cad und Abd-B.r werden in diesem PS zum gréften
Teil co-exprimiert (sieche auch Sanchez-Herrero und Crosby, 1988), wobei Cad auch noch
posterior dazu exprimiert wird. Die anteriore Grenze der Cad-Expression wird durch den En-
Streifen in PS15 gebildet und es gibt keine groBe Uberlagerung der Cad- und En-Expression
(Kuhn et al., 1995). Im vNS konnte eine Cad/Abd-B.r Co-Expression in den NBs beobachtet
werden, die sich PS15 zuordnen lassen, wobei keine NBs existieren, die ausschlieBlich Cad
exprimieren (Abb. 3-29B).

Da Cad neben Abd-B.r auch in den NBs von PS15 exprimiert wird, sollte herausgefunden werden,
ob cad auch die Bildung von NBs in diesem PS reprimiert. In zygotischen EMS-induzierten cad
Nullmutanten (cadz), konnte im Vergleich zum WT (11,88 + 0,64, n = 8, Abb. 3-23A) ein
signifikanter Anstieg von NBs (14,25 + 1,26, n = 4, Abb. 3-22; Abb. 3-29C) in PS15 (pro Seite)

BP'S_Mutanten, zeigen auch die cad’-Mutanten

beobachtet werden. Genauso wie die Abd-
ektopische Zellcluster in PS15, die sowohl Eg als auch En exprimieren (Abb. 3-29D). Durch die
Kombination von cad® mit eg-Gal4, UAS-nGFP konnte gezeigt werden, dass sich diese
ektopischen Zellcluster in spiaten Embryonalstadien als NB7-3-Zellstammbdume differenzieren,
die ihre typischen kontralateralen Projektionen ausbilden (Abb. 1-2D, E; Abb. 3-29E; Abb.
3-34A) (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999). Im Gegensatz zu Abd-B°'® weisen cad’-
Mutanten jedoch keine ektopischen neuronalen NB6-4-Cluster oder einen vergroferten NB3-3-
Zellstammbaum in PS14 auf. Das konnte insofern erwartet werden, als dass Cad gar nicht in PS14
exprimiert wird. Die ektopische Bildung des NB7-3-Clusters in PS15 von cad’-Mutanten scheint
rezessiv zu sein, da sie nur im homozygoten Zustand zu beobachten ist, wahrend die Eg-

Expression in Heterozygoten (nicht gezeigt) nicht vom WT zu unterscheiden ist (Abb. 3-34A).

Diese Daten zeigen, dass auch cad eine Rolle bei der Inhibition von NBs in PS15 spielt.
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WT St12m

En Cad Abd-B

| WT St12m

Mira Cad Abd-B

cad? St12e cad’ St13 cad?; e§>nGFP St17
E L L
N! D & ps13 | E it

En Dpn

Abb. 3-29: caudal-Mutanten zeigen einen ektopischen Neuroblast 7-3-Zellstammbaum in Parasegment 15
Filetpraparationen (horizontale Ansicht) nach Antikorperfiarbung (wie angezeigt) von St12e, St12m, St13 und St17
Embryonen. Die PSs und ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A, B) zeigen die
Expressionsdoménen von Abd-B und Cad im NE (A) und im vNS (B). Dort kénnen NBs aufgrund ihrer Gréfe und der
Expression von Mira identifiziert werden. Weifle Pfeile markieren NBs, die eine Abd-B/Cad Co-Expression
aufweisen. (A‘, B‘) zeigen nur den roten und blauen Kanal zusammen. (A*‘, B**) zeigen nur den griinen und den
blauen Kanal zusammen. (C) Das NB-Muster in einer cad’-Mutante. (D) Wildtypische NB7-3-Zellstammbaume sind
durch gelbe Pfeilspitzen markiert, ektopische sind weill umrandet und durch weile Pfeilspitzen hervorgehoben. (E)
VergroBerung eines komplett differenzierten NB7-3-Zellstammbaums, der die fiir ihn charakteristischen Projektionen
ausgebildet hat.

3.3.6 caudal und Abdominal-B.r agieren zwar unabhingig, miissen aber co-exprimiert
werden, um die Bildung des Neuroblasten 7-3 zu unterdriicken

Da nicht nur Abd-B.r sondern auch cad die Bildung des NB7-3 in PS15 verhindert, wurde

versucht deren funktionale Beziehung aufzukliren. Sowohl in 4bd-B”'® als auch in Abd-BY"’

(nicht gezeigt) wird Cad im ektopisch gebildeten NB7-3 exprimiert (Abb. 3-30A). Umgekehrt
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wird auch im NB7-3-Cluster von PS15 der cad’-Mutanten noch Abd-B exprimiert (Abb. 3-30B),
auch wenn diese Expression etwas verzogert scheint. Es handelt sich eindeutig um Abd-B.r-
Expression, da die Expressionsdoméne von Abd-B.m in cad’-Mutanten unverindert bleibt (Abb.

3-30C).

| Abd-B°" St12 | Abb. 3-30: Untersuchung der
Interaktion von Abdominal-B
und caudal durch
Mutantenanalyse
Filetpriparationen (horizontale
Ansicht) nach
Antikorperfarbung (wie

angezeigt) von St12 und Stl13
Embryonen. Die PSs und ihre
Grenzen sind rechts dargestellt;
ML = Mittellinie. Wildtypische
NB7-3-Cluster sind durch gelbe
Pfeilspitzen markiert. Ektopische
NB7-3-Zellen in PS15 sind weil3
cad? St13 umrandet und durch weille

; . Pfeilspitzen hervorgehoben.
Ektopische neuronale NB6-4-
Cluster sind durch weile Pfeile
angezeigt. (A) Einzelebene; (B)
mehrere Ebenen; (A‘, B‘) nur
der rote Kanal ist gezeigt. (C)
Eine Abd-B.m-Expression ist in
cad’-Mutanten, wie auch im
WT, nicht posterior von PS13 zu
finden. (D) In der
transheterozygoten Situation
finden sich ektopisch gebildete
Zellen in nur jeweils einem

lc—‘ Hemi-PS.

En Eg Cad

Eg Abd-B

En Abd-B.m

Des Weiteren konnte unter Verwendung eines sca-Gal4 Treibers weder die ektopische Expression
von Abd-B.r, noch die von 4bd-B.m eine Cad-Expression in anterioren Segmenten des VNS
induzieren oder die posterior vorhandene Cad-Expression reprimieren (Abb. 3-31A, B). Auch die
ektopische Expression von cad verdndert weder die Abd-B-Expressionsdoméne noch deren
Intensitdt (Abb. 3-31C). Diese Untersuchungen zeigen zum einen, dass Abd-B und cad sich im

vNS nicht gegenseitig regulieren, und zum anderen, dass sie unabhingig voneinander
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interagieren, um die Bildung des NB7-3 zu unterdriicken. Leider konnte trotz mehrerer Versuche
kein homozygoter Abd-B"'%;cad’-mutanter Fliegenstamm etabliert werden. In Abd-B"'*/cad’
Transheterozygoten wurde derselbe Eg-Phinotyp wie in der Abd-B”'® heterozygoten Situation

beobachtet (Abb. 3-30D; Abb. 3-34A; vgl. Abb. 3-24F).

| sca>Abd-B.r St12 | Abb. 3-31: Abdominal-B und
caudal weisen keine
gegenseitige Regulation im
ventralen Nervensystem auf

Filetpréparationen
(Maximalprojektionen,
horizontale Ansicht) nach
Antikorperfarbung (wie

angezeigt) von St12 Embryonen.
Die PSs und ihre Grenzen sind
rechts  dargestellt; ML =
Mittellinie. (B*) Die Pfeile mit
der Doppelspitze  markieren
unspezifische

Hintergrundfarbung, die
gelegentlich auch im WT zu
beobachten ist (siche auch
Macdonald und Struhl, 1986).
(A-C) Abd-B und cad aktivieren
oder reprimieren sich nicht
gegenseitig.

Cad Abd-B

Cad Abd-B

Cad Abd-B

Obwohl ektopisch exprimiertes cad kein Abd-B im VNS reprimieren kann, ist es in der Lage
Abd-A und Ubx sehr effizient zu unterdriicken (Abb. 3-32A-C). Insofern erfiillt es, zumindest

eingeschréankt, das Kriterium der posterioren Dominanz.
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sca>cad St13 |

En Cad Abd-A

WT St13 sca>cad St13
PS6

En Cad Ubx

Abb. 3-32: Ektopisch exprimiertes caudal kann Abdominal-A und Ultrabithorax inhibieren

Filetpréparationen (horizontale Ansicht) nach Antikdrperfirbung (wie angezeigt) von St13 Embryonen. Die PSs und
ihre Grenzen sind rechts dargestellt; ML = Mittellinie. (A, C) Ektopische cad-Expression fiihrt im VNS zu einer
effizienten Repression von Abd-A (A) und Ubx (C). (A, C) zeigen nur den roten und den blauen Kanal. (B) Im WT
zeigt das VNS eine starke Expression von Ubx. WT Kontrolle von Abd-A in Abb. 3-25A.

AuBerdem konnte durch die ektopische Expression von cad in einigen Féllen die Bildung des
NB7-3 in anterioren PSs unterdriickt werden (17%, n = 126 thorakale und abdominale Hemi-PSs,
Abb. 3-33D; Abb. 3-34B). In Ubereinstimmung mit diesem milden Effekt konnte die Bildung des
ektopischen NB7-3-Zellstammbaums in 4bd-B”'*-Mutanten auch nur in einem Fall durch die
ektopische Expression von cad inhibiert werden (8%, n = 13 Hemi-PSs, Abb. 3-33G; Abb.
3-34A). Des Weiteren konnte durch ektopische cad-Expression der thorakale NB6-4-
Zellstammbaum in abdominales Schicksal transformiert werden (50%, n = 30 thorakale Hemi-
PSs), was mit dem Verlust des neuronalen Subklons verbunden ist (Abb. 3-33D) und das
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ektopisch gebildete neuronale NB6-4-Cluster in PS14 von Abd-B”'*-Mutanten unterdriickt werden
(Abb. 3-33G). Wie Abd-B.m verfiigt auch cad iiber das Potenzial neben NB7-3 auch die Bildung
anderer NBs in anterioren Hemi-PSs zu unterdriicken (27,92 + 0,64, n = 13, Abb. 3-33A, H).
Diese Féhigkeit wird durch die gleichzeitige ektopische Expression von Abd-B.m stark erhoht
(24,8 £ 0,95, n = 20, Abb. 3-33B, H). Das wird auch durch Suppression der Bildung aller NB7-3-
Cluster in den untersuchten PSs widergespiegelt (100%, n = 80 abdominale und thorakale Hemi-
PSs, Abb. 3-33E; Abb. 3-34B). Bei der ektopischen Expression von cad zusammen mit Abd-B.r,
was der nativen Situation in PS15 entspricht, kann die Bildung des NB7-3 mit beinahe der
gleichen Effizienz unterdriickt werden (91%, n = 96 Hemi-PSs, Abb. 3-33F; Abb. 3-34B). Das
betrifft auch die Bildung anderer NBs in anterioren Hemi-PSs (25,43 + 1,50, n = 14, Abb. 3-33C,
H) und unterscheidet sich signifikant von der sehr ineffizienten Misexpression von Abd-B.r
alleine (30,67 + 0,49, n = 12, Abb. 3-28H; Abb. 3-33H).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass 4bd-B und cad unabhingig voneinander agieren.
Allerdings wird die Co-Expression der beiden benétigt, um ihr gesamtes Potenzial in Bezug auf

die Unterdriickung der NB-Bildung abzurufen (sieche Kapitel 4.5).
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sca>cad sca>cad+Abd-B.m sca>cad+Abd-B.r

Abb. 3-33: Abdominal-B.r
benétigt  caudal, um
terminales Schicksal zu
vermitteln
Filetpraparationen
(horizontale Ansicht) nach
Antikorperfarbung (wie
angezeigt) von Stl2e, Stl13
und St14 Embryonen. Die
PSs und ihre Grenzen sind
rechts dargestellt; ML =
Mittellinie. (A-C) Durch
Doppeliiberexpression von
cad und Abd-B lisst sich
die Anzahl an NBs in
anterioren PSs reduzieren
(D-G) Wildtypische
NB7-3-Cluster sind durch
gelbe Pfeilspitzen markiert.
Positionen, an denen das
NB7-3-Cluster fehlt, sind
durch tiirkise Pfeilspitzen
hervorgehoben. Neuronale
NB6-4-Subklone im
Thorax werden durch gelbe
Pfeile markiert. Positionen,
an denen diese neuronalen
NB6-4-Zellen fehlen, sind
durch tiirkise Pfeile
markiert. (G) Ektopische
NB7-3-Cluster in PS15 sind
weill umrandet und werden
durch weile Pfeilspitzen
angezeigt. (H)
Gesamtanzahl der NBs (pro
Seite) in PS4-7 von Stl2e
Embryonen verschiedener
Uberexpressionen (wie
angegeben). Alle
Genotypen wurden mittels
zweiseitigem t-Test mit
dem WT verglichen (graue
Sterne) und die ektopische
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3.3.7 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden Faktoren und deren Mechanismen identifiziert, die zum abgeleiteten
Aufbau der terminalen abdominalen Neuromere fithren. So wirkt 4bd-B.r auf drei verschiedenen
Ebenen: Es vermittelt das abdominale Schicksal des NB6-4, der unter seinem Einfluss
ausschlieBlich Gliazellen produziert, und es induziert den PCD einiger Tochterzellen innerhalb
des NB3-3-Zellstammbaums. Auflerdem verhindert es die Bildung einer spezifischen
Subpopulation von NBs. In Abd-B-Funktionsverlustmutanten, die keine Expression von BX-C-
Genen in PS14-15 zeigen, nehmen NB3-3 und NB6-4 (produziert Gliazellen und Neurone) in
PS14 thorakales Schicksal an und in PS15 werden zusétzliche NBs gebildet, zu denen auch der
NB7-3 gehort, der hier als Modell-NB verwendet wurde. Durch ektopische Expression von
Abd-B.m ist es moglich den Phinotyp zu retten, der auf dem Funktionsverlust von Abd-B.r beruht.
Dies demonstriert, dass beide Isoformen im Prinzip das gleiche Potenzial besitzen. Allerdings
benotigt Abd-B.r die Co-Expression des ParaHox-Gens cad, um die Bildung spezifischer NBs in
PS15 zu unterdriicken. Die Kombination von 4bd-B und cad geniigt auch, um die posteriore
Identitét in anterioren PSs ektopisch zu induzieren. 4bd-B und cad agieren parallel zueinander,
um die Bildung spezifischer NBs zu verhindern und bestimmte Zellstammbdume zu modifizieren,
was zu der abgeleiteten Form und Zusammensetzung der terminalen abdominalen Neuromere

beitrigt.
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Abb. 3-34: Frequenz
der Neuroblast 7-3-
Bildung

Die Diagramme zeigen
die relative Anzahl der
NB7-3-Bildung in PS15
verschiedener mutanter
Hintergriinde (A) bzw.
die relative Anzahl der
NB7-3-Inhibition in den
PSs4-14 durch die
ektopische ~ Expression
unterschiedlicher
Konstrukte (wie
angezigt).



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Eine Neuroblastenkarte fiir die terminalen abdominalen Neuromere

Basierend auf der Ablation durch UV-Bestrahlung wihrend des Blastodermstadiums und
Mutantenanalyse der Epidermis konnten zuvor vier Segmentanlagen (A8-All) und ein nicht-
segmentales Telson in der terminalen Abdominalregion identifiziert werden (Jiirgens, 1987).
Allerdings konnen auch im vNS die metameren Einheiten nur bis zum Stadium der maximalen
Keimstreifverldngerung (Stl11l-12e) unterschieden werden. AnschlieBend kommt es durch
morphogenetische Bewegungen, Kondensation und Fusion von Segmentanlagen zu einer sehr
aperiodischen und abgeleiteten Form dieser Region im Vergleich mit den repetitiven anterioren
Neuromeren des Abdomens (Kuhn et al., 1992). Dies erschwert eine spitembryonale Zuweisung
von NBs zu ihren Ursprungsneuromeren (Kapitel 4.2).

Durch die umfassende Analyse von molekularen Markern konnte im Rahmen dieser Arbeit eine
detaillierte Karte fiir die vorhandenen NBs dieser Region erstellt werden (Abb. 3-9). Die Karte
bezieht sich auf Stl2e, da zu diesem Zeitpunkt bereits alle terminalen abdominalen NBs
delaminiert sind und die segmentalen Einheiten noch gut voneinander differenziert werden
konnen. Die Identifizierung der vorhandenen NBs basiert auf der seriellen Homologie zu NBs in
anterioren Neuromeren. Diese delaminieren etwas frither (Doe, 1992), exprimieren eine
weitgehend identische Kombination von molekularen Markern und nehmen vergleichbare
Positionen in den Neuromeren ein (zusammengefasst in Technau et al., 2006). Des Weiteren
bringen sie hdufig die gleichen charakteristischen Tochterzellen hervor, die sich ebenfalls durch
molekulare Marker identifizieren lassen (Kapitel 3.1.2.2). Jedoch weisen einige seriell homologe
NBs segmentspezifische Unterschiede in ihren Zellstammbdumen auf (Abb. 1-3), die auf eine
modifizierte Spezifizierung ihrer Vorldufer, PCD und unterschiedliches Proliferationsverhalten
zuriickgehen (zusammengefasst in Rogulja-Ortmann und Technau, 2008). Dementsprechend
konnten auch Unterschiede in der Expression molekularer Marker zwischen seriell homologen
NBs dieser Region festgestellt werden. Solche Markergene stellen potenzielle Kandidaten fiir die
Kontrolle segmentspezifischer Unterschiede zwischen seriell homologen Zellstammbédumen dar.
Gerade Faktoren, welche die zeitliche Spezifizierung von NBs kontrollieren (ming, svp), weisen
in den terminalen abdominalen Neuromeren ein sehr abgeleitetes Muster auf. So zeigt NB3-4 in
A8 und A9 beispielsweise eine Expression von ming (cas)-lacZ, wihrend er in A10 keine
Expression dieses Markers aufweist (Abb. 3-9). Es ist vorstellbar, dass gewisse Zeitfenster der
Zellstammbaumbildung in solchen Vorldufern ausgelassen werden, indem definierte temporire
Spezifizierungsgene nicht exprimiert werden. Moglicherweise werden deshalb bestimmte

Tochterzellen von NBs in den terminalen Neuromeren nicht gebildet. Damit einhergehend wurde
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beobachtet, dass der Durchmesser vieler NBs in A9 und v.a. A10 oftmals auffillig reduziert ist
(z.B. Abb. 3-6D), was auf eine geringere Anzahl an Mitosen dieser Vorldaufer im Vergleich zu
ihren seriellen Homologen in anterioren Segmenten hindeutet. Dies wiirde dazu fiihren, dass NBs
dieser Region stark abgeleitete Zellstammbdume hervorbringen, die in Zukunft durch klonale
Analysen (z.B. Dil-Markierung) untersucht werden konnten. Insbesondere Abd-B.r und cad, die
fiir die Identitdt von A9 und A10 verantwortlich sind und moglicherweise auch die Expression
tempordrer Spezifizierungsgene kontrollieren, sind an der Morphogenese abgeleiteter
Zellstammbaume dieser Region beteiligt (Kapitel 4.4).

Es konnten NBs in A8, A9 und A10 identifiziert werden (Abb. 3-9). A8 scheint in Bezug auf
seine GroBe, die Anzahl (31) und das Muster der vorhandenen NBs mit den anterioren
Hemineuromeren des Abdomens vergleichbar zu sein. NB2-3 ist der einzige NB, der in diesem
Segment fehlt. Sein Zellstammbaum konnte zuvor aber auch nur im Thorax identifiziert werden
(Schmid et al., 1999). Méglicherweise fehlt dieser NB im gesamten Abdomen.

Im Gegensatz dazu ist die Groe des Neuromers A9 deutlich reduziert (Abb. 3-1B). Aufgrund von
morphologischen Kriterien konnten zuvor drei bis vier laterale NBs pro Seite in diesem Neuromer
gefunden werden (Hartenstein und Campos-Ortega, 1984). Durch den Einsatz von molekularen
Markern war es nun moglich 23 NBs pro Hemineuromer in A9 zu identifizieren, die sowohl
laterale, intermediére, als auch ventrale Positionen einnehmen. Wihrend die NBs der Reihen 1-5
fast vollstindig vorhanden sind (bis auf NB2-3, NB2-4 und NB5-1), betrifft die Reduktion der
NBs vorwiegend das posteriore, En-positive Kompartiment dieses Segments. Der letzte En-
Streifen, der schon zu PS15 gehort, markiert eine Grenze fiir die Abwesenheit vieler NBs (Abb.
3-9).

Dementsprechend konnten in A10 nur noch 11 NBs pro Hemineuromer identifiziert werden.
Deren Existenz wurde bislang noch nicht beschrieben, obwohl bereits Neurone identifiziert
werden konnten, die sich dem gsb-d-Streifen in A10 zuordnen lieBen (Gutjahr et al., 1993).
Vergleichbar mit A9 fehlen fast alle NBs des posterioren Kompartiments (Abb. 3-9). Allerdings
konnte, im Gegensatz zu A9, in A10 der NB6-4 identifiziert werden, der mit Ausnahme von En,
die Kombination von Markern exprimiert, die in den anterioren Segmenten des Abdomens typisch
fiir ihn ist (Eg, Repo, gsb-d, Msh). Dieser NB stellt den einzigen neuralen Vorldufer dar, der in A9
nicht gebildet wird, aber in A10, trotz der Abwesenheit des En-Streifens, vorhanden ist. Das ist
insofern erstaunlich, als dass die Bildung des NB6-4 in thorakalen und anterioren abdominalen
Neuromeren von der En-Expression abhédngig ist (Deshpande et al., 2001). Auch seine Position
direkt posterior vom En-Streifen in A9 ist eher untypisch, da es sich beim NB6-4 ja eigentlich um
einen NB des posterioren Kompartiments handelt. Allerdings fillt eine Zuweisung von NBs
aufgrund ihrer Lage in A10 oftmals schwer, da sie wegen der Kompaktheit dieses Segments

haufig abweichende Positionen einnehmen.
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Der LGB in A10 konnte nicht iiber eine frithe Repo-Expression identifiziert werden (Abb. 3-7A).
Die Naz-positiven Gliazellen in dorsaler Lage liefern jedoch einen deutlichen Hinweis darauf,
dass dieser Vorldufer auch in A10 vorhanden ist (Abb. 3-7C). AuBlerdem konnte mittlerweile eine
Hand-positive D-Zelle in A10 identifiziert werden. Die klonale Analyse mittels Dil-Markierung
konnte zeigen, dass diese Zelle in anterioren Neuromeren vom LGB stammt (C. Rickert,
unveroffentlicht). Dies liefert einen weiteren deutlichen Hinweis darauf, dass der LGB tatsdchlich
auch in A10 noch gebildet wird.

Bemerkenswerterweise exprimiert etwa die Hailfte der A10 NBs gsb-d, aber kein En, was
nahelegt, dass ein Grofiteil der A10 NBs aus Reihe 5 stammt. Gemeinsam mit dem MNB spiegeln
diese NBs die caudalsten Vorlduferzellen des vNS wider. Der MNB selbst ist der einzige NB, der
eine En-Expression in A10 zeigt. Demnach ist er der einzige NB, der sich dem posterioren
Kompartiment von A10 zuordnen ldsst und deshalb schon zu PS16 gehort (Abb. 3-9).

Die Reduktion von NBs in A9 (um 28%) und A10 (um 66%) betrifft vorwiegend die A/P-Achse
(Abb. 3-10A): Wihrend NBs des posterioren Kompartiments (Reihen 6 und 7) fast vollstindig
fehlen, sind sowohl laterale, intermedidre, als auch ventrale Vertreter zu finden. Dies wird auch
durch die exprimierten molekularen Marker widergespiegelt: Die D/V-Gene vnd, ind und msh
werden noch in allen terminalen Segmenten exprimiert (Abb. 3-5), wohingegen z.B. das
Segmentpolarititsgen en in A10 nur noch rudimentér exprimiert wird (Abb. 3-1B).
Bemerkenswert ist auch, dass keine signifikanten Unterschiede in der Gesamtanzahl der NBs aller
untersuchter Segmente zwischen den beiden Geschlechtern festgestellt wurden (Abb. 3-1C).
Demnach werden wohl alle NBs in beiden Geschlechtern angelegt und die geschlechtsspezifische

Differenzierung erfolgt erst spater (Kapitel 4.3).

4.2 Der embryonale Ursprung der geschlechtsspezifischen Neuroblasten und

der doublesex-Gal4-exprimierenden Mittellinienzellen

Durch den Einsatz von dsx-Gal4 und diversen molekularen Markern war es moglich die
geschlechtsspezifischen NBs bereits spatembryonal zu identifizieren (Kapitel 3.2.1.1). Sie werden
in Ménnchen und Weibchen gleichermaBlen angelegt. Die Expression der molekularen Marker
(dsx, Dpn, Gsb-p und Msh) liefert deutliche Hinweise darauf, dass NB5-4 zumindest einem dieser
beiden NBs entspricht. Da beide geschlechtsspezifischen NBs dieselbe Kombination an
molekularen Markern aufweisen, sehr nahe zusammen liegen (Abb. 3-11) und &hnliche
postembryonale Zellstammbéume (Abb. 3-15A, C) generieren, wire es mdglich, dass sie aus einer
symmetrischen Teilung von NB5-4 hervorgehen.

Im St16 sind beide anterior vom letzten En-Streifen in A9 zu finden. Allerdings ist es zu diesem

Zeitpunkt nicht mehr moglich den segmentalen Ursprung der geschlechtsspezifischen NBs zu
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ermitteln, da A9 und A10 bereits vollstindig fusioniert sind. Da NB5-4 in beiden Segmenten
angelegt wird (Abb. 3-9), wire es auch durchaus vorstellbar, dass es sich um serielle Homologe
von NB5-4 aus A9 und A10 handelt. So wird gsb-d, der Aktivator von gsb-p, in den Segmenten
A9-A1l exprimiert (Baumgartner et al., 1987). Bei der Etablierung der terminalen Gsb-d-Streifen
ist auffallig, dass zunéchst der Streifen in A9 mit der Expression startet und darauffolgend die
»Anal Pads®“ (A11) ihre Expression induzieren. SchlieBlich beginnt die Expression im Streifen
von A10 als diinne Zellreihe, die zunidchst noch mit dem Gsb-d-Streifen in A9 iiberlappt, sich von
diesem aber wihrend des Stadiums der maximalen Keimstreifverlangerung separiert (Gutjahr et
al., 1993). Die rdumliche Anndherung der Gsb-d-Streifen von A9 und A10 konnte der Ursprung
fiir die Nédhe der beiden NBs in spiteren Stadien sein. Moglicherweise ndhern sich die NBs aber
auch erst spéter aneinander an. Wéhrend der Keimstreifretraktion wandern Zellen aus dem
posterioren Kompartiment von A8 und A9 nach dorsal, so dass A10 dem kondensierenden vNS zu
einer ventralen Position folgt (Kuhn et al., 1992). Auch diese, durch morphogenetische Migration
verursachte Anndherung konnte der Grund dafiir sein, dass die NBs so nahe zusammenliegen,
obwohl sie mdglicherweise aus unterschiedlichen Segmenten stammen. Solch eine Anndherung
von seriell homologen Zellen von A9 und A10 konnte auch fiir die vom LGB stammende Hand-
positive D-Zelle und fiir die vom NBS5-6 hervorgebrachten Lbe-positiven Tochterzellen
beobachtet werden, deren Zellcluster bis zum St12] nicht mehr voneinander zu unterscheiden sind
(personliche Mitteilung C. Rickert).

Zuletzt kann aber auch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass es sich bei der zweiten
Zelle um einen anderen Vorldufer als NB5-4 handelt.

Bislang ist nichts dariiber bekannt, ob die geschlechtsspezifischen NBs auch einen embryonalen
Zellstammbaum hervorbringen, der potenziell geschlechtsunabhidngig wire und kein dsx-Gal4
exprimiert.

ML-Gliazellen konnten als eine Quelle von dsx-Gal4-exprimierenden Zellen in der ML
identifiziert werden (Kapitel 3.2.1.2). Der Ursprung der anderen dsx-Gal4-exprimierenden Zellen
konnte jedoch nicht aufgekliart werden. Das larvale Projektionsmuster (Abb. 3-15D) weist auf
einen neuronalen Vorldufer hin. Da die dsx-Gal4-exprimierende Zelle im Embryo En- und Cas-
negativ ist, stammt sie wahrscheinlich nicht vom MNB oder VUM-Vorldufer. Die Run-
Expression deutet auf MP1 hin, jedoch spricht die fehlende Hb-Expression dagegen (Wheeler et
al., 2006).
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4.3 Die duale Rolle von doublesex bei der Kontrolle des Schicksals von

geschlechtsspezifischen Neuroblasten

Obwohl das Geschlecht des Embryos schon vor der Zellularisierung durch das Schaltergen Sx/
determiniert ist (Bopp et al., 1991), erfolgt die sexuelle Differenzierung des ZNS durch dsx erst
spiter (Abb. 1-4). In beiden Geschlechtern konnte erst ab St16 eine dsx-Expression in den
geschlechtsspezifischen NBs detektiert werden (Abb. 3-11). Durch den Einbau von BrdU konnte
zuvor bereits gezeigt werden, dass die postembryonale Proliferation dieser NBs in der L2e-Larve
beginnt. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede in diesen NBs werden erst ab L3m auffallig:
Wihrend die weiblichen die Proliferation zu diesem Zeitpunkt einstellen, teilen sich die
ménnlichen noch bis zu zwolf Stunden nach Beginn der Puppenruhe (Taylor und Truman, 1992).
Im Einklang damit konnten durch die G-Trace Analyse die prominenten Zellstammbédume der
geschlechtsspezifischen NBs in L31-Ménnchen dargestellt werden (Abb. 3-14C). Jedoch konnten
in den Weibchen weder die geschlechtsspezifischen NBs noch deren Tochterzellen postembryonal
nachgewiesen werden (Abb. 3-14A). Eine mogliche Ursache fiir diese Diskrepanz konnte darin
liegen, dass die geschlechtsspezifischen NBs zuvor nicht direkt iiber molekulare Marker
angesprochen wurden, sondern nur das Proliferationsverhalten aller terminalen abdominalen NBs
in der Larve nachgewiesen wurde (Taylor und Truman, 1992). In dieser Arbeit konnte aber
gezeigt werden, dass sich schon die Anzahl der vorhandenen postembryonalen NBs der
terminalen Region zwischen den Geschlechtern unterscheidet (Abb. 3-19B, C).

Zudem deuten die FErgebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass dsx/F/ den PCD der
geschlechtsspezifischen NBs zwischen St17 und L21 induziert. Bei einer ektopischen Expression
von P35 iberleben die geschlechtsspezifischen NBs im Weibchen und generieren
minnchenspezifische Zellstammbdume in L3 (Abb. 3-20). Hingegen fiihrt die ektopische
Expression von dsx/F] in den Ménnchen zu einem Absterben dieser Zellen. Umgekehrt fiihrt die
ektopische Expression von dsx/M] in den Weibchen zu einer Rettung der geschlechtsspezifischen
NBs (Abb. 3-21). In beiden Situationen sind sowohl die endogene als auch die ektopische dsx-
Isoform in den geschlechtsspezifischen NBs vorhanden. Es konnte zuvor gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor Dsx als Homodimer an die DNA bindet (An und Wensink, 1995a; An und
Wensink, 1995b; Erdman et al., 1996). Bei der ektopischen Expression werden nun aber sowohl
Homo- als auch Heterodimere gebildet und Dsx[F]-Homodimere konkurrieren mit den Dsx[M]-
Homodimeren um die gleichen DNA-Bindestellen. Dementsprechend hiangt die Expressivitét der
gezeigten Transformation von der Dosis der ektopisch exprimierten Isoform ab (siche auch
Sanders und Arbeitman, 2008). Das korreliert mit der Stirke der verwendeten Gal4-Linie
(schwécherer insc- oder stiarkerer dsx-Gal4-Treiber). Hinzu kommt, dass dsx-Gal4 eine Mutation
darstellt (Robinett et al., 2010), in der die Dosis an endogenem dsx im Verhéltnis zu ektopischem

Genprodukt weiter verringert wird. Zusammenfassend belegen die durchgefiihrten Experimente
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eine duale Rolle von dsx bei der Vermittlung (dsx/FJ) und Unterdriickung (dsx/M]) des PCD
(Kapitel 3.2.5).

Wieso die geschlechtsspezifischen NBs in den Weibchen {iberhaupt angelegt werden, bleibt
fraglich. Moglicherweise bringen sie tatsdchlich einen geschlechtsunabhingigen, dsx-negativen
Zellstammbaum im Embryo hervor, bevor durch dsx/F]-Induktion der PCD vermittelt wird. Beim
Knockdown von dsx durch RNAi, von dem beide Isoformen betroffen sind, konnten keine
tiberlebenden NBs in L31-Weibchen gefunden werden, wohingegen es in Ménnchen zu einer
Reduktion der geschlechtsspezifischen NBs kommt (Abb. 3-21). Diese Ergebnisse stimmen mit
einer zuvor durchgefiihrten dsx-Mutantenanalyse {iberein, in der keine postembryonale
Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs nachgewiesen werden konnte (Taylor und Truman,
1992). Weshalb die geschlechtsspezifischen NBs in den Weibchen dann {iiberhaupt dsx/F]
exprimieren, obwohl sie offensichtlich auch unabhéngig von dessen Expression absterben, bleibt
ebenso fraglich. Moglicherweise muss sichergestellt werden, dass die NBs bis zu einem
definierten Zeitpunkt entfernt werden oder es kdme beim nicht durch Apoptose vermittelten
Zelltod zu Problemen mit dem Abtransport der Zellreste.

Das dsx[F] eine Rolle bei der Vermittlung von Apoptose libernimmt, konnte bereits zuvor in den
embryonalen Gonadenvorldufern (DeFalco et al., 2003), den Pl-Interneuronen des adulten
Gehirns (Kimura et al., 2008) und den pupalen TN1-Clustern des thorakalen vNS (Sanders und
Arbeitman, 2008) gezeigt werden. Zusdtzlich konnte ein Screen nach der perfekten Konsensus
Dsx[F]-Bindestelle einen Locus in der Nédhe des proapoptotischen Gens reaper identifizieren,
welches moglicherweise ein Zielgen von Dsx[F] darstellt (Luo et al., 2011).

Die postembryonal gebildeten médnnchenspezifischen Zellstammbdume scheinen eine wichtige
Funktion in minnlichen Fliegen zu besitzen, da sie bis in die Imago persistieren (Taylor und
Truman, 1992). Damit diese Zellstammbédume gebildet werden kénnen, ist es notwendig, dass ihre
Vorldufer tiberleben und dsx/M] scheint der Faktor zu sein, der dafiir maf3geblich verantwortlich
ist. Die rettende Wirkung von dsx/M] wird auch durch jenes Kontrollexperiment widergespiegelt,
in dem dsx/M] ektopisch in Méinnchen exprimiert wird. In diesen Ménnchen tiiberlebt in L3I-
Larven sogar manchmal ein fiinfter NB in den terminalen abdominalen Ganglien, iiber dessen
Identitdt und Herkunft allerdings nichts bekannt ist (Abb. 3-21). Es konnte gezeigt werden, dass
dsx[M] nicht wie zuvor beschrieben die Proliferation der geschlechtsspezifischen NBs (Taylor
und Truman, 1992) oder deren Differenzierung kontrolliert, sondern fiir ihre Rettung vor dem
PCD verantwortlich ist. Dementsprechend wird bei der ektopischen Expression von P35 in
Weibchen, in Abwesenheit von dsx/M], ein vollstaindig mannchenspezifischer Zellstammbaum
generiert, der die fir ihn typischen Projektionen ausbildet (Abb. 3-20C). Die
geschlechtsspezifischen NBs werden in beiden Geschlechtern angelegt und verfiigen {iber das

gleiche intrinsische Programm zur Bildung eines mdnnchenspezifischen Zellstammbaums. Dessen
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An- bzw. Abwesenheit unterliegt der Kontrolle durch dsx, welches auf Stammzellebene
entscheidet, ob die geschlechtsspezifischen Vorlaufer iiberleben oder nicht.

Zusitzlich zu den ménnchenspezifischen Zellstammbdumen in den terminalen Ganglien gibt es in
Bezug auf Zellanzahl, neurale Schaltkreise und Verhalten noch viele weitere
geschlechtsspezifische Unterschiede im ZNS von Weibchen und Ménnchen (z.B. Billeter et al.,
2006; Kimura et al., 2008; Kohatsu et al., 2011; Rideout et al., 2007; Rideout et al., 2010; Sanders
und Arbeitman, 2008; Technau, 1984; von Philipsborn et al., 2011). Die Dsx
Transkriptionsfaktoren spielen zu verschiedenen Zeitpunkten und in unterschiedlichen Geweben
eine Schliisselrolle bei der Etablierung von Sexualdimorphismen und agieren sowohl in
Stammzellen als auch deren Tochterzellen. Damit einhergehend wurde eine geschlechtsabhingige
dynamische Expression von dsx wéhrend der postembryonalen Neurogenese beschrieben (Lee et

al., 2002; Rideout et al., 2010; Robinett et al., 2010; Sanders und Arbeitman, 2008; diese Arbeit).

AuBerdem konnte bereits gezeigt werden, dass dsx gemeinsam mit dem Hox-Gen Abd-B die
Expression des gemeinsamem Zielgens bric-a-brac in geschlechtsabhidngiger Weise kontrolliert,
welches die Pigmentierung des Abdomens im Weibchen reprimiert (Williams et al., 2008).
Zusitzlich formt Abd-B die Morphologie des Abdomens in geschlechtsabhingiger Weise, indem
es die dsx-Expression wihrend der Pupalentwicklung stimuliert (Wang und Yoder, 2012). Die
Daten in dieser Arbeit liefern Hinweise darauf, dass 4bd-B auch eine Rolle fiir das Uberleben der
geschlechtsspezifischen NBs spielen konnte (Abb. 3-20D), jedoch bedarf dies weiterer
Untersuchungen. Auch die Rolle des Segmentpolarititsgens gsb-p und des Zinkfinger-

Transkriptionsfaktors Eg in den geschlechtsspezifischen NBs bedarf weiterer Untersuchungen.

4.4 Abdominal-B und caudal vermitteln die terminal abdominale
Segmentidentitit auf unterschiedlichen Entwicklungsebenen des

ventralen Nervensystems
Wihrend der Entwicklung des VNS von Drosophila vermitteln die Hox-Gene des BX-C im NE,
den NBs und deren Tochterzellen Segmentidentitit entlang der A/P-Achse (Kapitel 1.3)
(zusammengefasst in Rogulja-Ortmann und Technau, 2008). Sie kontrollieren bereits im NE das
intrinsische Potenzial seriell homologer NBs, tagmaspezifisch unterschiedliche Zellstammbaume
hervorzubringen (Prokop und Technau, 1994). So spezifiziert Abd-B den abdominalen NB6-4,
indem es Cyclin E (CycE) reprimiert, was in dessen symmetrischer Teilung resultiert, aus der nur
Gliazellen hervorgehen (Abb. 1-3B). In Abwesenheit von Abd-B kommt es in PS14 zu einer
asymmetrischen Teilung des NB6-4. Dessen Zellstammbaum weist dann, wie im Thorax, neben

Gliazellen auch noch einen neuronalen Subklon auf (Abb. 3-23E) und reflektiert den
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Grundzustand, der keinen Hox-Einfluss bendtigt (Berger et al., 2005; diese Arbeit). Im PSI13
erscheint dieser Phanotyp weniger penetrant, da in diesem PS noch Anteile von abd-A exprimiert
werden, die ebenfalls zu einer Suppression von CycE fiihren (Berger et al., 2005). Dadurch wird
die asymmetrische Teilung unterdriickt. DemgeméB fiihrt die ektopische Expression von Abd-B.m
zu einer Transformation des thorakalen NB6-4 in abdominales Schicksal, was mit dem Verlust
seines neuronalen Subklons verbunden ist (Abb. 3-28B). Der NB6-4 wird auch in PS15 gebildet
(Abb. 3-9) und besteht dort wohl nur aus einem glialen Anteil, der den molekularen Marker Eg
sehr schnell herunter reguliert. Wahrscheinlich verhindert die Aktivitdt von cad in Abd-B-
Funktionsverlustmutationen die Bildung eines neuronalen Subklons in PS15. Jedenfalls hat die
ektopische Expression von cad gezeigt, dass es durchaus das Potenzial besitzt, das thorakale
Schicksal des NB6-4-Zellstammbaums ebenfalls zu unterdriicken (Abb. 3-33D). Allerdings war es
bislang nicht moglich eine Abd-B;cad Doppelmutante zu etablieren, was die Untersuchung dieser
Fragestellung ermdglichen wiirde.

Die frithe Funktion der Hox-Gene auf NE- und NB-Ebene umfasst auch die Determination einer
bestimmten segmentspezifischen NB-Population, die am Ende der Embryogenese iiberleben, zu
postembryonalen NBs werden und nach einer kurzen Ruhephase die Proliferation in der Larve
wieder aufnehmen (Prokop et al., 1998; Tsuji et al., 2008). In spdteren Stadien konnte gezeigt
werden, dass Hox-Gene die Spezifizierung bestimmter Zelltypen durch segmentspezifische
Genregulation und Integration von tempordren Signalen auf Ebene der NBs und deren
Tochterzellen kontrollieren (Estacio-Gomez et al., 2013; Karlsson et al., 2010).

Ein weiterer Mechanismus, durch den Hox-Gene das segmentale Muster des ZNS beeinflussen, ist
die Kontrolle des PCD. Auf der Ebene der differenzierten Tochterzellen ist die Kontrolle der
Apoptose eine spatembryonale Funktion der Hox-Gene, wobei sie den PCD zellspezifisch
induzieren oder auch reprimieren kdnnen (Miguel-Aliaga und Thor, 2004; Rogulja-Ortmann et al.,
2008; Suska et al., 2011). Auch Anteile des Zellstammbaums von NB3-3 in PS14 scheinen der
durch Abd-B-induzierten Apoptose zu unterliegen (Abb. 3-24E). Moglicherweise werden
spezifisch die Tochterzellen eliminiert, die keine Eve-Expression aufweisen, doch dies bedarf
noch einer genaueren Analyse.

Auf der Ebene der postembryonalen NBs regulieren Hox-Gene deren Proliferationsende in L3,
indem sie auch hier den PCD vermitteln (Bello et al., 2003). Des Weiteren wurde der PCD bereits
in gnathalen und terminalen abdominalen Segmentsgrenzen des Ektoderms nachgewiesen
(Lohmann et al., 2002; Nassif et al., 1998). Die Induktion der Apoptose erfolgt in diesen Fillen
durch die Hox-Gene Dfd und Abd-B, die eine ganze Reihe proapoptotischer Gene aktivieren
(Hueber et al., 2007; Lohmann et al., 2002; Zhai et al., 2009). Auch die geschlechtsspezifischen

NBs in der terminalen Abdominalregion des Weibchens unterliegen im spdten Embryo/der frithen
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Larve dem PCD (Kapitel 3.2.4). Insofern erschien es wahrscheinlich, dass auch die Reduktion der
NBs in PS14-15 auf PCD zuriickgeht.

Jedoch konnte in den terminalen Neuromeren von Df(3L)H99-Embryonen des Stl2e kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der NBs im Vergleich mit dem WT festgestellt werden
(Abb. 3-22), so dass der PCD wohl nicht fiir die verringerte Anzahl an NBs in der friihen
Neurogenese dieser PSs verantwortlich ist. Stattdessen zeigen Anlagenkarten wihrend des
Blastodermstadiums, dass die terminalen segmentalen Anlagen signifikant reduziert sind
(Hartenstein et al., 1985; Jiirgens, 1987; Technau und Campos-Ortega, 1985). Die Spezifizierung
dieser Anlagen unterliegt auch Abd-B und cad, die fiir die Identitdt der terminalen abdominalen
PSs mitverantwortlich sind (Moreno und Morata, 1999; Sanchez-Herrero et al., 1985). So umfasst
eine Funktion dieser Gene die Unterdriickung ventraler Strukturen in diesem Bereich (Kuhn et al.,
1995). Wiirde dies auch das NE betreffen, so wiirde dies dessen rudimentidren Zustand erkldren,
der fiir die reduzierte Anzahl von NBs verantwortlich sein konnte.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Abd-B und cad in PS15 die Bildung von etwa drei bis vier
NBs pro Hemi-PS unterdriicken (Abb. 3-22), wobei bereits eine frithe Expression dieser Gene im
NE notwendig ist. Das konnte darauf zuriickgehen, dass beide Gene die Grof3e des NE in dieser
Region verringern. In diesem Fall wiirden sie nur die Bildung des Anteils an NE verhindern, aus
dem diese NBs hervorgehen. Da der NB7-3 beispielsweise in anterioren Neuromeren aus einer
En-positiven, intermedidren D/V-Position hervorgeht, wiirde man vermuten, dass 4bd-B und cad
die Bildung genau dieses Bereichs im NE verhindern. Eine mogliche Alternative wire, dass diese
neuroektodermale Doméne zwar geformt wird, Abd-B und cad aber die Bildung, der aus dieser
Region hervorgehenden NBs unterdriickt. Dies konnte durch die Regulation der Gene geschehen,
welche die proneuralen Cluster des NE definieren, aus denen die NBs hervorgehen (Kapitel 1.1)
(zusammengefasst in Skeath und Carroll, 1994). So konnte ein Screen nach Hox-Zielgenen
zeigen, dass eine ektopische Expression von Abd-B zu einer Herunterregulation von lethal of scute
(I(1)sc) fiihrt, welches eines der vier Mitglieder des AS-C darstellt (Martin-Bermudo et al., 1991).
Im WT wird L(1)sc in dem proneuralen Cluster exprimiert, aus dem der NB7-3 hervorgeht, sowie
fiir eine kurze Zeit auch im NB7-3 selbst (S. R. Myneni, unveroftentlicht).

Die ektopische Co-Expression von cad und Abd-B.r reduziert die Anzahl an NBs in anterioren
Hemi-PSs von ~31 auf ~25 (Abb. 3-33H). Diese Anzahl unterscheidet sich allerdings signifikant
von der Anzahl an NBs, die in PSI5 beobachtet wurden (~12). Moglicherweise wird die
Suppression von NBs in anterioren PSs durch dort exprimierte Faktoren beschrénkt.
Wahrscheinlicher erscheint aber, dass weitere, bislang nicht identifizierte, posteriore
Musterbildungsgene an der Suppression weiterer NBs in PS15 beteiligt sind. So sind noch zwei
weitere Gene fiir die Kontrolle terminal abdominaler Segmentidentitit verantwortlich: fork head,

das den terminalen Charakter posterior von PS15, und demnach wohl auBerhalb des VNS,
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determiniert (Jiirgens und Weigel, 1988), sowie spalt (sal), dass in PS14-15 exprimiert und fiir
deren Identitdt benotigt wird (Jirgens, 1988; Kiihnlein et al., 1994). Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass tailless die Transkription von sal aktiviert und cad zusitzlich dessen basale
Expression steigert. So ist cad notwendig, aber nicht ausreichend fiir die posteriore sal-Expression

(Kiihnlein et al., 1997) und wiirde demnach oberhalb von sal agieren.

4.5 Abdominal-B.r vermittelt nur gemeinsam mit caudal terminales

abdominales Schicksal im ventralen Nervensystem
Abd-B.m wird in PS13 und anterior dazu, Abd-B.r in PS14-15 exprimiert, wo es mit der
Expression von Cad tiiberlappt (Abb. 3-26B, C; Abb. 3-29A). Abd-B.r scheint notwendig, aber
nicht ausreichend zu sein, um terminales Schicksal im VNS zu vermitteln. So konnte bei der
ektopischen Expression von Abd-B.r, in Bezug auf die Gesamtanzahl an NBs, der Inhibition der
NB7-3-Bildung oder der Spezifizierung des NB6-4, keine offensichtliche Transformation eines
anterioren PS in posteriores Schicksal erzielt werden (Abb. 3-28A, H). Das widerspricht
vorhergehenden Untersuchungen, die durch die Misexpression von Abd-B.r ektopische Filzkorper
in anterioren Segmenten induzieren konnten, eine ektodermale Struktur, die charakteristisch fiir
PS13 ist (Kuziora, 1993; Lamka et al., 1992). AuBBerdem konnte keine offensichtliche Ubx-
Repression erzielt werden (Abb. 3-28J), obwohl zuvor beschrieben wurde, dass ektopische
Abd-B.r-Expression zu einem Herunterregulieren von Ubx-Transkripten fiihrt (Kuziora, 1993).
Wie zuvor bereits gezeigt, kann Abd-B.r nicht auf seine regulatorische Funktion als Repressor von
Abd-B.m beschrinkt werden, da es auch eine morphogenetische Rolle bei der Aktivierung von
Genexpression ausiibt (Ali und Bienz, 1991; Thali et al., 1988). Jedoch konnte erst kiirzlich
gezeigt werden, dass ektopisches Abd-B.r nur eine schwache morphogenetische Kapazitit in
anterioren PSs besitzt, da es die Co-Faktoren anteriorer Hox-Gene, wie homothorax oder
extradenticle, die mit Abd-B konkurrieren und seiner Funktion entgegenwirken, nur sehr
ineffizient herunter reguliert (Rivas et al., 2013). Die Untersuchungen dieser Arbeit bestétigen
diese Ergebnisse und deuten an, dass Abd-B.r die Co-Expression von cad bendtigt, um seine
vollstindige morphogenetische Kapazitit in Bezug auf die Vermittlung des terminalen Schicksals
zu entfalten (Abb. 3-33C, F). Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass 4bd-B und cad fiir die
Unterdriickung ventraler Strukturen in den terminalen PSs benotigt werden (Kuhn et al., 1995).
Dementsprechend zeigt die alleinige ektopische Expression von Abd-B.r oder cad nur geringe
Effekte auf anteriore PSs (Abb. 3-28A, H; Abb. 3-33A, D) (Mlodzik et al., 1990; Rivas et al.,
2013). Bei der gemeinsamen ektopischen Expression im VNS scheinen sie sich zu
komplementieren: cad kann die anterior exprimierten Hox-Gene (Ubx, abd-A) herunter regulieren

(Abb. 3-32), was wahrscheinlich eine Voraussetzung dafiir ist, dass 4bd-B.r die Bildung von NBs
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unterdriicken kann. Im Gegensatz dazu vereint 4bd-B.m beide Funktionen (Abb. 3-28B, I, K).
Warum es allerdings die Fahigkeit besitzt die NB-Bildung zu unterdriicken, obwohl es diese
Funktion niemals in seiner nativen Expressionsdomine austibt, bleibt rétselhaft.

Da Abd-B.m und das verkiirzte Abd-B.r Protein den gleichen C-Terminus besitzen, wire es
denkbar, dass dieser die Domédne beherbergt, die es ermoglicht die NB-Bildung zu unterdriicken.
Demgeméll wiére der N-Terminus, der nur in Abd-B.m vorhanden ist, notwendig, um die
Expression anteriorer Hox-Gene zu unterdriicken. Folglich wiirde Cad den fehlenden N-Terminus
in Abd-B.r kompensieren. Auf Proteinebene enthélt der N-Terminus von Abd-B.m eine grof3e
Abfolge an Glutamin, die als M- oder opa-Motiv bezeichnet wird (Wharton et al., 1985). Eine
potenziell funktionell redundante Sequenz aus Asparagin konnte auch in Cad identifiziert werden
(Mlodzik et al., 1985).

In Drosophila existieren mindestens vier 4bd-B-Transkripte und zwei -Proteinisoformen (Abb.
3-26A), deren Expression durch voneinander separierte, parasegmentspezifische, cis-
regulatorische Sequenzen sehr komplex reguliert wird (zusammengefasst in Duncan, 1987;
Sanchez-Herrero, 1991). Dementgegen existieren 16 verwandte Gene in Vertebraten, die auf vier
paraloge Gencluster aufgeteilt sind und alle auf denselben Vorldufer zuriickgehen wie Abd-B
(zusammengefasst in McGinnis und Krumlauf, 1992). Diese entstanden wohl zundchst durch
Tandemduplikation, gefolgt von der Duplikation ganzer Gencluster und dem anschlieBenden
Verlust einiger Gene innerhalb dieser Cluster (zusammengefasst in Holland und Garcia-
Fernandez, 1996). Dementsprechend wird angenommen, dass die posterioren Hox-Gene der
Deuterostomia schneller evolvieren als die der Protostomia (Ferrier et al., 2000).

Das ParaHox-Gen cad und Abd-B leiten sich wohl durch Duplikation von einem gemeinsamen
Vorfahren aus dem ProtoHox-Gencluster ab und stellen demnach evolutiondre Geschwister dar
(Brooke et al., 1998; zusammengefasst in Garcia-Fernandez, 2005). Dementsprechend teilt cad
viele Eigenschaften mit den Hox-Genen des BX-C: ein Hox-typisches Hexapeptid-Motiv der
Konsensussequenz I[YPWMK N-terminal von der Homeodomine und ein Intron an derselben
Position wie in Abd-B (Gehring et al., 1994). Wie fiir paraloge Gene erwartet, zeigen Cad und
Abd-B iiberlappende Expressionsdominen im vNS (Abb. 3-29B). Ektopische Expression von cad
resultiert in einer effizienten Herunterregulation von Ubx und Abd-A (Abb. 3-32). Jedoch konnten
im Gegensatz zu vorherigen Untersuchungen in Imaginalscheiben (Moreno und Morata, 1999)
keine Hinweise darauf gefunden werden, dass eine ektopische Expression von cad zu einer
Suppression der Abd-B-Expression fiihrt (Abb. 3-31C). Dies wiirde eine Ausnahme von der Regel
der posterioren Dominanz darstellen.

In Sdugetieren existieren drei cad Homologe: Cdx1, Cdx2 und Cdx4 (Ferrier et al., 2005). In der
Maus (Mus musculus) zeigen sie eine kollineare und iiberlappende Expression im caudalen

embryonalen Neuralrohr (Beck et al., 1995; Gamer und Wright, 1993; Meyer und Gruss, 1993).
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Mutationen resultieren in homeotischen Transformationen nach anterior und offenbaren
funktionale Redundanz bei der Kontrolle von posteriorer Identitdt (Chawengsaksophak et al.,
2004; Chawengsaksophak et al., 1997; Subramanian et al., 1995; van den Akker et al., 2002; van
Nes et al., 2006), was auf eine konservierte Funktion zwischen Mus musculus und Drosophila
hindeutet. Zusdtzlich arretiert das komplexe Zusammenspiel von Cdx- und posterioren Hox-
Genen die Achsenverldngerung in Miusen (zusammengefasst in Mallo et al., 2010; Young et al.,
2009). In dieser Arbeit wurde nun auch erstmals eine gemeinsame Funktion bei der Restriktion
der NB-Bildung im terminalen abdominalen VNS von Drosophila nachgewiesen, was andeutet,

dass dieses Zusammenspiel offenbar hoch konserviert und atavistisch ist.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der Musterbildung in der terminalen Abdominalregion des
Zentralnervensystems von Drosophila melanogaster untersucht. Dazu wurden zunéchst die
Anzahl der angelegten Neuromere und das Muster der dort lokalisierten neuralen Stammzellen
(Neuroblasten) analysiert (Kapitel 3.1.1). Dabei zeigte sich, dass sowohl die Grofe der
Neuromere, als auch die Anzahl an Neuroblasten von anterior nach posterior sukzessiv abnimmt,
wobei keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Anzahl der vorhandenen Neuroblasten
festgestellt werden konnten. Durch die Kombination einer Vielzahl von molekularen Markern war
es anschliefend mdglich, die Identitét aller Neuroblasten in diesem Bereich aufzukldren (Kapitel
3.1.2) und in einer Karte zusammenzutragen (Abb. 3-9). Sie weisen alle eine serielle Homologie
zu Neuroblasten in weiter anterior gelegenen Segmenten auf.

Des Weiteren wurde die embryonale Identitit der geschlechtsspezifischen NBs untersucht
(Kapitel 3.2.1.1) und deren postembryonalen ménchenspezifischen Zellstammbaume

charakterisiert (Kapitel 3.2.2).

Diese detaillierten Beschreibungen bildeten die Grundlage fiir die funktionelle Analyse von
geschlechts- und segmentspezifischen Faktoren, die zur Musterbildung in dieser Region des
Zentralnervensystems beitragen. So konnte gezeigt werden, dass die weibliche Isoform von
doublesex den programmierten Zelltod der geschlechtsspezifischen Neuroblasten induziert,
wiahrend die méannliche Isoform diesen verhindert (Kapitel 3.2.5). Das Hox-Gen Abdominal-B
zeigt relativ milde Effekte auf das Uberleben dieser Neuroblasten (Kapitel 3.2.4), was darauf
hindeutet, dass weitere Faktoren benétigt werden, um diesen Prozess in segmentspezifischer
Weise zu kontrollieren.

Die Funktion von Hox-Genen wurde ferner im Hinblick auf die abgeleitete Morphologie der
terminalen Neuromere untersucht (Kapitel 3.3). Es konnte herausgefunden werden, dass die
regulatorische Isoform von Abdominal-B auf mehreren Ebenen wirkt: Sie beeinflusst die
Zusammensetzung bestimmter Zellstammbdume durch Modifikation von
Zelldeterminationsprozessen und durch die Kontrolle des programmierten Zelltods. Aullerdem
unterdriickt sie die Bildung einer spezifischen Subpopulation von Neuroblasten. Allerdings
bendtigt Abdominal-B.r die Co-Expression des ParaHox-Gens caudal, um sein gesamtes

Potenzial beziiglich der Suppression dieser Neuroblasten zu entfalten (Kapitel 3.3.6).

Die vorliegende Arbeit hat somit erste Einblicke in die geschlechtsspezifische und
segmentspezifische Spezifizierung der terminalen Abdominalregion des Zentralnervensystems
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von Drosophila auf Ebene des Neuroektoderms, der daraus hervorgehenden Neuroblasten und
deren Tochterzellen gewahrt. Die vollstindige und detailgetreue Beschreibung des Neuroblasten-
Musters und der postembryonalen ménnchenspezifischen Zellstammbidume hat zudem attraktive
Modellsysteme fiir zukiinftige Untersuchungen etabliert, an denen sich weitere Mechanismen der

Musterbildung im Zentralnervensystem analysieren lassen.
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7.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 2-1: Verwendete Gerite
Tab. 2-2: Verwendete Software
Tab. 2-3: Verwendete Fliegenstimme
Tab. 2-4: Verwendete Primer
Tab. 2-5: Verwendete Primérantikorper
Tab. 2-6: Verwendete Sekundérantikrper

Tab. 2-7: Verwendete RNA-Sonden

7.3 Abkiirzungsverzeichnis

7.3.1 Allgemeine Abkiirzungen

Dieses Verzeichnis enthilt keine

» Abkiirzungen aus dem Periodensystem der Elemente

» allgemeinen Abkiirzungen, die im Duden zu finden sind

» Abkiirzungen fiir Balancerchromosomen, deren dominante Marker und Reportergene

Al-All
Abd-B.m
Abd-B.r
aCC

A. dest.
ANT-C
A/P

AP

aPS
AS-C
BCIP

bp
BrdU
BX-C
C1-C3
CDS8::GFP
cDNAC(s)
CDS(s)
Cy3

Cy5
DAB
DEPC
Df

DIG
DNAC(s)

abdominale Segmente 1-11
morphogenetische Isoform von Abdominal-B
regulatorische Isoform von Abdominal-B
,,anterior corner cell*
destilliertes Wasser
,Antennapedia-Complex”
anterior/posterior
Alkalische Phosphatase
anteriores Parasegment
,Achaete-Scute-Complex”
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
Basenpaare
5-Brom-2-desoxyuridin
»Bithorax-Complex”
gnathale Segmente 1-3
Fusionsprotein aus dem Oberflachenprotein CD8 und GFP
»complementary DNA(s)"
,coding sequence(s)* (proteinkodierende Sequenz(en))
Cyanin 3
Cyanin 5
3,3‘-Diaminobenzidin
Diethylpyrocarbonat
Defizienz
Digoxygenin
Desoxyribonukleinsdure(n)
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DNAse(n)
dNTP(s)
DSHB
dsx[F]
dsx[M]
D/V

EL
EMS

et al.
FITC
FRT(s)
g

GFP
GMZ(s)
G-Trace
h

HRP
HS(s)
kDa

1

Lle

L11
Lim
LGB

M

ng

mg

min

ul

ml

ML

pum

mM
MNB
MP1
mRNAC(s)
n

NB(s)
NBT
ncRNA(s)
NE

n.s.

PBS
PBT
PBTW@CHDEPC
pCC
PCD
PCR
pNR
pPS
PS(s)
RFP
RNAi
RNAC(s)

Desoxyribonuklease(n)
Desoxynukleosidtriphosphat(e)
,Developmental Studies Hybridoma Bank”
weibliche Isoform von doublesex
ménnliche Isoform von doublesex
dorso/ventral

Even skipped-positiv, lateral
Ethylmethansulfonat

und weitere

Fluorescein

,»flipase recombination target(s)*
Gramm

griin fluoreszierendes Protein
Ganglienmutterzelle(n)
,,Gal4-technique for real-time and clonal expression”
,hour” (Stunde)

,horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Hemisegment(e)

Kilodalton

Liter

frithes L1-Larvenstadium

spites L1-Larvenstadium
mittleres L1-Larvenstadium
Longitudinaler Glioblast

Molar

Mikrogramm

Milligramm

Minute

Mikroliter

Milliliter

Mittellinie

Mikrometer

Millimolar

medianer Neuroblast

,midline precursor 1
,,messenger RNA(s)*

Anzahl

Neuroblast(en)
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
»honcoding RNA(s)*
Neuroektoderm

nicht signifikant

1x ,,Phosphate Buffered Saline*
PBS + Triton X-100

PBS + Tween 20 in A. dest.pgpc
,posterior corner cell”
,programmed cell death* (programmierter Zelltod)

,polymerase chain reaction” (Polymerasekettenreaktion)

procephale neurogene Region
posteriores Parasegment
Parasegment(e)

rot fluoreszierendes Protein
RNA-Interferenz
Ribonukleinsdure(n)
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RNAse(n)
rpm
RT
S1-S5
sec

St
Stl2e
St121
St12m
T1-T3
UAS
UTR(s)
vNR
vNS
Vol.
VUM
WP
WT
ZNS

Ribonuklease(n)

,rounds per minute® (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur
Segregationswelle 1-5

Sekunde

Embryonalstadium

frithes Embryonalstadium 12
spates Embryonalstadium 12
Mitte des 12. Embryonalstadiums
thorakale Segmente 1-3
,Lupstream activating sequences*
untranslatierte(r) Bereich(e)
ventrale neurogene Region
ventrales Nervensystem
Volumen

,ventral unpaired median*

weille Puppe

Wildtyp

Zentralnervensystem
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7.3.2 Genabkiirzungen

abd-A abdominal-A

Abd-B Abdominal-B
Beta-Gal Beta-Galaktosidase
cad caudal

cas castor

CycE Cyclin E

Dfd Deformed

dpn deadpan

dsx doublesex

eg eagle

elav embryonic lethal abnormal vision
ems empty spiracles

en engrailed

eve even skipped

ey eyeless

fru fruitless

gsb-d gooseberry distal
gasb-p gooseberry proximal
hb hunchback

hkb huckebein

ind intermediate neuroblasts defective
insc inscuteable

lbe ladybird early

I(1)sc lethal of scute

mira miranda

mirr mirror

msh muscle segment homeobox
naz nazgul

otd orthodenticle

Poxn Pox neuro

repo reversed polarity
run runt

sal spalt

sca scabrous

SVp seven up

Sxl Sex lethal

tra transformer

tra2 transformer?2

Ubx Ultrabithorax

unpg unplugged

vad ventral nervous system defective
wg wingless

Im gesamten Text werden Genbezeichnungen, Allele und deren RNA kursiv gehalten. Handelt es
sich um ein dominant beschriebenes Allel, wird gemdll Flybase (McQuilton et al., 2012) ein
groBBer Anfangsbuchstabe verwendet und bei einem rezessiv beschriebenem Allel wird ein kleiner
Anfangsbuchstabe benutzt. Bei der Beschreibung von Proteinen ist der Anfangsbuchstabe

grundsétzlich groB und es wird keine kursive Schreibweise verwendet.
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7.4 Curriculum Vitae
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7.5 Eidesstattliche Erklirung
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7.6 Danke
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