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In	summary,	there	are	no	small	problems.	
	Problems	that	appear	small	are	large	problems	

	that	are	not	understood.	
	

Advice	for	the	young	investigator	
Santiago	Ramón	y	Cajal	
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1	Einleitung	

Eine	wichtige	Fragestellung	der	Neuroentwicklungsgenetik	ist,	wie	die	morphologische	

und	 funktionale	 Zelldiversität	 des	Nervensystems	während	 der	 Entwicklung	 zustande	

kommt	 und	 wie	 diese	 entlang	 der	 Anterior/Posterioren-Körperachse	 (A/P-Achse)	

spezifiziert	wird.	Unterschiedliche	Körperabschnitte	übernehmen	Regionen-spezifische	

Aufgaben,	wie	beispielsweise	die	Sinneswahrnehmung,	die	Lokomotion,	die	Respiration	

oder	 die	 Reproduktion	 und	 das	 neuronale	 Netzwerk	 muss	 sich	 entsprechend	 seiner	

Funktion	ausbilden.	Diese	Spezifizierung	stellt	eine	Herausforderung	in	allen	bilateralen	

Organismen	 dar.	 Seit	 Beginn	 der	 Evolution	 des	 Nervensystems	 haben	 sich	 die	

grundlegenden	 molekularen	 und	 genetischen	 Prinzipien	 der	 es	 aufbauenden	 Zellen	

nicht	 grundlegend	 verändert.	 Dieser	 Tatsache	 ist	 es	 zu	 verdanken,	 dass	 die	

Untersuchung	von	Entwicklungsprozessen	in	einem	relativ	einfachen	Modellorganismus	

wie	der	Taufliege	Drosophila	melanogaster	(D.	melanogaster)	weitreichende	Aufschlüsse	

auch	über	die	Entwicklung	des	menschlichen	Nervensystems	geben	kann	 (Arendt	 and	

Nübler-Jung,	 1999).	 D.	 melanogaster	 eignet	 sich	 aufgrund	 ihrer	 über	 100-jährigen	

Laborgeschichte	 und	 der	 in	 dieser	 Zeit	 entwickelten	 vielfältigen	 zellbiologischen,	

physiologischen,	 genetischen	 und	 molekulargenetischen	 Methoden	 hervorragend	 als	

Untersuchungsobjekt	neuronaler	Entwicklungsprozesse.	

 

1.1	Die	embryonale	Neurogenese	von	D.	melanogaster	
	

Morphogengradienten	 führen	 zu	 einer	 grundlegenden	 Orientierung	 im	 Embryo	 und	

aktivieren	abhängig	von	ihrer	Konzentration	kaskadenartig	weitere	Gruppen	von	Genen	

(Schnorrer	 and	 Dickson,	 2004;	 Wolpert,	 1989).	 Bereits	 in	 der	 Eizelle	 von	 D.	

melanogaster	 finden	 sich	 Genprodukt-Gradienten	Maternaler	 Effektgene,	 die	 nach	 der	

Befruchtung	 in	 der	 Zygote	 aktiv	 werden	 (Riechmann	 and	 Ephrussi,	 2001).	 Von	 den	

Maternalen	 Effektgenen	 werden	 die	 Lückengene,	 von	 denen	 die	 Paarregelgene	 und	

schließlich	 die	 Homöotischen	 Gene	 und	 die	 Segmentpolaritätsgene	 aktiviert.	 Die	

Aktivität	 dieser	 Gengruppen	 führt	 zur	 Regionalisierung	 und	 Segmentierung	 des	

Embryos	(Lewis,	1978;	Nüsslein-Volhard	and	Wieschaus,	1980).	Auch	die	Entwicklung	

des	 Nervensystems	 wird	 von	 diesen	 Prozessen	 beeinflusst,	 indem	 neurale	

Vorläuferzellen	 von	 den	 genannten	 Genklassen	 spezifiziert	 werden	 (Bhat,	 1999;	

Deshpande	et	al.,	2001;	Technau	et	al.,	2006;	Urbach	and	Technau,	2003b).		
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Im	Gastrula-Stadium	können	bereits	distinkte	Bereiche	des	bilateralen	Neuroectoderms	

ausgemacht	 werden,	 die	 sich	 ventral	 im	 entwickelnden	 Embryo	 befinden	 und	 aus	

welchen	 sich	 das	 Zentrale	 Nervensystem	 (ZNS)	 entwickelt.	 Diese	 neurogene	 Zone	

unterteilt	 sich	 in	 das	 anterior	 gelegene	 procephale	Neuroektoderm,	 aus	welchem	 sich	

das	Gehirn	bildet,	und	das	weiter	posterior	gelegene	ventrale	Neuroektoderm,	welches	

das	 Suboesophagialganglion	 und	 das	 ventral	 gelegene	 Bauchmark	 hervorbringt	

(Campos-Ortega	 and	Hartenstein,	 1997).	Das	 ventrale	 Bauchmark	 stellt	 das	 homologe	

Pendant	zum	Rückenmark	in	Vertebraten	dar	(Arendt	and	Nübler-Jung,	1999).	Es	setzt	

sich	aus	vierzehn	Ganglienpaaren	zusammen,	welche	longitudinal	durch	Nervenbündel,	

den	 sogenannten	 Konnektiven,	 und	 horizontal	 durch	 Kommissuren	 strickleiterartig	

miteinander	verbunden	sind.	Dabei	existieren	drei	gnathale	(C1-C3),	drei	thorakale	(T1-

T3)	und	acht	abdominale	(A1-A8)	segmentale	Ganglien.		

Innerhalb	 des	 Neuroektoderms	 werden	 die	 neuralen	 Vorläufer	 eines	 jeden	

Hemisegments	entlang	der	A/P-Achse	und	der	Dorso/Ventralen-Achse	(D/V-Achse)	wie	

in	 einem	 kartestischen	Koordinatensystem	 durch	Wirkung	 der	 Segmentpolaritätsgene	

(beispielsweise	 wingless	 (wg),	 gooseberry	 (gsb)	 oder	 engrailed	 (en))	 und	 der	

dorsoventralen	 Musterbildungsgenene	 (ventral	 nervous	 system	 defective	 (vnd),	

intermediate	Neuroblast	defective	(ind)	und	muscle	segment	homeobox	(msh))	spezifiziert	

(Abbildung	1)	(Technau	et	al.,	2014).		

Ausgangspunkt	 aller	 Zellen	 des	 ZNS	 sind	 neurale	 Stammzellen,	 welche	 in	 D.	

melanogaster	Neuroblasten	(NBs)	genannt	werden	(Wheeler,	1891)	und	 in	den	 letzten	

zwanzig	 Jahren	 intensiv	 untersucht	 wurden.	 Nach	 der	 Bildung	 des	 Neuroektoderms	

werden	 diese	 in	 jedem	 Segment	 definiert.	 Das	 Neuroektoderm	 besteht	 aus	 einer	

einzelnen	 Schicht	 äquipotenter	 Zellen.	 Die	 NBs	 gehen	 aus	 proneuralen	 Clustern	

innerhalb	des	Neuroektoderms	hervor,	welche	durch	die	Expression	proneuraler	Gene	

des	 Achaete-scute	 (As-c)-Komplexes	 gekennzeichnet	 sind	 (Skeath	 and	 Carroll,	 1992;	

Skeath	 and	 Carroll,	 1994).	 Alle	 Zellen	 des	 Clusters	 werden	 zu	 einer	 neuralen	

Äquivalenzgruppe	gezählt	und	besitzen	das	gleiche	Potential,	neurale	oder	epidermale	

Zellen	zu	bilden	(Technau	et	al.,	2006).	Durch	den	Mechanismus	der	lateralen	Inhibition,	

bei	welcher	mittels	des	Notch-Delta-Signalwegs	proneurale	Gene	in	benachbarten	Zellen	

inhibiert	werden,	wird	nur	eine	Zelle	eines	proneuralen	Clusters	definiert	neurale	Gene	

zu	exprimieren	und	damit	ein	neurales	Schicksal	anzunehmen	(Abbildung	1)	(Egger	et	

al.,	2008).		
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Abbildung	 1:	 Entstehung	 des	 embryonalen	
Nervensystems	in	D.	melanogaster.		
In	 den	 neurogenen	 Regionen,	 welche	 das	
Neuroektoderm	 bilden,	 erhalten	 die	 Zellen	
durch	 Aktivität	 der	 Segmentpolaritätsgene	
(zum	 Beispiel	wg,	 gsb	 und	 en)	 und	 die	 dorso-
ventralen	 Musterbildungsgene	 (vnd,	 ind	 und	
msh)	 entlang	 der	 anterior/posterioren	 (a/p)	
beziehungsweise	 entlang	 der	 dorso/ventralen	
(d/v)	 Achse	 Positionsinformationen	 innerhalb	
eines	 jeden	 Hemisegments	 (HS).	 Durch	 die	
Aktivität	 des	 Achaete-Scute-Komplex	 (AS-C)	
werden	 proneurale	 Cluster	 innerhalb	 des	
Neuroektoderms	 gebildet.	 Mittels	 lateraler	
Inhibition	 wird	 innerhalb	 eines	 Clusters	 eine	
Zelle	 selektiert	 einen	 NB	 zu	 bilden.	 Dieser	
hemmt	 das	 neurale	 Schicksal	 in	 den	
umliegenden	Zellen.	Der	NB	teilt	sich	im	Verlauf	
der	weiteren	Neurogenese	im	Stammzellmodus	
um	 zunächst	 Ganglienmutterzellen	 (GMZs)	 zu	
bilden,	aus	denen	Neurone	und/oder	Gliazellen	
entstehen.	 Innerhalb	 dieser	 Zelllinien	 werden	
einzelne	 Zellen	 durch	 programmierten	 Zelltod	
entfernt	 (Kreuz).	 Am	 Ende	 der	 embryonalen	
Neurogenese	 geht	 der	 NB	 entweder	 in	 einen	
Ruhezustand	 über	 oder	 wird	 durch	
programmierten	 Zelltod	 entfernt.	 Abbildungs-
elemente	 mit	 freundlicher	 Genehmigung	 von	
Christof	Rickert.	

	

	

	

	

	

Die	 NBs	 delaminieren	 im	 frühen	 Embryonalstadium	 9	 bis	 zum	 späten	 Stadium	 11	

positionsspezifisch	in	fünf	aufeinander	folgenden	Segregationswellen	(S1-S5)	ins	Innere	

des	Embryos,	um	dort	durch	asymmetrische	Zellteilung	im	Stammzellmodus	sogenannte	

Ganglienmutterzellen	 (GMZ)	 zu	 bilden	 (Zhong	 and	 Chia,	 2008).	 GMZs	 sind	 kleiner	 als	

NBs	und	teilen	sich	in	der	Regel	nur	noch	einmal	 in	postmitotische	Neurone	und/oder	

Gliazellen	(Abbildung	1)	(Hartenstein	et	al.,	1987).	Es	sind	jedoch	zwei	Ausnahmen	von	

neuralen	 Vorläuferzellen	 bekannt,	 welche	 sich	 nicht	 wie	 NBs	 asymmetrisch	 und	

selbstregenerierend	 teilen:	 zum	 einen	 Gliale	 Vorläuferzellen,	 welche	 in	 jedem	

Hemisegment	 der	 neurogenen	 Zone	 des	 Bauchmarks	 longitudinale	 Gliazellen	

produzieren	 (Jacobs	 et	 al.,	 1989),	 und	 zum	 anderen	 eine	 dem	 Mesektoderm	

entstammende	Mittellinienvorläuferzelle	(MP2),	welche	die	beiden	Neurone	dorsal	MP2	
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(dMP2)	und	ventral	MP2	(vMP2)	produziert	(Bossing	et	al.,	1996;	Doe	et	al.,	1988;	Egger	

et	al.,	2008).		

Jeder	 NB	 kann	 anhand	 seiner	 Position	 und	 genetischen	 Marker	 exakt	 identifiziert	

werden	 (Doe,	 1992).	Am	Ende	der	Embryogenese	besteht	 das	Ventrale	Nervensystem	

(VNS)	aus	ca.	350	Neuronen	und	etwa	30	Gliazellen	pro	Hemineuromer,	die	aus	circa	30	

NBs	hervorgegangen	 sind	 (Schmidt	 et	 al.,	 1997).	 Einige	NBs	 gehen	 in	 eine	Ruhephase	

über,	 um	 erst	 während	 der	 Larvalentwicklung	 wieder	 aktiv	 zu	 werden	 und	 dort	 das	

adulte	 ZNS	 auszubilden.	Die	 übrigen	NBs	degenerieren	durch	programmierten	Zelltod	

(Abbildung	1)	(Prokop	and	Technau,	1991;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2007).		

Ein	 Modell,	 anhand	 dessen	 die	 Neuroblastenspezifizierung	 untersucht	 werden	 kann,	

stellt	 der	 NB7-3	 dar.	 Dieser	 eignet	 sich	 aufgrund	 der	 überschaubaren	 Anzahl	 an	

Nachkommenzellen	 insbesondere	 zur	 Untersuchung	 des	 programmierten	 Zelltods	

während	 der	 neuronalen	 Entwicklung	 (Karcavich	 and	 Doe,	 2005;	 Lundell,	 2003;	

Rogulja-Ortmann	 et	 al.,	 2008).	 Der	 NB7-3	 wird	 im	 posterioren	 Bereich	 des	

Hemisegments	(Reihe	7)	generiert	und	exprimiert	dementsprechend	in	allen	Segmenten	

En.	 Weiterhin	 exprimiert	 der	 NB7-3	 und	 alle	 seine	 Nachkommen	 den	

Transkriptionsfaktor	 Eagle	 (Eg)	 (Dittrich	 et	 al.,	 1997;	 Higashijima	 et	 al.,	 1996).	 Der	

Zellstammbaum	besteht	in	T1	und	T2	aus	drei	bis	vier	sogenannten	EW-Interneuronen	

und	 einem	 sogenannten	 efferenten	 GW-Neuron,	 während	 in	 T3-A7	 lediglich	 drei	

Interneurone	(EW1-3)	am	Ende	der	Embryogenese	ausgemacht	werden	können		(Geyer	

et	al.,	2015;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).	Die	Interneurone	sind	durch	die	Expression	

des	 Neurotransmitters	 Serotonin	 (EW1	 und	 EW2),	 sowie	 die	 Expression	 des	

Neuropeptids	 Corazonin	 (Crz	 in	 EW3)	 gekennzeichnet	 (Karcavich	 and	 Doe,	 2005;	

Lundell	 and	 Hirsh,	 1998;	 Novotny	 et	 al.,	 2002).	 EW1	 und	 GW	 können	 anhand	 der	

Expression	des	Transkriptionsfaktors	Hb	von	den	restlichen	Eg-positiven	Neuronen	des	

NB7-3	 Zellstammbaums	 unterschieden	werden,	wobei	 das	 GW-Neuron	 nahezu	 immer	

posterior	zum	EW1	und	den	restlichen	EW-Interneuronen	liegt	(Abbildung	2)	(Novotny	

et	al.,	2002;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).		

Der	 Zellklon	 eines	 jeden	 NBs	 des	 Bauchmarkes	 konnte	 durch	DiI-Markierung	 präzise	

verfolgt	und	kartiert	werden	(Bossing	and	Technau,	1994;	Bossing	et	al.,	1996;	Schmidt	

et	 al.,	 1997).	 Die	 Situation	 im	 Gehirn	 stellt	 sich	 komplexer	 dar.	 Hier	 hat	 die	

Charakterisierung	von	Zellstammbäumen	erst	begonnen	(Technau	et	al.,	2006;	Urbach	

and	Technau,	2003a).		
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NBs	 und	 ihre	 Zellklone	 bilden	 sich	 entlang	 der	 A/P-Achse	 in	 jedem	 Hemisegment	 an	

analogen	 Positionen	 und	 zu	 ähnlichen	 Zeitpunkten	 und	 erhalten	 die	 gleichen	

Spezifizierungssignale	 durch	 die	 Segmentpolaritäts-	 und	 D/V	 Musterbildungsgene	

(Abbildung	1).	 Sie	 exprimieren	 daher	 die	 gleichen	molekularen	Marker	 und	 bringen	

ähnliche	Nachkommenzellen	hervor,	weshalb	sie	als	serielle	Homologe	erachtet	werden	

(Technau	et	al.,	2006).	Die	Segmente	T1-A8	weisen	nur	geringe	Unterschiede	in	ihrer	NB	

Anzahl	auf,	wobei	T2	als	Grundzustand	betrachtet	werden	kann	(Lewis,	1978;	Technau	

et	 al.,	 2014).	 Die	 gnathalen	 und	 die	 terminalen	 abdominalen	 Segmente	 zeigen	

Unterschiede	in	der	Anzahl	ihrer	NBs	(Birkholz	et	al.,	2013a;	Urbach	et	al.,	2016).	Diese	

Beeinflussung	Tagma-spezifischer	Unterschiede	entlang	der	A/P-Achse	wird	durch	eine	

Gruppe	von	Transkriptionsfaktoren	vermittelt,	die	als	homöotische	Gene	oder	Hox-Gene	

bezeichnet	werden	(Abbildung	2)	(Lewis,	1978;	Maeda	and	Karch,	2006;	Technau	et	al.,	

2014).	

 

1.2	Der	Einfluss	der	Hox-Gene	auf	die	Neurogenese	
 

Hox-Gene	 stellen	 evolutionär	hoch	konservierte	Transkriptionsfaktoren	dar,	welche	 in	

großem	Maß	an	der	Spezifizierung	von	Segmentidentitäten	beteiligt	sind	(Lewis,	1978;	

McGinnis	 and	 Krumlauf,	 1992).	 Alle	 Hox-Proteine	 zeichnen	 sich	 durch	 eine	 aus	 60	

Aminosäuren	 bestehende	 Homeodomäne	 aus,	 welche	 die	 DNA	 Bindung	 vermittelt	

(Desplan	 et	 al.,	 1988;	 Müller	 et	 al.,	 1988).	 Hox-Gene	 werden	 während	 ihrer	 frühen	

Expression	 in	 parasegmentaler	 Anordnung	 exprimiert	 (Hirth	 et	 al.,	 1998).	 Ein	

Parasegment	 (PS)	 repräsentiert	 die	 fundamentale	 genetische	 Einheit,	 die	 jeweils	 aus	

dem	posterioren	Kompartiment	eines	Segments	und	dem	anterioren	Kompartiment	des	

nächsten	Segments	besteht	(Martinez-Arias	and	Lawrence,	1985;	Perrimon,	1994).	In	D.	

melanogaster	 werden	 zwei	Hox-Komplexe	 unterschieden:	 der	 Antennapedia	 Komplex	

(Ant-C)	(Kaufman	et	al.,	1980)	und	der	Bithorax	Komplex	(BX-C)	(Lewis,	1978;	Pearson	

et	al.,	2005).	Der	Ant-C	besteht	aus	den	Genen	labial	(lab),	proboscipedia	(pb),	Deformed	

(Dfd),	Sex	combs	reduced	(Scr)	und	Antennapedia	(Antp),	welche	die	Kopf-,	Gnathal-,	und	

anterioren	 thorakalen	 Parasegmente	 spezifizieren.	 Der	 BX-C	 besteht	 aus	 den	 Genen	

Ultrabithorax	 (Ubx),	 abdominal	 A	 (abdA)	 und	 Abdominal	 B	 (AbdB),	 welche	 die	

posterioren	thorakalen	und	alle	abdominalen	Parasegmente	spezifizieren	(Lewis,	1978;	

Maeda	and	Karch,	2006)	(Abbildung	2).	Die	Expression	der	Hox-Gene	entlang	der	A/P-

Achse	 erfolgt	 in	 der	 Orientierung,	 in	 der	 sie	 auf	 dem	 Chromosom	 angeordnet	 sind.	
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Dieses	Phänomen	wird	als	Co-Linearität	bezeichnet	(Duboule	and	Morata,	1994;	Maeda	

and	Karch,	2006).	Hierbei	 reprimieren	posterior	exprimierte	Hox-Gene	die	Expression	

anteriorer	 Hox-Gene,	 was	 als	 posteriore	 Prevalenz	 bezeichnet	 wird	 (Duboule	 and	

Morata,	 1994).	 Daher	 führt	 der	 Ausfall	 von	 Hox-Genen	 zu	 Transformationen	 ganzer	

Parasegmente	 in	 das	 nächste	 anteriore	 Parasegment.	 So	 zeigt	 die	 bithoraxoid	

postbithoraxoid	 (bx,	 pbx)-Doppelmutante,	 bei	 welcher	 es	 sich	 um	 regulatorische	

Mutationen	 innerhalb	des	Ubx-Gens	handelt,	 Transformationen	des	T3	 Segments	nach	

T2,	wodurch	 eine	 vierflügelige	 Fliege	 entsteht	 (Bender	 et	 al.,	 1983;	 Lewis,	 1963).	 Die	

Tatsache,	 dass	 vollständige	 Segmentidentitäten	 vermittelt	 werden,	 setzt	 voraus,	 dass	

Hox-Gene	 in	 allen	 drei	 Keimblättern	 aktiv	 sind	 und	 in	 einem	 räumlich	 und	 zeitlich	

präzise	regulierten	Programm	unterschiedliche	Aufgaben	erfüllen	(Ghysen	et	al.,	1985;	

Hooper,	1986;	Immergluck	et	al.,	1990;	Lewis,	1978;	Michelson,	1994).		

Auch	 während	 der	 Neurogenese	 besitzen	 Hox-Gene	 spezifische	 Aufgaben.	 Im	 frühen	

Gastrulastadium	 nehmen	 sie	 Einfluss	 auf	 die	 Spezifizierung	 des	 Neuroektoderms	 und	

der	 gebildeten	 NBs.	 Beispielsweise	 kontrollieren	 AbdB	 und	 caudal	 (cad)	

beziehungsweise	Dfd	 die	 reduzierte	 Bildung	 der	 NB’s	 in	 den	 terminalen	 abdominalen	

und	gnathalen	Segmenten	 (Abbildung	2)	 (Birkholz	et	 al.,	 2013b;	Urbach	et	 al.,	 2016).	

Weiterhin	 kontrollieren	Hox-Gene	 den	 Teilungsmodus	 bestimmter	NBs	 und	 damit	 die	

gebildeten	 Tochterzellen.	 Der	NB6-4	 generiert	 in	 thorakalen	 Segmenten	Neurone	 und	

Glia,	während	er	 in	 abdominalen	Segmenten	unter	Kontrolle	 von	abdA	 nur	Glia-Zellen	

produziert	 (Berger	 et	 al.,	 2005).	Umgekehrt	 bildet	 der	NB1-1	 im	Thorax	nur	Neurone	

und	im	Abdomen	unter	Regulation	von	Ubx	und	abdA	Neurone	und	Glia-Zellen	(Prokop	

and	 Technau,	 1994).	 Während	 der	 späteren	 Phase	 haben	Hox-Gene	 direkte	 Einflüsse	

innerhalb	 von	 Neuronen	 indem	 sie	 beispielsweise	 Gene	 der	 Zelladhäsion,	 Migration,	

Proliferation	und	des	Programmierten	Zelltods	regulieren	(Bello	et	al.,	2003;	Gould	and	

White,	1992;	Pearson	et	al.,	2005;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).	Beispielsweise	wurde	

gezeigt,	 dass	 Ubx	 die	 Apoptose	 des	 GW-Neurons	 während	 der	 späten	 Neurogenese	

durch	Regulation	des	pro-apoptotischen	Gens	reaper	vermittelt	(Rogulja-Ortmann	et	al.,	

2008).	 In	D.	melanogaster	 wurden	 kürzlich	 Hox	 vermittelte	 Regulationsmechanismen	

während	 der	 Bildung	 Region-spezifischer	 Bewegungsmuster	 beschrieben	 (Dixit	 et	 al.,	

2008;	 Friedrich	 et	 al.,	 2016;	 Picao-Osorio	 et	 al.,	 2015).	 Eine	 Regulation	 von	

motoneuronaler	 Identität	 und	 Konnektivität	 konnte	 auch	 für	 einige	 Hox-Gene	 der	

Vertebraten	gezeigt	werden.	Sie	spielen	beispielsweise	eine	Rolle	bei	der	Spezifizierung	

und	Differenzierung	von	Motoneuronen	während	der	 Innervation	der	respiratorischen	
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Muskulatur	 und	 der	Muskeln	 der	 Gliedmaßen	 (Dasen	 et	 al.,	 2003;	 Dasen	 et	 al.,	 2005;	

Lacombe	et	al.,	2013;	Philippidou	et	al.,	2012). 

Hox-Gene	 wirken	 als	 Selektor-Gene,	 das	 heißt	 sie	 aktivieren	 oder	 reprimieren	 eine	

große	Anzahl	an	Zielgenen	innerhalb	der	Zellen	und	kontrollieren	auf	diese	Weise	deren	

gesamte	Morphologie	und	Physiologie	 (Garcia-Bellido,	1975;	Pradel	 and	White,	1998).	

Interessanterweise	 binden	 alle	 Hox-Proteine	 in	 vitro	 nahezu	 identische	 DNA-

Erkennungssequenzen,	 welche	 im	 Durchschnitt	 in	 den	 meisten	 eurkaryotischen	

Genomen	 etwa	 alle	 1000	 bp	 vorkommen.	 Dies	 würde	 bedeuten,	 dass	 alle	 Hox-Gene	

innerhalb	eines	jeden	Gens	mehrfach	binden	könnten	(Mann	and	Chan,	1996).	Die	Frage	

bleibt	 daher,	 wodurch	 die	 in	 vivo	 beobachteten	 hoch	 spezifischen	 Funktionen	 der	

unterschiedlichen	Hox-Proteine	vermittelt	werden.	Eine	mögliche	Erklärung	für	das	als	

„Hox	Paradox“	bezeichnete	Phänomen	 (Mann	and	Chan,	1996;	Merabet	 and	Lohmann,	

2015)	sind	Hox	Co-Faktoren	der	Three	Amino	acid	Loop	Extension	(TALE)-Familie	(Chan	

et	 al.,	 1994).	 Homothorax	 (Hth,	 Meis	 in	 Vertebraten)	 und	 Extradenticle	 (Exd,	 Pbx	 in	

Vertebraten)	 stellen	 zwei	 gut	 charakterisierte	 Co-Faktoren	 der	 TALE-Familie	 dar,	

können	jedoch	alleine	nicht	den	vollen	Umfang	der	Hox-Spezifität	erklären.	
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Abbildung	2:	Expression	der	Hox-Gene	und	Effekte	auf	die	Entwicklung	von	NB-Zelllinien.		
Analgenkarte	 des	 Embryos	 während	 des	 Gastrula-Stadiums.	 dEpi:	 dorsale	 Epidermis,	 pNR:	 procephale	
neurogene	 Region,	 vNR:	 ventrale	 neurogene	 Region.	 Beispielhaft	 wird	 das	 Schicksal	 des	 NB7-3	 in	 den	
verschiedenen	 Segmenten	 verfolgt.	 Dieser	 kann	 anhand	 der	 spezifischen	Marker	 En	 und	 Eg,	 sowie	 hkb	
und	 Ey	 identifiziert	 werden.	Hox-Gene	 sind	 während	 des	 Gastrulastadiums	 entlang	 der	 A/P-Achse	 auf	
spezifische	Art	und	Weise	exprimiert.	Dort	nehmen	sie	in	den	jeweiligen	(Para-)	Segmenten	Einfluss	auf	
die	dort	gebildeten	NBs	und	deren	Schicksal.	In	T1	wird	der	NB7-3	gebildet	und	besteht	unter	Kontrolle	
von	 Antp	 aus	 drei	 Interneuronen	 (EWs)	 und	 einem	 efferenten	 Neuron	 (GW,	 Hb	 positiv,	 rot).	 In	
abdominalen	Segmenten	besteht	der	Zellklon	nur	aus	drei	Interneuronen.	Dies	wird	durch	Ubx	und	abdA	
vermittelt.	Ubx	 induziert	 spezifisch	 die	Apoptose	 des	GW-Neurons	 (Kreuz)	 in	T3-A8.	 In	 den	 terminalen	
Segmenten	wird	durch	die	Aktivität	von	AbdA	und	cad	kein	NB7-3	während	des	Neuroektodermstadiums	
gebildet.	Abbildung	verändert	nach	Technau	und	Kollegen	(Technau	et	al.,	2014).		
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1.3	Die	Entwicklung	des	neuromuskulären	Systems	
 

Grundlegende	Bewegungen	wie	Lokomotion,	Respiration	und	Reproduktion	benötigen	

die	 koordinierte	 Verschaltung	 von	 Muskeln	 mit	 Motoneuronen,	 was	 eine	 Region-

spezifische	Bildung	neuronaler	Netzwerke	verlangt	(Philippidou	and	Dasen,	2013).	Die	

Ausbildung	derartiger	Netzwerke	 ist	 ein	 schrittweiser	Prozess.	 Ein	Motoneuron	bildet	

zunächst	 einen	 axonalen	 Ausläufer	 mit	 einem	 Wachstumskegel.	 Mit	 diesem	 werden	

Gradienten	 chemischer	 Botenstoffe	 wahrgenommen,	 welche	 attraktive	 oder	 repulsive	

Wirkungen	 ausüben	 können	 (Kolodkin,	 1996;	 Sperry,	 1963;	 Stoeckli	 and	 Landmesser,	

1998).	 Anhand	 dieser	 Informationen	 bewegt	 sich	 der	 Wachstumskegel	 zu	 seinem	

Zielgebiet.	 Dort	 angekommen	 werden	 Kontakte	 mit	 der	 entsprechenden	 Muskelzelle	

ausgebildet	 und	 stabilisiert.	 Schließlich	 differenzieren	 sich	 diese	 Kontakte	 zu	

funktionellen	Neuromuskulären	Verbindungen	(NMV)	(Prokop,	1999).		

In	 D.	 melanogaster	 konnten	 dieser	 Prozesse	 detaillierter	 beschrieben	 werden	 (Nose,	

2012;	Prokop,	1999;	Sink	and	Whitington,	1991).	Die	sogenannten	RP-Neurone	(RP1,	3,	

4	 und	 5)	 des	 NB3-1	 stellen	 ein	 gutes	 zellbiologisches	 und	 genetisches	Modell	 dar,	 an	

welchen	 bereits	 viele	 Erkenntnisse	 bezüglich	 der	 Wegfindung	 und	 Zielspezifität	

gewonnen	wurden	 (Kolodziej	 et	 al.,	 1996;	 Labrador	 et	 al.,	 2005;	Matthes	 et	 al.,	 1995;	

Mitchell	et	al.,	1996;	Sink	and	Whitington,	1991;	Winberg	et	al.,	1998a).	Die	Axogenese	

der	RP-Neurone	beginnt	während	des	 embryonalen	Stadiums	12	 (Abbildung	 3	 A).	 In	

ihrem	Verlauf	verlassen	die	Axone	durch	Ausbildung	der	Wachstumskegel	das	ventrale	

Bauchmark	 über	 die	 Zweige	 des	 Intersegmentalen	 Nerv	 (ISN)	 und	 des	 Segmentalen	

Nerv	(SN).	Im	Stadium	14	werden	die	ersten	Muskelfelder	erreicht	und	die	Muskeln	im	

frühen	 Stadium	 15	 durch	 erste	 Ausläufer	 erkundet	 (Sink	 and	 Whitington,	 1991).	

Während	 dieser	 Phase	 bildet	 das	 Neuron	 viele	 terminale	 Ausläufer,	 welche	 temporär	

Kontakte	mit	richtigen	und	falschen	Muskeln	aufnehmen.	Korrekte	Kontakte	werden	im	

Entwicklungsverlauf	 selektiv	 stabilisiert	 und	 falsche	Kontakte	werden	 zurück	 gebildet	

(Prokop,	1999).		

Die	 Zielmuskeln	 selbst	 bilden,	 als	Myopodia	bezeichnete,	Membranausläufer,	 die	 aktiv	

Kontakt	mit	den	neuronalen	Wachstumskegeln	aufnehmen	und	auf	diese	Weise	helfen,	

spezifische	Kontakte	zu	stabilisieren	(Kohsaka	and	Nose,	2009).	Dabei	präsentieren	die	

Muskeln	zu	diesem	Zeitpunkt	Zielfindungsfaktoren,	die	eine	individuelle	Zielerkennung	

vermitteln.	Diese	Faktoren	gehören	zu	unterschiedlichen	Proteinklassen,	welche	sich	in	

zwei	 Hauptgruppen	 einteilen	 lassen	 (Nose,	 2012).	 Zum	 einen	 finden	 sich	 homophile	
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Zelladhäsionsproteine,	 welche	 auf	 den	 Membranen	 der	 Muskeln	 und	 ihren	

innervierenden	Motoneuronen	 exprimiert	werden	 (Abbildung	 3	 B).	 Beispiele	 hierfür	

sind	 connectin	(con)	 oder	Fascilin	3	 (Fas3)	 (Kose	 et	 al.,	 1997;	Nose	 et	 al.,	 1992).	 Zum	

anderen	werden	Proteine	 von	den	Muskeln	 sekretiert.	Dadurch	 entstehen	Gradienten,	

welche	 den	 Wachstumskegel	 entweder	 anziehen	 oder	 abstoßen.	 Zu	 ihnen	 gehören	

beispielsweise	Netrin-B	(NetB)	und	Semaphorin-2a	(Sema2a)	(Bashaw	and	Klein,	2010;	

Labrador	 et	 al.,	 2005;	 Matthes	 et	 al.,	 1995;	Winberg	 et	 al.,	 1998).	 NetB	 kann	 je	 nach	

neuronalem	 Rezeptor	 attraktiv	 (Frazzled	 (Fra),	 ein	 Mitglied	 der	Deleted	 in	 Colorectal	

cancer	(DCC)	Rezeptorfamilie)	oder	repulsiv	(Uncoordinated-5	(Unc-5))	sein	(Labrador	

et	al.,	2005).	Neben	diesen	wurden	auch	für	Morphogene	des	Hedgehog-,	Transforming	

Growth	 Factor-β	 (TGF-β)-	 und	 Wnt-Signalweg	 gezeigt,	 dass	 sie	 unabhängig	 von	 ihrer	

Rolle	 innerhalb	 der	 Bildung	 von	 Zellidentitäten	 während	 der	 frühen	 Entwicklung	

zusätzlich	 auch	 als	 Wegfindungssignale	 für	 Neurone	 dienen	 (Charron	 and	 Tessier-

Lavigne,	2007;	Schnorrer	and	Dickson,	2004).	Hierzu	gehört	zum	Beispiel	Wnt4	(Inaki	et	

al.,	2007).	Die	Zielfindungsfaktoren	besitzen	spezifische	Eigenschaften	und	vermitteln	je	

nach	Neuron	unterschiedliche	Reaktionen	des	Wachstumskegels	(Nose,	2012).		

Das	 embryonale	 und	 larvale	 neuromuskuläre	 System	 von	D.	melanogaster	 eignet	 sich	

aufgrund	 der	 begrenzten	 Anzahl	 an	 präzise	 identifizierbaren	 Motoneuronen	 und	

Muskeln	 zur	 Untersuchung	 von	 Neuron-Muskel-Interaktionen.	 In	 abdominalen	

Segmenten	besteht	das	neuromuskuläre	System	pro	Hemisegment	aus	30	somatischen	

Muskeln,	welche	von	36	Motoneuronen	innerviert	werden	(Landgraf	et	al.,	1997;	Nose,	

2012).	Jedes	Motoneuron	besitzt	ein	reproduzierbares	Innervationsmuster	(Landgraf	et	

al.,	1997).	Hierbei	kann	ein	Muskel	von	mehr	als	einem	Motoneuron	innerviert	werden,	

beziehungsweise	 ein	Motoneuron	kann	mehrere	Muskeln	 innervieren	 (Landgraf	 et	 al.,	

1997;	Mauss	 et	 al.,	 2009).	Die	Axone	 der	Motoneurone	 projizieren	 in	 einen	 der	 sechs	

Zweige	 der	 peripheren	 Nerven:	 der	 Intersegmentale	 Nerv	 (ISN),	 bestehend	 aus	 ISN,	

ISNb	und	 ISNd,	 sowie	der	 Segmentale	Nerv	 (SN)	bestehend	aus	 SNa	und	SNc	und	der	

Transverse	Nerv	(TN)	(Abbildung	3	B)	(Ruiz‐Cañada	and	Budnik,	2006).	Die	Nerven	

enthalten	 dabei	 sowohl	 Axone	 von	 Motoneuronen	 des	 gleichen	 Segments,	 als	 auch	

Axone	aus	dem	nächst	anterior	gelegenen	Segment	(Landgraf	et	al.,	1997;	Matthes	et	al.,	

1995).	

Sind	die	Kontakt-vermittelnden	Prozesse	abgeschlossen,	beginnt	die	Differenzierung	in	

eine	funktionelle	Synapse.	Dies	geschieht	ab	dem	Stadium	16	und	dauert	bis	zum	Ende	

der	 Embryogenese.	Hierfür	müssen	 die	 Komponenten	 der	 Signalweiterleitung	 korrekt	



  EINLEITUNG	

   11	
  

lokalisiert	 werden,	 um	 neuronale	 Aktivität	 zu	 initiieren	 und	 zu	 verfeinern	 (Bate	 and	

Broadie,	 1995).	 Weiterhin	 werden	 durch	 Expression	 von	 spezifischen	

Zelladhäsionsmolekülen	 wie	 Disc-large	 (Dlg)	 die	 Kontakte	 zwischen	 Muskel	 und	

Motoneuron	stabilisiert	(Budnik,	1996).	Motoneurone	verwenden	den	Neurotransmitter	

Glutamat	 (Jan	 and	 Jan,	 1976;	 Nose,	 2012;	 Prokop,	 1999).	 Einige	 verwenden	 neben	

Glutamat	auch	Peptide	oder	Amine	wie	zum	Beispiel	Insulin,	Proktolin	oder	Oktopamin	

(Bate	and	Broadie,	1995).	

	

	
Abbildung	 3:	 Vereinfachte	 Darstellung	 der	 Regulation	 von	 axonaler	 Wegfindung	 und	
Muskelzielfindung	am	Beispiel	des	RP3-Neurons.		
(A)	Das	RP3-Neuron	beginnt	im	Embryonalstadium	12	mit	der	Bildung	eines	Axons	welches	während	des	
Stadiums	 13/14	 das	 ventrale	 Bauchmark	 verlässt.	 Während	 des	 späten	 Stadiums	 14	 werden	 die	
Muskelfelder	 der	 Peripherie	 erreicht,	 welche	 Wegfindungsfaktoren	 attraktiver	 (blau)	 und	 repulsiver	
(violett)	 Natur	 exprimieren,	 anhand	 dessen	 das	 Neuron	 im	 Verlauf	 des	 Stadiums	 15	 die	 richtigen	
Zielmuskeln	auswählt.	Während	der	weiteren	Entwicklung	werden	korrekte	Kontakte	stabilisiert,	sodass	
sich	 im	 Stadium	 17	 eine	 funktionale	 neuromuskuläre	 Verbindung	 ausbilden	 kann.	 (B)	 Schematische	
Darstellung	des	abdominalen	neuromuskulären	Systems.	Die	Wegfindungssignale	sind	 in	den	 jeweiligen	
Muskeln,	die	sie	exprimieren,	dargestellt.	Die	verschiedenen	Nerven	sind	grün	gefärbt.	Die	Projektionen	
der	 RP-Neurone	 sind	 in	 gelb	 dargestellt.	 Abkürzungen:	 Intersegmentaler	Nerv	 (ISN),	 Segmentaler	Nerv	
(SN),	Transversaler	Nerv	(TN),	Zelladhäsionsmoleküle	(ZAM).	(B)	nach	Nose	(Nose,	2012).	Nomenklatur	
der	Muskeln	nach	Bate	(Bate,	1993)	
	

	

1.4	Ziele	dieser	Arbeit	

 
Hox-Gene	sind	während	der	Evolution	hoch	konservierte	Transkriptionsfaktoren.	Trotz	

der	 intensiven	 Untersuchung	 dieser	 Gene	 sind	 einige	 Aspekte	 ihrer	 Funktionsweise	

wenig	 verstanden.	 Dazu	 gehört	 die	 Spezifität	 ihrer	 Wirkung	 auf	 molekularer	 und	
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zellulärer	 Ebenen.	 Ein	 Regulationsmechanismus	 sind	 zelltypspezifische	 Hilfsfaktoren,	

die	das	transkriptionelle	Programm	von	Hox-Proteinen	an	zelluläre	Kontexte	anpassen.	

Da	 bisher	 neben	 Exd	 und	 Hth	 kaum	 Hilfsfaktoren	 charakterisiert	 werden	 konnten,	

wurde	 im	 ersten	 Teil	 der	 Arbeit	 ein	 genetischer	 Modifier-Screen	 in	 Fliegenaugen	

durchgeführt	um	potentielle	Interaktionspartner	des	Hox-Proteins	Ubx	zu	identifizieren.	

Weiterhin	 wurde	 ein	 Zellkulturmodell	 entwickelt,	 um	 effizient	 Protein-Interaktionen	

potentieller	Kandidaten	 innerhalb	 lebendender	Zellen	zu	untersuchen.	 Im	zweiten	Teil	

der	 Arbeit	 wurde	 dann	 diese	 Interaktion	 im	 zellspezifischen	 Kontext	 während	 der	

Etablierung	 neuromuskulärer	 Netzwerke	 untersucht	 und	 Einflüsse	 von	 Ubx	 auf	

verschiedene	Aspekte	der	Justierung	des	neuromuskulären	Systems	charakterisiert.		
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2	Material	und	Methoden		
	

2.1	Material	und	Versuchstiere		
	

Im	 Folgenden	 sind	 die	 in	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 verwendeten	 Geräte,	
Verbrauchsmaterialien	und	Organismen	aufgelistet.		

	

2.1.1	Geräte		
	

Tabelle	1:	Geräte	

Bezeichnung	 Hersteller	 Modell	

Binokular	 Zeiss	 Discovery.	V8	

Dumont	#5SF	Pinzetten	 Fine	Science	Tools	 11252-00	

Fluoreszenzbinokular		 Leica	 MZFLIII		

Fluoreszenzmikroskope	 Olympus	 BX50WI	

	
Leica	 DM4	B	

Geldokumentationssystem	 Peqlab	 E-BOX	VX2	

Gelkammer	 Hoefer	 HE33	

Heizblock	 Biometra	 TB1	

Heizschüttler	 Eppendorf	 Thermomixer	Compact	

Inkubator	 Binder	WTB	 KB115	

Kaltlichtquelle	 Schott	 KL1500	

Kamera	(Durchlichtmikroskop)	 Kontron	 ProgRes	3012	

Kamera	(Fluoreszenzmikroskop)	 Zeiss	 AxioCam	MRm	

Konfokales	Laserscanning-

Mikroskop	
Leica	 TCS	SP5	

Kühlzentrifugen		 Eppendorf	 Centrifuge	5417R	

	
Centrifuge	5424R	

Sigma	 3K20	

Magnetrührer	 Heidolph	 MR3001	

Minutien	Nadeln	 Fine	Science	Tools	 26002-10	

Netzteil	(Gelelektrophorese)	 Gene	Power	Supply	 GPS200/GPS	400	

Nadelhalter	 Fine	Science	Tools	 26016-12	

PCR-Thermocycler	 Biometra	 T-Gradient	/	T-Personal	

Biorad	
C1000	Touch™	Thermal	

Cycler	



  MATERIAL	UND	METHODEN	

   14	
  

pH-Meter	 Schott	 CG840	

Photometer	 PeqLab	 Nanodrop	2000	

Pipetten	 Gilson	 PipetMan	

Quecksilberdampflampe	 Olympus	 U-RFL-T	

Schüttler	 Heidolph	 Rotamax	120	

Tischzentrifuge	 neoLab	 Spectrafuge	

Transformator	

(Fluoreszenzmikroskop)	
Olympus	 TH3	

UV-Tisch	 MS-Laborgeräte	 Transilluminator	N90	M	

Vortexmischer	 Jahnke	&	Kunkel	 VF	2	

Waage	 Mettler	 AM40	

PM4600	Delta	Range	

	

2.1.2	Verbrauchsmaterialen		
	

Chemikalien	

Sofern	 nicht	 anders	 vermerkt,	 wurden	 Chemikalien	 von	 den	 Firmen	 Roth,	 VWR	 und	

Sigma-Aldrich	in	p.a.	Qualität	verwendet.	

	

Lösungen	und	Medien	

Lösungen	und	Medien	 finden	sich	 jeweils	 im	Kapitel	der	 entsprechenden	Methode	 für	

welche	sie	benötigt	wurden.	

	

Oligonukleotide		

Oligonukleotide	wurden	von	der	Firma	Sigma-Aldrich	bezogen.		

	
Tabelle	2:	Oligonukleotide	

Bezeichnung	 Sequenz	

A-tubulin	trailer_seq_rev	 CACTGATTTCGACGGTTAC	
A2bp1_RK/RJ/RI/RF/RE_GW_fw	 CACCATGTATTATCCGCACATG	
A2bp1_RK/RJ/RI/RF/RE_GW_rev	 TTAATATGGCGTGAAACGATTG	
Arm-entry_fw	 CACCATGAGTTACATGCCAGCCCAG	
ArmC-entry_rv	 GCTTGTCTAACAATCGGTATCG	
attB-V-armC-ds_fw	 gccctcgagaccaagatgagttacatgccag	
attB-V-armC-ds_rv	 agctctagatgtctaacaatcggtatcgtac	
CG11873_fwd	 CTAGCACCACTTCGTTAAC	
CG11873_Sp6_rev	 ATTTAGGTGACACTATAGAAGTGGTTGTGGCACCACTAGTG	
CG42671_fwd	 CAACTGATGACGCGCAGC	
CG42671_SP6_rev	 ATTTAGGTGACACTATAGAAGTGGACGCATCGCGACGAATG	
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ColonyPCR_VN173_fwd	 ATGGTGAGCAAGGGCGAG	
ColonyPCR_VN173_rev	 GATGTTGTGGCGGATCTT	
Dbr_PB-PF_GW_fwd	 CACCATGGATGCTCAGTTTGAG	
Dbr_PB-PF_GW_rev	 TCAGCGCTGTCGTGTCGAG	
Dbr-PB-NheI_rev	 AAGGCTAGCTCAGCGCTGTCGTGTCG	
Dbr-PB-SalI_fwd	 CGCGTCGACATTCGTAACATGGATGCTCAG		
Dsulf1-fwd	 GCCTTATAATTGGCGGCC	
Dsulf1-rev-SP6	 ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGTTGAGGAGCGGAGGAAG

G	
Exd-GWE_fw	(A.	Rogulja-Ortmann)	 CACCATGGAGGACCCCAATC	
Exd-GWE_rv	(A.	Rogulja-Ortmann)		 TATGAGGGATTCTCCGGACTG	
Gateway	casette_attR1_Seq_fwd	 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCTG	
mCherry_into_pUAST_KpnI_fwd	 TATTGGTACCATGGTGAGCAAGGGCG	
mCherry_into_pUAST_XbaI_rev	 GACGTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTC	
netB_Exon8_fwd	 CCATAATCCTGGCACTGGCC	
netB_Exon8_SP6_rev	 ATTTAGGTGACACTATAGAAGACTGTCGTTGTCCTGCAGAT

TG	
P1	HSP70	PCR	 CCAGCAACCAAGTAAATCAACTG	
pVALIUM	20_check_fwd		 ACCAGCAACCAAGTAAATCAAC	
pVALIUM20_check_rev		 TAATCGTGTGTGATGCCTACC	
Seq_A2bp1_fwd-1	 CAACGGCCAATTCGGTGG	
Seq_A2bp1_fwd-2	 CACTAGTCTCAGCAGCGC	
Seq_A2bp1_fwd-3	 CAATTGGCGCAACTGCAAG	
Seq_arm_fwd-3	 CATACGCTGACGGCGTTC	
Seq_arm_rev_1	 GAGTAACCATCTTCTGAAGCC	
Seq_dbr_0156_fwd_1	 CTGCCAAAAGTGCTCTGC	
Seq_dbr_0806_fwd_2	 CACAGTTACAGCTTCCGTTC	
Seq_dbr_1485_fwd_3	 GATCAGCATCCACTTTCC	
Seq_dbr_2124_fwd_4	 GTTGTGCTCGATAACAGCG	
Seq_pMTGal4->CFP_fwd	 CTTATCGATACCGTCGAC	
Ubx-GWE_fw	(A.	Rogulja-Ortmann)	 CACCATGAACTCGTACTTTGAACAGG	
Ubx-GWE_rv	(A.	Rogulja-Ortmann)	 CTAAGGATCTAAGGATCTAAGG	
UbxUbdA-GWE_rv	(A.	Rogulja-Ortmann)	 GATCTACTGATCTAAGTGTCC	
VC155	c-ter_RF_Stop_KpnI_rev	 TGGCGCGACGCTTAGTGCTAGCTTAggtaccctaGTACAGCTCG

TCCATGCCGAGAGTG	
VC155	n-ter_RF_rev	 GTTCAGCTTTTTTGTACAAACTTGTGTACAGCTCGTCCATG

CCGAGAGTG	
VC155c-ter_RF_fwd	 AGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGACGatgGCCGACAAGCAGAA

GAACGGCA	
VC155N-ter_RF_KpnI_fwd	 TCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATGgtaccatgGCCGACAAG

CAGAAGAACGGCA	
VN173	n-ter_KpnI_RF-fwd	 TCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATGgtaccATGGTGAGCAA

GGGCGAGGAGCTGT	
VN173c-ter_RF_fwd	 AGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGACGATGGTGAGCAAGGGCG

AGGAGCTGT	
VN173c-ter_Stop_KpnI_rev	 TGGCGCGACGCTTAGTGCTAGCTTAGGTACCctaGATGTTGT

GGCGGATCTTGAAGTTG	
VN173n-ter_RF_rev	 GTTCAGCTTTTTTGTACAAACTTGTGATGTTGTGGCGGATC

TTGAAGTTG	
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Verwendete	Enzyme	

	
Tabelle	3:	Verwendete	Enzyme	

Name	 Hersteller	

BshTI	(AgeI)	

Bsu15I	(ClaI)	

NheI	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

DNase	I	recombinant,	RNase-free	 Roche	

FastDigest®	BamHI	

FastDigest®	BglII	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

FastDigest®	DpnI	 Thermo	Fisher	Scientific	

FastDigest®	EcoRI	

FastDigest®	EcoRV	

FastDigest®	HindIII	

FastDigest®	KpnI	

FastDigest	SalI	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

Thermo	Fisher	Scientific	

FastDigest®	XbaI	 Thermo	Fisher	Scientific	

FastDigest®	XhoI	 Thermo	Fisher	Scientific	

FastAP	Thermosensitive	Alkaline	

Phosphatase	

Thermo	Fisher	Scientific	

Q5®	High-Fidelity	DNA	Polymerase	 New	England	Biolabs	

Taq	DNA	Polymerase	(recombinant)	 Thermo	Fisher	Scientific	

T4	DNA	Ligase	 Thermo	Fisher	Scientific	

T7	RNA	Polymerase	

SP6	RNA	Polymerase	

Roche	

Roche	

	

Die	 Enzyme	 wurden,	 wenn	 nicht	 anders	 angegeben,	 mit	 dem	 vom	 Hersteller	

angegebenen	Puffer	verwendet.		

	
	
Kits	und	Größenstandards		

		
Tabelle	4:	Verwendete	Kits	und	Größenstandards	

Name	 Hersteller	

Orange	DNA	Loading	Dye	(6X)	 Thermo	Fisher	Scientific	

DIG	RNA	Labeling	Kit	(SP6/T7)	 Roche	



  MATERIAL	UND	METHODEN	

   17	
  

Gateway®	LR	Clonase®	II	Enzyme	mix	 Thermo	Fisher	Scientific	

HyperLadderTMI,II	und	IV		 Bioline	

KAPA	HiFiTM-PCR-Kit	 Peqlab	

NucleoBond®	Xtra	Midi	Plus	

pENTR™/D-TOPO®	Cloning	Kit,	with	One	

Shot®	TOP10	Chemically	Competent	E.	

coli	

Macherey-Nagel	

Thermo	Fisher	Scientific		

QIAprep®	Spin	Miniprep	Kit		 Qiagen	

QIAquick	Gel	Extraction	Kit		 Qiagen	

QIAquick	PCR	Purification	Kit		 Qiagen	

Transcriptor	High	Fidelity	cDNA	

Synthesis	Kit	

Roche	

TSA™	Plus	Cyanine	3	&	Cyanine	5	System	 PerkinElmer	

Venor®	GeM-OneStep	Mycoplasma	

Detection	Kit		

minerva	biolabs,	bezogen	

über	Biochrom	AG,	Berlin	

	

	

Antikörper	

	
Tabelle	5:	Primäre	Antikörper	

Name	 Spezies	 Verdünnung	 Hersteller	

Armadillo	 Maus		 1:50	 DSHB	(N2	7A1)	

beta	Galactosidase	 Hühnchen	 1:1000	 Abcam	(AB9361)	

beta	Galactosidase	 Kaninchen	 1:1000	 Cappel	(55976)	

Cleaved	Drosophila	Dcp-1	

(Asp216)	

Kaninchen	 1:50	 Cell	Signaling	

Technologies	(9578)	

Cut	 Maus	 1:20	 DSHB	(2B10)	

dHb9	 Kaninchen	 1:2000	 J.	B.	Skeath	(Broihier	et	

al.,	2002)	

DIG-AP,	fab	fragments	 Schaf	 1:1000	 Roche/Sigma	

(11093274910)	

Dimmed	 Meerschweinchen	 1:750	 P.	Taghert	(Park	et	al.,	

2008)	

Eagle	 Kaninchen	 1:10	 Dietrich	et	al.	1997	

Eagle	 Maus	 1:100	 C.	Q.	Doe	(Karcavich	

und	Doe,	2005)	
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Engrailed/Invected	 Maus	 1:2	 DSHB	(4D9)	

Fasciclin	2	 Maus	 1:10	 DSHB	(1D4)	

GFP	 Maus	 1:250	 Roche/Sigma	

(11814460001)	

GFP	 Kaninchen	 1:500	 Torrey	Pines	Biolabs	

(TP401)	

Hunchback	 Meerschweinchen	 1:500	 J.	Urban		(Mettler	et	al.,	

2006)	

mCherry	 Kaninchen	 1:500	 Bio	Vision	

Myosin	 Ratte	 1:500	 Abcam	(ab51098)	

p35	 Maus	 1:200	 B.	Hay	(Yoo	et	al.,	

2002)	

pSMAD	1,5	Ser	463/465	

(pMad)	

Kaninchen	 1:20	 Cell	Signaling	

Technologies	(9516P)	

Ultrabithorax	 Maus	 1:20	 DSHB	(FP3.38)	

Ultrabithorax	 Kaninchen	 1:1000	 L.S.	Shashidhara	

(Agrawal	et	al.,	2011)	

Ultrabithorax	 Meerschweinchen	 1:200	 I.	Lohmann	

	

	
Tabelle	6:	Sekundäre	Antikörper	

Name	 Spezies	 Verdünnung	 Hersteller	

Huhn-Cy5	 Esel	 1:250	 Jackson	

Immunoresearch	

Laboratories	

Huhn-FITC	 Esel	 1:250	 Jackson	

Immunoresearch	

Laboratories	

Kaninchen-Alexa488	 Esel	 1:500	 Life	Technologies	

Kaninchen-Alexa	568	 Ziege	 1:500	 Life	Technologies	

Kaninchen-Alexa647	 Esel	 1:500	 Life	Technologies	

Maus-Alexa488	 Esel	 1:500	 Life	Technologies	

Maus-Alexa568	 Ziege	 1:500	 Life	Technologies	

Maus-Alexa647	 Esel	 1:500	 Life	Technologies	

Meerschweinchen-

DyLight405	

Esel	 1:250	 Jackson	

Immunoresearch	
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Laboratories	

Meerschweinchen-

DyLight488	

Esel	 1:250	 Jackson	

Immunoresearch	

Laboratories	

Meerschweinchen-

DyLight649	

Esel	 1:250	 Jackson	

Immunoresearch	

Laboratories	

Ratte-Alexa633	 Ziege	 1:500	 Life	Technologies	

	

	

Sequenzierung	

Sequenzierungen	wurden	von	der	Firma	StarSeq	 (Mainz)	durchgeführt.	Genutzt	wurde	

der	U-Mix.	

	

	

Computerprogramme	

Es	wurden	folgende	Computerprogramme	verwendet:		

	
Tabelle	7:	Verwendete	Computerprogramme	

Name	 Hersteller	

4Peaks	v1.8	

Adobe	Illustrator	CS4	Mac	

www.nucleobytes.com	

Adobe	

Adobe	Photoshop	CS4	Mac	 Adobe	

Fiji	 Wayne	Rasband	(National	

Institute	of	Health),	Open	

source	

LAS	AF	2.0	

Leica	Confocal	Software	

Mendeley	Desktop	1.16	

Leica	Microsystems	

Leica	Microsystems	

Mendeley	Ltd.	

Office	Mac	2011	

Prism	7.0a	

Microsoft	

Graph	Pad	Software,	Inc.	

SnapGene	 GSL	Biotech	LLC	
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2.1.3	Versuchstiere	und	Modellorganismen		
	

Bakterienstämme	

	
Tabelle	8:	Verwendete	Bakterienlinien	mit	spezifischer	Anwendung	

Name	 Verwendung	

DH5	α	 Standardklonierungen,	

Expressionsvektoren	

One	Shot®	TOP10	Chemically	Competent	

E.	coli	(Thermo	Fisher	Scientific)	

pENTR	Klone	

One	Shot®	ccdB	Survival™	2	T1R	

Competent	Cells	E.coli	(Thermo	Fisher	

Scientific)	

BiFC-Destination	Vektoren	für	RF-

Klonierungsstrategie	

	

	

Zelllinien	

	

In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 S2R+	 Zellen	 verwendet	 (Yanagawa	 et	 al.,	 1998),	

welche	 von	 dem	 Drosophila	 Genomics	 Resource	 Center	 (DGRC,	 Indiana	 University,	

Bloomington,	USA)	bezogen	wurden.	

	

	

Fliegenstämme	

	
Tabelle	9:	verwendete	Fliegenstämme	

Bezeichnung	 Genotyp	 Herkunft	

White	 w1118	 O.	Vef	

Wildtyp	 Oregon-R-C	 Bloomington	(#5)	

	 	

Mutanten	

abdAMX1	 abdAMX1	/	TM3,	Sb	,e,	Kr-Gal4,	UAS-GFP		 Bloomington	(#3057)	

arm4		 y1,	arm4,	w*	/	FM7c,	P{ftz/lacC}YH1	 Bloomington	(#616)	

arm8	 arm8,	P{FRT(whs)}101	/	FM7c,	Dfd-GMR-

nvYFP	

Bloomington	(#8557)	

fra3	 w*;	P{FRT(whs)}G13	fra3	/	CyO,	P{lacZ-

un3}276	

Bloomington	(#8813)	
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fra4	 w*;	P{FRT(whs)}G13	fra4	/	CyO,	P{lacZ-

un3}276	

Bloomington	(#8743)	

Ubx1	 Ubx1	/	TM6c,	Tb,	Sb,	e,	Dfd-lacZ	 A.	Rogulja-Ortmann	

Ubx6.28	 Ubx6.26	/	TM6c,	Tb,	Sb,	Hu,	e,	Dfd-lacZ	 S.	Myneni	

Wnt4EMS23	 Wnt4EMS23	bw1	/	CyO,	P{HB-lacZ}GS1	 Bloomington	(#6650)	

	 	 	
UAS	Stämme	

UAS-UbxIa		 w1118;	UAS-UbxIa		 A.	Rogulja-Ortmann	

UAS-CD4::tdGFP	I	 w1118	,	P{UAS-CD4-tdGFP}8M1,		 Bloomington	(#35838)	

UAS-CD4::tdGFP	II	 	y1,	w*;	P{UAS-CD4-tdGFP}8M2	 Bloomington	(#35839)	

UAS-Flybow	1.1	 UAS-Flybow	1.1	/	Gla,	Bc		 Hadjieconomou	et	al.,	2011	

UAS-p35	 UAS-P35[BH2]		 Bloomington	(#5073)	

UAS-pan.dTCF	 y1,	w1118;	P{UAS-pan.dTCF}4	 Bloomington	(#4838)	

UAS-pan.dTCF.DN	 y1,	w1118;	P{UAS-pan.dTCFΔN}4	 Bloomington	(#4784)	

UAS-sgg.B	 w1118;	P{UAS-sgg.B}MB5	 Bloomington	(#5361)	

	 	 	
UAS	RNAi	Stämme	

UAS-arm	RNAi	 	y1,	sc*,	v1;	P{TRiP.HMS01414}attP2	 Bloomington	(#35004)	

UAS-fra	RNAi	 y1,	sc*,	v1;	P{TRiP.HMS01147}attP2	 Bloomington	(#40826)	

UAS-mCherry	RNAi	 y1,	sc*,	v1;	P{UAS-mCherry.VALIUM10}attP2	 Bloomington	(#35787)	

UAS-Ubx	RNAi	II	 y1,	sc*,	v1;	P{TRiP.HMS01403}attP40	 TRiP,	diese	Arbeit	

UAS-Ubx	RNAi	III	 y1,	sc*,	v1;	P{TRiP.HMS01403}attP2	 Bloomington	(#34993)	

	 	 	
Gal4	Stämme	

24B-Gal4,	UAS-mCherry	 w;	24B-Gal4,	UAS-mCherry	/	TM6b	 S.	Merabet	

Act5C-Gal4	 y1,	w*;	P{Act5C-Gal4}25FO1	/	CyO,	y+	
	

Bloomington	(#4414)	

dHb9-Gal4	 w;	dHb9-Gal4	/	TM3,	ftz-lacZ	 J.	Skeath,	(Broihier	et	al.,	
2002)	

dimm-Gal4	 w*;	P{GawB}dimm929	crc929	 Bloomington	(#25373)	

eg-Gal4,UAS-CD4::tdGFP	 w1118;	eg-Gal4	[Mz360],	P{w[+mC]=UAS-CD4-

tdGFP}8M2	/	TM3	o.	TM6b	

O.	Vef	

hs-mFlp5,	eg-Gal4	 UAS	flp5/CyO;	eg-Gal4	/	TM6b	 O.	Birkholz	

Mef2-Gal4,	UAS-

CD4::tdTomato	

w1118;	Mef2-Gal4,	UAS-CD4::tdTomato	/	TM3	

o.	TM6b	

O.	Vef	

OK371-Gal4,	UAS-CD8::GFP	 w1118;	P{GawB}VGlutOK371	/	CyO;	UAS-
mCD8::GFP	

A.	Bustos	((Mahr	and	
Aberle,	2006)	

sca-Gal4	 w1118;	sca-Gal4	 O.	Vef	

	 	 	
Rettungsstämme	

24B,	UAS-mCherry,	Ubx1	 w;;24B,	UAS-mCherry,	Ubx1,	e	/	TM6c,	P(Dfd-

GMR-nvYFP),	Tb,	Sb,	e	

Rekombination	
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Act5C-Gal4;	Ubx1	 w;	Act5C-Gal4	/	CyO,	P(Dfd-EYFP);	Ubx1,	e	/	

TM6c,	P(Dfd-GMR-nvYFP),	Tb,	Sb,	e	

2.-3.-Kombination	

dHb9-Gal4,	Ubx1	 w;;	dHb9-Gal4,	Ubx1,	e	/	TM6c,	P(Dfd-GMR-

nvYFP),	Tb,	Sb,	e	

	Rekombination	

Mef2-Gal4,	UAS-

CD4::tdTomato,	Ubx1	

w;;	Mef2-Gal4,	UAS-CD4::tdTomato,	Ubx1	/	

TM6c,	P(Dfd-GMR-nvYFP),	Tb,	Sb,	e	

Rekombination	

sca-Gal4;	Ubx1	 w;	sca-Gal4	/	CyO,	P(Dfd-EYFP);	Ubx1,	

e/TM6c,	P(Dfd-GMR-nvYFP),	Tb,	Sb,	e	

2.-3.-Kombination	

UAS-CD8::GFP;	Ubx1	 w1118;	UAS-mCD8::GFP;	Ubx1,	e	/	TM6,	AntpHu,	

e,	iab2-lacZ	

A.	Rogulja-Ortmann	

UAS-UbxIa;	Ubx1	 w;	UAS-UbxIa;	Ubx1,	e	/	TM6,	AntpHu,	e,	iab2-

lacZ	

A.	Rogulja-Ortmann	

	 	 	
Balancer	Stämme	

Dr	/	TM6c,Tb,	Sb,	e,	Dfd-lacZ	 Dr	/	TM6c,	Tb,	Sb,	e,	Dfd-lacZ	 O.	Vef	

Dr	/	TM6c,	Tb,	Sb,	e,	P(Dfd-

GMR-nvYFP)	

Dr	/	TM6c,	Tb,	Sb,	e,	P(Dfd-GMR-nvYFP)	 O.	Vef	

Vierfachbalancer	Blau	 w;	CyO	twi-lacZ	/	Pm;	TM6b,	AntpHu,	e,	iab2-

lacZ	/	CxD		

O.	Vef	

Vierfachbalancer	Grün	 w;	CyO,	P(Dfd-EYFP)	/	Pm;	TM6c,	P(Dfd-

GMR-nvYFP),	Tb,	Sb,	e	/	CxD	

O.	Vef	

w;	CyO,	P(Dfd-EYFP)	/	noc[Sco]	 w;	CyO,	P(Dfd-EYFP)	/	noc[Sco]	 O.	Vef	

y1,	w*,	baz4	P{FRT(whs)}9-2	/	
FM7c,	P{Dfd-GMR-nvYFP}1,	
sn+	

y1	w*	baz4	P{FRT(whs)}9-2	/	FM7c,	P{Dfd-
GMR-nvYFP}1,	sn+	

O.	Vef		

y2,	cho2,	v1/y,	hs-hid;	CyO/sp	 y2,	cho2,	v1/y,	hs-hid;	CyO/Sp	 O.	Vef		
	
	

	

2.2	Molekularbiologische	Methoden	
	

2.2.1.	DNA-Isolation	aus	Gewebe	
	

Die	Isolation	von	DNA	erfolgte	jeweils	aus	30	L3-Wanderlarven	oder	zehn	Fliegen.	Diese	

wurden	zunächst	gesammelt,	mit	Wasser	gespült	und	dann	für	mind.	30	min	bei	-80	°C	

eingefroren.	 Danach	 wurden	 sie	 auf	 Eis	 in	 200	 μl	 DNA-Puffer	 A	 mit	 einem	 Pistill	

zerkleinert.	Nach	dem	ersten	Zerkleinerungsschritt	wurden	erneut	200	μl	DNA-Puffer	A	

zugegeben	und	die	Larven	beziehungsweise	Fliegen	so	lange	weiter	zerkleinert,	bis	nur	

noch	die	Cuticulahüllen	übrig	blieben.	Anschließend	wurde	das	Gemisch	für	30	min	bei	

65	 °C	 inkubiert.	 Es	 wurden	 800	 µl	 DNA-Puffer	 B	 hinzugefügt.	 Um	 entstehende	
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Präzipitate	 aus	 der	 Lösung	 zu	 entfernen,	 wurde	 der	 Ansatz	 für	 15	min	 bei	 20	 800	 g	

zentrifugiert	und	1	ml	des	DNA-haltigen	Überstandes	abgenommen.	Dabei	wurde	darauf	

geachtet,	 keine	 Reste	 des	 Präzipitates	 oder	 der	 aufschwimmenden	 Lipide	 zu	

transferieren.		

Die	 DNA	 wurde	 nun	 durch	 Zugabe	 von	 600	 µl	 Isopropanol	 gefällt	 und	 durch	

Zentrifugieren	 für	 15	min	 bei	 20.800	 g	 pelletiert.	 Der	 Überstand	wurde	 entfernt,	 das	

Pellet	 mit	 100	 µl	 70	 %igem	 Ethanol	 gewaschen	 und	 dann	 nochmals	 für	 5	 min	

zentrifugiert.	Das	Ethanol	wurde	entfernt	und	das	Pellet	gründlich	getrocknet.	Nach	dem	

Trocknen	wurde	das	Pellet	in	100µl	dH20	gelöst.	

	
	 DNA-Puffer	A	

	 100	mM		 Tris/HCl,	pH	7,5	

	 100	mM		 EDTA	

	 100	mM		 NaCl	

	 0,5	%		 	 SDS	

	

		 DNA-Puffer	B	

			1	Vol.		 5	M	KAc		

2,5	Vol.		 6	M	LiCl	

DNA-Puffer	B	wurde	vor	jedem	Gebrauch	frisch	angesetzt.	

	

	

2.2.2	Agarosegelelektrophorese	von	Nukleinsäuren	
	
Mit	 einer	 Agarosegelelektrophorese	 lassen	 sich	 RNA-	 und	 DNA-Moleküle	 in	 einem	

elektrischen	 Feld,	 ihrer	 Größe	 entsprechend,	 auftrennen	 und	 visualisieren.	 Die	

Matrixdichte	und	somit	die	Auftrennungsfähigkeit	von	Nukleinsäuren	kann	dabei	über	

die	Konzentration	der	Agarose	bestimmt	werden,	das	heißt	je	höher	die	Konzentration,	

desto	präziser	trennen	sich	kleine	Fragmente	auf.	Im	Rahmen	dieser	Arbeit	wurden	0,7-

1,5	%ige	Agarosegele	verwendet.	

Die	 Agarose	 wurde	 in	 1x	 TAE-Puffer	 aufgekocht,	 bis	 sie	 sich	 vollständig	 gelöst	 hatte.	

Nach	einem	Abkühlen	auf	circa	60	°C	wurden	20	µl	Ethidiumbromid	(1	mg/ml)	pro	50	

ml	Puffer	hinzu	gegeben,	die	Lösung	 in	einen	horizontalen	Gelträger	gegossen	und	ein	

Gelkamm	so	eingesetzt,	dass	sich	nach	dem	Polymerisieren	Probetaschen	bildeten.	Der	

Kamm	konnte	dann	entfernt	und	das	Gel	 in	einem	mit	TAE-Puffer	gefüllte	Gelkammer	
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eingesetzt	 werden.	 Vor	 dem	 Auftragen	 auf	 das	 Gel	 wurden	 die	 DNA-Proben,	 ihrem	

Volumen	entsprechend,	mit	einem	6x	Loading	Dye	 (Thermo	Fisher	Scientific)	gemischt	

und	anschließend	in	die	Gelkammern	pipettiert.	Als	Größenmarker	wurde	je	5	µl	eines	

adäquaten	 DNA-Größenstandard	 (z.B.	 Hyper-Ladder	 I,	 Bioline)	 aufgetragen.	 Die	 DNA	

wurde	 bei	 100	V	 aufgetrennt.	 Durch	Anregung	mit	 UV-Licht	wurden	 die	DNA-Banden	

schließlich	sichtbar	gemacht	und	dokumentiert.	

	

	 	 TAE-Puffer	(50x)	

O,2	M	 		 Essigsäure		

0,01	M	 	 EDTA	(pH	8)		

0,4	M		 	 Tris		

	

	

2.2.3	Aufreinigung	von	Nukleinsäuren	
	
Präparatives	Agarosegel	

Um	 spezifische	 DNA-Fragmente	 von	 anderen	 Fragmenten	 zu	 isolieren,	 wurden	

präparative	Agarosegele	 verwendet.	Hierbei	wurden	0,7	%ige	Agarosegele	hergestellt,		

bei	 welchen	 größere	 Probentaschen	 benutzt	 wurden,	 sodass	 größere	 Probenmengen	

(ca.	40	µl)	in	eine	Geltasche	geladen	werden	konnten.	Nach	ausreichender	Auftrennung	

der	Nukleinsäuren	wurde	die	Bande	von	Interesse	aus	dem	Gel	ausgeschnitten	und	das	

QIAquick	Gel	Extraction	Kit	(Qiagen)	nach	Angaben	des	Herstellers	verwendet.	

	

Reinigung	von	DNA	

Um	 DNA-Fragmente	 (Vektor-DNA	 oder	 PCR-Amplifikate)	 nach	 enzymatischen	

Reaktionen	 zu	 reinigen,	 wurde	 das	 QIAquick	 PCR	 Purification	 Kit	 (Qiagen)	 oder	

GenElute™	PCR	Clean-Up	(Sigma-Aldrich)	nach	den	beigelegten	Anweisungen	verwendet.		

	

	

2.2.4	Polymerase-Kettenreaktion		
	
Die	Polymerase-Kettenreaktion	(PCR)	wurde	von	Mullis	und	Kollegen	entwickelt	um	in	

vitro	 spezifische	 DNA-Abschnitte	 zu	 amplifizieren	 (Mullis	 et	 al.,	 1986).	 Durch	 zwei	

Oligonukleotide	(Primer)	wird	ein	DNA-Abschnitt	definiert.	Dabei	kann	einer	der	Primer	
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mit	dem	antisense	Strang	(Forward-Primer)	und	der	andere	mit	dem	kodogenen	Strang	

(Reverse-Primer)	 spezifisch	 hybridisieren.	 Die	 3’-Hydroxyenden	 dienen	 der	 DNA-

Polymerase	 als	 Ausgangspunkt	 für	 die	 Synthese	 neuer	 Einzelstränge.	 Ein	 PCR-Zyklus	

besteht	 aus	 einem	 Denaturierungs-,	 Annealing-	 und	 einem	 Elongationsschritt.	 Die	

Annealingtemperatur	 richtet	 sich	 hierbei	 nach	 der	mittleren	 Schmelztemperatur	 (Tm)	

der	verwendeten	Primer.	Während	25-35	Zyklen	in	einem	Thermocycler	wird	der	DNA-

Abschnitt	exponentiell	vermehrt.	

PCR	wurde	 im	Rahmen	dieser	Arbeit	durchgeführt,	um	spezifische	DNA-Sequenzen	zu	

amplifizieren	und/oder	zu	modifizieren.	 Je	nach	Bedarf	wurden	unterschiedliche	PCR-

Varianten	verwendet.		

Der	 Erfolg	 der	 Reaktion	 wurde	 im	 Anschluss	 überprüft,	 in	 dem	 5-10	 µl	 jedes	

Reaktionsansatzes	in	einem	Agarose-Gel	aufgetrennt	wurden.	Der	übrige	Ansatz	wurde	

je	nach	Zielsetzung	aufgereinigt	und	in	Folgereaktionen	eingesetzt.		

	

Standard	PCR	
	
Um	 spezifisch	 DNA-Sequenzen	 mit	 einer	 Länge	 von	 100-2000	 bp	 zu	 amplifizieren,	

wurde	eine	Standard-PCR	(Tabelle	10	und	11)	mit	anschließender	gelektrophoretischer	

Analyse	 durchgeführt.	Hierfür	wurde	die	Taq	DNA	Polymerase	(recombinant)	 (Thermo	

Fisher	Scientific)	mit	beiliegenden	Puffern	verwendet.		

	
	
Tabelle	10:	Pipettierschema	Standard	PCR	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
5’-Primer	(10	µM)	 									1	µl	
3’-Primer	(10	µM)	 									1	µl	
dNTPs	(10	mM)	 									1	µl	
MgCl2	(25	mM)	 									4	µl	
10x	KCl-Puffer	 									5	µl	
Vorlage-DNA	(1	pg-3	ng/µl	DNA)	 									1	µl	
Taq	DNA	Polymerase	(1	U/µl)	 									1	µl	
ddH2O		 ad	50	µl	
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Tabelle	11:	Thermocyclerprogramm	Standard	PCR	

94°C	 3	min	 Initiale	Denaturierung	

94°C	 1	min	 Denaturierung	

Tm	–	5°C	 1	min	 Annealing	

68°C	 1	min/kb	 Elongation	

68°C	 7	min	 Finale	Elongation	

	

	

Kolonie	PCR	
	
Um	nach	einer	Transformation	(Kapitel	2.2.5.4)	jene	Kolonien	auswählen	zu	können,	die	

eine	 positive	 Insertion	 trugen,	wurde	 eine	Kolonie-PCR	 durchgeführt.	 Hierfür	wurden	

spezifische	Primerpaare	für	das	Insert	verwendet.		

Eine	 gut	 separierte	 Bakterienkolonie	 wurde	 mit	 einer	 sterilen	 Pipettenspitze	

aufgenommen,	 auf	 einer	 weiteren,	 mit	 entsprechendem	 Antibiotikum	 versetzte	

Nährmediumsplatte	 fein	 ausgestrichen	 und	 der	 an	 der	 Spitze	 verbleibende	

Bakterienrest	in	50	µl	dH2O	resuspendiert.	Auf	die	Nährmediumsplatte	wurde	ein	Raster	

aufgezeichnet,	sodass	die	Kolonien	dem	jeweiligen	Reaktionsansatz	zugeordnet	werden	

konnten.	 Dies	 wurde	 für	 vier	 weitere	 Kolonien	 wiederholt.	 Die	 erhaltene	 Suspension	

wurde	für	zehn	Minuten	auf	95	°C	erhitzt	um	die	Bakterienzellen	zu	zerstören	und	die	

Plasmide	 freizusetzen.	 Anschließend	 wurden	 die	 Zelltrümmer	 von	 den	 in	 Lösung	

befindlichen	Plasmiden	durch	einen	zwei	minütigen	Zentrifugationsschritt	bei	20.800	g	

getrennt.	3	µl	dieser	Lösung	wurden	als	Vorlage	für	eine	anschließende	PCR	(Tabelle	12	

und	13)	verwendet	und	auf	den	Inhalt	des	richtigen	Integrats	getestet.	

	
	
Tabelle	12:	Pipettierschema	Kolonie	PCR	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
5`-Primer	(10	µM)	 					0,5	µl	
3`-Primer	(10	µM)	 					0,5	µl	
dNTPs	(10	mM)	 					0,3	µl	
MgCl2	(25	mM)	 					1,2	µl	
10x	KCl	Puffer		
Bakterienlösung	

								2	µl		
								3	µl	

Taq	DNA	Polymerase	(1	U/µl)	 								1	µl	
ddH2O		 ad	20	µl	

	

	

	

30-35x 
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Tabelle	13:	Thermocyclerprogramm	Kolonie	PCR	

95	°C	 Pause	 	

Initiale	Denaturierung	95	°C	 5	min	

95	°C	 45	sec	 Denaturierung	

Tm-5	°C	 45	sec	 Annealing	

72	°C	 1	min/kb	 Elongation	

72	°C	 10	min	 Finale	Elongation	

		

High	Fidelity	PCR	
	
Bei	Amplifikaten,	bei	denen	es	auf	eine	fehlerfreie	Amplifikation	von	Fragmenten	größer	

als	1000	bp	ankam,	wurde	eine	DNA-Polymerase	mit	Korrekturlesefunktion	verwendet.	

Es	wurden	das	KAPA	HiFiTM-PCR-Kit	der	 Firma	Peqlab	 oder	die	Q5®	von	New	England	

Biolabs	nach	den	Angaben	des	Herstellers	verwendet.		

	

2.2.5	Standardklonierung	
	

2.2.5.1	Amplifikation	des	Integrats	und	Restriktionsverdau	
	
Zunächst	 wurde	 das	 Integrat	 mittels	 einer	 PCR	 amplifiziert.	 Durch	 einen	 geeigneten	

Entwurf	 der	 Oligonukleotide	 wurden	 Schnittstellen	 für	 Restriktionsendonukleasen	

während	der	PCR	eingebaut.	Um	PCR-Ansätze	von	Hintergrund	erzeugender	Vorlage	zu	

reinigen,	 wurden	 die	 Ansätze	 mit	 DpnI	 behandelt.	 DpnI	 ist	 eine	

Restriktionsendonuklease,	welche	spezifisch	methylierte	DNA	schneidet.	So	werden	alle	

DNA-Moleküle	 bakteriellen	 Ursprungs	 (Dam+)	 von	 dem	 Enzym	 abgebaut	 und	 nur	 die	

von	 der	 DNA-Polymerase	 in	 vitro	 synthetisierten	 Moleküle	 erhalten.	 Für	 die	 DpnI	 -	

Verdaue	wurde	zu	dem	PCR-Ansatz	(45	µl	nach	Gelanalyse)	1	µl	Enzym	hinzugefügt	und	

für	1	h	bei	37	°C	inkubiert.		

Anschließend	 wurde	 das	 Integrat	 mit	 dem	 QIAquick	 PCR	 Purification	 Kit	 (Qiagen)	

gereinigt	 und	 mit	 den	 entsprechenden	 Restriktionsendonukleasen	 verdaut,	 um	 die	

durch	 die	 Primer	 eingebauten	 Schnittstellen	 zu	 schneiden	 (Tabelle	 14).	 In	 einem	

weiteren	Restriktionsansatz	wurde	der	Vektor	mit	den	gleichen	Enzymen	linearisiert.	

	
	
	
	

30x 
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Tabelle	14:	Pipettierschema	Restriktionsverdau	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
DNA-Lösung	(1	µg)	 								x	µl	
10x	FastDigest®	oder	10x	
FastDigest®	Green	Buffer	

								2	µl	

Restriktionsenzym	FD	 								1	µl	
ddH2O		 ad	20	µl	

	

	

Durch	 Verwendung	 des	 FastDigest®	 Green	 Buffer	 konnten	 die	 Proben	 zu	

Analysezwecken	 direkt	 auf	 ein	 Agarosegel	 aufgetragen	 werden.	 Für	 Doppel-	 oder	

Dreifachverdaue	 wurden	 die	 jeweiligen	 Enzyme	 zusätzlich	 hinzugefügt	 und	 das	

Wasservolumen	 entsprechend	 reduziert.	 Die	 Ansätze	 wurden	 dann	 zwischen	 zehn	

Minuten	und	1	h	bei	37	°C	inkubiert	und	die	Enzyme	danach	durch	Inkubation	bei	65	°C	

für	 20	min	 inaktiviert	 oder	 zu	Analyse-	 bzw.	 Präparationszwecken	 auf	 ein	Agarosegel	

geladen.	Wie	in	Kapitel	2.2.3	beschrieben,	wurden	die	Ansätze	aufgereinigt	und	konnten	

dann	weiter	verwendet	werden.	

	

2.2.5.2	Dephosphorylierung	
	
Um	 eine	 Religation	 zu	 verhindern,	 wurden	 verdaute	 Vektoren	 vor	 einer	 Ligation	mit	

einer	 Phosphatase	 behandelt.	 Um	 Vektoren	 vor	 der	 Ligation	 zu	 dephosphorylieren,	

wurde	 dem	 Restriktionsansatz	 1	 µl	 FastAP	 Thermosensitive	 Alkaline	 Phosphatase	

(Thermo	Fisher	Scientific)	hinzugefügt	und	mit	diesem	simultan	inkubiert.	

	

2.2.5.3	Ligation	
	
Nach	der	Dephosphorylierung	wurde	mit	Hilfe	von	Ligasen	die	geschnittene	Vektor-DNA	

mit	 der	 ebenfalls	 geschnittenen	 Insert-DNA	verknüpft.	 In	 dieser	Arbeit	wurde	die	T4-

Ligase	der	Firma	Thermo	Fisher	Scientific	nach	den	Angaben	des	Herstellers	verwendet.	

Durch	Verwendung	der	drei-	bis	fünffachen	Konzentration	des	Integrats	gegenüber	dem	

Vektor	 begünstigt	 man	 die	 gewünschte	 Reaktion	 gegenüber	 der	 nicht	 gewünschten	

Religation	(Tabelle	15	und	16).		
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Tabelle	15:	Pipettierschema	Ligation	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
Vektor	(50	ng)	 		x	µl	
Insert	(5:1	molares	Verhältnis	
gegenüber	dem	Vektor)	

		y	µl	

T4-Ligase	Puffer	 		2	µl	
T4-Ligase	 		1	µl	
ddH2O		 ad	20	µl	

	
	
Tabelle	16:	Thermocyclerprogramm	Ligation	

22	°C	 Pause	 	

Inkubation	22	°C	 1	h	

65	°C	 10	min	 Inaktivierung	

	

2.2.5.4	Transformation	
	
Um	fremde	DNA	in	Bakterienzellen	einzubringen,	wurden	diese	transformiert.	Nach	der	

Aufnahme	 der	 Plasmide	 konnten	 mittels	 der	 auf	 diesen	 Plasmiden	 enthaltenen	

Antibiotikaresistenz	 jene	 Bakterienklone	 selektioniert	 werden,	 die	 erfolgreich	 die	

Fremd-DNA	 aufgenommen	 hatten.	 Die	 eingebrachten	 Plasmide	 enthielten	 hierfür	 eine	

Multiple	 Klonierungsstelle,	 einen	 bakteriellen	 Replikationsursprung	 und	 ein	

Resistenzgen	 zur	 Selektion	 gegen	 ein	 bestimmtes	 Antibiotikum.	 Die	 Bakterienzellen	

teilten	 sich	 dann	 in	 sehr	 hoher	 Rate	 und	 vermehrten	 hierüber	 die	 eingebrachten	

Plasmide.	

Chemisch	kompetente	DH5α	Zellen,	One	Shot®	TOP10	Chemically	Competent	E.	coli	oder	

One	 Shot®	 ccdB	 Survival™	 2	 T1R	 Competent	 Cells	 E.coli	 (Thermo	 Fisher	 Scientific)	

wurden	 von	 -80	 °C	 Lagertemperatur	 auf	 Eis	 aufgetaut	 (siehe	 Tab.:	 8,	 Verwendete	

Bakterienlinien	mit	spezifischer	Anwendung).	Zu	dieser	Bakteriensuspension	wurden	3-

10	µl	DNA-Lösung	aus	einem	Ligationansatz,	einer	pENTR/D-TOPO	Reaktion	oder	einer	

RF-Klonierung	hinzu	pipettiert	und	dieser	Ansatz	für	20	min	auf	Eis	inkubiert.	In	diesem	

Zeitraum	lagerten	sich	die	DNA	Moleküle	an	den	Zellwänden	der	Bakterien	an.	Danach	

erfolgte	 der	 Hitzeschock	 für	 die	 DH5α	 für	 2	 min	 bei	 42	 °C.	 Die	 kommerziellen	

Bakterienstämme	 wurden	 nach	 Angaben	 des	 Herstellers	 behandelt.	 Nach	 dem	

Hitzeschock	 wurde	 zu	 den	 Bakterienzellen	 250	 µl	 vorgewärmtes	 SOC-Medium	

hinzugefügt	und	das	Gemisch	bei	37	°C	für	1	h	inkubiert.	In	dieser	Zeit	bildete	sich	die	

Antibiotikaresistenz	aus,	welche	anschließend	dazu	verwendet	wurde,	um	die	Zellen	auf	
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einer	 der	 Plasmidresistenz	 entsprechenden	 antibiotikahaltigen	 Agarplatte	 zu	

selektionieren.	Hierfür	wurde	die	Zellsuspension	mit	einem	sterilisierten	Drigalskispatel	

auf	 einer	 Agarplatte	 ausgestrichen.	 Solche	 Zellen,	 die	 das	 Plasmid	 durch	 die	

Transformation	aufgenommen	hatten,	besaßen	die	entsprechende	Antibiotikaresistenz,	

wohingegen	 die	 Zellen,	 welche	 keine	 Antibiotikaresistenz	 erworben	 hatten,	 in	 ihrem	

Wachstum	gehemmt	wurden.	Die	Agarplatten	wurden	für	16h	bei	37	°C	inkubiert.	

	

	 LB-Ampicillin-Platten	

Auf	1	l	LB-Medium	15	g	Bacto-Agar	geben	und	autoklavieren.	Nach	dem	Abkühlen	auf	

etwa	60	°C	75	mg	Ampicillin	zugeben.	In	sterile	Petrischalen	gießen.	Lagerung	bei	4	°C.	

	

	 SOC-Medium	

	 2	%		 	 Trypton	(w/v)		

	 0,5	%		 Hefeextrakt	(w/v)		

	 10	mM		 NaCl		

	 2,5	mM		 KCl	

	 10	mM		 MgCl2	

	 10	mM		 MgSO4		

	 20	mM		 Glucose		

sterile	Lagerung	bei	4	°C	

	

2.2.5.5	Plasmidpräparation	

Nach	 einer	 Transformation	 wurden	 die	 Plasmid-Moleküle	 in	 den	 jeweiligen	

Bakterienzellen	 vermehrt.	 Um	 sie	 aus	 diesen	 zu	 isolieren,	 wurden	 das	QIAprep®	 Spin	

Miniprep	 Kit	 (Qiagen),	 GenEluteTM	 Plasmid	 Miniprep	 Kit	 (Sigmar-Aldrich)	 und	 das	

NucleoBond®	Xtra	Midi	Plus	(Macherey	&	Nagel)	verwendet.	Die	erstgenannten	wurden	

für	 Isolationen	 im	 kleinen	 Maßstab	 verwendet.	 Um	 die	 Vektoren	 für	

Keimbahntransformation	oder	zur	Anwendung	 in	der	Zellkultur	 in	sauberer	Form	und	

entsprechendem	Maßstab	zu	isolieren	wurde	das	dritte	Kit	verwendet.		
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Minipräparation	

Um	 die	 Plasmide	 aus	 den	 Bakterienzellen	 zu	 gewinnen,	 wurde	 das	 „QIAprep®	 Spin	

Miniprep	Kit“	 (Qiagen)	und	das	GenEluteTM	Plasmid	Miniprep	Kit	 (Sigmar-Aldrich)	nach	

Angaben	des	Herstellers	verwendet.		

	

Midipräparation	

Um	Plasmide	für	Keimbahntransformationen	und	die	Zellkultur	zu	gewinnen,	wurde	das	

NucleoBond®	Xtra	Midi	Plus	–	Kit	(Macherey	&	Nagel)	 nach	 dem	beigelegten	Protokoll	

unter	Verwendung	einer	Vorkultur	angewendet.		

	
	 LB-Medium	

	 10	g		 	 Trypton		

	 		5	g		 	 Hefeextrakt		

	 10	g		 	 NaCl		

in	900	ml	Aqua	dest.	lösen,	pH	7	mit	5	N	NaOH	einstellen	und	autoklavieren	

	

	 LB-Ampicillin-Medium	

	 75	μg	Ampicillin	je	ml	LB-Medium		

	

	

2.2.6	Restriktionsfreie-Klonierung	
	
Als	Alternative	zur	klassischen	Klonierungsstrategie	wurde	Restriktionsfreies	Klonieren	

verwendet	(Unger	et	al.,	2010;	van	den	Ent	and	Löwe,	2006).	Diese	Methode	fand	ihre	

Anwendung,	um	die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	BiFC-Destination	Vektoren,	sowie	den	

pENTR_arm	zu	erzeugen.		

In	 einem	 ersten	 PCR-Schritt	 (Tabelle	 17	 und	 19)	 wurden	 sogenannte	 Megaprimer	

produziert,	die	sich	durch	mit	dem	Zielvektor	hybridisierende	Überhänge	von	etwa	25	

bp	Länge	auszeichneten.	Hierfür	wurden	die	Primer	so	entworfen,	dass	sie	zu	25	bp	mit	

dem	 zu	 amplifizierenden	 Fragment	 und	 zu	 25	 bp	 mit	 der	 Insertionsstellen	 in	 das	

Zielplasmid	zu	hybridisieren	vermochten.	Nach	der	Reinigung	mit	dem	PCR-Purification	

Kit	 (Qiagen)	 wurden	 diese	 Megaprimer	 in	 einem	 zweiten	 PCR-Schritt	 eingesetzt	 (RF-

PCR,	 Tabelle	 18	 und	 19).	 Hier	 dienten	 nun	 die	 erwähnten	 Überhänge	 als	

Hybridisierungsstellen	mit	 dem	 Zielmolekül,	 deren	 3’	 OH-Enden	 der	 DNA-Polymerase	
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(KAPAHiFiTM-PCR-Kit,	 PeqLab)	 als	 Ausgangspunkt	 für	 die	 Synthese	 des	

Komplementärstranges	dienten.		

Zur	Reduzierung	von	Hintergrund	produzierenden	Parentalplasmiden	wurden	10	µl	des	

PCR-Ansatzes	mit	Fast	Digest	DpnI	(Thermo	Fisher	Scientific)	für	eine	Stunde	inkubiert	

und	 anschließend	 bei	 80	 °C	 für	 5	 min	 inaktiviert.	 DpnI	 ist	 eine	 Restriktions-

endonuklease,	 welche	 spezifisch	 methylierte	 DNA	 abbaut	 und	 so	 alle	 DNA-Moleküle	

entfernt,	 welche	 eine	 bakterielle	 Abstammung	 aufweisen,	 also	 nicht	 von	 der	 DNA-

Polymerase	in	vitro	synthetisiert	wurden.		

Die	 in	 der	 Reaktion	 entstehenden	 Einzelstrangbrüche	 innerhalb	 des	 Plasmidmoleküls	

wurden	nach	der	Transformation	in	chemisch	kompetente	DH5α-Zellen	durch	endogene	

Reparatursysteme	 von	 diesen	 repariert	 und	 das	 Plasmid	 vervielfältigt.	 Im	 Anschluss	

wurde	 mit	 dem	 QIAprep®	 Spin	 Miniprep	 Kit	 (Qiagen)	 die	 rekombinanten	 Plasmide	

isoliert	und	der	Erfolg	der	RF-Klonierung	mittels	einer	Kolonie-PCR	(Kapitel	2.2.4)	mit	

anschließendem	Testrestriktionsverdau	überprüft	(Kapitel	2.2.5.1).	

	
	
Tabelle	17:	Pipettierschema	der	ersten	RF-PCR	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
5’-Primer	(10	µM)	 		2	µl	
3’-Primer	(10	µM)	 		2	µl	
dNTPs	(10mM)	 		1	µl	
5x	HF	oder	GC	Puffer	
DNA	Vorlage	(cDNA,	3ng/µl)	

10	µl	
		1	µl	

KAPA	HiFi	DNA-Polymerase		 		1	µl	
ddH2O		 ad	50	µl	

	
	
Tabelle	18:	Pipettierschema	der	zweiten	RF-PCR 

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
1.	MP	(100	ng)	 		x	µl	
2.	MP	(äquimolar	zu	1.	MP)	 		y	µl	
dNTPs	(10	mM)	 		1	µl	
5x	HF	oder	GC	Puffer	
DNA	Vorlage	(z.B.	pUASg.attB	
20ng/µl)	

10	µl	
		1	µl	

KAPA	HiFi	DNA-Polymerase		 		1	µl	
ddH2O		 ad	50	µl	
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Tabelle	19:	Thermocyclerprogramm	des	RF-Klonierens 

95	°C	 Pause	 Hot	Start	

95	°C	 2	min	 Initiale	Denaturierung	

98	°C	 20	sec	 Denaturierung	

60	°C	 30	sec	 Annealing	

72	°C	 30	sec/kb	 Elongation	

72	°C	 5	bzw.	8	min	 Finale	Elongation	

	

2.2.7	Gateway-Klonierung	
	
Bei	der	Gateway-Klonierungsmethode	handelt	es	sich	um	eine	vielseitige	und	effiziente	

Methode,	 um	 ein	 Zielgen	 in	 eine	 Vielzahl	 unterschiedlicher	 Expressionsvektoren	

einzubringen.	 Die	 Technik	 beruht	 auf	 dem	 natürlichen	 Rekombinationssystem	 des	

Bakteriophagen	λ.	Zunächst	wird	durch	verschiedene	Methoden	ein	sogenannter	ENTRY	

Vektor	erzeugt,	der	die	gewünschte	cDNA	enthält.	In	einem	nachfolgenden	Schritt	wird	

durch	 eine	Rekombinationsreaktion	 zwischen	den	attachment	sites	 des	 ENTRY	Vektor	

mit	 denen	 eines	Destination	Vektors	 die	 cDNA	 transferiert	 und	 ein	Expressionsvektor	

erzeugt.	

	

2.2.7.1	Erzeugung	eines	ENTRY-Vektors	mittels	des	D-TOPO	Kits	
	
In	dieser	Arbeit	wurden	ENTRY	Vektoren	mit	dem	pENTR™/D-TOPO®	Cloning	Kit,	with	

One	Shot®	TOP10	Chemically	Competent	E.	coli	(Thermo	Fisher	Scientific)	nach	Angaben	

des	 Herstellers	 verwendet,	 sowie	 Restriktionsfreies-Klonieren	 um	 den	 pENTR_arm	

(Vorlage	 LD23131)	 zu	 erzeugen.	 Die	 Konstrukte	 dbr,	 exd,	 UbxIa,	 UbxIIa	 und	 UbxIva	

wurden	von	cDNAs	amplifiziert,	welche	von	Dr.	Ana	Rogulja-Ortmann	erhalten	wurden.	

A2bp1	 wurde	 vom	 LD15974	 amplifiziert.	 Das	UbxUbda	Konstrukt	 wurde	 von	 Dr.	 Samir	

Merabet,	Lyon	erhalten.	

	
	 LB-Kanamycin-Medium	

	 50	µg	Kanamycin	je	ml	LB-Medium		

	

	 LB-Kanamycin-Platten	

15	g	Bacto-Agar	pro	Liter	LB-Medium	mischen	und	autoklavieren,	auf	60	°C	abkühlen	

lassen,	mit	50	mg	Kanamycin	versetzen	und	in	Petrischalen	gießen.	Bei	4	°C	lagern	

30x 
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2.2.7.2	Erzeugung	eines	Expressionsvektors		
	

Um	 cDNAs	 aus	 den	 ENTRY	 Vektoren	 in	 die,	 in	 dieser	 Arbeit	 generierten	 Destination	

Vektoren,	 zu	 transferieren,	 wurde	 der	 Gateway®	 LR	 Clonase®	II	 Enzyme	mix	 (Thermo	

Fisher	Scientific)	nach	Angaben	des	Herstellers	verwendet.	

	

2.2.8	Sondenherstellung	
	
Alle	Sonden	in	dieser	Arbeit	wurden	durch	in	vitro-Transkription	hergestellt.	Sie	tragen	

eine	Digoxigenin	 (DIG)-Markierung,	 welche	 sich	 mit	 anti-DIG	 Antikörpern	 detektieren	

lässt.	 Für	 die	 in	 vitro-Transkription	 wurde	 zunächst	 eine	 DNA-Matrize	 benötigt;	 In	

dieser	 Arbeit	 kamen	 zwei	 unterschiedliche	 Methoden	 zur	 Anwendung	 um	 diese	

Matrizen	 herzustellen.	 Beide	 orientierten	 sich	 an	 einer	 von	Weiszmann	 und	 Kollegen	

publizierten	Vorgehensweise	(Weiszmann	et	al.,	2009).		

Als	 eine	Methode	wurden	Expressed	 Sequence	Tags	 (EST)	 verwendet,	 welche	 in	 einer	

Bibliothek	 im	 Institut	 für	 Genetik	 in	Mainz	 vorlagen	 (Stapleton	 et	 al.,	 2002).	 Aus	 der	

Bibliothek	 konnten	 die	 gewünschten	 Klone	 auf	 passenden	 Antibiotika-Platten	

ausgestrichen	 werden	 und	 von	 diesen	 durch	 Herstellung	 einer	 Übernachtkultur	

Plasmid-DNA	isoliert	werden	(siehe	Kapitel	2.2.5.5).	Durch	einen	Restriktionsverdau	mit	

dem	 entsprechenden	 Enzym	 wurden	 3	 µg	 Vektor	 DNA	 (in	 einem	 100	 µl	 Ansatz)	 so	

linearisiert,	dass	durch	die	entstehende	Schnittstelle	am	3’-Ende	der	Endpunkt	 für	die	

Transkription	 festgelegt	 werden	 konnte.	 Hierbei	 wurde	 die	 Schnittstelle	 so	 gewählt,	

dass	eine	circa	300-1000	bp	lange	Sonde	entstand.	Kürzere	Sonden	weisen	sehr	häufig	

eine	zu	geringe	Spezifität	in	situ	auf	während	zu	lange	Sonden	Schwierigkeiten	besitzen,	

in	das	Gewebe	einzudringen.	Die	geschnittene	DNA	wurde	mit	1/10	Volumen	2	M	NaCl	

(DEPC)	und	2,5	Volumen	100%	Ethanol	über	Nacht	bei	-20	°C	gefällt.	Am	nächsten	Tag	

wurde	diese	Probe	für	mindestens	45	min	bei	4	°C	und	20	800	g	zentrifugiert	und	das	

Pellet	anschließend	gewaschen,	indem	es	in	70	%igem	Ethanol-DEPC	für	10	min	bei	4	°C	

und	20	800	g	zentrifugiert	wurde.	Danach	wurde	der	Überstand	abgenommen	und	das	

Pellet	im	Thermoschüttler	für	1-2	min	bei	50	°C	getrocknet.	Das	Pellet	wurde	dann	in	16	

µl	ddH2O	(DEPC)	gelöst.	Der	Erfolg	wurde	auf	einem	DNA-Gel	überprüft.	

Als	 weitere	 Methode	 zur	 Herstellung	 eine	 DNA	 Matritze	 wurde	 eine	 PCR-basierte	

Strategie	verwendet	(Weiszmann	et	al.,	2009).	Hierfür	wurde	zunächst	ein	Primerpaar	

entworfen,	 welches	 gegen	 das	 größte	 Exon	 des	 Zielgens	 komplementär	 war.	 Dem	
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Reverse	Primer	wurde	dabei	 am	5’-Ende	 eine	 SP6	RNA	Polymerase	Promotorsequenz	

angehängt,	welche	 eine	 Transkription	 der	 Sonde	 erlaubte.	Mittels	 einer	 Standard	 PCR	

(Kapitel	2.2.4)	wurde	so	ein	Amplifikat	erzeugt	und	auf	einem	Gel	überprüft.	Das	PCR-

Produkt	wurde	mit	Hilfe	des	PCR-Purification	Kits	(Qiagen)	gereinigt	(Kapitel	2.2.3).	Die	

Elution	erfolgte	hierbei	mit	35	µl	ddH2O(DEPC).	

Für	 die	 in	 vitro	 Transkription	 wurde	 das	 DIG	 RNA	 Labeling	 Kit	 (SP6/T7)	 (Roche)	

verwendet.	 Der	 Ansatz	 (Tabelle	 20)	wurde	 für	 2	 h	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Um	 die	 DNA-

Vorlage	zu	entfernen,	wurde	das	Gemisch	danach	mit	2	µl	DNaseI	(RNasefrei,	Roche)	für	

15	min	bei	 37	 °C	 inkubiert.	Um	diese	Reaktion	 zu	 stoppen,	wurden	2	µl	 0,2	M	EDTA-

DEPC	 hinzu	 pipettiert	 und	 das	 Gemisch	 im	 Anschluss	 erneut	 über	 Nacht	 gefällt.	 Die	

Fällung	der	RNA	wurde	durch	Zugabe	von	2,5	µl	4	M	LiCl-DEPC	und	70	µl	100	%	Ethanol	

herbeigeführt.	 Am	 nächsten	 Morgen	 wurde	 die	 RNA-Sonde	 wie	 zuvor	 beschrieben	

zentrifugiert	und	gewaschen	und	das	Pellet	 in	50	µl	ddH2O	(DEPC),	welches	mit	0,5	µl	

RNase	Inhibitor	versetzt	wurde,	gelöst	und	bei	-20	°C	gelagert.	

	

	
Tabelle	20:	Pipettierschema	der	in	vitro	Transkription	

Reagenz	 Eingesetztes	Volumen	
Ca.	3	µg	DNA	 	14	µl	
10x	Transkriptionspuffer	 			2	µl	
DIG-Nukleotidmix	 			2	µl	
T7-Polymerase	 			2	µl	
RNase	Inhibitor		 			1	µl	

	

	

2.3	Zellkultur	
	
In	der	vorliegenden	Arbeit	wurden	S2R+	Zellen	verwendet.	Bei	S2R+	Zellen	handelt	es	

sich	 um	 eine	 embryonale	 Zelllinie,	 welche	 ein	 Derivat	 der	 von	 Schneider	 isolierten	

Zelllinie	 (S2)	 darstellt	 (Schneider,	 1972).	 Im	 Gegensatz	 zu	 der	 Ausgangszellline	 S2	

handelt	es	sich	bei	den	S2R+	um	adherente	Zellen,	welche	sich	durch	die	Expression	der	

Wingless	 Rezeptoren	 Dfrizzled-1	 und	 Dfrizzled-2	 auszeichnen	 (S2	 receptor	 plus)	

(Yanagawa	et	al.,	1998).		

Die	Kultivierung	und	die	 	Experimente	orientierten	sich	an	Protokollen	des	Drosophila	

Genomics	Resource	Center	 (DGRC,	 Indiana	University,	Bloomington,	USA).	Alle	Arbeiten	

erfolgten	unter	einer	Sterilbank.	Die	Zellen	wurden	zweimal	pro	Woche	in	frisches	M3-
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Zellkulturmedium	 im	 Verhältnis	 1:3	 oder	 1:5	 durch	 Lösen	 der	 Zellen	 mittels	 	 eines	

Zellspatels	transferiert.	Bei	dem	Medium	handelte	es	sich	um	steril	filtriertes	Shield	and	

Sang	 Standardmedium	 (Sigma,	 S8398-1L)	 mit	 10	 %	 fötalem	 Kälberserum	 (Thermo	

Fisher	 Scientific,	 16000-036)	 und	 1	 %	 Penicillin/	 Streptomycin	 (Sigma,	 P4333).	 Die	

Haltung	 erfolgte	 in	 einem	 Inkubator	 bei	 25	 °C	 in	 Zellkulturflaschen	 mit	 6	 ml	

Arbeitsvolumen.	Eine	Kulturperiode	wurde	nicht	 länger	als	30	Passagen	durchgeführt.	

Es	 wurde	 regelmäßig	 überprüft,	 dass	 die	 Kultur	 frei	 von	 einer	 Mycoplasmen-

Kontamination	war,	indem	das	Venor®	GeM-OneStep	Mycoplasma	Detection	Kit	(minerva	

biolabs)	nach	Angaben	des	Herstellers	verwendet	wurde.	

	
	 Shield	and	Sang	M3-Medium		

	 39,36	g	Shields	and	Sang	Pulver	(Sigma,	S8398-1L)	

	 0,5	g	KHCO3		auf	pH	6.6	einstellen,	sofern	nötig	

	 1	g	Hefeextrakt	(Sigma	Y-1000)			

2,5	g	Bactopepton	(Difco	211677)			

alles	lösen	und	mit	einem	0.2	μm	Filter	in	sterile	Flaschen	filtrieren,	50	ml	Aliquot	beiseite	

legen,	den	Rest	mit	hitzeinaktiviertem	10	%	fötales	Kälberserum	und	1	%	

Penicillin/Streptomycin	versetzen.	Bei	4	°C	lagern.			

	

2.3.1	Transfektion	von	S2R+	Zellen	
	
Transfektionen	 von	 Zellkulturzellen	 wurden	 durchgeführt	 um	 rekombinante	 Proteine	

für	 das	 BiFC	 System	 zur	 Expression	 zu	 bringen	 und	 Protein-Protein-Interaktionen	 zu	

analysieren.	 Es	 wurden	 Zellen	 zwischen	 der	 zehnten	 und	 dreißigsten	 Passage	

verwendet.	

Hierfür	 wurden	 am	 ersten	 Tag	 Zellen	 aus	 einer	 konfluenten	 Kulturflasche	 in	 einer	

definierten	Zelldichte	von	500.000	–	600.000	Zellen/ml	in	gekammerten	Objektträgern	

(µ-Slide	8	Well,	ibiTreat,	ibidi)	oder	in	6-well	Platten	ausgesät.	Die	Zelldichte	wurde	mit	

einer	Neubauer	 Zählkammer	 ermittelt.	 Pro	Kammer	des	Objektträgers	wurden	250	µl	

Zellsuspension	verwendet.	Für	6-well	Platten	wurden	3	ml	Zellsuspension	benutzt.	Die	

Transfektion	erfolgte	24	h	nach	Aussaat.	Zwei	Stunden	vor	der	Transfektion	wurden	bei	

den	gekammerten	Objektträgern	die	250	µl	des	Ansatzes	gegen	200	µl	frisches	Medium	

getauscht.	 Alle	 Reagenzien	 (Tabelle	 21)	 wurden	 vor	 der	 Transfektion	 auf	

Raumtemperatur	 erwärmt.	 Fugene	 HD-Kit	 (Promega)	 wurde	 nach	 den	 Angaben	 des	
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Herstellers	 angewendet.	 Die	 Transfektionsansätze	 wurden	 vorsichtig	 auf	 die	 Zellen	

gegeben	 um	 ein	 Ablösen	 der	 Zellen	 zu	 minimieren.	 Vier	 Stunden	 nach	 Transfektion	

wurde	 die	 Expression	 der	 rekombinanten	 Proteine	 durch	 Induktion	 des	

Schwermetallpromotors	 des	 pMTGal4_UAS	mCherry	 durch	 Zugabe	 von	 100	 µM	 CuSO4	

induziert.	 Die	 Zellen	 wurden	 für	 44	 h	 weiter	 inkubiert	 und	 dann	 am	 konfokalen	

Mikroskop	analysiert.		

	
Tabelle	21:	:	Pipettierschema	der	Transfektion	von	S2R+	Zellen	

	

	

	

2.4	Bimolekularer-Fluoreszenter-Komplementationstest	(BiFC)	
	

Um	 Protein-Protein-Interaktionen	 zu	 testen,	 wurde	 ein	 von	 Hudry	 und	 Kollegen	 für	

Embryonen	 entwickeltes	 Analyseverfahren	 auf	 kultivierte	 S2R+Zellen	 übertragen	

(Hudry	 et	 al.,	 2011).	 Bimolekulare	 Fluoreszenz	 beruht	 auf	 der	 Eigenschaft	 des	 Grün	

Fluoreszierenden	 Proteins	 (GFP)	 und	 seiner	 Derivate	wie	 Venus	 (V),	 dass	 sich	 die	 N-

terminale	 Hälfte	 (Aminosäuren	 1-173,	 VN173)	 und	 C-terminale	 Hälfte	 (Aminosäuren	

155-238,	 VC155)	 bei	 räumlicher	 Nähe	 wieder	 zu	 einem	 funktionalen	 Protein	

zusammenlagern	 (Kerppola,	 2009).	 Die	 einzelnen	 Hälften	 besitzen	 hierbei	 keine	

Fluoreszenz.	Werden	diese	N-	bzw.	C-terminalen	Hälften	jeweils	mit	zu	untersuchenden	

Interaktionspartnern	 fusioniert	 und	 gemeinsam	 exprimiert,	 erlaubt	 die	 entstehende	

Fluoreszenz	 Rückschlüsse	 über	 die	 Interaktionseigenschaften	 der	 untersuchten	

Proteinpartner	 zu	 ziehen.	 In	 dieser	 Arbeit	 wurde	 Venus	 an	 Stelle	 von	 GFP	 als	

optimierter	 Fluorophor	 verwendet	 (wie	 bei	 Hudry	 et	 al.,	 2011).	 Es	 wurden	 nur	 N-

terminale	Fusionen	verwendet,	wobei	Ubx	 immer	mit	dem	VC155-Fragment	 fusioniert	

wurde.	 Als	 Negativkontrolle	 wurde	 ein	 mutiertes	 Ubx	 Protein	 verwendet	 (UbxUbda),	

welches	 eine	 stark	 reduzierte	 Interaktionskapazität	 mit	 dem	 als	 Positivkontrolle	

verwendeten	Interaktionspartner	Extradenticle	(Exd)	besitzt	(Merabet	et	al.,	2007).	

Reagenz	 8	well	iBidi	 6-well	
pMT	Gal4_UAS	
mCherry	

62,5	ng	
	

1,25	µg	

pUASg.VN173_X	 125ng	 2,5	µg	
pUASg.VC155_Y	 125ng	 2,5	µg	
Fugene	HD	 2	µl	 20	µl	
M3	–Serum	–
Pen/Strep	

ad	50	µl	 ad	500	µl	
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Hierfür	 wurden	 Zellen,	 wie	 unter	 Kapitel	 2.3.1	 beschrieben,	 mit	 dem	 Treiberplasmid	

pMTGal4_UAS-mCherry	 zur	 Expression	 von	 Fusionsproteinen	 aus	 Ubx	 bzw.	 dem	 zu	

analysierenden	Protein	und	den	jeweiligen	Venus-Hälften	gebracht.	Lag	eine	Interaktion	

zwischen	den	beiden	Partnern	vor,	so	konnte	diese	als	Fluoreszenzsignal	in	den	Zellen	

detektiert	werden.	Die	Analyse	erfolgte	an	einem	Konfokalen	Mikroskop	Leica	TSC	SP5	

mit	einem	20x	Objektiv.	Hierfür	wurden	Bildstapel	einer	Zellschicht	mit	exakt	gleichen	

Einstellungen	 zwischen	 Experiment	 und	 Kontrolle	 aufgenommen.	 Jedes	 Experiment	

wurde	 in	 drei	 biologischen	 Replikaten	 wiederholt.	 Es	 wurde	 darauf	 geachtet,	 keine	

übersättigten	Pixel	aufzunehmen.	Die	Auswertung	der	Bildstapel	wurde	mit	FIJI	 (NIH)	

nach	einem	Protokoll	von	Andreas	Vonderheit	(Institut	für	Molekulare	Biologie,	Mainz)	

durchgeführt.	Zunächst	wurde	eine	Maximalprojektion	hergestellt.	Die	einzelnen	Kanäle	

des	Bildes	wurden	dann	 in	 ein	8	Bit	Monochrombild	 gewandelt.	Danach	wurde	durch	

Threshold-	 und	 Median	 Filter-Einstellungen	 nicht	 zelluläre	 Partikel	 entfernt.	 Mit	 der	

Watershed-Funktion	 konnten	 nahe	 beieinander	 liegende	 Zellen	 getrennt	 werden.	

Hiermit	lag	im	Falle	des	mCherry	Kanals	eine	Maske	der	Zellumrisse	vor.	Diese	erlaubte	

zum	einen	ein	automatisches	Zählen	der	transfizierten	Zellen.	Zum	anderen	konnte	die	

so	generierte	Maske	verwendet	werden,	um	die	Fluoreszenzintensität	der	BiFC	Signale	

innerhalb	der	Zellen	durch	Multiplikation	mit	der	Fläche	zu	messen.		

	

	

2.5	Fliegenarbeit	
	

2.5.1	Fliegenhaltung		
	
Die	verwendeten	Fliegenstämme	wurden	 in	Aufzuchtgefäßen	aus	Kunststoff	auf	einem	

hefehaltigen	 Nährmedium	 gehalten.	 Dabei	 wurden	 je	 nach	 Zielsetzung	 Gefäße	

verschiedener	 Größe	 verwendet	 (Durchmesser	 10	 mm,	 25	 mm	 oder	 50	 mm).	 Die	

Aufzuchtgefäße	 wurden	 mit	 luftdurchlässigen	 Schaumstoffstopfen	 verschlossen.	 Die	

Generationszeit	von	Drosophila	ist	abhängig	von	der	Umgebungstemperatur.	Sie	beträgt	

bei	25	°C	im	Durchschnitt	10	Tage	und	bei	18	°C	etwa	20	Tage.	Dies	wurde	genutzt	um	

Fliegenstämme	 auf	 großen	 Röhrchen	 bei	 25	 °C	 in	 großer	 Anzahl	 zu	 halten	 und	 zu	

vermehren,	wie	sie	für	das	Sammeln	von	Jungfrauen	oder	Embryonen	benötigt	wurden.	

Solche	 Stämme,	welche	 nicht	 regelmäßig	 und	 nur	 in	 kleiner	 Anzahl	 benötigt	wurden,	

wurden	bei	18	°C	gehalten.	
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		 Nährbrei	

450	g	Hefefocken,	250	g	Sojamehl	und	2500	g	Maisgries	 in	warmem	Wasser	einweichen	

und	 durchmischen.	 2500	 g	 Malzextrakt	 und	 1100	 g	 Zuckerrübensaft	 abwiegen,	 heißes	

Wasser	zugeben	und	gut	durchmischen.	10	l	Wasser	in	einem	Topf	erwärmen.	230	g	Agar	

für	15	min	in	kaltem	Wasser	einweichen	und	anschließend	in	10	l	aufgewärmtes	Wasser	

geben.	 Rühren,	 bis	 sich	 der	 Agar	 löst.	 Die	 restlichen	 Zutaten	 untermischen	 und	mit	 3	 l	

Wasser	auffüllen.	Brei	bei	100	°C	kurz	aufkochen	und	danach	auf	80	°C	abkühlen	lassen.	In	

3	l	heißem	Wasser	60	g	Nipagin	lösen	und	mit	130	ml	Propionsäure	zum	Brei	geben.	Gut	

durchmischen.	Den	fertigen	Nährbrei	 in	saubere	Aufzuchtröhrchen	abfüllen	und	erkalten	

lassen.	Lagerung	bei	4°C.	

	

2.5.2	Kreuzungen	
	
Um	 gezielt	 Kreuzungen	 für	 diverse	 genetische	 Zielsetzungen	 durchzuführen,	 wurden	

zunächst	jungfräuliche,	weibliche	Fliegen	gesammelt.	Es	wurden	dazu	die	frisch	aus	der	

Puppe	geschlüpften	Fliegen	bei	25	°C	alle	vier	Stunden	abgesammelt	und	die	Weibchen	

von	 den	 Männchen	 separiert.	 Männchen	 benötigen	 acht	 Stunden	 bis	 zur	

Geschlechtsreife,	 sodass	man	 bei	 einem	 Sammelintervall	 von	 vier	 Stunden	 sicher	 sein	

konnte,	 Jungfrauen	 zu	 isolieren.	 Weiterhin	 zeichnen	 sich	 junge	 Fliegen	 durch	 das	

Vorhandensein	des	durch	die	Cuticula	sichtbaren	Meconiums	aus	(Greenspan,	2004).		

Die	gesammelten	Jungfrauen	wurden	dann	mit	den	entsprechenden	Männchen	gekreuzt.	

Dafür	wurden,	je	nach	Bedarf,	zwischen	fünf	bis	75	jungfräuliche	Weibchen	mit	jeweils	

halb	 so	vielen	Männchen	verpaart.	 Je	nach	Anzahl	der	Fliegen	wurden	unterschiedlich	

große	Fliegenröhrchen	verwendet.	Für	die	Etablierung	neuer	Stämme	wurden	zumeist	

kleinere	 Ansätze	 von	 etwa	 sieben	 bis	 zehn	 Fliegen	 in	 kleinen	 Röhrchen	 gewählt,	

während	für	das	Sammeln	von	Embryonen	bis	zu	hundert	Fliegen	auf	großen	Röhrchen	

angesetzt	wurden.	

	

2.5.3	Balancer	Chromosomen	
	
Ein	 entscheidender	 Vorteil	 der	 Arbeit	 mit	 D.	 melanogaster	 gegenüber	 allen	 anderen	

Modellorganismen	 ist	 das	 Vorhandensein	 gut	 etablierter	 Balancerchromosomen	

(Greenspan,	2004).	Sie	erlauben	die	stabile	Erhaltung	homozygot	letaler	Allele	in	einem	

heterozygoten	 Zustand.	 Das	 Prinzip	 der	 Balancerchromosomen	 geht	 zurück	 auf	

Hermann	 Müller,	 der	 bereits	 1926	 durch	 Röntgenstrahlung	 die	 ersten	
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Balancerchromosomen	generieren	konnte	(Venken	and	Bellen,	2014).	Sie	zeichnen	sich	

durch	 das	 Vorhandensein	 dominanter	 Marker	 aus,	 welche	 eine	 präzise,	 visuelle	

Verfolgung	der	Chromosomen	während	Kreuzungsprozeduren	erlaubten.	Diese	Marker	

lassen	sich	embryonal,	larval,	pupal	und	im	Adultus	ausmachen.	Hierbei	handelt	es	sich	

zum	 einen	 um	 Reportergene	 auf	 den	 Balancerchromosomen,	welche	 fluoreszent	 oder	

mittels	einer	Antikörperfärbung	nachweisbar	sind	und	eine	genaue	Genotypisierung	von	

Embryonen	und	Larven	erlaubt.	Zum	anderen	beinhalten	sie	immer	visuelle	Marker	an	

gut	erkennbaren	Strukturen	der	adulten	Fliege,	wie	Borsten,	Flügel	oder	Augen.	Durch	

große,	nahezu	das	ganze	Chromosom	abdeckende	Inversionen	wird	eine	Rekombination	

während	 der	 Meiose	 verhindert.	 Gleichzeitig	 generieren	 diese	 Inversionen	 auf	 dem	

Balancerchromosom	 rezessive,	 embryonal	 letale	 Mutationen,	 sodass	 sie	 homozygot	

nicht	lebensfähig	sind.		

	

2.5.4	Ektopische	Genexpression	mit	dem	UAS/Gal4-System	
	
Bei	dem	UAS/Gal4-System	handelt	 es	 sich	um	eine	 von	Brand	und	Perrimon	 im	 Jahre	

1993	entwickelte	Methode,	welche	sich	aus	zwei	Komponenten	zusammen	setzt	(Brand	

and	Perrimon,	1993).	

Bei	 Gal4	 handelt	 es	 sich	 um	 einen	 Transkriptionsfaktor	 aus	 der	 Bäckerhefe	

(Saccharomyces	cerevisiae),	der	an	upstream	activating	sequences	 (UAS)	bindet	und	als	

Aktivator	 für	downstream	 liegende	Gene	dienen	kann.	Diese	Eigenschaft	wurde	 für	die	

Fliegengenetik	 ausgenutzt,	 in	 dem	 man	 das	 mit	 einem	 schwachen	 Promotor	

ausgestattete	 Gal4-Gen	 mit	 einem	 Enhancer-trap-Experiment	 künstlich	 unter	 die	

Kontrolle	 von	 Treibergenen	 brachte.	 Das	 Gal4-Gen	 wird	 in	 diesen	 Linien	 im	

Expressionsmuster	des	Treibergens	aktiviert.	Durch	Generierung	von	UAS-Konstrukten	

als	 zweite	 Komponente,	 wie	 sie	 durch	 eine	 P-Element	 vermittelte	

Keimbahntransformation	 erhalten	 werden	 können,	 kann	 man	 nach	 dem	 Kreuzen	 der	

Gal4-Linie	 mit	 der	 UAS-Linie	 beide	 Systemkomponenten	 in	 einem	 Genom	 vereinigen	

und	 so	 das	 UAS-Konstrukt	 im	 Muster	 des	 Treibergens	 aktivieren	 und	 analysieren.	

Mittels	 Auswahl	 der	 geeigneten	 Treiberlinien	 können	 so	 der	 Expressionsort	 und	

Expressionszeitpunkt	präzise	gesteuert	werden.		

Für	 diverse	 genetische	 Untersuchungen	 wurden	 Fliegen	 in	 großen	 Ansätzen	 (siehe	

Kapitel	 2.5.2)	 miteinander	 verpaart	 und	 die	 hieraus	 erhaltenen	 Embryonen	 für	 die	

Immunhistochemie	verwendet.	
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2.5.5	RNA-Interferenz	
	
Viele	 Gene	 besitzen	 pleiotrope	 Effekte,	 was	 Mutantenanalysen	 häufig	 erschwert,	

besonders	wenn	der	Verlust	der	frühen	Funktion	des	Gens	letal	wirkt.	Die	Entdeckung	

der	RNA-Interferenz	(RNAi)	(Fire	et	al.,	1998)	und	ihre	gentechnische	Nutzbarmachung	

im	 Rahmen	 des	 Gal4/UAS-Systems	 erlaubt	 die	 Reduktion	 einer	 Genfunktion	 in	 einer	

räumlichen	und	zeitlich	kontrollierten	Art	und	Weise	(Dietzl	et	al.,	2007;	Ni	et	al.,	2011).	

Somit	lässt	sich	in	Drosophila	das	Genprodukt	nahezu	jedes	protein-kodierenden	Gens	in	

einem	räumlichen	und	zeitlichen	Muster	reduzieren	und	der	dadurch	ausgelöste	Effekt	

studieren.	Die	 in	dieser	Arbeit	 verwendeten	Linien	 stammten	ausschließlich	aus	 einer	

zweiten	 Generation	 an	 transgenen	 Linien,	 die	 sich	 durch	 die	 induzierbare	 Expression	

von	 short	hairpin	RNAs	 auszeichnen	 (shRNA).	Diese	 shRNAs	besitzen	den	Vorteil,	dass	

sie	 keine	 Prozessierungsschritte	 benötigen	 und	 dadurch	 sehr	 effizient	 wirken.	 Diese	

Eigenschaft	ist	besonders	wichtig	für	die	embryonale	Analyse	von	Gen-knockdowns.	Um	

diese	 Effizienz	 noch	 weiter	 zu	 verstärken,	 wurden	 alle	 Experimente	 bei	 29	 °C	

durchgeführt,	da	das	UAS/Gal4	System	bei	diesen	Temperaturen	effektiver	arbeitet.	

	

2.5.6	Einzelzellmarkierung	mittels	Flybow	
	
Mit	 Hilfe	 des	 Flybow1.1-Systems	 lassen	 sich	 innerhalb	 komplexer	 Gal4-

Expressionmuster	 einzelne	 Zellen	 nach	 dem	 Zufallsprinzip	 markieren	 um	 ihre	

Morphologie	 zu	 studieren	 (Hadjieconomou	 et	 al.,	 2011).	 Das	 System	 beruht	 auf	 dem	

UAS/Gal4	 System.	 Hierbei	 wurde	 eine	 Genkassette	 generiert,	 welche	 sich	 aus	

membrangebundenen	 Fluorophoren	 unterschiedlicher	 Anregungswellenlängen	

zusammensetzt.	 Diese	 Fluorophore	 sind	 mit	 modifizierten	 Rekombinationsstellen	

(mFRT71)	 unterschiedlicher	 Orientierung	 versehen.	 Eine	 von	 einem	

Hitzeschockpromotor	regulierte	Flipase	 (hs-mFlp5)	erkennt	diese	FRT-Stellen.	Sie	kann	

sowohl	 reversible	 Inversionen,	 wenn	 die	 modifizierten	 FRTs	 in	 entgegengesetzter	

Orientierung	 auf	 dem	 Chromosom	 lokalisiert	 sind,	 als	 auch	 irreversible	 Exzisionen,	

wenn	die	modifizierten	FRTs	in	gleicher	Orientierung	lokalisiert	sind,	katalysieren.	Diese	

Reaktion	 führt	 dazu,	 dass	 innerhalb	 einer	 Zelle	 durch	 das	 Zufallsprinzip	 der	Reporter	

CD8::EGFP	durch	einen	der	drei	weiteren	Fluorophore	PM::mCitrine,	CD8::mCherry	oder	

CD8::Cerulean-V5	ersetzt	wird,	sodass	aus	dem	breiten	GFP-Muster	einzelne	Zellen	oder	

Zellgruppen	in	einem	anderen	Farbstoff	hervor	treten	und	diesen	nach	Beendigung	des	

Hitzeschocks	 stabil	 exprimieren.	 Die	 Wahl	 des	 Hitzeschock-Zeitpunkts	 entscheidet	
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hierbei,	welcher	Zelltyp	zu	einem	bestimmten	Zeitpunkt	präferentiell	markiert	wird.		

In	 dieser	 Arbeit	 wurde	 das	 in	 Abbildung	 4	 gezeigte	 Protokoll	 verwendet,	 um	 das	

Projektionsmuster	 des	 GW-Neurons	 innerhalb	 des	 eagle-Gal4	 Expressionsmusters	 in	

Embryonen	und	Larven	darzustellen	(Dittrich	et	al.,	1997;	Higashijima	et	al.,	1996).	Für	

die	 embryonale	 Analyse	 des	 Projektionsmusters	 wurden	 Embryonen	 nach	 dem	

gezeigten	 Protokoll	 behandelt,	 dechorionisiert,	 fixiert,	 gefärbt	 und	 mikroskopisch	

ausgewertet,	 wie	 in	 den	 nachfolgenden	 Kapiteln	 beschrieben.	 Für	 die	 Analyse	 des	

Projektionsmusters	 in	 larvalen	 Stadien	 L1	 und	 L3	wurden	 zunächst	 Embryonen	 nach	

dem	 unten	 genannten	 Protokoll	 behandelt.	 Die	 späten	 Embryonen,	 die	 hieraus	

hervorgingen,	wurden	chemisch	dechorionisiert,	gut	mit	Wasser	gespült	und	auf	einem	

Agarblock	so	aufgereiht,	dass	die	ventrale	Seite	mit	dem	ventralen	Nervensystem	nach	

oben	zeigte.	Danach	wurde	jeder	Embryo	einzeln	an	einem	Dekonvolutiosmikroskop	auf	

das	 Vorhandensein	 von	 markierten	 thorakalen	 GW-Neuronen	 hin	 analysiert,	

kategorisiert	 und	 anschließend	 einzeln	 auf	 kleinen	 Futterröhrchen	 bis	 zum	

gewünschten	Stadium	entwickeln	gelassen.	Sobald	die	Larve	geschlüpft	war,	wurde	sie	

entweder	direkt	präpariert	(L1	Präparate)	oder	das	Futterröhrchen	wurde	mit	Formular	

4-24	 Fertigmedium	 (Carolina	Biological	 Supply	 Company)	 versetzt,	 um	 der	 Larve	 eine	

Entwicklung	bis	zum	dritten	Larvalstadium	zu	erlauben.	
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Abbildung	4:	Flybow-Protokoll	zur	Gewinnung	später	Embryonen.	Das	gezeigte	Protokoll	wurde	verwendet,	um	
späte	 Embryonen	 für	 die	 Analyse	 des	 thorakalen	 Projektionsmusters	 des	 GW-Neurons	 zu	 gewinnen.	 Es	 wurden	
sowohl	Embryonen,	als	auch	Larven	mit	diesem	Protokoll	untersucht.	

	

2.5.7	Erstellung	transgener	Fliegenlinien	mit	dem	ΦC31-System	
	
Die	 Keimbahntransformation	 an	 Embryonen	 wurden	 von	 der	 Firma	 BestGene	 (Chino	

Hills,	 USA)	 unter	Nutzung	 des	ΦC31-Systems	 durchgeführt.	 Das	ΦC31-System	 erlaubt	

die	 gezielte	 und	 ortsspezifische	 Integration	 von	 Transgenen	 in	 das	 Genom	 von	 D.	

melanogaster	(Bischof	et	al.,	2007).		

Der	 pValium_UAS-Ubx	 RNAi	 (HMS01403)	 Vektor	 wurde	 hierfür	 von	 dem	 Transgenic	

RNAi	Project	(TRiP,	Harvard)	bezogen,	sequenziert,	vermehrt	und	BestGene	zur	Injektion	

Jungfrauen	
sammeln	 Embryonenernte	 AK-Färbung	 Präparation	 LSM-Auswertung	

Analyse	und	Dokumentation	des	Projektionsmusters	in	vivo	und	weitere	
Entwicklung	für	larvale	Analyse	oder	direkte	Fixierung	und	embryonale	

Analyse	

3h	weitere	Entwicklung	bei	25°C	

7-10	h	 Reaktivierung	des	UAS/Gal4	System	

16h	weitere	Entwicklung	bei	18°C		

15.15	-	7	h	am	nächsten	Morgen	 Verlangsamung	der	Entwicklung	

1h	Hitzeschock	(37°C	Wasserbad)	

14.15-15.15	h	 Entstehung	des	NB7-3	

2h	Ablageintervall	(25°C	Inkubator)	

7.15-9.15h	 Ablagen	

5h bei 25°C 

Stadium 4 

Stadium 11 

Stadium 15 

Stadium 17 

1. Woche 2. + 3. Woche 
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geschickt.	Die	 Integration	 in	das	Genom	erfolgte	 in	die	attP40	Insertionsstelle	auf	dem	

zweiten	 Chromosom.	 Die	 erhaltenen	 transgenen	 Fliegenmännchen	 wurden	 mit	

Jungfrauen	des	Stammes	y,	v,	cho/hs-hid;	Sp/CyO	verkreuzt,	wodurch	 in	der	 folgenden	

Generation	 die	 das	 Transgen	 tragenden	 Fliegen	 anhand	 ihrer	 bräunlichen	Augenfarbe	

erkannt	werden	konnten.	Die	auf	diese	Weise	stabilisierten	Transgenen	konnten	danach	

homozygotisiert	oder	für	weitere	genetische	Kombinationen	heran	gezogen	werden.		

	

2.5.8	Ein	modularer	Modifier	Screen	zur	Identifikation	von	Ubx-
Interaktionspartnern	
	
Um	 Protein-Interaktionspartner	 von	 Ubx	 zu	 identifizieren	 wurde	 ein	 modularer	

genetischer	 Modifier-Screen	 (Rørth,	 1996;	 St	 Johnston,	 2002)	 in	 Fliegenaugen	 in	

Zusammenarbeit	mit	Dr.	Olaf	Vef	durchgeführt.	Hierbei	wurde	ein	UAS-UbxIa-Konstrukt	

zusammen	 mit	 einer	 Enhancer-Promotor-Linie	 (EP-Linien)(Rørth,	 1996;	 Rørth	 et	 al.,	

1998)	 in	 dem	 sich	 entwickelnden	 Komplexauge	 mit	 GMR-Gal4	 (Hay	 et	 al.,	 1997)	

exprimiert.	Ubx	wird	als	ein	Hox	Gen	des	Rumpfes	unter	normalen	Bedingungen	nicht	

im	sich	entwickelnden	Augengewebe	exprimiert.	Die	forcierte	Expression	von	Ubx	führt	

zu	 fehlentwickelten	Augen,	denen	eine	Pigmentierung	 fehlt.	Weiterhin	 sind	sie	kleiner	

als	wildtypische	Augen	und	weisen	unregelmäßige	Borsten	auf.	Nach	Co-Expression	von	

Ubx	und	einem	Kandidaten	wurde	auf	Modifikationen	des	Phänotyps	der	alleinigen	Ubx	

Expression	hin	analysiert.		

Die	Kandidaten	wurden	vorwiegend	durch	Verwendung	von	EP-Linien	zur	Expression	

gebracht.	Während	der	Herstellung	der	EP-Linien	wurde	ein	UAS-tragendes	P-Element	

mit	 einem	 basalen	 Promotor	 (HSP70)	 im	 Fliegengenom	 mobilisiert	 und	 zufällig	 an	

anderen	 Stellen	 im	 Genom	 inserieren	 lassen	 (Rørth,	 1996;	 Rørth	 et	 al.,	 1998).	 Dies	

führte	 zu	 einer	 ektopischen	 Transkription	 des	 benachbarten	 Gens	 nach	 Kreuzen	 mit	

einer	Gal4-Linie	und	somit	zu	einer	Bibliothek	an	Fliegen,	die	es	erlaubt,	einen	Großteil	

des	Fliegengenoms	ektopisch	zu	aktivieren.	Folgende	Kreuzung	wurde	zum	Test	eines	

Kandidaten	angesetzt:	

	

F0:	
!
!
;  !"# !"#$
!"# !"#$

;  !"# !"#$%
!"#$ !"#$%

		 x		 EP-	oder	UAS-Linie	
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Die	Verwendung	des	TM6b	Gal80	Balancer-Chromosoms	gestattete	die	stabile	Haltung	

des	 Stammes.	 Gal80	 ist	 hierbei	 ein	 Inhibitor	 von	 Gal4	 und	 verhindert	 bei	 seiner	

Anwesenheit	 die	 durch	 Gal4	 induzierte	 Expression	 von	 Ubx.	 Die	 Verwendung	 des	

Fliegenauges	 für	 die	 Untersuchung	 hatte	 den	 Vorteil,	 dass	 in	 der	 F1-Generation	

zahlreiche	 Fliegen	 analysiert	 werden	 konnten	 und	 dass	 dies	 aufgrund	 der	 guten	

Sichtbarkeit	 des	 Fliegenauges	 ohne	 weitere	 präparative	 Schritte	 möglich	 war.	 Nach	

Kreuzung	 mit	 einer	 EP-	 oder	 einer	 UAS-Linie	 wurde	 in	 den	 Nachkommen	 das	 TM6b	

Gal80	Chromosom	vom	UAS-UbxIa	Chromosom	separiert.	In	den	das	UAS-UbxIa	und	den	

Kandidat	 in	 Kombination	 mit	 dem	 GMR	 Gal4	 tragenden	 Individuen	 wurde	 die	

Morphologie	der	Augen	analysiert:		

	

F1:	
w

w EP  oder + ;  
𝐺𝑀𝑅 Gal4
EP  oder + ;  

UAS 𝑈𝑏𝑥𝐼𝑎
EP  oder + ;  

+
EP  oder +	

	
	
Da	die	EP-Insertionen	oder	die	UAS-Linie	auf	jedem	der	vier	Chromosomen	vorkommen	

können,	 ist	 für	die	F1-Generation	 jeder	potentiell	mögliche	Genotyp	angegeben.	Dabei	

befindet	sich	die	EP-Linie	aber	jeweils	nur	auf	einem	der	vier	Chromosomen.		

Durch	 die	 kombinierte	 Expression	 von	 Ubx	 mit	 einem	 Kandidaten	 konnte	 bei	 einer	

Interaktion	 zwischen	 Ubx	 und	 dem	 Kandidaten	 eine	 Modifikation	 der	 Ubx-Funktion	

erfolgen,	 welche	 sich	 in	 einer	 Veränderung	 des	 Augenphänotyps	 niederschlug	

(Verstärkung	 oder	 Abmilderung).	 Als	 Kontrolle	 wurde	 der	 Kandidat	 alleine	 mit	 GMR	

Gal4	exprimiert,	was	zu	keinem	oder	zumindest	zu	einem	entgegengesetzten	Phänotyp	

führen	sollte.	Die	Einschätzung	des	Phänotyps	wurde	durch	Dr.	Olaf	Vef	vorgenommen.	

Meine	 Unterstützung	 dieses	 Prozesses	 lag	 beim	 Sammeln	 der	 in	 großen	 Mengen	

benötigten	 jungfräulichen	 Fliegen,	 dem	Ansetzen	der	 zahlreichen	Kreuzungen	und	bei	

der	 theoretischen	 Zuarbeit	 von	 potentiellen	 Kandidaten,	 die	 im	 Zuge	 der	

Literaturrecherche	aufkamen.	Diese	Linien	umfasste	vornehmlich	UAS	Linien.	

	

2.6	Immunohistochemie	
	

2.6.1	Gewinnung	von	Embryonen	
	
Um	 Embryonen	 für	 immunohistochemische	 Verfahren	 zu	 gewinnen,	 wurden	 die	

gekreuzten	Fliegen	auf	großen	Röhrchen	für	drei	Tage	mit	Trockenhefe	angefüttert.	 In	
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dieser	 Zeitspanne	 erfolgte	 die	 Paarung	 und	 Produktion	 der	 Eier.	 Danach	 wurden	 die	

Fliegen	 auf	 Gefäße	mit	 Apfelsaftagar	 transferiert.	 Zur	 Stimulation	 der	 Eiablage	wurde	

auf	den	Apfelsaftagar	etwas	Trockenhefe	gestreut.	Für	die	meisten	Experimente	wurden	

Embryonen	 im	 sehr	 späten	 Stadium	 16/	 frühen	 Stadium	 17	 benötigt	 (Campos-Ortega	

and	 Hartenstein,	 1997).	 Hierfür	 wurden	 den	 Embryonen	 20	 h	 gewährt,	 was	 eine	

Entwicklung	bis	zum	Schlupf	der	L1	Larve	erlaubt.	Für	die	Flybow	Experimente	wurden	

zweistündige	Ablagen	gewählt	(siehe	Kapitel	2.7.6).	

	

	 Apfelsaft-Agar	

28	g	Agar-Agar	in	1	l	handelsüblichem	Apfelsaft	aufkochen	und	Aufzuchtgefäße	(50	mm)	

unverzüglich	etwa	0,5	–	1	cm	hoch	füllen.	

Lagerung	bei	4	°C.	

	

2.6.2	Chemische	Dechorionisierung	von	Embryonen	
	
Das	 Ei	 von	 Drosophila	 zeichnet	 sich	 durch	 zwei	 schützende	 Eihüllen	 aus,	 welche	 als	

Chorion	und	Vitellinmembran	bezeichnet	werden.	Das	Chorion	wurde	 in	dieser	Arbeit	

chemisch	mittels	7,5	%iger	Natriumhypochlorit	 -	Lösung	(NaClO)	entfernt,	 in	dem	das	

Apfelsaftagarablagegefäß	damit	für	2	min	überschichtet	wurde.	Die	Embryonen	wurden	

anschließend	 in	 ein	 halbiertes	 50	ml	 Falcon	 gegossen,	 welches	 an	 der	 Unterseite	mit	

Nylongaze	verschlossen	war	und	somit	als	Sieb	wirkte.	Die	verbleibende	NaClO-Lösung	

wurde	durch	Spülen	mit	etwa	1	l	frischem	Wasser	entfernt.	Von	dem	Nylonnetz	wurden	

die	Embryonen	dann	mit	einem	Spatel	in	ein	beschriftetes	1,5	ml	Reaktionsgefäß	für	die	

Fixierung	überführt.		

	

2.6.3	Chemische	Fixierung		
	
Embryonen	
Dechorionisierte	 Embryonen	wurden	 in	 Fixativ	 für	 22	min	 auf	 einem	 Schüttler	 unter	

starkem	Schütteln	fixiert.	Anschließend	wurde	die	untere	Phase	gegen	500	µl	Methanol	

ausgetauscht	 und	 das	 Reaktionsgefäß	 auf	 einem	 Vortexmischer	 für	 circa	 eine	 Minute	

stark	 geschüttelt,	wodurch	die	Vitellinmembran	 riss.	Die	devitellinisierten	Embryonen	

sanken	im	Anschluss	auf	den	Grund.	Dieser	Vorgang	wurde	einmal	wiederholt.	Nach	den	

beiden	Devitellinisierungsschritten	ließ	man	die	Embryonen	zu	Boden	sinken,	nahm	die	

komplette	 Flüssigkeit	 ab	und	 ersetzte	 sie	 durch	Methanol.	Dieser	Waschschritt	wurde	
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viermal	 wiederholt	 um	 Reste	 des	 Fixativs	 zu	 entfernen.	 Im	 Anschluss	 wurden	 die	

Embryonen	 entweder	 in	 Ethanol	 bei	 -20	 °C	 gelagert	 oder	 direkt	 mit	 ihnen	 weiter	

gearbeitet.		

	

		 Fixativ		

	 430	μl		 1x	PBS		

	 		70	μl		 Formaldehyd	(37	%)		

	 600μl		 Heptan	

	

	 PBS	(20x)	

	 		1,3	M		 NaCl	

	 0,07	M		 Na2HPO4	

	 0,03	M		 NaH2PO4	

in	Aqua	dest.,	pH	7,4	einstellen	und	autoklavieren.	Vor	Gebrauch	1:20	in	Aqua	dest.	verdünnen.	

	

Larven	

Für	die	Analyse	der	GW-Projektionsmuster	wurden	sowohl	L1	als	auch	L3	Larven	nach	

Induktion	von	Flybow-Klonen	präpariert,	fixiert	und	mit	Antikörpern	gefärbt.		

L1	Larven	wurden	in	eisgekühltem	PBS	betäubt	und	anschließend	mit	feinen	Pinzetten	

auf	Eis	in	1x	PBS	mittig	auseinandergerissen,	ohne	das	zentrale	Nervensystem	(ZNS)	zu	

verletzen.	 Dann	 wurde	 jede	 Larve	 einzeln	 mit	 einer	 feinen	 Insektennadel	 in	 einer	

kleinen,	 mit	 Silikon	 gefüllten	 Petrischale	 aufgepinnt	 und	 markiert,	 sodass	 eine	

Zuordnung	zur	embryonalen	Katalogisierung	möglich	war.	In	einem	Tropfen	PLP-Fixativ	

wurden	 die	 Gehirne	 dann	 für	 eine	 halbe	 Stunde	 im	Dunkeln	 in	 einer	 Feuchtekammer	

fixiert.	Danach	wurden	sie	mehrmals	mit	PBT	gespült	und	mit	Antikörpern	gefärbt.	

L3	Larven	wurden	zunächst	auf	Eis	betäubt	und	dann	mit	Insektennadeln	in	kaltem	PBS	

an	 den	 Mundwerkzeugen	 und	 im	 hinteren	 Körperviertel	 auf	 Silikonschälchen	 fest	

gepinnt.	Dann	wurde	unter	Verwendung	einer	chirurgischen	Schere	(Fine	Science	Tools)	

die	Cuticula	an	der	dorsalen	Mittellinie	vorsichtig	geöffnet.	Mit	weiteren	Nadeln	wurde	

die	Larve	ausgebreitet	und	die	 inneren	Organe	vorsichtig	entfernt.	Hierbei	musste	mit	

großer	Vorsicht	vorgegangen	werden,	um	nicht	das	Nervensystem	oder	die	somatischen	

Muskeln	 zu	verletzen.	Die	 so	präparierte	Larve	wurde	 für	45	min	 im	Dunkeln	 in	PLP-

Fixativ	 fixiert.	 Nach	 der	 Fixierung	 wurde	 die	 Larve	 in	 ein	 0,5	 ml	 Eppendorf	

Reaktionsgefäß	mit	PBT	überführt	und	mit	Antikörpern	inkubiert.	
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	 Natriumphosphatpuffer	(0,1	M)	

	 500	ml	0,1	M	Na2HPO4	mit	0,1	M	NaH2PO4	auffüllen	bis	pH	7,4		

	

	 Paraformaldehyd	(PFA,	0,8	%)	

1,6	g	PFA	in	20	ml	destilliertem	Wasser	und	140	µl	1M	NaOH	bei	37	°C	lösen,	
aliquotieren	und	bei	-20	°C	lagern	

	

	 PBL	

1,8	g	Lysin-HCL	

0,1	M	Na2PO4	zugeben	und	bis	pH	7,4		

mit	0,1	M	Natriumphosphatpuffer	auf	100	ml	auffüllen	

bei	4	°C	etwa	3	Monate	haltbar	

	

	 PLP-Fixativ	

3	Vol.	PBL	

1	Vol.	PFA	(8	%)	(vor	Nutzung	erwärmen	und	vollständig	lösen)	

	

	 PBT	

	 0,3	%	Triton-X100	(v/v)	in	PBS		

	

2.6.4	mRNA	in	situ	Hybridisierung	
	
Mit	 einer	 in	 situ	 Hybridisierung	 können	 Nukleinsäuren	 in	 Geweben	 (in	 situ)	

nachgewiesen	werden.	In	dieser	Arbeit	wurden	sowohl	sichtbare	(eine	durch	alkalische	

Phophatase	 katalysierte	 Farbreaktion)	 als	 auch	 fluoreszente	 (eine	 durch	

Meerettichperoxidase	 katalysierte	 fluoreszente	 Farbreaktion)	 in	 situ	 Hybridisierungen	

genutzt	 um	 Genexpressionsmuster	 zu	 visualisieren.	 Hierfür	 wurden	 einzelsträngige	

antisense	 RNA-Sonden	 (Tabelle	 22)	 verwendet,	 welche	 nach	 der	 Denaturierung	 aller	

Nukleinsäuren	während	 der	 Renaturierung	 sehr	 spezifisch	 an	 komplementäre	mRNA-

Sequenzen	innerhalb	der	Zellen	hybridisieren.	Die	Spezifität	beruht	dabei	auf	der	Länge	

der	 Sonde.	 Bei	 der	 Synthese	 der	 Sonde	 wurde	 neben	 den	 normalen	 Nukleotiden	

außerdem	 Digoxigenin	 (DIG)	 markiertes	 Uridintriphosphat	 (UTP)	 verwendet.	 Bei	

Digoxigenin	handelt	es	sich	um	ein	pflanzliches	Steroid	des	Roten	Fingerhutes	(Digitalis	

purpurea),	 welches	 lediglich	 in	 an	 UTP	 gebundener	 Form	 von	 einem	 anti-DIG-
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Antikörper	sehr	spezifisch	erkannt	werden	kann.	Der	Antikörper	war	für	die	sichtbare	in	

situ	 Hybridisierung	mit	 einer	 alkalischen	 Phosphatase	 gekoppelt,	 für	 die	 fluoreszente	

mit	 einer	 Meerrettich	 -	 Peroxidase	 (POD),	 die	 eine	 Farbreaktion	 katalysierten.	 Die	

alkalische	 Phosphatase	 katalysiert	 dabei	 eine	 Farbreaktion	 von	 4-

nitroblautetrazoliumchlorid	 (NBT)	 mit	 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-Phosphat	 (BCIP),	

welche	 einen	 bläulichen	 Farbniederschlag	 generiert.	 Bei	 der	 durch	 die	 Peroxidase	

katalysierten	 Farbreaktion	 wurde	 Cyanin-gekoppeltes	 Tyramid	 in	 ein	 fluoreszentes	

Präzipitat	umgesetzt.		

RNAs	 sind	 sehr	 anfällig	 für	 Degradationen	mit	 ubiquitär	 vorhandenen	 Ribonukleasen	

(RNasen).	 Daher	 wurden	 alle	 Lösungen	 für	 die	 Arbeiten	 mit	 RNA	 mittels	

Diethylpyrocarbonat	(DEPC)-Behandlung	RNase-frei	hergestellt.	Hierfür	wurden	zu	den	

Lösungen	 0,1	 %	 DEPC	 hinzugefügt,	 für	 mindestens	 12	 h	 inkubiert	 und	 danach	

autoklaviert.	 Zusätzlich	wurden	gestopfte	Pipettenspitzen	und	Handschuhe	verwendet	

und	der	Arbeitsplatz	regelmäßig	mit	70	%	Ethanol	gereinigt.	

	
Tabelle	22:	Verwendete	Sonden	

Name	 Verdünnung	 Herkunft/Vorlage	

a2bp1	 1:1000	 diese	Arbeit/	AT24801	

arm	 1:1000	 diese	Arbeit/	LD23131	

C3G	 1:500	 Diese	Arbeit/	RE10624	

CG11873	 1:500	 diese	Arbeit/PCR	

CG42671	 1:500	 diese	Arbeit/PCR	

dbr	 1:500	 diese	Arbeit/	GH08783	

Dsulf1	 1:1000	 Primer	von	David	Jussen/PCR	

faf	 1:2000	 diese	Arbeit/	LD22582	

netB	 1:1000	 diese	Arbeit/	PCR	

SRPK	 1:1000	 diese	Arbeit/	SD03158	

tara	 1:1000	 diese	Arbeit/	RE12330	

Wnt4	 1:1000	 David	Jussen	

yps	 1:1000	 diese	Arbeit/	GH18372	

	

Beseitigung	von	Autofluoreszenz	

Um	 Autofluoreszenzen	 der	 Embryonen	 während	 der	 fluoreszenten	 in	 situ	

Hybridisierung	 zu	 beseitigen,	 wurden	 die	 Embryonen	 zunächst	 in	 10	 %iger	

Wasserstoffperoxidlösung	 (H2O2,	 in	 Methanol)	 für	 20	 min	 auf	 einem	 Tischschüttler	

inkubiert.	 Im	Anschluss	wurde	das	H2O2	herunter	gewaschen,	 indem	die	Lösung	durch	
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PBTween	(DEPC)	ausgetauscht	und	im	Anschluss	viermal	10	min	gewaschen	wurde.	Für	

die	 sichtbare	 in	 situ	 Hybridisierung	 entfiel	 der	 Wasserstoffperoxidschritt	 und	 die	

Embryonen	wurden	direkt	vom	Methanol	in	PBTween	(DEPC)	überführt	und	viermal	10	

min	 gewaschen.	 Um	die	 Embryonen	 auf	 die	 Prähybridisierung	 vorzubereiten,	wurden	

sie	 zunächst	 in	 einem	 Gemisch	 aus	 PBTween	 (DEPC)	 und	 Hybridisierungslösung	 im	

Verhältnis	 1:1	 für	 10	 min	 gewaschen.	 Danach	 wurde	 das	 Gemisch	 durch	 reine	

Hybridisierungslösung	ersetzt	und	erneut	für	10	min	gewaschen.	

	

	 dH2O	(DEPC)	

	 1	l	dH2O	

	 1	ml	DEPC	

min	12h	unter	einem	Abzug	inkubieren,	dann	autoklavieren	

	

	 Hybridisierungslösung	

	 50	%	Formamid	

	 25	%	20x	SSC	(DEPC)	

	 25	%	dH2O	(DEPC)	

	 0,01	%	Tween-20	(v/v)		

	

	 PBTween	(DEPC)	

	 0,01	%	Tween-20	(v/v)	in	PBS	(DEPC)	

	

	

Prähybridisierung	

Der	 Prähybridisierungsschritt	 dient	 dem	 Blocken	 unspezifischer	 Bindungsstellen	 von	

Nukleinsäuren	 innerhalb	 der	 Zellen	 durch	 Inkubation	 mit	 einer	 DNA-Lösung.	 Hierfür	

wurden	500	µl	Hybridisierungslösung	mit	5	µl	Salmon	Sperm	DNA	(ssDNA,	10	mg/10	µl,	

Roche)	 gemischt.	 Damit	 die	 ssDNA	 an	 unspezifische	 Nukleinsäurebindungsstellen	

binden	 konnte,	wurde	 sie	 zunächst	 für	 5	min	 bei	 100	 °C	 denaturiert.	 Dadurch	 lag	 die	

DNA	 einzelsträngig	 vor	 und	 konnte	 während	 des	 Abkühlens	 an	 die	 unspezifischen	

Bindungsstellen	 hybridisieren.	 In	 dieser	 DNA-Lösung	 wurden	 die	 Embryonen	 für	

mindestens	1,5	h	inkubiert.	
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Hybridisierung	

Für	 die	 Inkubation	 wurden	 die	 Sonden	 (verdünnt	 in	 Hybridiserungslösung	 mit	 1%	

ssDNA)	zunächst	 für	5	min	bei	100	°C	denaturiert,	anschließend	5	min	auf	Eis	gekühlt	

und	 dann	 zu	 den	 Embryonen	 gegeben.	 Die	 Hybridisierungsreaktion	 erfolgte	 für	

mindestens	 16	 h	 bei	 55	 °C.	 Am	 nächsten	 Tag	 wurde	 die	 Sonde	 abgenommen.	

Ungebundene	 Sonde	 wurde	 durch	 Waschschritte	 von	 30	 min	 bei	 65	 °C	 in	

Hybridisierungslösung	 entfernt	 und	 dann	 in	 einem	 1:1-Gemisch	 aus	

Hybridisierungslösung	und	PBTween	(DEPC).	Darauf	 folgten	vier	Waschschritte	 für	20	

min	bei	65	°C	in	PBTween	(DEPC).	

	

Nachweis	der	Sonde	bei	der	sichtbaren	in	situ	Hybridisierung	

Die	Sonde	konnte	nach	der	Hybridisierung	durch	ihre	Markierung	mit	DIG-gekoppelten	

Nukleotiden	mit	einem	anti-DIG-Antikörper	nachgewiesen	werden.	Hierfür	wurden	die	

Embryonen	zunächst	einmal	 für	10	min	bei	Raumtemperatur	(RT)	gewaschen.	Danach	

folgte	die	Inkubation	mit	dem	anti-DIG	AP-Antikörper	(Roche,	1:1000	in	PBTween)	für	

1,5	h.	Danach	wurde	dreimal	mit	PBTween	gespült	und	dreimal	für	10	min	gewaschen.	

Danach	 folgten	 zwei	 Waschschritte	 für	 je	 5	 min	 in	 Detektionspuffer	 bei	 RT.	 Für	 die	

Farbreaktion	 wurden	 pro	 Milliliter	 Detektionspuffer	 3	 µl	 NBT,	 sowie	 1,5	 µl	 BCIP	

gemischt	 und	 zu	 den	 Embryonen	 gegeben.	 Für	 die	 Beobachtung	 der	 Farbreaktion	

wurden	die	Embryonen	in	weiße	Wägeschälchen	überführt.	Die	Stärke	der	Farbreaktion	

wurde	unter	einem	Binokular	verfolgt	und	bei	Erreichen	einer	geeigneten	Farbintensität	

durch	 dreimaliges	 Waschen	 in	 PBTween	 und	 einem	 zehnminütigen	 Waschschritt	 in	

Methanol	gestoppt.	Zur	vollständigen	Entfernung	des	Methanols	wurden	die	Embryonen	

zuletzt	 dreimal	 für	 10	 min	 mit	 PBTween	 gewaschen.	 Danach	 erfolgte	 entweder	 eine	

Antikörperfärbung	oder	sie	wurden	in	70	%igem	Glycerin	bis	zur	Analyse	gelagert.	

	

	 Detektionspuffer	

	 				1	ml		 5M	NaCl		

	 	2,5	ml		 1M	MgCl2	

	5	ml		 					1M	Tris	pH	9.5	

	 50	μl		 					Tween	20	

41.5	ml	dH2O.	
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Nachweis	der	Sonde	bei	der	fluoreszenten	in	situ	Hybridisierung	

Die	 Embryonen	 wurden	 zunächst	 in	 TNB-Puffer	 für	 30	 min	 inkubiert.	 Nach	 diesem	

Schritt	 wurden	 die	 Embryonen	 mit	 dem	 anti-DIG-POD-Antikörper	 (Roche)	 in	 einer	

Verdünnung	 von	 1:500	 für	 2	 h	 bei	 RT	 inkubiert.	 Um	überschüssigen	Antikörper	 nach	

dieser	Inkubation	zu	entfernen,	wurden	die	Embryonen	viermal	für	10	min	in	PBTween	

und	 anschließend	 zwei	Mal	 für	 5	min	 in	 TNT-Puffer	 gewaschen.	 Für	 die	 Farbreaktion	

wurden	 98	 µl	 amplification	 diluent	 mit	 2	 µl	 Thyramid-Cy3-Lösung	 gemischt	 und	 die	

Embryonen	 in	 dieser	 Lösung	 für	 maximal	 10	 min	 inkubiert.	 Danach	 erfolgten	 ein	

Spülschritt	und	drei	Waschschritte	für	10	min	in	TNT-Puffer.	An	dieser	Stelle	konnte	der	

Erfolg	 der	 Reaktion	 unter	 dem	 Fluoreszenzmikroskop	 ermittelt	 werden.	 Es	 wurde	

anschließend	mit	einer	Antikörperfärbung	fortgefahren.	

	

	 TNB-Puffer	

			0,1	M		 Tris-HCl	(pH	7,5)		

	 0,15	M		 NaCl		

	 		0,5	%		 blocking	reagent	(Perkin&Elmer)	

dH20	unter	Erhitzen	lösen	und	gegeben	falls	filtrieren.	

	

		 TNT-Puffer	

		0,1	M		 Tris-HCl	(pH	7,5)		

0,15	M		 NaCl		

0,05	%		 Tween	20		

in	dH20.	

	

2.6.5	Fluoreszente	Antikörperfärbungen	
	

Die	 Embryonen	 oder	 Larven	 wurden	 in	 PBT	 überführt	 und	 in	 diesem	 in	 vier	

Waschschritten	(10	min	unter	Schütteln)	für	die	Antikörperbehandlung	vorbereitet.	Der	

primäre	 Antikörper	 wurde	 in	 100	 -	 400	 µl	 entsprechend	 der	 empfohlenen	

Konzentration	in	Antikörper-Stammlösung	oder	PBT	verdünnt	(siehe	Tabelle	5)	und	in	

dieser	Lösung	für	16	h	bei	4	°C	unter	Schütteln	inkubiert.	Es	wurden	sowohl	sequentielle	

Einzelfärbungen	durchgeführt,	bei	der	nacheinander	eine	Inkubation	in	einer	primären	

Antikörperlösung	 mit	 nur	 einem	 primären	 Antikörper	 inkubiert	 wurden,	 oder	 es	

wurden	die	primären	Antikörper	gemischt	und	in	einem	Schritt	inkubiert.	Ungebundene	

Antikörper	 wurden	 durch	 viermaliges	 Waschen	 für	 10	 min	 in	 PBT	 entfernt.	 Danach	
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erfolgte	die	Inkubation	in	PBT,	welches	die	sekundären	Antikörper	der	entsprechenden	

Spezies	und	Farbstoffkopplung	in	einer	Verdünnung	von	1:500	enthielt.	Die	Inkubation	

erfolgte	 für	 2	 h	 bei	 Raumtemperatur.	 Überschüssiger	 Antikörper	 wurde	 durch	

viermaliges	 Waschen	 für	 10	 min	 in	 PBT	 entfernt.	 Nach	 diesem	 Schritt	 wurden	 die	

Embryonen	 für	 10	 min	 in	 PBS	 gewaschen	 und	 in	 500	 µl	 70	 %	 Glycerin	 (in	 PBS)	

überführt.		

	

	 PBS	(20x)	

	 		1,3	M		 NaCl	

	 0,07	M		 Na2HPO4	

	 0,03	M		 NaH2PO4	

in	Aqua	dest.	bzw.	DEPC-H2O	(für	Lösungen,	die	für	in	situ-Hybridisierungen	verwendet	

werden),	autoklavieren.	Vor	Gebrauch	1:20	in	Aqua	dest.	verdünnen,	pH	7,4	einstellen.	

	

		 PBT	

	 0,3%	Triton-X100	(v/v)	in	PBS		

	

2.7	Anfertigung	mikroskopischer	Präparate	
	
Filetpräparation	von	Embryonen	

Um	für	die	mikroskopischen	Analysen	eine	reproduzierbare	und	vergleichbare	Sicht	auf	

das	 ZNS	 mit	 peripheren	 Nerven	 und	 somatischer	 Muskulatur	 zu	 erhalten,	 wurden	

Filetpräparationen	 erstellt.	 Die	 Embryonen	 lagen	 nach	 den	 Färbungen	 (in	 situ	

Hybridisierung	und	Antikörperfärbung)	in	70	%	Gylcerin	vor.	In	diesem	wurden	sie	auf	

einem	 Objektträger	 an	 einem	 Fluoreszenzmikroskop	 ihrem	 Genotyp	 entsprechend	

selektiert	 und	 dann	 unter	 einem	 Binokular	 mit	 Präparationsnadeln	 präpariert.	

Präpariert	 wurden	 Stadien	 14-17.	 Zunächst	 wurde	 die	 Epidermis	 an	 der	 dorsalen	

Mittellinie	 geöffnet	 und	 der	 Darm,	 die	 Speicheldrüsen	 und	 die	 Gehirnhemisphären	

entfernt.	 Die	 so	 erhaltene	 Hülle	 aus	 ZNS	 mit	 Haut-Muskelschlauch	 wurde	 auf	 einen	

neuen	 Objektträger	 mit	 70	 %igem	 Glycerin	 überführt	 und	 dort	 auf	 der	 Glasfläche	

ausgebreitet.	 Die	 so	 präparierten	 Embryonen	 wurden	 mit	 einem	 Deckglas,	 welches	

Plastilin	an	seinen	Ecken	als	Abstandshalter	besaß,	vorsichtig	bedeckt.	Danach	wurden	

die	 Knetecken	 vorsichtig	 angedrückt	 und	 das	Deckglas	mit	 Glycerin	 aufgefüllt.	 Zuletzt	

erfolgte	eine	Versiegelung	der	Präparate	mit	klarem	Nagellack	und	eine	Lagerung	bei	-

20	°C	im	Dunkeln.		
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Whole	mount	 Präparate	wurden	 angefertigt,	 indem	 ein	 Tropfen	mit	 Embryonen	 in	 70	

%igem	 Glycerin	 auf	 einen	 Objektträger	 überführt	 wurde	 und	 mit	 einem	 mit	

Abstandshaltern	aus	Plastilin	versehenen	Objektdeckel	bedeckt	wurde.	Die	Versiegelung	

erfolgte	mit	klarem	Nagellack.	Die	Lagerung	erfolgte	bei	RT	im	Dunkeln.		

	

Anfertigung	von	larvalen	Präparaten	

L1	 Gehirne	 wurden	 nach	 der	 Antikörperfärbung	 mit	 feinen	 Präparationsnadeln	 auf	

einem	Objektträgern	 in	einem	Tropfen	70	%igem	Glycerin	 frei	präpariert	und	mit	der	

Ventralseite	nach	oben	positioniert.	Danach	wurden	 sie	unter	 einem	Objektdeckel	mit	

Plastilin	als	Abstandshalter	bedeckt	und	mit	klarem	Nagellack	versiegelt.	

L3	Präparate	wurden	 in	70	%igem	Glycerin	positioniert,	mit	Objektdeckel	Plastilin	als	

Abstandshalter	 bedeckt	 und	 mit	 Nagellack	 versiegelt.	 Die	 Lagerung	 der	 Präparate	

erfolgte	bei	-20	°C	im	Dunkeln.	

	

2.8	Dokumentation	der	Färbungen	
	
Die	 Dokumentation	 der	 fluoreszenten	 Präparate	 erfolgte	 an	 einem	 konfokalen	

Laserscanning-Mikroskop.	Verwendet	wurde	das	Modell	TSC	SP5	der	Firma	Leica.	Die	in	

vivo	 Analysen	 für	 die	 Einzelzellmarkierung	 mit	 Flybow	 erfolgten	 an	 einem	

Fluoreszenzmikroskop	 DM4	 B	 (Leica).	 Die	 gewonnen	 sichtbaren	 in	 situ	

Hybridisierungen	wurden	an	einem	Mikroskop	Axioplan	(Zeiss)	dokumentiert.	

Die	mikroskopischen	Aufnahmen	wurden	mit	FIJI	und	Adobe	Photoshop	CS4	bearbeitet	

und	mit	Adobe	Illustrator	in	Bildtafeln	zusammengestellt.	
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3	Ergebnisse	
 
Bereits	 in	mehreren	 Studien	 der	 letzten	 Jahre	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	Hox-Gene	

eine	 Rolle	 auf	 die	 Entwicklung	 und	 Differenzierung	 neuronaler	 Schaltkreise	 spielen	

(Philippidou	 and	 Dasen,	 2013).	 Insbesondere	 der	 Einfluss	 auf	 das	 Körperregion-

spezifische	Motoneuronmuster	war	und	ist	Gegenstand	intensiver	Forschung	(Dasen	et	

al.,	2003;	Dasen	et	al.,	2005;	Dixit	et	al.,	2008;	Friedrich	et	al.,	2016).	Dennoch	bleiben	

viele	 Fragen	 bezüglich	 der	Hox-Funktion	 innerhalb	 dieser	Netzwerke	weiterhin	 offen.	

Diese	 umfassen	 unter	 anderem	 die	 räumliche	 und	 zeitliche	 Regulation	 Hox-

kontrollierter	Gene	sowie	die	Spezifität	der	Hox-Funktion	durch	Interaktion	mit	anderen	

Proteinen.	Im	Rahmen	dieser	Arbeit	wurde	daher	die	Rolle	des	Hox-Gens	Ubx	während	

der	Etablierung	neuro-motorischer	Netzwerke	in	der	späten	Entwicklungsphase	von	D.	

melanogaster	analysiert	und	funktionelle	Mechanismen	untersucht.	Hierbei	wurden	drei	

miteinander	verknüpfte	Kernaspekte	beleuchtet:	

(1) Die	Identifikation	neuronaler	Ubx	Protein-Interaktionspartnern	mittels	eines	

genetischen	 Modifier-Screens,	 sowie	 die	 Verifizierung	 der	 Interaktion	 in	

einem	Zellkulturmodell	(in	Zusammenarbeit	mit	Dr.	Olaf	Vef,	Kapitel	3.1)	

(2) Die	Analyse	der	Ubx-Funktion	 in	Muskeln	und	Neuronen	 im	Hinblick	auf	die	

Generierung	neuromuskulärer	Netzwerke	mit	Fokus	auf	die	Kommunikation	

zwischen	diesen	Geweben	(Kapitel	3.2)	

(3) Die	Untersuchung	der	Ubx-Funktion	während	der	Differenzierung	neuronaler	

Netzwerke	 durch	 programmierten	 Zelltod	 am	 Beispiel	 des	 GW-Neurons	

(Kapitel	3.3)	

 

3.1	Identifikation	potentieller	Ubx	Protein-Interaktionspartner		
	

Die	 Strategie	 zur	 Identifikation	 neuer	 Protein-Interaktionspartener	 von	Ubx	 ist	 in	 der	

folgenden	 Abbildung	 dargestellt	 (siehe	Abbildung	 5).	 Potentielle	 Kandidaten	wurden	

durch	unterschiedliche	Analysemethoden	stufenweise	eingegrenzt.	
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Abbildung	5:	Identifikation	neuer	Protein-Interaktionspartner	des	Hox-Proteins	Ubx.		
Überblick	 über	 die	 der	 Auswahl	 zugrunde	 liegende	 Strategie.	 Mit	 Hilfe	 eines	 genetischen	 Modifier-Screens	 in	
Fliegenaugen	wurden	18	potentielle	Interaktionspartner	identifiziert,	welche	durch	eine	Kombination	aus	Datenbank-	
und	 Literaturrecherche,	 sowie	 Expressionsanalysen	 eingegrenzt	 wurden.	 Nach	 Anwendung	 dieses	
Kriterienspektrums	wurden	die	drei	vielversprechendsten	Kandidaten	ausgewählt	und	in	Zellkultur,	sowie	während	
der	embryonalen	Neurogenese	im	Hinblick	auf	ihre	Interaktion	mit	Ubx	analysiert.	
	

	

3.1.1	Der	genetische	Modifier-Screen	in	Fliegenaugen	
 
Um	 Protein-Interaktionspartner	 von	 Ubx	 zu	 identifizieren	 wurde	 ein	 modularer	

genetischer	 Modifier-Screen	 (Rørth,	 1996;	 St	 Johnston,	 2002)	 in	 Fliegenaugen	 in	

Zusammenarbeit	 mit	 Dr.	 Olaf	 Vef	 durchgeführt.	 Hierbei	 wurde	 Ubx	 parallel	 mit	

unterschiedlichen	Kandidaten	 im	Komplexauge	exprimiert	und	auf	Modifikationen	des	

Phänotyps	 hin	 analysiert.	 Mit	 dieser	 Vorgehensweise	 konnten	 insgesamt	 959	

Kreuzungen	 analysiert	 und	 18	 potentiellen	 Interaktionspartnern	 identifiziert	 werden	

(Tabelle	 23).	 Um	 aus	 diesen	 Kandidaten	 die	 interessantesten	 auswählen	 zu	 können	

wurde	mit	www.Flybase.org	 das	 potentielle	 Gen	 ermittelt,	 welches	 durch	 die	 EP-Linie	

ektopisch	 aktiviert	 wurde.	 Weiterhin	 konnte	 dort	 über	 die	 Literaturangaben	 in	 den	

meisten	Fällen	eine	erste	Einschätzung	der	Gen-Funktion	vorgenommen	werden.	
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Ubx	 ist	 ein	 Transkriptionsfaktor,	 welcher	 in	 vielen	 unterschiedlichen	 Zelltypen	 zu	

unterschiedlichen	 Zeiten	 aktiv	 ist	 und	 zell-spezifische	 Entwicklungsprogramme	

vermittelt	 (Akam,	 1998).	 Dementsprechend	 enthielt	 die	 Liste	 der	 potentiellen	

Interaktionspartner	eine	große	Anzahl	an	Kandidaten,	welche	direkt	oder	 indirekt	mit	

transkriptionellen	Prozessen	 in	Verbindung	stehen	(7	von	18,	Tabelle	 23)	 (Bondos	et	

al.,	2006;	Hsiao	et	al.,	2014).	Ferner	standen	5	von	18	Kandidaten	in	Zusammenhang	mit	

der	 Kategorie	 „Signaltransduktion“.	 Zwei	 weitere	 Kandidaten	 konnten	 Ubiquitin-

assoziierten	Prozessen	zugeordnet	werden	(debra	 (dbr)	und	 fat	facets	(faf)).	Weiterhin	

waren	 einige	 Kandidaten	 dabei,	 von	 denen	 sehr	wenig	 bekannt	 ist	 (CG11873,	CG1910	

und	CG42671).		

	
Tabelle	23:	Der	Modifier-Screen	in	Fliegenaugen	liefert	18	Kandidaten.	

Kandidat	 Flybase	
ID	

Kategorie	 Molekulare	Funktion	(Gen	
Ontologie	Begriffe)	

ausgesuchte	biologische	Prozesse	

A2bp1	 FBgn0052062	 Transkription,RNA	
Bindung		

Transkriptionsfaktor	Bindung;	Bindung	
regulatorischer	DNA	Bereiche	

Nervensystementwicklung;	Flügelvenenspezifikation;	
Oogenese;	positive	Regulation	von	Transkription,	DNA-
abhängig	

arm	 FBgn0000117	 Transkription,	Zell-	
Adhäsion,	
Signaltransduktion	

Cadherin	Bindung,	Proteinkinase	Bindung;	
Proteinbindung;	RNA	Polymerase	II;	Transkription	
Co-Aktivatoraktivität;	Alpha-Catenin	Bindung;	
Zytoskelett;	Strukturmolekül	

Langzeitgedächtnisbildung;	Nervensystementwicklung;	
Neuroblastenspezifizierung;	Wnt	Signaltransduktion;	
Zelladhäsion,	Zonula	Adherens;	
Zellschicksalsdetermination;	Zellmorphogenese;	
Morphogenese	des	Facettenauges;	Programmierter	
Zelltod	in	der	Retina;	
Photorezeptordifferenzierung,;positive	Regulation	der	
Transkription	der	RNA	polymerase	II	Promotoren;	
Regulation	der	Zellform;	somatische	
Stammzellerhaltung;		

C3G	 FBgn0259228	 Signaltransduktion	 Ras	Guanyl-Nukleotid-Austauschfaktoraktivität	 Ras	vermittelte	Signaltransduktion;	somatische	
Muskelentwicklung;	Sarcomerorganisation;	
Muskelbefestigung;	Regulation	der	Rap	GTPase	Aktivität	

CG11873	 FBgn0039633	 unbekannt	 unbekannt	 unbekannt	

CG1910	 FBgn0039633	 unbekannt	 unbekannt	 Langzeitgedächtnisbildung	
CG42671	 FBgn0261553	 unbekannt	 unbekannt	 Mesothorakales	Tergum	

ci	 FBgn0004859	 Transkription,	
Signaltransduktion	

RNA	Polymerase	II	regulatorische,	
sequenzspezifische	DNA	Bindung;	Proteinbindung;	

Hedgehog	Signaltransduktion;	Entwicklungsprozesse;	
Regionalisierung;	neuronale	Differenzierung;	
Entwicklung	der	Sensorik;		

dCrebA	 FBgn0004396	 Transkription	 DNA	Bindung,	enhancervermittelte	
sequenzspezifische	DNA	-Bindung	

Dorso-ventrale	Musterbildung;	Entwicklung	der	
embryonalen	und	larvalen	Chitinhülle;	positive	
Regulation	der	Transkription	der	RNA	Polymerase	II	
Promotoren;	Speicheldrüsenentwicklung	

dbr	 FBgn0067779	 Ubiquitin	assoziierte	
Prozesse	

Zinkionbindung	 Langzeitgedächtnisbildung;	Nukleäres	Gen	

Egfr	 FBgn0003731	 Signaltransduktion	 Proteinbindung	 Entwicklung	des	Sensorischen	Nervensystems;	Post-
embryonale	Morphogenese;	Regulation	von	
Entwicklungsprozessen;	Entwicklung	des	
Verdauungstraktes;	Zellschicksalsdetermination;	
Entwicklung	des	Tracheensystems	

faf	 FBgn0005632	 Ubiquitin	assoziierte	
Prozesse	

Proteinbindung;	Ubiquitin	assoziierte	
Prozessspezifische	Proteaseaktivität	

Protein	De-Ubiquitinierung;	Komplexaugenentwicklung;	
Dorso-ventrale	Achsenspezifizierung;	
Embryonalentwicklung;	Zellularisierung;	Ubiquitin	
assoziierte	Prozesse	

Phf7	 FBti0033208	 Transkription	 Histonbindung;	Zinkionbindung	 Geschlechtsdetermination	der	männlichen	Keimbahn	
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psa	 FBgn0261243	 Proteolyse	 Aminopeptidaseaktivität;	Metallopeptidaseaktivität;	
Zinkionbindung	

Proteolyse	

repo	 FBgn0011701	 Transkription	 RNA	Polymerase	II	regulatorische,	
sequenzspezifische	DNA	Bindung;		

Positive	Regulation	von	Genexpression;	Entwicklung	
von	Gliazellen;	Nervensystementwicklungt;	Entwicklung	
des	peripheren	Nervensystems	

rho-4	 FBgn0030318	 Signaltransduktion	 Peptidaseaktivität	vom	Serin-Typ;	Kalziumion-
Binding	

Proteolyse	

srpk	 FBgn0026370	 Phosphorylierung	 ATP	Bindung;	Proteinkinaseaktivität	 Karyosombildung;	Spindelanordnung	während	der	
weiblichen	Meiose,	Phosphorylierung,	Nukleäres	Gen	

tara	 FBgn0040071	 Transkription	 unbekannt	 Chromatin-vermittelte	Erhaltung	der	Transkription;	
laterale	Inhibition;	Trithorax;	Zellzyklusentwicklung;	
Lokomotionsrhythmus;	Schlaf	

yps	 FBgn0022959	 RNA	Bindung	 DNA-Bindung;	RNA-Bindung;	 mRNA	Splicing	via	Spliceosome;	Oogenese;	Regulation	
der	Transkription	

 

3.1.2	in	situ	Expressionsanalysen	potentieller	Interaktionspartner	von	Ubx	
 

Aus	 der	 in	 Tabelle	 23	 gezeigten	 Kandidatenliste	 wurden	 nach	 der	 Literatur-	 und	

Datenbankrecherche	 10	 Kandidaten	 ausgewählt	 und	 deren	 zeitliche	 und	 räumliche	

Expression	 mit	 in	 situ	 Hybridisierungen	 analysiert.	 Ubx	 wird	 ab	 dem	 Stadium	 14	

spezifisch	in	Neuronen	hochreguliert	(Geyer	et	al.,	2015;	White	and	Wilcox,	1985).	Ein	

potentieller	neuronaler	Interaktionskandidat	sollte	daher	während	dieser	Phase	im	ZNS	

exprimiert	werden.	Besonderes	Augenmerk	lag	daher	auf	einer	Expression	in	mittleren	

bis	 späten	 Entwicklungsstadien.	 In	 Stadium	 11	 findet	 die	 letzte	 Phase	 der	

Neuroblastenspezifizierung	 statt.	 In	 diesem	 Stadium	wurde	Ataxin	2-binding	protein	1	

(A2bp1),	 taranis	 (tara),	 ypsilon	 schachtel	 (yps)	 und	 armadillo	 (arm)	 im	 sich	

entwickelnden	 ZNS	 exprimiert	 (Abbildung	 6).	 Während	 des	 Stadium	 14	 beginnt	 die	

Differenzierung	 der	 entstandenen	 Neurone	 und	 die	 ersten	 Motoneurone	 entsenden	

Axone	 in	 die	 Peripherie	 und	 beginnen	 damit,	 ihre	 entsprechenden	 Zielmuskeln	 zu	

suchen	(Broadie	et	al.,	1993;	Prokop,	1999;	Sink	and	Whitington,	1991).	A2bp1,	tara,	faf,	

CG11873,	SR	Protein	Kinase	(SRPK),	CG42671,	yps	und	arm,	welche	in	diesem	Stadium	im	

ZNS	exprimiert	werden,	könnten	einen	Einfluss	während	des	Differenzierungsprozesses	

ausüben	 (Abbildung	 6).	 In	der	 späten	Phase	der	Embryogenese	 (Stadium	16	und	17)	

werden	 unter	 anderem	 die	 Neuromuskulären	 Kontakte	 ausgebildet	 und	 gefestigt	

(Broadie	et	 al.,	 1993;	Pereanu	et	 al.,	 2007;	Prokop,	1999;	Sink	and	Whitington,	1991).	

Kandidaten,	 welche	 in	 diesem	 Stadium	 in	 neuronalem	 Gewebe	 exprimiert	 wurden,	

waren	a2bp1,	tara,	faf,	CG11873,	SRPK,	CG42671,	yps	und	arm	(Abbildung	6).	

20	 %	 der	 untersuchten	 Kandidaten	 wiesen	 eine	 ubiquitäre	 Expression	 auf	 (yps	 und	

arm).	C3G	und	dbr	zeigten	keine	oder	wenig	Expression	im	embryonalen	ZNS.		
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Abbildung	6:	Expressionsanalyse	ausgewählter	Kandidaten.		
Gezeigt	 sind	 in	 situ	 Hybridisierungen	 ausgewählter	 Kandidaten	 in	 mittleren	 bis	 späten	 embryonalen	
Entwicklungsstadien.	Der	Großteil	der	Kandidaten	zeigt	eine	ZNS-spezifische	Expression	 (A2bp1,	tara,	faf,	CG11873,	
SRPK	und	CG43671).	C3G	und	dbr	zeigen	nur	wenig	bis	keine	Expression	innerhalb	des	ZNS.	Zwei	Kandidaten	zeigen	
eine	ubiquitäre	Expression,	die	das	sich	entwickelnde	ZNS	umfasst	(yps	und	arm).		
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3.1.3	Visualisierung	von	Ubx-Protein-Interaktionen	in	lebenden	Zellen	mit	
der	Bimolekularen-Fluoreszenten-Komplementation	(BiFC)	
 

Basierend	auf	den	erhaltenen	Informationen	über	die	Kandidaten	wurden	Arm,	Dbr	und	

A2bp1	gewählt,	um	direkte	Protein-Interaktionen	mit	Ubx	zu	untersuchen.	Arm	wurde	

aufgrund	 seiner	 vielfältigen	 Rolle	 in	 diversen	 Entwicklungsprozessen	 und	 seiner	

Beteiligung	 im	evolutionär	 konservierten	Wnt-Signalweg	 ausgesucht	 (Cox	 et	 al.,	 1999;	

Loureiro	 and	 Peifer,	 1998;	 Pai	 et	 al.,	 1997;	 Valenta	 et	 al.,	 2012).	 Weiterhin	 wurden	

bereits	genetische	und	direkte	Interaktionen	mit	Ubx	gezeigt	(Bondos	et	al.,	2006;	Hsiao	

et	 al.,	 2014).	 Auch	 wurde	 Arm	 in	 einem	 unabhängigen	 Yeast-Two-Hybrid	 Screen	

innerhalb	 des	 Labors	 gefunden	 (durchgeführt	 von	 Dr.	 Ana	 Rogulja-Ortmann,	 nicht	

publiziert),	wodurch	die	Wahrscheinlichkeit	einer	möglichen	Interaktion	mit	Ubx	erhöht	

war.	 Als	 zweiter	 Kandidat	 wurde	 Dbr	 ausgewählt.	 Obwohl	 dieser	 keine	 eindeutige	

Expression	 innerhalb	 des	 embryonalen	 ZNS	 aufwies,	 war	 hier	 insbesondere	 von	

Interesse,	wie	Dbr,	als	ein	polyubiquitinierendes	Enzym,	Interaktionen	mit	Ubx	eingeht.	

Des	Weiteren	sind	Dbr	und	Cubitus	interruptus	(Ci),	welches	ebenfalls	Kandidat	in	dem	

Screen	 war	 (Tabelle	 23),	 über	 den	 evolutionär	 konservierten	 Hedgehog-Signalweg	

assoziiert	 (Dai	 et	 al.,	 2003).	 Zuletzt	 wurde	 A2bp1	 gewählt,	 da	 es	 eine	 klare	 ZNS	

spezifische	 Expression	 aufwies	 und	mit	 der	 Nervensystementwicklung	 in	 Verbindung	

gebracht	 wird	 (Koizumi	 et	 al.,	 2007).	 A2bp1	 zeichnet	 sich	 außerdem	 durch	 seine	

regulatorische	 Wirkung	 auf	 transkriptionelle	 Prozesse	 aus	 und	 ist	 als	 ein	 mRNA	

bindendes	Protein	beschrieben	(Lasko,	2000).	Auch	wurde	bereits	eine	direkte	Protein-

Interaktion	 mit	 Ci	 gezeigt.	 Interessanterweise	 wurde	 außerdem	 beschrieben,	 dass	

A2bp1	in	der	Imaginalscheibe	der	Haltere	durch	Ubx	negativ	reguliert	wird	(Bajpai	et	al.,	

2004).	

Der	 Bimolekulare	 Fluoreszenz	 Komplementations	 Assay	 (BiFC)	 stellt	 eine	Möglichkeit	

dar,	Protein-Protein	Interaktionen	 in	 lebenden	Zellen	zu	detektieren	(Kerppola,	2006).	

In	dieser	Arbeit	wurde	das	fluoreszierende	Protein	Venus	verwendet.	Die	Orientierung	

der	Fusion	wurde	so	gewählt,	dass	Ubx	 immer	mit	der	C-terminalen	Hälfte	von	Venus	

(VC)	 fusioniert	 wurde.	 Die	 Interaktionskandidaten	 wurden	 immer	 mit	 dem	 N-

terminalen	Abschnitt	 von	Venus	 (VN)	 fusioniert.	BiFC	hat	 sich	 in	dieser	Anordnung	 in	

vorherigen	Studien	als	sehr	erfolgreich	erwiesen	um	Protein-Protein-Interaktionen	von	

Hox-Proteinen	 zu	 untersuchen	 (Baëza	 et	 al.,	 2015;	 Bridoux	 et	 al.,	 2015;	 Hudry	 et	 al.,	

2011;	Hudry	et	al.,	2012;	Lambert	et	al.,	2012).		
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Für	 das	 Zellkultursystem	wurde	 der	 pMT_Gal4-Plasmid	 (Klueg	 et	 al.,	 2002)	 durch	 die	

Einbringung	einer	UAS-mCherry	Kassette	so	modifiziert,	dass	er	sowohl	zum	Treiben	der	

BiFC	Fusionsproteine	(mittels	Gal4),	als	auch	als	Transfektionskontrolle	(UAS-mCherry)	

diente.	 Dadurch	 konnten	 transfizierte	 Zellen	 anhand	 der	 mCherry-Expression	 in	

automatisierter	 Weise	 gezählt	 und	 die	 BiFC-Fluoreszenz	 analysiert	 werden.	 Als	

Positivkontrolle	 wurde	 die	 gut	 charakterisierte	 Interaktion	 zwischen	 Ubx	 und	 Exd	

verwendet	(Abbildung	7)	(Chan	et	al.,	1994;	Hudry	et	al.,	2011;	Hudry	et	al.,	2012).	Als	

Negativkontrolle	 wurde	 die	 starke	 Reduktion	 der	 Ubx-Exd-Interaktion	 durch	 die	

Mutation	 der	 UbdA	 Domäne	 von	 Ubx	 genutzt	 (Abbildung	 7)	 (Hudry	 et	 al.,	 2011;	

Merabet	et	al.,	2007).	 In	dieser	Testreihe	wurden	die	drei	hauptsächlichen	Ubx-Splice-

Isoformen	UbxIa,	UbxIIa	und	UbxIVa	untersucht	(Geyer	et	al.,	2015;	Hatton	et	al.,	1998;	

Kornfeld	et	al.,	1989;	Subramaniam	et	al.,	1994).	Von	Interesse	war,	ob	diese	Isoformen	

mit	 den	 jeweiligen	 Kandidaten	 auf	 unterschiedliche	 Art	 und	 Weise	 interagieren	 (de	

Navas	et	al.,	2011;	Gebelein	et	al.,	2002;	Reed	et	al.,	2010;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2014).	

Es	 zeigte	 sich,	 dass	 alle	VC-Ubx	 Isoformen	BiFC-Signale	mit	VN-Arm,	VN-Dbr	 und	VN-

A2bp1	 generieren	 und	 dass	 sich	 die	 Fluoreszenz	 in	 allen	 Fällen	 durch	 Mutation	 der	

UbdA-Domäne	 stark	 reduzierte	 (Abbildung	 7	 A).	 Eine	 Quantifizierung	 dieser	 Signale	

zeigte,	 dass	 die	 Interaktionshäufigkeit	 von	UbxIa	mit	 den	Kandidaten	 jeweils	 geringer	

als	die	der	UbxIVa	Isoform	war	(Abbildung	7	B).	Auch	die	Interaktion	zwischen	UbxIa	

und	Exd	(63,5	%	BiFC	positiver	Zellen)	war	um	circa	16	%	geringer,	als	die	UbxIVa-Exd-

Interaktion	(79,4	%	BiFC-positiver	Zellen).	Mit	diesen	Daten	konnte	daher	in	 lebenden	

Zellen	gezeigt	werden,	was	in	früheren	Studien	bereits	in	vitro	beschrieben	wurde	(Reed	

et	al.,	2010).	Weiterhin	zeigte	die	Quantifizierung,	dass	die	BiFC-Signale	zwischen	allen	

Kandidaten	 und	 der	 UbxUbdA-Variante	 signifikant	 geringer	 ausfielen.	 Dies	 erlaubt	 den	

Schluss,	 dass	 es	 sich	bei	 der	UbdA-Domäne	um	eine	 zentrale	 Interaktionsdomäne	von	

Ubx	nicht	nur	für	Exd	sondern	auch	für	weitere	Interaktionspartner	handelt.	
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Abbildung	 7:	 Analyse	 von	 Protein-Protein	 Interaktionen	 ausgewählter	 Kandidaten	 mit	 den	 verschiedenen	
Ubx-Isoformen.		
(A)	 Gezeigt	 sind	 konfokale	 Aufnahmen	 von	 lebenden	 S2R+	 Zellen,	 welche	 mit	 den	 angegebenen	 Konstrukten	 co-
transfiziert	 wurden.	 Alle	 Proteine	 wurden	 entweder	 mit	 der	 N-terminalen	 Hälfte	 von	 Venus	 (VN)	 oder	 der	 C-
terminalen	Hälfte	(VC)	fusioniert.	Eine	Co-Transfektion	der	wildtypischen	Ubx	Isoformen	(UbxIa,	UbxIIa	und	UbxIVa)	
mit	einem	Kandidat	(Exd,	Arm,	Dbr	und	A2bp1)	führt	bei	einer	Interaktion	zwischen	den	beiden	Proteinen	zu	BiFC-
Signalen.	Die	BiFC-Signale	in	der	UbxUbdA	Mutante	sind	hingegen	bei	allen	Kandidaten	stark	reduziert.	Die	Interaktion	
zwischen	den	Ubx	Isoformen	mit	Exd	dient	als	Positivkontrolle,	während	die	Interaktion	mit	der	UbxUbdA	Mutante	als	
Negativkontrolle	 dient.	 (B)	 Relativer	 Prozentsatz	 BiFC	 positiver	 Zellen	 innerhalb	 aller	 transfizierten	 Zellen.	 Zu	
erkennen	ist,	dass	UbxIa,	UbxIIa	und	UbxIVa	mit	allen	Kandidaten	interagiert,	wobei	die	Häufigkeit	graduell	von	UbxIa	
zu	UbxIVa	ansteigt.	Hingegen	ist	die	Interaktion	mit	UbxUbdA	und	den	jeweiligen	Kandidaten	in	allen	Fällen	signifikant	
reduziert.	 Die	 gezeigten	 Daten	 stellen	 gemittelte	 Werte	 aus	 drei	 unabhängigen	 biologischen	 Replikaten	 dar.	 n=3;	
±SEM;	 Einweg-ANOVA:	 **	 p	 ≤	 0.01,	 ***	 p	 ≤	 0.005.	 Die	 in	 der	 Abbildung	 gezeigten	 Daten	 wurden	 im	 Rahmen	 der	
Bachelorarbeit	von	Victoria	Castro	Illana	erhoben	
 

3.1.4	Zusammenfassung	
 
Im	 ersten	 Schritt	 der	Arbeit	wurden	 Interaktionspartner	 von	Ubx	 identifiziert.	Mittels	

eines	 genetischen	Modifier-Screens	 wurden	 18	 Kandidaten	 erhalten	 und	 diese	 durch	

eine	 Kombination	 aus	 Datenbank-	 und	 Literaturrecherche,	 sowie	 durch	 eine	

Expressionsanalyse	auf	drei	Kandidaten	eingegrenzt.	 Interaktionsstudien	mit	der	BiFC	

bestätigten	das	Interaktionspotential	der	Ubx-Isoformen	UbxIa,	UbxIIa	und	UbxIVa	mit	

Arm,	Dbr	und	A2bp1	 in	 einem	 für	 diese	 Zwecke	 entwickelten	Zellkultursystem.	Dabei	

konnte	eine	signifikant	reduzierte	Interaktion	der	Kandidaten	mit	der	UbxUbdA-Mutante	

gezeigt	werden,	wodurch	wahrscheinlich	wird,	dass	es	sich	bei	der	UbdA-Domäne	nicht	

nur	um	die	 Interaktionsdomäne	für	die	 Interaktion	von	Ubx	und	Exd	handelt,	sondern	

auch	für	andere	Interaktionen	verwendet	wird.	

	

3.2	Der	Einfluss	von	Ubx	auf	die	korrekte	Innervation	der	ventro-lateralen	
Muskelgruppe	
 
Nachdem	 Ubx-Interaktionspartner	 mittels	 BiFC	 in	 lebenden	 Zellen	 bestätigt	 werden	

konnten,	 stellte	 sich	 nun	 die	 Frage,	 ob	 und	 wenn	 ja,	 zu	 welchem	 Zeitpunkt	 diese	

Interaktion	während	der	Neurogenese	von	Relevanz	sein	könnte.	In	den	letzten	Jahren	

konnte	 vermehrt	 die	 Rolle	 von	 Wnt-Signalprozessen	 während	 der	 Entwicklung	 und	

Physiologie	 neuromuskulärer	 Kontakte	 in	 unterschiedlichen	 Spezies	 beschrieben	

werden	(für	Übersichtsartikel	siehe	(Koles	and	Budnik,	2012;	Korkut	and	Budnik,	2009;	

Nose,	2012;	Speese	and	Budnik,	2007)).	Arm	stellt	einen	integralen	Faktor	während	des	

kanonischen	 Wnt-Signalweges	 dar	 (Valenta	 et	 al.,	 2012).	 Es	 konnten	 bereits	

grundlegende	 Rollen	 für	 Arm	 in	 Bezug	 auf	 die	 Neuroblastenspezifizierung	 und	 den	

strukturellen	 Aufbau	 des	 ZNS	 beschrieben	 werden	 (Loureiro	 and	 Peifer,	 1998).	 In	

Caenorhabditis	 elegans	 (C.	 elegans)	 konnte	 weiterhin	 eine	 Rolle	 von	 Bar-1/β-Catenin,	
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dem	 Homolog	 von	 Arm,	 auf	 die	 axonale	 Wegfindung	 entlang	 der	 A/P-Achse	 von	

Motoneuronen	 beschrieben	 werden	 (Maro	 et	 al.,	 2009).	 Da	Hox-Gene	 an	 der	 Region-

spezifischen	 Spezifizierung	 von	 Motoneuronen	 und	 der	 Ausbildung	 von	

neuromuskulären	 Kontakten	 beteiligt	 sind	 (Catela	 et	 al.,	 2016;	 Dixit	 et	 al.,	 2008;	

Friedrich	 et	 al.,	 2016;	 Jung	 and	Dasen,	 2015;	 Lacombe	 et	 al.,	 2013;	 Philippidou	 et	 al.,	

2012),	wurde	die	Interaktion	von	Ubx	und	Arm	in	diesem	Kontext	untersucht.	Um	eine	

detaillierte	Analyse	der	Interaktion	durchführen	zu	können,	bedurfte	es	zunächst	einer	

detaillierten	 Beschreibung	 des	 thorakalen	 Neuromuskulären	 Systems	 auf	

morphologischer	 Ebene,	 welches	 im	 Gegensatz	 zu	 abdominalen	 Segmenten	 weniger	

ausführlich	 beschrieben	 wurde.	 Zwar	 konnten	 bereits	 einige	 teils	 detaillierte	

Charakterisierungen	der	 thorakalen	Muskeln	 aufgestellt	werden	 (Bate,	 1993;	Campos-

Ortega	and	Hartenstein,	1997),	teils	auch	mit	Bezug	auf	einem	Einfluss	von	Hox-Genen	

(Hooper,	 1986;	 Michelson,	 1994),	 dennoch	 wurden	 diese	 Analysen	 ohne	 den	 Aspekt	

neuronaler	Innervation	erstellt.		

	

3.2.1	Morphologische	Charakterisierung	des	neuromuskulären	Systems	in	den	
Segmenten	T1-A1	
 

Das	 embryonale	 beziehungsweise	 larvale	 Neuromuskuläre-System	 ist	 Gegenstand	

zahlreicher	Studien.	Für	das	abdominale	neuromuskuläre	System	(A2-A7)	existiert	eine	

sehr	detaillierte	Beschreibung	aller	30	somatischen	Muskeln	und	der	36	identifizierten	

Motoneurone,	 die	 sie	 innervieren	 (Landgraf	 et	 al.,	 1997;	 Nose,	 2012).	 Dabei	 konnte	

sogar	 in	 vielen	 Fällen	 die	 Herkunft	 dieser	 Neurone	 aus	 der	 jeweiligen	 Stammzelle	

aufgeklärt	 werden	 (Landgraf	 et	 al.,	 1997).	 Eine	 Beschreibung	 des	 neuromuskulären	

Systems	 des	 Thorax	 und	 A1	war,	 soweit	 bekannt,	 nicht	 vorhanden,	 allerdings	 für	 die	

nachfolgende	Analyse	unverzichtbar.	Zu	Beginn	der	 Interaktionsanalysen	wurde	daher	

zunächst	 eine	 detailliertere	Karte	 des	 neuromuskulären	 Systems	 der	 Segmente	 T1-A1	

generiert	 und	 dem	 bereits	 bekannten	 Muster	 von	 A2-A7	 gegenüber	 gestellt.	 Hierfür	

wurden	 Muskeln	 mit	 anti-Myosin	 und	 Motoraxone	 mit	 dem	 Zelladhäsionsmolekül	

Fasciclin	2	(Fas2)	(Harrelson	and	Goodman,	1988;	Schuster	et	al.,	1996)	visualisiert.	Bei	

der	Bezeichnung	der	Muskeln	wurde	 eine	 bereits	 publizierte	Nomenklatur	 verwendet	

(Bate,	1993).	Frühe	Stadium	17	(Pereanu	et	al.,	2007)	WT	und	w1118	Embryonen	wurden	

sowohl	 als	 Whole-Mount,	 als	 auch	 als	 Filetpräparationen	 analysiert.	 Zu	 diesem	

Zeitpunkt	 haben	Motoneurone	 den	 Kontakt	mit	 ihren	 Zielmuskeln	 aufgenommen	 und	
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beginnen	 funktionale	 Synapsen	 aufzubauen	 und	 zu	 differenzieren	 (Abbildung	 8	

A)(Broadie	et	al.,	1993;	Landgraf	et	al.,	1997;	Pereanu	et	al.,	2007;	Prokop,	1999).	Um	

eine	 weitere	 Detailebene	 hinzuzufügen,	 wurden	 Embryonen	 analysiert,	 bei	 welchen	

zusätzlich	die	RP-Neurone	RP1,	RP3,	RP4	und	RP5	mit	membranständigem	CD4::tdGFP	

markiert	 wurden.	 Hierfür	 wurde	 der	 spezifische	 Treiber	 dHb9-Gal4	 (Broihier	 et	 al.,	

2002)	 verwendet,	 welcher	 in	 allen	 genannten	 RP-Neuronen,	 einigen	 weiter	 dorsal	

projizierenden	 Motoneuronen	 und	 einem	 begrenzten	 Set	 an	 Interneuronen	 aktiv	 ist	

(Broihier	 et	 al.,	 2002).	 Mit	 diesem	 Versuchsansatz	 konnten	 die	 Projektionen	 auf	 die	

ventralen	Muskeln	VL1,	VL2,	VL3	und	VL4	detailliert	untersucht	werden	(Abbildung	8	

B,	 C).	 Die	 kombinierte	Analyse	 lieferte	 eine	 detaillierte	Karte	 der	 thorakalen	Muskeln	

und	der	sie	innervierenden	Nerven	mit	besonderem	Augenmerk	auf	die	ventro-lateralen	

Muskeln	(Abbildung	8	B).	Im	Folgenden	sollen	anhand	der	neuromuskulären	Karte	in	

Abbildung	 8	 B	 die	 RP-Neurone	 im	 Detail	 dargestellt	 und	 ein	 Fokus	 auf	

segmentspezifische	Unterschiede	gelegt	werden.	

Es	konnte	für	die	abdominalen	Segmente	A2-A7	gezeigt	werden,	dass	RP5	sich	mit	VL1	

in	einen	T-förmigen	Kontakt	verbindet	(Abbildung	8	B)	(Inaki	et	al.,	2007;	Landgraf	et	

al.,	1997).	Weiterhin	innerviert	RP5	die	Muskeln	VO4,	VO5,	VL2,	VL3	und	VL4	(Mauss	et	

al.,	 2009;	 Sink	and	Whitington,	1991).	RP1	und	RP4	nehmen	Verbindung	mit	VL2	auf,	

während	 VL3	 und	 VL4	 durch	 RP3	 mit	 einem	 feinen	 Kontakt	 zwischen	 den	 beiden	

Muskeln	 innerviert	 werden	 (Abbildung	 8	 B)	 (Kolodziej	 et	 al.,	 1996;	 Landgraf	 et	 al.,	

1997;	Mauss	et	al.,	2009).		

Das	 abdominale	 Segment	 A1	 entspricht	 in	 Großteilen	 den	 Segmenten	 A2-A7,	 weist	

jedoch	 einige	 Besonderheiten	 auf.	 So	 besitzt	 es	 keine	 Muskeln	 VT1	 und	 VO6	 (Bate,	

1990).	Weiterhin	zeichnet	es	sich	durch	den	ventralen	internen	Muskel	VI1	aus,	welcher	

in	 keinem	 anderen	 Segment	 zu	 finden	 ist	 (Bate,	 1990;	 Bate,	 1993;	 Hooper,	 1986;	

Michelson,	 1994).	 Er	 liegt	 intern	 auf	 den	 Muskeln	 VL3	 und	 VL4	 und	 nimmt	 nach	

posterior	 hin	Kontakt	mit	 den	 ventralen	 intersegmentalen	Muskeln	1	 bis	 5	 (VIS5)	 auf	

(Bate,	 1993).	 Die	 ventralen	 intersegmentalen	 Muskeln	 waren	 in	 ihrer	 Morphologie	

schwer	 aufzulösen,	 weswegen	 sie	 mit	 einer	 unterbrochenen	 Linie	 umrandet	 sind	

(Abbildung	 8	 B).	 VI1	 erhält	 eine	 Innervation	 aus	 dem	 Intersegmentalnerv	 b	 (ISNb),	

welche	 sich	 mit	 der	 GFP-Markierung	 verfolgen	 ließ	 und	 einen	 Unterschied	 zu	 den	

restlichen	abdominalen	Segmenten	darstellt	(Abbildung	8	B	und	C).	Diese	Innervation	

wurde	 dem	 sogenannten	 DC	 1	 Neuron	 zugeordnet	 (Matthes	 et	 al.,	 1995).	 A1	

unterscheidet	 sich	 weiterhin	 von	 den	 restlichen	 abdominalen	 Segmenten	 durch	 eine	
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etwas	 kürzere	 Innervation	 von	 VL3/4	 durch	 RP3,	 sowie	 eine	 weiter	 nach	 dorsal	

gezogene	 ISNb-Projektion,	 welche	 einen	 Kontakt	 mit	 dem	 Lateralen	 Bipolaren	

Dendritischen	 Zelle	 aufnimmt	 (LBD,	Abbildung	 8).	 In	 abdominalen	 Segmenten	A2-A7	

fusioniert	 das	 LBD	mit	 dem	Transversalnerv	 (TN),	welcher	 in	 A1	 und	 den	 thorakalen	

Segmenten	fehlt	(Gorczyca	et	al.,	1994).		

T3	unterscheidet	sich	von	abdominalen	Segmenten	durch	die	Morphologie	des	Muskels	

VL1,	welcher	dorsal	die	gleichen	Ansatzstellen	mit	dem	Muskel	LL1	aus	A1	teilt.	Diese	

Anordnung	 ist	 in	keinem	anderen	Segment	 zu	 finden.	Auch	der	LL1	 in	T3	besitzt	 eine	

andere	Anordnung	als	in	abdominalen	Segmenten.	Ähnlich	wie	in	A1	besitzen	die	ISNb-

Projektionen	leichte	Unterschiede.	So	findet	sich	auch	hier	eine	weiter	dorsal	reichende	

Projektion	 des	 ISNb	 und	Kontakt	mit	 dem	 LBD.	Weiterhin	 scheinen	 die	 RP1	 und	RP4	

Innervationsstellen	etwas	größer	und	innervieren	einen	der	Muskeln	VIS1-5	mit	einem	

dünnen	Fortsatz.	Dabei	ist	der	genaue	Ansatzpunkt	dieser	Muskeln	in	T3	nicht	eindeutig	

feststellbar.	Weiterhin	ist	die	RP3	Projektion	auf	VL3/4	verkürzt	(Abbildung	8	B,	C).	

Dem	 thorakalen	 Segment	 T2	 fehlen	 im	 Vergleich	 zu	 T3	 weitere	 Muskeln.	 Hooper	

beschreibt,	dass	diesem	Segment	die	ventro-lateralen	Muskeln	fehlen	(Hooper,	1986).	In	

der	vorliegenden	Arbeit	konnten	jedoch	mindestens	drei	Muskeln	ausgemacht	werden,	

die	Ähnlichkeiten	zu	den	ventro-lateralen	Muskeln	aufwiesen,	was	sich	mit	den	von	Bate	

publizierten	Daten	deckt	 (Bate,	 1993).	 So	 erhielten	diese	Muskeln	beispielsweise	 eine	

GFP-positive	 Innervation	 durch	 den	 ISNb,	 wobei	 die	 ventrale	 neuromuskuläre	

Verbindung	 starke	 Ähnlichkeit	 mit	 der	 von	 VL3/4	 in	 den	 weiter	 posterior	 gelegenen	

Segmenten	aufwies.	Die	Unterschiede	zu	den	Ergebnissen	von	Hooper	 (Hooper,	1986)	

könnten	 durch	 den	 unterschiedlichen	 Analysezeitpunkt	 zustande	 kommen,	 könnten	

aber	auch	mit	der	generellen	schweren	Zugänglichkeit	dieses	Bereiches	erklärt	werden.		

Dem	 thorakalen	 Segment	 T1	 fehlen,	 verglichen	 mit	 den	 posterioren	 Segmenten,	 der	

Großteil	 der	 Muskeln.	 Zusätzlich	 weisen	 viele	 Muskeln	 eine	 stark	 abweichende	

beziehungsweise	einzigartige	Morphologie	auf	(Abbildung	8).	Dennoch	können	dorsale,	

ventrale	 und	 laterale	 Gruppen	 von	 Muskeln	 voneinander	 unterschieden	 werden	

(Campos-Ortega	 and	 Hartenstein,	 1997).	 In	 diesem	 Segment	 stellte	 sich	 die	 Analyse	

dorsaler	Muskeln	als	besonders	komplex	dar.	Für	die	ventralen	Muskeln	VIS	1-5	konnte	

zwar	eine	Innervation	durch	GFP-positive	Neurone	durch	den	ISNb	beobachtet	werden,	

allerdings	 dort	 wiederum	 nur	 im	 ventralen	 Bereich	 (vergleiche	 GFP-Muster	 mit	 Fas2	

Muster	in	T1,	Abbildung	8	C).		
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Abbildung	8:	Morphologische	Charakterisierung	des	Neuromuskulären	Systems	im	späten	Embryo.		
Gezeigt	sind	thorakale	(T1-T3)	und	abdominale	(A1-A7)	Segmente	mit	Fokus	auf	die	Innervation	der	ventro-lateralen	
Muskeln.	 (A)	Wildtypischer	Whole-Mount	Embryo	 (w1118)	 in	 externer	Ansicht.	Die	Motoneurone	 sind	mit	 anti-Fas2	
(grün)	 und	 Muskeln	 mit	 anti-Myosin	 (magenta)	 visualisiert.	 Im	 ZNS	 ist	 Ubx	 (blau)	 stark	 exprimiert.	 Das	 weiße	
Quadrat	 markiert	 den	 Bereich	 der	 schematisch	 in	 (B)	 dargestellt	 ist.	 (B)	 Interne	 Ansicht.	 Die	 für	 diese	 Arbeit	
relevanten	Muskeln	 (VL1,	 VL2,	 VL3	 und	 VL4)	 sind	 in	Magenta	 gefärbt.	 Segmentspezifische	Muskeln	 sind	 in	 einem	
dunkleren	 Ton	 dargestellt.	 Die	 Muskeln,	 bei	 denen	 die	 Morphologie	 und	 Identität	 nicht	 exakt	 bestimmt	 werden	
konnte,	sind	mit	einer	unterborchenen	Linie	umzogen.	Der	Transversalnerv	(TN)	fehlt	in	thorakalen	Segmenten	und	
A1.	 (C-C’’)	 Flach	 präparierter	 Embryo	 im	 frühen	 Stadium	 17.	 Die	 Morphologie	 des	 Innervationsmusters	 der	 RP	
Neurone	 wurde	 mittels	 membranständigem	 UAS-CD4::tdGFP	 nach	 Aktivierung	 mit	 dHb9-Gal4	 verfolgt.	 Die	
Innervation	 von	 VL1	 in	 T2,	 T3	 und	 A1	 ist	 mit	 den	 weißen	 Pfeilköpfen	 hervorgehoben.	 Zu	 beachten	 sind	 die	
segmentspezifischen	 Unterschiede	 im	 Hinblick	 des	 ISNb-Kontaktes	 mit	 dem	 LBD	 in	 T3	 und	 A1.	 Abkürzungen:	 A	
anterior,	P	posterior,	D	dorsal,	V	ventral,	TN	Transversalnerv,	ISN	Intersegmentalnerv,	SN	Segmentalnerv,	LBD	Lateral	
Bipolar	Dendritische	Zelle.	
	

3.2.2	Ubx	ist	nötig	für	die	korrekte	Innervation	der	ventro-lateralen	Muskeln	
unabhängig	von	abdA	
 

Nachdem	 ein	 detaillierter	 Überblick	 über	 das	 Neuromuskuläre	 System	 des	 späten	

Embryos	 erstellt	 wurde,	 wurde	 zunächst	 die	 Ubx	 Expression	 in	 Muskeln	 und	 RP-

Neuronen	 analysiert.	 Es	 war	 bereits	 bekannt,	 dass	 Mutationen	 von	 Ubx	 zu	 einer	

Transformation	der	Muskeln	 von	 einem	abdominalen	Muster	 in	 ein	T3	Muster	 führen	

(Hooper,	1986).	Hooper	analysierte	auch	die	Expression	von	Ubx	innerhalb	der	Muskeln	

der	Larve	und	konnte	zeigen,	dass	Ubx	nicht	 in	T3,	schwach	in	A1,	stark	 in	A2	und	A3	

und	muskelspezifisch	 in	 A4-A6	 exprimiert	wird	 (Hooper,	 1986).	 Die	 Analyse	 der	 Ubx	

Expression	innerhalb	von	Muskeln	im	späten	embryonalen	Stadium	14	zeigte	hingegen	

eine	Expression	von	A1-A7,	wobei	(Abbildung	9	A’	und	B’)	die	stärkste	Expression	in	

A2,	A3	und	A4	zu	erkennen	war,	A1	und	A5-A7	hingegen	schwächere	Expressionsspiegel	

zeigten.	 Der	 Bereich	 der	 ventro-lateralen	Muskeln	 zeigte	 die	 stärkste	 Ubx-Expression	

(Abbildung	9	B’,	VL	Muskeln	mit	unterbrochener	Linie	umrandet).		

Innerhalb	 des	 Nervensystems	 wird	 Ubx	 im	 Stadium	 14	 in	 Parasegmenten	 exprimiert	

(Maeda	and	Karch,	2006;	Martinez-Arias	and	Lawrence,	1985;	White	and	Wilcox,	1985).	

Die	Expression	ist	vom	posterioren	T2	bis	zum	anterioren	A7	erkennbar,	wobei	die	Ubx-

Spiegel	 im	posterioren	T3	und	dem	anterioren	A1	 am	höchsten	 sind	 (Abbildung	 9	 A	

und	A’).	

Während	dieser	Entwicklungsphase	erreichen	die	Wachstumskegel	des	ISN	und	des	SN	

die	Muskelfelder	und	beginnen	mit	der	Erkundung	der	Zielmuskeln	(Prokop,	1999;	Sink	

and	Whitington,	1991).	Dies	kann	in	dem	Präparat	durch	die	Visualisierung	der	Axone	

sowohl	mit	dem	dHb9-Gal4	getriebenem	UAS-CD4::tdGFP-Signal	(dHb9	>	CD4::tdGFP,	RP-

Neurone	und	einige	dorsal	projizierenden	Motoneurone),	als	auch	mit	dem	Fas2-Signal	

(alle	Motoneurone)	untersucht	werden	 (Abbildung	9	A’’,	 A’’’,	 B’’	 und	 B’’’).	 Im	späten	
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Stadium	 16	 war	 von	 Interesse,	 wie	 sich	 die	 Ubx	 Expression	 in	 den	 RP-Neuronen	

darstellte.	 Hierfür	wurde	 die	dHb9-Gal4	 Linie	 verwendet,	welche	 durch	 Kreuzung	mit	

UAS-CD4::tdGFP	 (dHb9	 >	 CD4::tdGFP)	 erlaubte,	 die	 Zellumrisse	 der	 RP-Neurone	 zu	

visualisieren	 und	 die	 Expression	 von	 Ubx	 innerhalb	 dieser	 Zellen	 zu	 analysieren	

(Abbildung	9	C	und	C’).	Die	stärkste	Ubx	Expression	zeigte	sich	dabei	in	späten	Stadien	

innerhalb	von	A1	und	nahm	nach	anterior	ab,	wobei	sich	in	T2	und	T3	geringe	und	in	T1	

keine	Ubx	Expression	detektieren	ließ.	RP-Neurone	projizieren	über	den	ISN	in	das	als	

nächstes	 posterior	 folgende	 Segment,	 das	 heißt	 RP-Neurone	 des	 A1	 innervieren	 die	

ventro-lateralen	Muskeln	 in	 A2.	 Die	 Ubx-Expression	 in	 RP-Neuronen	 korreliert	 daher	

mit	der	Expression	von	Ubx	innerhalb	der	Muskeln	(Abbildung	9	A	und	B).		

	

 
	
Abbildung	9:	Ubx-Expressionsanalyse	in	ventro-lateralen	Muskeln	und	RP	Neuronen.		
(A-B)	Gezeigt	ist	ein	flachpräparierter	Embryo	im	späten	Stadium	14	(A)	und	ein	Embryo	im	frühen	Stadium	17	(B)	
bei	welchem	die	RP-Neuronen	mit	Hilfe	 von	dHb9-Gal4	 getriebenem	membranständigem	GFP	 (dHb9	>	CD4::tdGFP)	
visualisiert	 wurden.	 Weiterhin	 wurde	 mit	 anti-Ubx,	 anti-FasII	 und	 anti-Myosin	 gefärbt.	 Die	 unterbrochene	 Linie	
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deutet	 die	Mittellinie	 an.	 Der	 Größenbalken	 repräsentiert	 20µm.	 Anterior	 ist	 oben.	 (A)	 Ubx	 ist	 in	 ventro-lateralen	
Muskeln	(unterbrochene	Umrandung)	in	A1-A7	exprimiert.	Die	höchsten	Expressionsspiegel	finden	sich	in	A2.	In	A1	
hingegen	 ist	 nur	 eine	 sehr	 geringe	 Expression	 innerhalb	 der	 Muskeln	 zu	 erkennen	 (siehe	 auch	 Detailansichten).	
Während	 dieser	 Phase	 erreichen	 die	 Wachstumskegel	 die	 peripheren	 Muskeln	 (siehe	 auch	 Detailansichten)	 (B)	
Expressionsanalyse	 von	 Ubx	 in	 RP-Neuronen	 (mit	 unterbrochener	 Linie	 umrandet).	 Zu	 erkennen	 ist,	 dass	
insbesondere	 A1	 hohe	 Expressionsspiegel	 von	 Ubx	 in	 den	 RP-Neuronen	 zeigt,	 während	 T2	 und	 T3	 geringere	
Expressionsspiegel	aufweisen.	In	T1	ist	Ubx	in	den	RP-Neuronen	nicht	detektierbar	(siehe	auch	Vergrößerungen).	
	

	

Nach	der	Expressionsanalyse	von	Ubx	innerhalb	der	Muskeln	und	RP-Neuronen	wurde	

in	Ubx	Mutanten	gezielt	nach	Veränderungen	innerhalb	des	Neuromuskulären	Systems	

gesucht.	 Hierfür	wurden	Antikörperfärbungen	 gegen	Myosin	 und	 Fas2	 benutzt,	 um	 in	

Filetpräparaten	des	 frühen	 Stadiums	17	das	 neuromuskuläre	 System	 zu	 studieren.	Da	

Ubx	eine	unterschiedliche	Expression	in	Ektoderm	Derivaten	(inklusive	des	ZNS)	(White	

and	Wilcox,	1985)	im	Vergleich	zu	Mesoderm	Derivaten	(Muskeln)	(Hooper,	1986)	hat,	

stellte	sich	die	Frage,	wie	sich	das	neuromuskuläre	System	nach	Ausfall	von	Ubx	verhält.		

In	Ubx1	Mutanten	im	frühen	Stadium	17	zeigte	sich,	dass	die	neuromuskulären	Kontakte	

des	 ISNb	mit	 den	ventro-lateralen	Muskeln	 in	A2-A7	betroffen	waren.	Die	neuronalen	

Projektionen	 blieben	 häufig	 im	 zentralen	 Bereich	 der	 Muskelgruppe	 abdominaler	

Segmente	 stehen	und	es	 schien	keine	 terminale	Differenzierung	der	neuromuskulären	

Kontakte	zu	erfolgen	(Abbildung	10,	A-A’’	und	B-B’’).		

Wie	 im	 vorherigen	 Kapitel	 erläutert	 lassen	 sich	 diese	 Kontakte	 recht	 exakt	 einzelnen	

Neuronen	zuordnen	und	 ihre	Morphologie	 ist	präzise	beschrieben.	So	wird	VL1	durch	

RP5	 und	 das	 V-Neuron	 innerviert	 (Inaki	 et	 al.,	 2007;	 Landgraf	 et	 al.,	 1997).	 Zur	

Charakterisierung	des	Phänotyps	wurden	vier	Kategorien	eingeführt.	 In	wildtypischen	

Embryonen	 verbindet	 sich	 im	 frühen	 Stadium	 17	 ein	 hoher	 Prozentsatz	 der	 ISNb	

Projektionen	korrekt	mit	VL1	(88,8	%,	n=	125)	und	bildet	einen	deutlichen	T-förmigen	

Kontakt	aus	(Kategorie	„korrekter	Kontakt“).	Ein	schwacher	Kontakt,	bei	welchem	nur	

ein	schmaler	Neurit	VL1	kontaktiert,	zeigte	sich	in	8	%	der	analysierten	Hemisegmente	

(Kategorie	 „schwacher	 Kontakt“).	 Lediglich	 1,6	 %	 der	 Hemisegmente	 zeigten	 keinen	

Kontakt	mit	 VL1	 (Kategorie	 „kein	Kontakt“).	 Ebenso	 viele	Hemisegmente	 zeigten	 eine	

Fehlleitung	 (Kategorie	 „Fehlleitung“).	 Mit	 dieser	 Kategorie	 wurden	 einige	 seltenere	

Ausprägungen	zusammengefasst,	welche	beispielsweise	einen	Kontakt	mir	dem	TN	oder	

einer	 unregelmäßigen	 Verteilung	 im	 ventro-lateralen	 Muskelfeld	 umfassten.	 Im	

mutierten	Hintergrund	 des	 amorphen	Ubx1	 Allels	waren	 korrekte	 Kontakte	 in	 10,3	%	

der	 Hemisegmente	 (n=	 97)	 vorhanden	 und	 damit	 verglichen	 mit	 der	 Kontrolle	

signifikant	reduziert	(Abbildung	10	B-B’’,	D).	Hingegen	war	die	Kategorie	„kein	Kontakt	
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mit	 VL1“	mit	 53,6	%	 verglichen	mit	 der	 Kontrolle	 stark	 erhöht.	 Auch	 die	 reduzierten	

Kontakte	 (25,8	 %)	 und	 die	 Fehlleitung	 (10,3	 %)	 waren	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	

erhöht	 (Abbildung	 10	 D).	 Diese	 Verhältnisse	 waren	 ähnlich	 in	 der	 Ubx1/Ubx6.28	

transheterozygoten	 Kombination,	 was	 die	 Ubx-spezifische	 Rolle	 in	 diesem	 Prozess	

belegt	(Abbildung	10	D).		

Weiterhin	wurde	der	Kontakt	von	RP3	auf	VL3/4	in	A2	bis	A7	analysiert.	Hierbei	wurde	

ein	analoges	Kategorisierungssystem	verwendet.	 Im	WT	wiesen	89,4	%	(n=132)	einen	

korrekten	Kontakt	auf,	welcher	sich	in	der	Spalte	zwischen	VL3	und	VL4	erstreckt.	In	5,3	

%	 kam	 es	 zu	 einem	 reduzierten,	 in	 3	 %	 zu	 keinem	 Kontakt	 und	 in	 2,3	 %	 zu	 einer	

Fehlleitung.	 In	Ubx1-Mutanten	hingegen	war	der	korrekte	Kontakt	mit	10,8	%	(n=102)	

im	Vergleich	zur	Kontrolle	signifikant	reduziert.	Die	Kategorien	„reduzierter	Kontakt	auf	

VL3/4“	(16,7	%),	„kein	Kontakt	auf	VL3/4“	(44,1	%)	und	„Fehlleitung“	(28,4	%)	waren	

hingegen	signifikant	erhöht	 (Abbildung	 10	 E).	Ähnliche	Werte	konnten	auch	 für	Ubx-

Transheterozygote	ermittelt	werden.		

Da	 die	 beobachteten	Defekte	 auch	 im	 Expressionsbereich	 des	 nächst	 posterioren	Hox	

Gens	 abdA	 lagen,	 stellte	 sich	 die	 Frage,	 welche	 möglichen	 Einflüsse	 abdA	 auf	 die	

Innervation	der	ventro-lateralen	Muskeln	haben	könnte.	Basierend	auf	der	Morphologie	

wurde	 in	 abdAMX1	 Mutanten	 häufig	 eine	 Transformation	 der	 Abdominalen	 Segmente	

nach	 T3/A1	 beobachtet,	 bei	 welcher	 sich	 der	 ISNb-Kontakt	 weiter	 nach	 dorsal	 zog	

(gebogener	Pfeil,	Abbildung	10	D).	Auch	der	VL1	erstreckte	sich	in	abdAMX1	Mutanten	

leicht	 nach	 dorsal,	 wie	 es	 für	 T3/A1	 beobachtet	 wurde.	 In	 abdAMX1	 wurden	

vergleichsweise	 geringe	 Defekte	 der	 VL1	 Innervation	 in	 A2-A7	 beobachtet	 (korrekter	

Kontakt	auf	VL1:	83,5	%,	n=130),	wobei	die	Kategorie	„Fehlleitung“	mit	13,4	%	relativ	

hoch	war.	 Der	 Kontakt	 auf	 VL3/4	war	 hingegen	 etwas	 stärker	 betroffen.	 Hier	 lag	 der	

Prozentsatz	 der	 korrekten	 Kontakte	 mit	 56,9	 %	 vergleichsweise	 niedrig	 und	 der	

Prozentsatz	 der	 reduzierten	 Kontakte	 auf	 VL3/4	 war	 mit	 26,9	 %	 dementsprechend	

hoch.	Dies	könnte	mit	einer	Transformation	nach	T3	oder	A1	erklärt	werden,	da	sich	in	

diesen	 Segmenten	 auch	 im	 WT	 kürzere	 Kontakte	 auf	 diese	 beiden	 Muskeln	 finden	

(Abbildung	10	B,	C).	
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Abbildung	10: Ubx	 trägt	 zur	Ausbildung	des	 Innervationsmusters	der	 ventro-lateralen	Muskelgruppe	 in	A2	
bis	A7	bei.		
(A-C‘)	Gezeigt	sind	flach	präparierte	Embryonen	im	frühen	Stadium	17	welche	mit	anti-Fas2	(Motoneurone,	grün)	und	
anti-Myosin	 (Muskeln,	 magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A‘‘-C‘‘	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	Der	
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ISNb	 ist	 in	 dunkelgrün	 dargestellt	 und	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	 sind	 in	 magenta	 eingefärbt.	 (A-A‘)	 In	
wildtypischen	Embryonen	wird	VL1	in	A2-A7	durch	RP5	in	einem	T-förmigen	Muster	innerviert	(weiße	Pfeilköpfe).	
VL3/4	erhält	eine	 Innervation	durch	RP3	welche	sich	 in	die	Spalte	der	beiden	Muskeln	erstreckt	(gelbe	 	Pfeilköpfe,	
Vergrößerungen).	Im	Gegensatz	dazu	sind	in	homozygoten	Ubx1	Mutanten	die	Innervationen	von	VL1	(weiße	Pfeile)	
und	die	von	VL3/4	(gelbe	Pfeile)	verkürzt	(B	und	B‘).	In	abdAMX1	Mutanten	hingegen	sind	die	VL1	Innervationen	nicht	
betroffen,	 zeigen	 aber	 teils	 leichte	 Transformationen	 in	 Richtung	 T3/A1,	 welche	 sich	 weiter	 dorsal	 strecken	
(gebogener	Pfeil,	C-C‘).	Die	Innervation	von	VL3/4	ist	leicht	verkürzt	(weiße	Pfeile,	C-C‘).	(D,	E)	Quantifizierungen	der	
ISNb	Defekte	in	den	untersuchten	genetischen	Hintergründen.	Ubx	Mutanten	zeigen	signifikante	Defekte	im	Vergleich	
zur	Kontrolle	 sowohl	 im	Hinblick	auf	die	 Innervation	von	VL1	 (D),	 als	 auch	von	VL3/4	 (E).	abdAMX1	 hingegen	zeigt	
keine	signifikanten	Unterschiede	zu	wildtypischen	Kontrolle.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	dem	Chi-Quadrat	Test	
auf	 ihre	 statistische	 Unabhängigkeit	 geprüft.	 Hierfür	wurden	 die	 falschen	 Kontakte	 zusammengefasst	 (Fehlleitung,	
kein	 Kontakt,	 reduzierter	 Kontakt).	 ***	 p	 ≤	 0.005,	 n.s.	 nicht	 signifikant.	 Mit	 n	 ist	 die	 Anzahl	 der	 ausgewerteten	
Hemisegmente	 angegeben:	 (E)	WT:	 n=125,	Ubx1/Ubx1:	 n=97,	Ubx1/Ubx6.28:	 n=	 95,	 abdAMX1:	 n=127,	 (F)	WT:	 n=132,	
Ubx1/Ubx1:	n=102,	Ubx1/Ubx6.28:	n=89,	abdAMX1:	n=130.	

	

	

Im	Anschluss	an	die	Analyse	in	A2-A7	wurden	die	weiter	anterior	gelegenen	Segmente	

T1-A1	 in	Ubx1	untersucht.	Um	die	neuronalen	Projektionen	der	RP-Neurone	 in	diesem	

Kontext	 separiert	 darstellen	 zu	 können,	 wurde	 das	 Ubx1-Allel	 mit	 dHb9-Gal4	

rekombiniert	 und	 mit	 einem	 Stamm,	 welcher	 UAS-CD8::GFP	 und	 das	 Ubx1-Allel	 trug,	

gekreuzt	 (dHb9	 >	 CD8::GFP,	 Ubx1).	 Hier	 zeigte	 T3	 durch	 den	 Ausfall	 von	 Ubx	 keine	

Defekte	 der	Muskeln.	 Auch	 die	 Projektionen	 des	 ISNb	 auf	 VL1	waren	 ähnlich	 wie	 im	

Wildtyp,	was	den	Kontakt	mit	VL1	und	mit	dem	LBD	umfasste	 (Abbildung	 11).	Auch	

das	A1	Segment	schien	nur	wenig	betroffen	(Abbildung	11	A	und	B).	Der	Kontakt	mit	

dem	 LBD	 und	 die	 Innervation	 durch	 den	 ISNb	 Zweig	 auf	 den	 VI1	 waren	 vorhanden	

(Abbildung	11	A’	und	A’’).	

	



  ERGEBNISSE	

   74	
  

 

	
Abbildung	11:	Der	Verlust	der	Ubx-Funktion	führt	zu	keinen	morphologischen	Unterschieden	in	T3	und	A1.		
(A-A’’)	Gezeigt	ist	ein	flach	präparierter	Embryo	im	frühen	Stadium	17,	welcher	mit	anti-GFP	(RP-Neurone,	gelb),	anti-
Fas2	(Motoneurone,	grün)	und	anti-Myosin	(Muskeln,	magenta)	gefärbt	wurde.	Anterior	liegt	zur	Linken	und	dorsal	
liegt	nach	oben.	Mit	Hilfe	von	membranständigem	GFP	wurden	die	Projektionen	der	RP	Neurone	 im	Ubx-mutanten	
Hintergrund	 in	 den	 anterioren	 Segmenten	 analysiert.	 Es	 lassen	 sich	 keine	 deutlichen	 Unterschiede	 in	 T3	 und	 A1	
erkennen	und	der	VL1	erhält	eine	Innervation	durch	den	ISNb	(Pfeilköpfe).		
	

	

Um	 auszuschließen,	 dass	 die	 RP-Neurone	 in	 Ubx-Mutanten	 durch	 Apoptose	

degenerieren,	wurden	WT	und	Ubx1-Mutanten	mit	Markern	für	die	RP-Neurone	gefärbt.	

Das	 Augenmerk	 lag	 hierbei	 insbesondere	 auf	 RP5,	 das	 aufgrund	 seiner	 ventralen	

Position	 innerhalb	 der	 RP-Gruppe	 am	 schwierigsten	 zu	 identifizieren	 ist.	 Als	 Marker	

wurden	 anti-dHb9	und	 anti-Cut	 verwendet	 (Tran	 and	Doe,	 2008).	 Es	 zeigte	 sich,	 dass	

alle	RP-Neurone	vorhanden	waren.	Insbesondere	RP5	konnte	durch	anti-Hb9	und	anti-

Cut	Doppelfärbung	erkannt	werden	(Abbildung	12).	Dies	erlaubt	den	Schluss,	dass	die	

beobachteten	 neuromuskulären	 Defekte	 nicht	 aufgrund	 eines	 Fehlens	 von	 Neuronen	

zustande	kommen.	
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Abbildung	12:	RP5	ist	in	Ubx-Mutanten	vorhanden.		
(A-B’’)	 Gezeigt	 sind	 präparierte	 ZNS	 von	 Embryonen	 im	 frühen	 Stadium	 17.	 Die	 Übersichten	 zeigen	
Maximalprojektionen	der	die	RP	Neurone	umfassenden	Bildstapel	in	thorakalen	und	abdominalen	Segmenten.	RP5	ist	
mit	einer	unterbrochenen	Linie	umrandet.	Bei	den	Detailansichten	handelt	es	sich	um	Einzelebenen.	Alle	RP	Neurone	
wurden	mittels	anti-dHb9	(magenta)	anhand	ihrer	stereotypen	dorsalen	Position	identifiziert.	RP5	wurde	durch	seine	
Co-Expression	von	anti-Cut	(grün)	erkannt.	In	beiden	Genotypen	ist	RP5	eindeutig	identifizierbar.	Auch	die	temporale	
Identität	anhand	des	Markers	Cut	ist	nicht	beeinflusst.	Anterior	ist	oben.	Die	weißte	Linie	deutet	die	Mittellinie	an.	(C)	
Quantifizierung	 von	 RP5	 in	 den	 Segmenten	 A1-A7	 in	 WT	 und	 Ubx-Mutanten.	 Es	 lassen	 sich	 keine	 signifikanten	
Unterschiede	 zwischen	den	Genotypen	 feststellen.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	dem	Chi-Quadrat	Test	 auf	 ihre	
statistische	 Unabhängigkeit	 geprüft.	 n.s.	 nicht	 signifikant.	 Die	 Anzahl	 der	 ausgewerteten	 Hemisegmente	 beträgt	 in	
beiden	Genotypen	n=70.		
 
Ubx	 kontrolliert	 dementsprechend	 die	 Innervation	 der	 ventro-lateralen	 Muskeln	 von	

A2-A7,	während	der	Einfluss	auf	A1	eher	gering	und	bei	T3	nicht	vorhanden	 ist.	AbdA	

scheint	in	diesem	Prozess	eine	untergeordnete	Rolle	zu	spielen,	da	der	Ausfall	von	abdA	

nicht	 die	 gleichen	 Defekte	 wie	 der	 Ausfall	 von	 Ubx	 erzeugt.	 Da	 die	 ventro-lateralen	

Muskeln	von	den	Transformationen	auf	morphologischer	Ebene	nicht	betroffen	waren,	

lagen	wahrscheinlich	molekulare	Veränderungen	in	Ubx	Mutanten	vor.	In	den	nächsten	

Schritten	wurde	daher	untersucht,	auf	welchen	Interaktionen	der	beobachtete	Phänotyp	

beruht,	welche	Gene	involviert	sind	und	wie	diese	in	den	beteiligten	Zelltypen	wirken.	
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3.2.3	Ubx	interagiert	mit	dem	Wnt4-	und	dem	NetrinB-Signalweg	auf	genetischer	
Ebene	
 

Die	 molekularen	 Grundlagen	 der	 axonalen	 Wegfindung	 und	 Synapsenbildung	 des	

abdominalen	neuromuskulären	Systems	von	D.	melanogaster	wurden	bereits	detailliert	

beschrieben.	 Hierbei	 sind	 bereits	 zahlreiche	 muskelspezifische	 Faktoren	 bekannt,	

welche	die	neuromuskuläre	Konnektivität	steuern	(Nose,	2012).	So	wird	Wnt4	von	VL2	

produziert	und	aktiviert	den	Wnt4-Signalweg	in	RP-Neuronen,	was	die	Innervation	des	

VL1	 reguliert.	 In	Wnt4EMS23-Mutanten	weisen	die	RP-Neurone	 verringerte	Kontakte	 zu	

VL1	und	vergrößerte	Kontakte	auf	VL2	auf.	Daher	wurde	auf	eine	Synapsen	inhibierende	

Funktion	 von	Wnt4	 geschlossen	 (Inaki	 et	 al.,	 2007;	 Inaki	 et	 al.,	 2010).	 Im	 Fall	 der	

Speicheldrüsenwanderung	konnte	eine	Aktivierung	des	kanonischen	Signalweges	durch	

Wnt4	gezeigt	werden	(Harris	and	Beckendorf,	2007).	Ein	entscheidendes	Kennzeichen	

des	 kanonischen	 Signalweges	 ist	 die	 cytoplasmatische	 Stabilisierung	 von	 Arm	 und	

dessen	 Translokation	 in	 den	 Nukleus,	 was	 dort	 durch	 Interaktion	 mit	 dem	

Transkriptionsfaktor	TCF	zur	Aktivierung	von	Ziel-Genen	führt	(Valenta	et	al.,	2012).	Da	

die	Ubx-Mutanten	einige	Aspekten	des	Wnt4-Phänotyp	aufwiesen	(reduzierte	Kontakte	

auf	 VL1,	 leicht	 verbreiterte	 Kontakte	 auf	 VL2)	 und	 Arm	 ein	 potentieller	

Interaktionskandidat	 aus	 dem	 Screen	 war,	 lag	 es	 nahe,	 genetische	 Interaktionen	

zwischen	Ubx	 und	der	Wnt4-Signaltransduktion	mit	Arm	als	 entscheidenden	Mediator	

zu	untersuchen.		

Genetische	Interaktionsstudien	beruhen	darauf,	dass	wenn	zwei	Gene	in	einem	Prozess	

benötigt	 werden,	 die	 parallele	 Reduktion	 der	 Gendosis	 beider	 Kandidaten	 zu	 einem	

deutlichen	Effekt	 führt,	 der	bei	 der	Reduktion	 eines	der	Kandidaten	nicht	 oder	nur	 in	

geringerem	 Ausmaß	 auftritt.	 Einfach	 heterozygote	 Kontrollen	 zeigten	 lediglich	 leicht	

verringerte	Raten	an	korrekten	Kontakten	auf	VL1	(arm4/X	74,5	%,	n=94;	Ubx1/+	n=69,9	

%,	n=123).	Doppelheterozygote	Embryonen	der	amorphen	Allele	arm4	und	Ubx1	zeigten	

hingegen	eine	gestörte	Innervation	des	VL1	(38,3	%,	n=107,	Abbildung	13,	vergleiche	

A-B’’	 mit	 C-C’’,	 D).	 Dies	 spricht	 dafür,	 dass	 arm4	 und	 Ubx1	 auf	 genetischer	 Ebene	

interagieren.	 Eine	 vergleichbare	 Interaktion	 zeigte	 sich	 auch	 für	 den	 Ligand	 Wnt4	

(Abbildung	13,	D).	Weiterhin	wurde	der	Wnt4-vermittelte	Einfluss	auf	die	Innervation,	

wie	 sie	 von	 Inaki	 und	 Kollegen	 beschrieben	 wurde,	 mit	 dem	 hier	 verwendeten	

experimentellen	Ansatz	bestätigt	(Inaki	et	al.,	2007).	Wnt4EMS23	homozygote	Embryonen	

zeigten	 einen	 verringerten	 Prozentsatz	 an	 korrekten	 VL1	 Kontakten	 (40,7	 %,	 n=86)	
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(Abbildung	13,	D,	Abbildung	14,	A-A’’).	Außerdem	zeigten	viele	Hemisegmente	einen	

reduzierten	Kontakt	mit	VL1	(25,6	%)	oder	eine	Fehlleitung	(21	%)	(Abbildung	13,	D).	

Einige	 Kontakte	 auf	 VL2	 waren,	 wie	 bei	 Inaki	 und	 Kollegen	 beschrieben,	 vergrößert	

(siehe	Abbildung	14,	A-A’’	(Inaki	et	al.,	2007)).	
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Abbildung	13:	Ubx	 interagiert	auf	genetischer	Ebene	mit	dem	Wnt4-Signalweg	während	der	Ausbildung	des	
VL1	Kontakts	in	A2	bis	A7.		
(A-D’)	Gezeigt	 sind	 flach	präparierte	Embryonen	 im	 frühen	Stadium	17,	welche	mit	anti-Fas2	 (Motoneurone,	grün)	
und	 anti-Myosin	 (Muskeln,	 magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A’’-C’’	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	Der	
ISNb	 ist	 in	 dunkelgrün	 dargestellt	 und	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	 sind	 in	 magenta	 eingefärbt.	 (A-B’’)	 In	
heterozygoten	Kontrollembryonen	der	Allele	arm4	beziehungsweise	Ubx1	wird	VL1	in	A2-A7	durch	RP5	in	einem	T-
förmigen	 Muster	 innerviert,	 durch	 weiße	 Pfeilköpfe	 angezeigt.	 Im	 Gegensatz	 dazu	 sind	 in	 arm4/X;;Ubx1/+	
Doppelheterozygoten	Mutanten	(C	und	C‘)	die	Innervationen	von	VL1	verkürzt	(weiße	Pfeile).	(D)	Quantifizierungen	
der	 ISNb	 Defekte	 in	 den	 untersuchten	 genetischen	 Hintergründen.	 Auf	 genetische	 Interaktionen	mit	Ubx1	 wurden	
sowohl	 der	 Wnt4-Ligand,	 als	 auch	 arm4	 als	 eine	 Nullmutante,	 sowie	 arm8	 als	 eine	 spezifische	 Mutante	 des	
kanonischen	Wg-Signalweges,	getestet.	Alle	Doppelheterozygoten	zeigen	signifikante	Defekte	im	Vergleich	zur	einfach	
heterozygoten	Kontrolle	im	Hinblick	auf	die	Innervation	von	VL1	(E).	Auch	homozygote	Wnt4EMS23	und	arm8	Mutante	
zeigen	deutliche	prozentuale	Reduktionen	der	korrekten	Innervation	von	VL1.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	dem	
Chi-Quadrat	 Test	 auf	 ihre	 statistische	 Unabhängigkeit	 geprüft.	 Hierfür	 wurden	 die	 falschen	 Kontakte	
zusammengefasst	 (Fehlleitung,	 kein	Kontakt,	 reduzierter	Kontakt).	 ***	p	≤	0.005,	n.s.	 nicht	 signifikant.	Mit	n	 ist	die	
Anzahl	 der	 ausgewerteten	 Hemisegmente	 angegeben:	Ubx1/+:	 n=123,	Wnt4EMS23/+:	 n=130,	Wnt4EMS23/+;Ubx1/+:	 n=	
103,	 arm4/X:	 n=94,	 arm4/X;;Ubx1/+:	 n=107,	 arm8/X:	 n=60,	 arm8/X;;Ubx1/+:	 n=70,	 Wnt4EMS23/Wnt4EMS23:	 n=	 86,	
arm8/arm8:	n=143.	
 

Arm	 besitzt	 eine	 duale	 Funktion	 innerhalb	 der	 Zelle.	 Zum	 einen	 vermittelt	 es	

Zelladhäsionsprozesse	durch	die	Verankerung	des	Zytoskeletts	 (Aktin)	mit	den	Zonula	

Adherens.	 Zum	 anderen	 ist	 Arm	 der	 Mediator	 des	 kanonischen	 Wg/Wnt-Signalwegs,	

welcher	 nach	 Liganden-Aktivierung	 in	 den	 Nukleus	 wandert,	 um	 in	 Kombination	mit	

TCF	und	weiteren	Faktoren	Zielgene	zu	steuern	(Valenta	et	al.,	2012).	Um	den	direkten	

Einfluss	 von	 Arm	 in	 dem	 Prozess	 der	 VL1	 Innervation	 zu	 untersuchen	 und	 zu	

analysieren,	 ob	 es	 sich	 um	 einen	 Adhäsionsdefekt	 oder	 einen	 Signaldefekt	 handelt,	

wurde	 das	 arm8-Allel	 verwendet.	 Dieses	 Allel	 stellt	 ein	 schwaches,	 temperatur-

sensitives	 Allel	 dar,	 bei	 welchem	 ein	 P-Element	 in	 das	 sechste	 Exon	 inseriert	 wurde	

(Jones	 et	 al.,	 2010;	 Peifer	 and	Wieschaus,	 1990).	 Das	 exprimierte	 Arm	 Protein	 behält	

seine	 Funktion	 in	 den	 Zonula	 Adherens,	 verliert	 jedoch	 seine	 Fähigkeit	 Wnt-Signale	

weiter	zu	leiten	(Loureiro	and	Peifer,	1998).	Starke	Allele	wie	arm4	entwickeln	sich	nur	

bis	 zu	dem	Punkt,	 an	dem	die	maternale	Komponente	aufgebraucht	 ist	und	können	 in	

späten	Kontexten	aufgrund	einer	Kombination	aus	Defekten	der	Zelladhäsion	und	der	

Signalweiterleitung	 homozygot	 nicht	 analysiert	 werden.	 Interessanterweise	 zeigten	

arm8-Mutanten	 bei	 25	 °C	 teils	 stark	 vergrößerte	 Projektionen	 auf	 VL2,	 während	 die	

Innervation	 des	 VL1	 stark	 reduziert	 war	 (Abbildung	 14,	 B-B’’).	 Die	 Quantifizierung	

dieser	Defekte	ergab,	dass	lediglich	34,3	%	der	Hemisegmente	(n=143)	einen	korrekten	

Kontakt	 mit	 VL1	 aufnahmen,	 während	 49	 %	 einen	 reduzierten	 Kontakt	 mit	 VL1	

besaßen.	 13,3	%	 nahmen	 gar	 keinen	 Kontakt	mit	 VL1	 auf,	 was	 sehr	 stark	 den	 durch	

Wnt4EMS23	 vermittelten	Defekten	 ähnelte	 (Abbildung	 13,	 D).	Weiterhin	 konnten	 auch	

mit	arm8	genetische	Interaktionen	mit	Ubx1	festgestellt	werden	(Abbildung	13,	D).	
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Zusammenfassend	 wurde	 gezeigt,	 dass	 Ubx	 mit	 dem	 Wnt4-Signalweg	 interagiert.	

Hierbei	interagieren	arm	und	Ubx	auf	genetischer	Ebene	und	zeigen	bei	Mutation	einen	

ähnlichen	Phänotyp.	

 

 
Abbildung	14: Wnt4EMS23	und	Arm8	zeigen	vergleichbare	Defekte	während	der	VL1	Innervation.		
(A-D’)	Gezeigt	 sind	 flach	präparierte	Embryonen	 im	 frühen	Stadium	17,	welche	mit	anti-Fas2	 (Motoneurone,	grün)	
und	 anti-Myosin	 (Muskeln,	 magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A’’	und	B’’	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	
Der	ISNb	ist	in	dunkelgrün	dargestellt	und	die	ventro-lateralen	Muskeln	sind	in	magenta	eingefärbt.	(A-A’)	Wnt4EMS23	
Mutanten	zeigen	reduzierte	oder	keine	Kontakte	auf	VL1	(weiße	Pfeilköpfe),	während	die	Kontakte	auf	VL2	teilweise	
sehr	 stark	 vergrößert	 sind	 (gebogene	 Pfeile).	 (B-B’)	 Noch	 stärker	 verhalten	 sich	 arm8-Mutanten,	 bei	 denen	 die	
Kontakte	 auf	 VL1	 stark	 reduziert	 sind	 (weiße	 Pfeile),	 während	 jene	 auf	 VL2	 vergrößert	 sind	 (gebogene	 Pfeile).	
Quantifizierungen	finden	sich	in	Abbildung	13.	
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Als	 nächstes	 wurden	 die	 Grundlagen	 der	 beobachteten	 VL3/VL4	 Innervationsdefekte	

untersucht	 (Abbildung	 10).	 Aufgrund	 der	 Innervationsfehler	 von	 VL3/4	 in	 Ubx1-

Mutanten	 und	 einer	 demzufolge	 möglichen	 Fehlregulation	 in	 der	 neuronalen	

Wegfindung	wurde	der	NetB-Signalweg	analysiert	(siehe	Abbildung	10).	NetB	wird	 in	

VL3	und	VL4	exprimiert	und	stellt	ein	attraktives	Signal	für	RP3	dar.	Dieses	Signal	wird	

durch	 den	 in	 diesem	 Neuron	 exprimierten	 Rezeptor	 Fra	 detektiert	 und	 bewirkt	 eine	

Attraktion	des	RP3-Wachstumskegels	zu	den	Muskeln	VL3/4	hin	(Kolodziej	et	al.,	1996;	

Labrador	et	al.,	2005;	Mitchell	et	al.,	1996).	Um	diese	Zusammenhänge	zu	untersuchen	

wurden	 genetische	 Interaktionsstudien	 mit	 dem	 Rezeptor	 fra	 und	 Ubx	 durchgeführt.	

Heterozygote	 Kontrollembryonen	 der	 Allele	 Ubx1	 beziehungsweise	 fra4	 zeigten	 nur	

geringe	Defekte	in	der	RP3	Projektion	auf	VL3/4	(Abbildung	15,	A-B’’).	78,7	%	(Ubx1/+,	

n=127)	 beziehungsweise	 87,5	 %	 (fra4/+,	 n=144)	 der	 Hemisegmente	 wiesen	 eine	

korrekte	 Innervation	der	beiden	Muskeln	 auf	 (Abbildung	 15,	 E).	Doppelheterozygote	

Embryonen	 der	 Null-Allele	 fra4	 und	 Ubx1	 zeigten	 lediglich	 56,9	 %	 (n=167)	 korrekte	

Kontakte	 auf	 VL3/4.	 Ähnlich	 verhielten	 sich	 Doppelheterozygote	 aus	 dem	 amorphen	

fra3-Allel	 und	 Ubx1.	 Hier	 wiesen	 lediglich	 55,2	 %	 der	 Hemisegmente	 (n=58)	 einen	

korrekten	 Kontakt	 auf	 VL3/4	 auf.	 Beide	 Kombinationen	 zeigten	 damit	 ähnlich	 starke	

Defekte	wie	 transheterozygote	Embryonen	der	Allele	 fra4	 und	 fra3	 (Abbildung	 15,	 D-

D’’,	E,	41,7	%	korrekter	Kontakt	auf	VL3/4,	n=139).	

Zusammenfassend	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 gestörte	 Wegfindung	 des	 RP3	

Neurons	 in	 Ubx1-Mutanten	 durch	 den	 NetB-Signalweg	 reguliert	 wird.	 Die	 in	 diesem	

Kapitel	 beschriebenen	 Ergebnisse	 ermöglichen	 jedoch	 noch	 keinen	 Rückschluss	 der	

spezifischen	Funktion	von	Ubx	innerhalb	der	beteiligten	Zelltypen.		
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Abbildung	 15: Ubx	 interagiert	 auf	 genetischer	 Ebene	mit	 fra	 während	 der	 Ausbildung	 des	 VL3/4	 Kontakts	
durch	RP3	in	A2	bis	A7.		
(A-D‘)	Gezeigt	sind	 flach	präparierte	Embryonen	 im	 frühen	Stadium	17,	welche	mit	anti-Fas2	(Motoneurone,	Grün)	
und	 anti-Myosin	 (Muskeln,	 Magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A‘‘-D‘‘	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	Der	
ISNb	 ist	 in	 dunkelgrün	 dargestellt	 und	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	 sind	 in	 Magenta	 eingefärbt.	 (A-B‘’)	 In	
heterozygoten	Kontrollembryonen	der	Allele	 fra4	beziehungsweise	Ubx1	wird	VL3/4	 in	A2-A7	durch	RP3	 innerviert	
(gelbe	 Pfeilköpfe).	 Im	 Gegensatz	 dazu	 sind	 in	 fra4/+;Ubx1/+	 Doppelheterozygoten	 Mutanten	 (C	 und	 C‘)	 die	
Innervationen	 von	 VL3/4	 (gelbe	 Pfeile)	 verkürzt.	 (D-D’)	 fra4/	 fra3	 Transheterozygote	 Mutanten	 zeigen	 reduzierte	
oder	 keine	 Kontakte	 auf	 VL3/4	 (weiße	 Pfeile).	 (E)	 Quantifizierungen	 der	 ISNb	 Defekte	 in	 den	 untersuchten	
genetischen	 Hintergründen.	 Sowohl	 fra4/+;Ubx1/+	 als	 auch	 fra3/+;Ubx1/+	 Doppelheterozygote	 zeigen	 signifikante	
Unterschiede	 verglichen	 mit	 der	 Einzelheterozygoten	 Kontrolle,	 welche	 fast	 so	 stark	 ausfallen	 wie	 in	 fra4/	 fra3	
Transheterozygoten.	 Kategorisierte	 Daten	 wurden	 mit	 dem	 Chi-Quadrat	 Test	 auf	 ihre	 statistische	 Unabhängigkeit	
geprüft.	Hierfür	wurden	die	falschen	Kontakte	zusammengefasst	(Fehlleitung,	kein	Kontakt,	reduzierter	Kontakt).	**	p	
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≤	0.01,	***	p	≤	0.005.	Mit	n	ist	die	Anzahl	der	ausgewerteten	Hemisegmente	angegeben:	Ubx1/+:	n=127,	fra4/+:	n=144,	
fra4/+;Ubx1/+:	n=	167,	fra3/+;Ubx1/+:	n=58,	fra4/fra3:	n=139.	
 
 

3.2.4	Der	kanonische	Wnt4-Signalweg	ist	in	RP-Neuronen	aktiv	
 

Im	vorherigen	Kapitel	wurde	eine	genetische	Interaktion	zwischen	Ubx	und	dem	Wnt4-

Signalweg	 im	 Hinblick	 auf	 die	 VL1	 Innervation	 gezeigt.	 Weiterhin	 deuteten	 die	

Ergebnisse	 der	 arm8	 Mutante	 auf	 eine	 Beteiligung	 von	 kanonischer	 Weiterleitung	 in	

diesem	Prozess	hin.		

In	 früheren	 Studien	 wurde	 bereits	 der	 nachgeschaltete	 Prozess	 der	 Wnt4-

Signaltransduktion	 diskutiert.	 So	 wurde	 gezeigt,	 dass	 Wnt4	 den	 Wnt-Signalweg	 mit	

Frizzled-2	 (Fz-2)	 und	 Derailed-2	 (Drl-2)	 als	 Rezeptoren	 aktiviert,	 wodurch	 die	

Wegfindung	 und	 Synapsenbildung	 des	 RP5	 reguliert	 wird	 (Inaki	 et	 al.,	 2007).	 Fz-

Rezeptoren	 werden	 sowohl	 mit	 der	 kanonischen,	 als	 auch	 nicht	 kanonischen	

Signalweiterleitungen	 in	 Verbindung	 gebracht	 (Koles	 and	 Budnik,	 2012).	 Außerdem	

wurde	 die	 Rolle	 von	 kanonischer	 Wnt4-Aktivierung	 (Fz	 und	 Fz-2	 als	 Rezeptoren)	

während	 der	 Migration	 und	 Wegfindung	 der	 Speicheldrüse	 beschrieben	 (Harris	 and	

Beckendorf,	 2007).	 Die	 Rolle	 von	 kanonischem	 Wnt-Signal	 innerhalb	 von	 Neuronen	

wurde	 bisher	 nur	 sehr	 begrenzt	 beschrieben,	 vor	 allem	 im	Hinblick	 auf	 die	 Rolle	 von	

Arm	in	diesen	Kontexten	(Maro	et	al.,	2009;	Tan	et	al.,	2013;	Yu	and	Malenka,	2003).		

Um	 die	 Rolle	 des	 Wnt4-Signalwegs	 in	 Neuronen	 zu	 überprüfen,	 wurden	 zum	 einen	

dGSK-3	(auch	als	shaggy	(sgg)	bezeichnet),	zum	anderen	dTCF	(auch	als	pangolin	(pan)	

bezeichnet)	als	Komponenten	des	kanonischen	Signalweges	in	RP-Neuronen	analysiert	

(Abbildung	 16).	 Die	 Kinase	 dGSK-3	 phosphoryliert	 Arm	 unter	 nicht	 aktiven	 Wnt-

Signalbedingungen,	was	eine	Markierung	für	den	Abbau	durch	das	Proteasom	darstellt	

und	so	zytoplasmatisches	Arm	eliminiert.	Bindet	Wnt	an	den	Rezeptor	Fz,	so	führt	dies	

zu	einer	Reihe	von	nachgeschalteten	Prozessen,	die	zur	Hemmung	von	dGSK-3	 führen,	

was	 wiederum	 die	 Stabilisierung	 von	 Arm	 zur	 Folge	 hat.	 Dieser	 Prozess	 führt	 zur	

Anreicherung	 von	 Arm	 im	 Cytoplasma	 und	 dem	 Nukleus	 (Valenta	 et	 al.,	 2012).	 Eine	

Erhöhung	 der	 dGSK-3	 Spiegel	 innerhalb	 der	 Neurone	 mit	 dHb9-Gal4	 sollte	 daher	 zu	

einem	verstärkten	Abbau	von	Arm	auch	unter	Signalbedingungen	führen	und,	sofern	der	

kanonische	 Signalweg	 innerhalb	 der	RP-Neurone	 eine	Rolle	 spielt,	Defekte	 in	 der	VL1	

Innervation	 auslösen.	 Tatsächlich	 konnten	 bei	 Überexpression	 von	 dGSK-3	 axonale	

Fehlleitungen		beobachtet	werden,	wobei	der	Anteil	an	korrekten	Kontakten	mit	VL1	auf	
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20,2	%	sank	(n=94).	Der	Anteil	an	reduzierten	Kontakten	auf	VL1	stieg	auf	55,3	%	an	

(Abbildung	16,	B-B’’,	E).	Etwas	schwächere,	aber	signifikante	Effekte	wurden	durch	die	

Expression	 von	 einem	 dominant	 negativen	 dTCF	 (UAS-dTCF.DN)	 Konstrukt	 erzielt	

(Abbildung	16	D-D’’,	E).	Die	korrekte	Innervation	von	VL1	sank	auf	59	%	(n=105)	und	

war	signifikant	niedriger	als	bei	der	Expression	von	UAS-CD4::tdGFP	(81,5	%,	n=81)	und	

wildtypischem	UAS-dTCF	(84,7	%,	n=137).		

Diese	 Daten	 lassen	 den	 Schluss	 zu,	 dass	 der	 kanonische	 Signalweg	 innerhalb	 der	 RP-

Neurone	einen	entscheidenden	Einfluss	auf	die	korrekte	Innervation	des	VL1	während	

der	späten	Embryogenese	hat.		
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Abbildung	16:	Der	kanonische	Wnt4-Signalweg	ist	in	RP-Neuronen	in	A2	bis	A7	aktiv.		
(A-D‘)	Gezeigt	 sind	 flach	präparierte	Embryonen	 im	 frühen	Stadium	17,	welche	mit	anti-Fas2	 (Motoneurone,	grün)	
und	 anti-Myosin	 (Muskeln,	 magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A‘‘-D‘‘	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	Der	
ISNb	 ist	 in	 dunkelgrün	 dargestellt	 und	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	 sind	 in	 magenta	 eingefärbt.	 (A-A‘)	 In	
Kontrollembryonen	wird	 VL1	 in	 A2-A7	 durch	 RP5	 in	 einem	T-förmigen	Muster	 innerviert,	 durch	weiße	 Pfeilköpfe	
angezeigt	(siehe	auch	Detailansichten).	(B	und	B‘)	Die	Überexpression	von	dGSK3	führt	zu	deutlichen	Defekten	in	der	
Innervation	von	VL1	(weiße	Pfeile).	(C	und	C‘)	Die	Überexpression	von	wildtypischen	dTCF	hat	keinen	Einfluss	auf	die	
Innervation	von	VL1.	(D	und	D‘)	Die	Überexpression	von	einem	dominant	negativen	dTCF-Konstrukt	erzeugt	Defekte	
in	der	VL1	Innervation.	(E)	Quantifizierungen	der	ISNb	Defekte	in	den	untersuchten	genetischen	Hintergründen.	Die	
Überexpression	 von	 dGSK3	 und	dTCF.DN	 zeigen	 signifikante	 Unterschiede	 im	Vergleich	 zur	 Kontrolle	während	 die	
Überexpression	 von	wildtypischem	 dTCF	 keinen	 signifikanten	 Unterschied	 generiert.	 Kategorisierte	 Daten	wurden	
mit	 dem	 Chi-Quadrat	 Test	 auf	 ihre	 statistische	 Unabhängigkeit	 geprüft.	 Hierfür	 wurden	 die	 falschen	 Kontakte	
zusammengefasst	(Fehlleitung,	kein	Kontakt,	reduzierter	Kontakt).	*	p	≤	0.05.,	**	p	≤	0.01,	***	p	≤	0.005.	Mit	n	ist	die	
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Anzahl	 der	 ausgewerteten	Hemisegmente	 angegeben:	dHb9-Gal4	>	UAS-CD4::tdGFP:	 n=81,	dHb9-Gal4	>	UAS-dGSK3:	
n=94,	dHb9-Gal4	>	UAS-dTCF:	n=	137,	dHb9-Gal4	>	UAS-dTCF.DN:	n=105.	
 
 

3.2.5	Ubx,	arm	und	fra	sind	zellautonom	in	RP5	und	RP3	für	die	korrekte	
Innervation	von	VL1	und	VL3/4	nötig	
	

Nachdem	nun	zum	einen	genetische	Interaktionen	zwischen	Ubx	und	dem	Wnt4-,	sowie	

dem	 NetB-Signalweg	 belegt	 werden	 konnten,	 zum	 anderen	 gezeigt	 wurde,	 dass	

innerhalb	der	RP-Neurone	der	kanonische	Wnt4-Signalweg	aktiv	ist,	stellte	sich	nun	die	

Frage,	 wann	 und	 wo	 der	 Einfluss	 von	 Ubx	 benötigt	 wird,	 um	 das	 abdominale	

Innervationsmuster	 der	 ventro-lateralen	 Muskelgruppe	 zu	 gewährleisten.	 Ein	

entscheidender	Punkt	hierbei	war,	ob	Ubx	 in	Muskeln	oder	 innerhalb	der	RP-Neurone	

benötigt	wird.	Es	wurde	bereits	gezeigt,	dass	Hox-Gene	entscheidende	Einflüsse	auf	die	

Identität	(Dasen	et	al.,	2003)	und	die	Konnektivität	(Baek	et	al.,	2013;	Catela	et	al.,	2016;	

Dasen	et	al.,	2005;	Friedrich	et	al.,	2016;	Lacombe	et	al.,	2013;	Philippidou	et	al.,	2012)	

von	 unterschiedlichen	 Motorneuronen	 haben.	 Daher	 wurde	 der	 Einfluss	 von	 Ubx	

innerhalb	der	RP-Neurone	untersucht.	Mittels	RNAi	wurde	Ubx	mit	der	dHb9-Gal4	Linie	

spezifisch	innerhalb	der	RP-Neurone	inaktiviert	und	der	Effekt	auf	die	VL1	(Abbildung	

17	A)	und	VL3/4	Innervation	untersucht	(Abbildung	17	B).	Es	zeigten	sich	signifikante	

Defekte	in	der	VL1	(28	%	der	Hemisegmente	mit	korrektem	Kontakt,	n=107,	Abbildung	

17	 A)	und	der	VL3/4	 Innervation	 (36,5	%	der	Hemisegmente	mit	korrektem	Kontakt,	

n=96,	Abbildung	 17	B)	verglichen	mit	der	Kontrolle	 (VL1:	73,1	%	korrekte	Kontakte,	

n=78,	Abbildung	17	A;	VL3/4:	83,4	%	korrekte	Kontakte,	n=78,	Abbildung	17	B).		

Der	 Effekt	 des	 Ubx-Knockdowns	 konnte	 nahezu	 vollständig	 gerettet	 werden,	 indem	

simultan	 zu	 dem	 UAS-Ubx	 RNAi	 Konstrukt	 ein	 UAS-Ubx	 Konstrukt	 exprimiert	 wurde	

(Abbildung	17	A,	 B).	Dies	 legt	nahe,	dass	der	 in	der	UAS-Ubx	RNAi	Linie	beobachtete	

Defekt	spezifisch	ist	und	auf	die	Depletion	von	Ubx	zurückzuführen	ist.		

Weiterhin	wurde	arm	mittels	 RNAi	 depletiert,	was	 zu	 vergleichbaren	Defekten	 in	 der	

VL1	Innervation	 führte	wie	die	Depletion	von	Ubx	 (29,6	%	korrekte	Kontakte	auf	VL1,	

n=142,	Abbildung	17	A).	Um	simultane	Knock-downs	von	arm	und	Ubx	zu	ermöglichen	

wurde	 das	 UAS-Ubx	 RNAi	 Konstrukt	 des	 Transgenic	 RNAi	 Project	 der	 Harvard	

Universität	(TRiP)	auf	dem	zweiten	Chromosom	inseriert.	Nach	Kreuzung	mit	dHb9-Gal4	

zeigten	sich	27,7	%	an	korrekten	Kontakten	auf	VL1,	was	den	Zahlen	der	Insertion	auf	

dem	dritten	Chromosom	entspricht	(n=83,	Abbildung	17	A).	Eine	simultane	Depletion	

von	Ubx	und	arm	führte	zu	einer	niedrigeren	Rate	an	korrekt	innervierten	VL1	(10,5	%,	
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n=95),	welche	vergleichbar	mit	der	Ubx1	Mutante	war	(Abbildung	10	D).	Der	verstärkte	

Effekt	 der	 parallelen	 Depletion	 von	 Ubx	 und	 arm	 deutete	 erneut	 auf	 eine	 genetische	

Interaktionen	der	beiden	Komponenten	hin,	dieses	mal	allerdings	spezifisch	 innerhalb	

der	 RP-Neurone	 und	 erhöht	 damit,	 in	 Kombination	 mit	 den	 Zellkulturdaten	 (Kapitel	

3.1.3),	die	Wahrscheinlichkeit	einer	direkten	Interaktion	der	beiden	Faktoren	innerhalb	

der	RP-Neurone.		

Um	die	Rolle	von	fra	innerhalb	des	RP3	zu	untersuchen	(Kolodziej	et	al.,	1996;	Labrador	

et	 al.,	 2005)	 wurde	 dieses	 mittels	 RNAi	 in	 RP-Neuronen	 reduziert.	 Der	 beobachtete	

Defekt	 der	 VL3/4	 Innervation	 (32,1	%	 korrekte	 Innervation,	 n=72,	Abbildung	 17	 B)	

war	mit	dem	von	UAS-Ubx	RNAi	(36,5	%	korrekte	Innervation,	n=96)	vergleichbar.		

Zusammenfassend	 konnte	 eine	 zellautonome	Rolle	 von	Ubx	 innerhalb	 postmitotischer	

RP-Neurone	 gezeigt	 werden.	 Die	 RNAi	 vermittelte	 Depletion	 von	 Ubx	 führt	 zu	 einer	

gestörten	 Innervation	 des	VL1	 und	des	VL3/4.	 Ähnliche	 Effekte	 zeigten	 sich	 bei	 RNAi	

vermittelter	Depletion	von	arm	für	VL1,	sowie	fra	im	Hinblick	auf	VL3/4.	

	

 
Abbildung	 17: arm,	 fra	und	 Ubx	 sind	 zellautonom	 in	 RP-Neuronen	 nötig,	 um	 eine	 korrekte	 Zielfindung	 zu	
gewährleisten.		
(A)	 Quantifizierungen	 der	 korrekten	 VL1	 Innervationsrate	 in	 frühen	 Stadium	 17	 Embryonen	 nach	 Depletion	 der	
angegebenen	Faktoren	in	RP	Neuronen.	Die	jeweiligen	UAS	Konstrukte	wurden	mit	dHb9-Gal4	getrieben.	Ubx	und	arm	
haben	ähnliche	signifikante	Effekte	auf	die	Ausbildung	korrekter	neuromuskulärer	Kontakte	von	VL1	im	Vergleich	zur	
UAS-mCherry	 RNAi	 	 Kontrolle.	 Die	 kombinierte	 Depletion	 verstärkt	 den	 Effekt.	 Die	 Expression	 eines	 UAS-UbxIa	
Konstrukts	 im	 UAS-Ubx	 RNAi	 Hintergrund	 kann	 den	 Depletionseffekt	 kompensieren.	 (B)	 Quantifizierungen	 der	
korrekten	VL3/4	Innervationsrate	in	frühen	Stadium	17	Embryonen	nach	Depletion	der	angegebenen	Faktoren	in	RP	
Neuronen.	 Depletionen	 von	 Ubx	 und	 fra	 haben	 ähnliche	 Effekte	 auf	 die	 Ausbildung	 korrekter	 neuromuskulärer	
Kontakte	 auf	 VL3/4.	 Die	 Expression	 eines	 UAS-Ubx	 Konstrukts	 im	 UAS-Ubx	 RNAi	 Hintergrund	 kann	 den	
Depletionseffekt	 kompensieren.	 Römische	 Zahlen	 geben	 die	 Insertion	 auf	 dem	 jeweiligen	 Chromosom	 an.	
Kategorisierte	Daten	wurden	mit	dem	Chi-Quadrat	Test	auf	ihre	statistische	Unabhängigkeit	geprüft.	Hierfür	wurden	
die	 falschen	 Kontakte	 zusammengefasst	 (Fehlleitung,	 kein	 Kontakt,	 reduzierter	 Kontakt).	 	 ***	 p	 ≤	 0.005,	 n.s.,	 nicht	
signifikant.	Mit	 n	 ist	 die	Anzahl	 der	 ausgewerteten	Hemisegmente	 angegeben:	 (A)	dHb9-Gal4	>	UAS-mCherry	RNAi:	
n=78,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx	RNAi	III:	n=107,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx	RNAi	II:	n=	83,	dHb9-Gal4	>	UAS-arm	RNAi:	n=142,	
dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx	RNAi;	UAS-arm	RNAi:	n=95,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx;	UAS-Ubx	RNAi:	n=120	(B)	dHb9-Gal4	>	UAS-
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mCherry	RNAi:	 n=78,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx	RNAi	 III:	 n=96,	dHb9-Gal4	>	UAS-fra	RNAi:	n=	72,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx;	
UAS-Ubx	RNAi:	n=128.	
 

	

3.2.6	Ubx	ist	nötig	und	ausreichend	für	die	Expression	von	Wegfindungsfaktoren	
in	ventro-lateralen	Muskeln	
	

Nachdem	die	Neuronen-spezifische	Rolle	von	Ubx	gezeigt	wurde,	wurde	eine	mögliche	

Rolle	 in	 den	 signalgebenden	Muskeln	 untersucht.	 Das	 neuromuskuläre	 System	 des	D.	

melanogaster-Embryos	 wurde	 in	 Bezug	 auf	 die	 Expression	 spezifischer	

Wegfindungsfaktoren	 detailliert	 studiert	 (Nose,	 2012).	 Diese	 Faktoren	 stellten	

vielversprechende	Zielgene	von	Ubx	 innerhalb	spezifischer	Muskeln	dar.	Aufgrund	der	

vorangegangenen	 Ergebnisse	 wurde	 die	 Expression	 von	 Wnt4	 und	 netB	 in	 ventro-

lateralen	Muskeln	 näher	 untersucht.	 Außerdem	wurde	Dsulf1	 analysiert,	 welches	 laut	

der	modENCODE	Datenbank	(www.modencode.org),	ebenso	wie	Wnt4	und	netB,	ein	von	

Ubx	 reguliertes	 Zielgen	 darstellen	 könnte.	 Bei	 Dsulf1	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	

extrazelluläre	 Sulfatase,	 welche	 bereits	 im	 Hinblick	 auf	 eine	 differentielle	

Muskelexpression	und	Effekten	hinsichtlich	neuronaler	Wegfindung	untersucht	wurde	

(Inaki	 et	 al.,	 2007).	 Weiterhin	 wurde	 es	 als	 Modifikator	 in	 Zusammenhang	 mit	

verschiedenen	 Signalwegen	 gebracht,	 welche	 den	 Hedgehog-,	 TGF-β-	 und	 den	 Wnt-

Signalweg	umfassen	(Bornemann	et	al.,	2004;	Dhoot	et	al.,	2001;	Wojcinski	et	al.,	2011).	

Es	wurden	bereits	spezifische	Rollen	von	Dsulf1	 für	die	Stabilität	und	Ausbreitung	von	

Wnt-Gradienten	 gezeigt	 (Dani	 et	 al.,	 2012;	 Dhoot	 et	 al.,	 2001;	 Fellgett	 et	 al.,	 2015;	

Kleinschmit	et	al.,	2010;	Tran	et	al.,	2012).	

Expressionsanalysen	unter	Nutzung	von	in	situ	Hybridisierung	in	Embryonen	des	späten	

Stadiums	14	zeigten	 für	alle	drei	Kandidaten	 spezifische	Expressionsmuster	 innerhalb	

der	ventro-lateralen	Muskeln	(Abbildung	18	A,	A’,	C,	C’,	E	und	E’,	Pfeilköpfe	deuten	auf	

die	jeweilige	Expression	in	ventro-lateralen	Muskeln).	In	diesem	Stadium	suchen	die	in	

die	Peripherie	gewachsenen	Wachstumskegel	der	Motoneurone	nach	ihren	Zielmuskeln	

(siehe	auch	Abbildung	9	(Broadie	et	al.,	1993;	Prokop,	1999)).	

Für	Wnt4	konnte	eine	Expression	innerhalb	von	VL2	und	VA1	gezeigt	werden	(Inaki	et	

al.,	2007;	Inaki	et	al.,	2010;	Nose,	2012),	sowie	eine	graduelle	Expression	innerhalb	des	

ZNS.	Es	konnte	außerdem	eine	deutliche	Expression	innerhalb	der	Muskeln	von	A2	bis	

A7	 festgestellt	werden	 (Abbildung	 18	 A,	 A’).	 In	A1	war	die	Expression	entweder	nur	

sehr	 schwach	 oder	 meist	 gar	 nicht	 detektierbar.	 Ubx1-Mutanten	 hingegen	 fehlte	 die	
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Wnt4-Expression	in	Muskeln	nahezu	vollständig,	während	die	Expression	innerhalb	des	

ZNS	wenig	bis	gar	nicht	betroffen	schien	(Abbildung	18	B,	B’).		

Dsulf1	 zeigte	 eine	 breitere	 Expression	 als	Wnt4,	 welche	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	

von	A1-A7	umfasste	(Abbildung	18	C,	C’).	Hierbei	waren	die	Expressionsspiegel	in	VL2	

höher	als	die	in	VL1	(Inaki	et	al.,	2007;	Nose,	2012).	In	Ubx1-Mutanten	fehlte	die	Dsulf1	

Expression	in	A1	und	A2	vollständig	und	die	Expression	in	A3-A5	war	deutlich	geringer	

als	im	Wildtyp.	In	A6	und	A7	war	sie	weitgehend	normal	(Abbildung	18	D,	D’).		

Die	Expression	von	netB	umfasste	VL3	und	VL4	(Abbildung	18	E,	E’,	Pfeilköpfe),	sowie	

den	 dorsalen	 DA2	 (Abbildung	 18	 E,	 E’)	 (Kolodziej	 et	 al.,	 1996;	Mitchell	 et	 al.,	 1996;	

Nose,	 2012).	 Die	 Expression	 war	 von	 T2	 bis	 A7	 erkennbar	 (Abbildung	 18	 E,	 E’,	

Expression	 in	 T2	 nicht	 gezeigt).	Weiterhin	 konnte,	wie	 es	 bereits	 beschrieben	wurde,	

eine	netB	Expression	in	Neuronen	des	ZNS	detektiert	werden	(Mitchell	et	al.,	1996).	In	

Ubx1-Mutanten	fehlte	die	netB-Expression	von	A1-A7	nahezu	vollständig	(Abbildung	18	

F,	F’).	Die	Expression	im	ZNS	schien	wenig	bis	gar	nicht	vom	Ausfall	von	Ubx	betroffen	

(Abbildung	18	F,	F’).	

In	diesem	Abschnitt	wurde	gezeigt,	dass	Ubx	nötig	für	die	physiologische	Expression	von	

Wnt4,	Dsulf1	und	netB	innerhalb	der	ventro-lateralen	Muskeln	ist.	Zusammengenommen	

deuten	die	erhaltenen	Daten	auf	eine	duale	Rolle	von	Ubx	 in	der	axonalen	Wegfindung	

hin,	 bei	 der	 zum	einen	die	Expression	 von	Liganden	 innerhalb	der	 Zielmuskeln	durch	

Ubx	 kontrolliert	 wird,	 zum	 anderen	 die	 Interpretation	 dieser	 Signale	 innerhalb	 der	

jeweiligen	Motoneurone	durch	Ubx	mitgesteuert	wird.		
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Abbildung	18: Ubx	kontrolliert	die	Expression	von	Wnt4,	Dsulf1	und	netB,	Faktoren	der	axonalen	Wegfindung,	
in	ventro-lateralen	Muskeln.		
Gezeigt	 sind	 flach	 präparierte	 Embryonen	 des	 späten	 Stadium	 14	 nach	 in	 situ	 Hybridisierungen	 der	 angegebenen	
Faktoren	im	balancierten	(Kontrolle)	und	homozygotem	Ubx1	Hintergrund.	Die	Pfeilköpfe	deuten	auf	eine	vorhandene	
Expression	 des	 jeweiligen	 Faktors	 in	 der	 ventralen	 Muskelgruppe	 hin.	 Anterior	 ist	 oben,	 die	 unterbrochene	 Linie	
deutet	 die	 ventrale	Mittellinie	 an.	 (A-B)	 Die	 Expression	 von	Wnt4	 lässt	 sich	 als	 feiner	 Streifen	 in	 VL2	 und	 VA1	 in	
balancierten	Kontrolltieren	in	den	Segmenten	A2-A7	erkennen.	In	A1	ist	sie	nur	sehr	schwach	oder	nicht	detektierbar	
(A).	 In	 Ubx1-Mutanten	 fehlt	 die	 Wnt4	 Expression	 in	 Muskeln	 nahezu	 vollständig,	 während	 die	 Expression	 im	
Nervensystem	nicht	nachweisbar	beeinflusst	 ist	 (B).	 (C-D)	Die	Expression	von	Dsulf1	 lässt	 sich	 in	Kontrolltieren	 in	
mehreren	Muskeln	 nachweisen,	welche	 den	Ventro-lateralen	Muskel	 VL2	 umfasst	 (C).	 In	Ubx1	Mutanten	 verringert	
sich	diese	Expression	graduell	nach	posterior,	wobei	sich	die	normale	Expression	nur	in	A6	und	A7	findet.	In	A1	und	
A2	fehlt	sie	vollständig,	in	A3-A5	ist	sie	deutlich	reduziert	(D).	(E-F)	Die	Expression	von	netB	lässt	sich	als	punktiertes	
Signal	 in	 VL3/4	 erkennen,	 wobei	 die	 Expression	 auch	 bis	 T2	 detektierbar	 ist	 (nicht	 gezeigt).	 Weiterhin	 ist	 eine	
Expression	weiter	dorsal	 in	DA2	zu	erkennen	(E).	 In	Ubx1-Mutanten	fehlt	diese	netB-Expression	nahezu	vollständig,	
während	die	Expression	im	Nervensystem	nicht	merklich	beeinflusst	ist	(F).	
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Als	 nächsten	 Schritt	 wurde	 überprüft,	 ob	 ektopisches	 Ubx	 im	 Hinblick	 auf	 frühe	

Genexpressionen	 ausreichend	 ist	 weiter	 anterior	 gelegene	 Segmente	 nach	 A2	 zu	

transformieren	 und	 eine	 ektopische	 Expression	 von	 Wnt4	 und	 Dsulf1	 zu	 erzielen.	

Hierfür	wurde	Ubx	mit	24B-Gal4	(Brand	and	Perrimon,	1993)	in	allen	Muskeln	ektopisch	

exprimiert.	Aufgrund	ihrer	abdominal	begrenzten	Expressionsmuster	wurden	für	diese	

Analyse	Wnt4	 und	Dsulf1	 verwendet	 (Abbildung	 19	 A-D).	 Im	Wildtyp	war	 die	Wnt4	

Expression,	 wie	 zuvor	 gezeigt,	 in	 Muskeln	 im	 späten	 Stadium	 14	 in	 A2	 bis	 A7	

detektierbar,	die	von	Dsulf1	von	A1	bis	A7	(Abbildung	19	A,	 C).	Nach	Überexpression	

von	Ubx	in	allen	Muskeln	ließ	sich	sowohl	für	Wnt4	als	auch	für	Dsulf1	eine	zusätzliche	

Expression	in	allen	weiter	anterior	liegenden	Segmenten	beobachten	(Abbildung	19	B,	

D).		

	

 
Abbildung	19:	Ubx	ist	ausreichend	für	die	Expression	von	Wnt4	und	Dsulf1	in	ventro-lateralen	Muskeln.	
Gezeigt	 sind	 flach	 präparierte	 Embryonen	 des	 späten	 Stadium	 14	 nach	 in	 situ	 Hybridisierungen	 der	 angegebenen	
Faktoren	im	WT	(Kontrolle)	und	nach	Expression	von	Ubx	in	allen	Muskeln	(24B	>	Ubx).	Die	Pfeilköpfe	deuten	auf	eine	
ektopische	Expression	des	 jeweiligen	Faktors	in	der	ventralen	Muskelgruppe	hin.	Die	Rechtecke	geben	die	Bereiche	
des	 Vergrößerungsausschnitts	 auf	 der	 Rechten	 eines	 jeden	 Bildes	 an.	 Anterior	 ist	 oben,	 die	 unterbrochene	 Linie	
deutet	 die	 ventrale	 Mittellinie	 an.	 (A-B)	 In	 der	 Kontrolle	 wird	 Wnt4	 ab	 A2	 in	 VL2	 exprimiert,	 während	 keine	
Expression	in	den	thorakalen	Segmenten	und	A1	zu	beobachten	ist	(A,	A’).	Nach	Expression	von	Ubx	in	allen	Muskeln	
mit	24B	Gal4	ist	eine	ektopische	Expression	von	Wnt4	in	allen	thorakalen	Segmenten	und	A1	erkennbar	(B,	B’).	(C-D)	
In	 der	 Kontrolle	 wird	 Dsulf1	 ab	 A1	 in	 ventro-lateralen	 Muskeln	 exprimiert,	 während	 keine	 Expression	 in	 den	
thorakalen	 Segmenten	 zu	 beobachten	 ist	 (C,	 C’).	 Nach	 Expression	 von	Ubx	 in	 allen	Muskeln	mit	 24B	 Gal4	 ist	 eine	
ektopische	Expression	von	Dsulf1	in	allen	thorakalen	Segmenten	erkennbar	(D,	D’)	
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Zusammenfassend	zeigen	die	Daten,	dass	Ubx	nötig	und	ausreichend	ist,	um	im	Hinblick	

auf	 die	 Genexpression	 frühe	Aspekte	 der	 A2	Muskelidentität	 zu	 vermitteln.	 In	 diesem	

Zusammenhang	 ist	 anzunehmen,	 dass	 ein	 komplexes	 Regulationsnetzwerk	 zwischen	

den	Motoneuronen	und	den	Muskeln	vorhanden	ist,	welches	von	Ubx	dirigiert	wird	und	

auf	einer	genau	abgestimmten	Kommunikation	zwischen	den	beiden	Zelltypen	beruht.	

	
	

3.2.7	Gewebsspezifische	Rettungsversuche	in	der	Ubx1-Mutante	bestätigen	eine	
duale	Rolle	von	Ubx	während	der	Etablierung	neuro-motorischer	Netzwerke		
	

Zur	 Klärung	 der	 Funktionen	 von	 Ubx	 innerhalb	 von	 Neuronen	 und	 Muskeln	 wurden	

zellspezifische	Rettungsexperimente	der	Ubx1-Mutante	durchgeführt.	Im	Ubx1	mutanten	

Hintergrund	wurde	Ubx	in	unterschiedlichen	Geweben	zur	Expression	gebracht	und	der	

Effekt	auf	die	VL1	Innervation	analysiert.	Für	die	muskelspezifische	Expression	von	Ubx	

wurde	 24B-Gal4	 und	 Mef2-Gal4	 verwendet.	 Hierbei	 konnte	 keine	 Rettung	 der	

Innervation	von	VL1	erzielt	werden	(Abbildung	20	A-A’’).	Die	meisten	Axone	endeten	

unterhalb	 von	 VL1	 oder	 nahmen	 untypische	 Wege,	 zum	 Beispiel	 über	 den	 ISN	

(Abbildung	 20	 A-A’’).	Der	Anteil	 an	 korrekten	Kontakten	 auf	 den	VL1	war	mit	 12	%	

(n=75;	 24B-Gal4)	 beziehungsweise	 2	 %	 (n=53;	 Mef2-Gal4)	 deutlich	 niedriger	 als	 im	

Wildtyp	 (88,8	 %;	 n=125)	 und	 nicht	 signifikant	 unterschiedlich	 zur	 Ubx1-Mutante	

(Abbildung	 20	 D).	 Auch	 die	 Expression	 innerhalb	 postmitotischer	 RP-Neurone	 mit	

dHb9-Gal4	(6,95	%,	n=72),	sowie	im	Neuroektoderm	mit	sca-Gal4	(8,5	%,	n=117)	führte	

zu	 keiner	 Rettung.	 Die	 Expression	 mit	 dHb9-Gal4	 beziehungsweise	 sca-Gal4	 zeigten	

keine	signifikanten	Unterschiede	im	Vergleich	zu	Ubx1	(Abbildung	20	B-B’’	und	D).		

Die	ubiquitäre	Expression	von	UAS-Ubx	mit	Actin5C-Gal4	(Act5C-Gal4)	im	Ubx1	mutanten	

Hintergrund	 führte	 zu	 einer	 korrekten	 Innervationsrate	 von	 VL1	 in	 38,7	 %	 der	

Hemisegmente	 (n=168)	 (Abbildung	 20	 D)	 und	 damit	 deutlich	 vermehrten	

wildtypischen	Kontakten	auf	VL1	(Abbildung	20	C-C’’).	Dies	war	die	höchste	erreichte	

Rate	an	korrekten	Kontakten	auf	VL1	und	kann	als	partielle	Rettung	der	VL1	Innervation	

gewertet	werden.	
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Abbildung	20:	Ubx	 ist	von	A2	bis	A7	sowohl	 in	VL1	als	auch	 in	RP5	nötig,	um	eine	korrekte	 Innervation	zu	
gewährleisten.		
(A-C‘)	Gezeigt	 sind	 flach	präparierte	Embryonen	 im	 frühen	Stadium	17,	welche	mit	 anti-Fas2	 (Motoneurone,	 grün)	
und	 anti-Myosin	 (Muskeln,	 magenta)	 gefärbt	 wurden.	 Anterior	 liegt	 zur	 Linken	 und	 dorsal	 liegt	 nach	 oben.	 Die	
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untersuchten	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	angegeben.	A‘‘-C‘‘	zeigen	Schemata	der	beobachteten	Defekte.	Der	
ISNb	 ist	 in	 dunkelgrün	 dargestellt	 und	 die	 ventro-lateralen	 Muskeln	 sind	 in	 magenta	 eingefärbt.	 (A	 und	 A‘)	 Die	
Expression	von	UAS-Ubx	in	allen	Muskeln	mit	24B-Gal4	in	einem	Ubx1-mutanten	Hintergrund	führt	zu	keiner	Rettung	
der	Innervation	von	VL1	(weiße	Pfeile).	(B	und	B‘)	Die	Expression	von	UAS-Ubx	in	allen	RP-Neuronen	mit	dHb9-Gal4	
in	einem	Ubx1-mutanten	Hintergrund	führt	zu	keiner	Rettung	der	Innervation	von	VL1	(weiße	Pfeile).	(C	und	C‘)	Die	
ubiquitäre	 Expression	 von	 UAS-Ubx	 Muskeln	 und	 Neuronen	 mit	 Act5C-Gal4	 in	 einem	 Ubx1-mutanten	 Hintergrund	
führt	 zu	 einer	 partialen	 Rettung	 der	 Innervation	 von	 VL1	 (schwarze	 Pfeilköpfe).	 (D)	 Quantifizierungen	 der	 VL1	
Innervation	 in	 den	 verschiedenen	 genetischen	Rettungsversuchen.	Die	Unterschiede	 zwischen	den	 der	muskulären	
beziehungsweise	neuronalen	Rettungsversuchen	und	der	Ubx1	Mutante	sind	nicht	signifikant.	Nur	in	der	ubiquitären	
Rettung	 (Act5C-Gal4)	 wird	 eine	 deutliche	 Steigerung	 der	 Kategorie	 „korrekter	 Kontakt	mit	 VL1“	 auf	 nahezu	 40	%	
erzielt.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	dem	Chi-Quadrat	Test	auf	 ihre	statistische	Unabhängigkeit	geprüft.	Hierfür	
wurden	die	falschen	Kontakte	zusammengefasst	(Fehlleitung,	kein	Kontakt,	reduzierter	Kontakt).	***	p	≤	0.005,	n.s.,	
nicht	 signifikant.	Mit	n	 ist	die	Anzahl	der	 ausgewerteten	Hemisegmente	 angegeben:	WT:	 n=125,	Ubx1/Ubx1:	 n=107,	
24B-Gal4	>	UAS-Ubx	,	Ubx1/	Ubx1:	n=	75,	Mef2-Gal4	>	UAS-Ubx	,	Ubx1/	Ubx1:	n=	53,	dHb9-Gal4	>	UAS-Ubx	,	Ubx1/	Ubx1:	
n=	72,	sca-Gal4	>	UAS-Ubx	,	Ubx1/	Ubx1:	n=	117,	Act5C-Gal4	>	UAS-Ubx	,	Ubx1/	Ubx1:	n=	168.	
	

Um	zu	überprüfen,	 ob	Wnt4	 im	Muskel-spezifischen	Rettungsansatz	wiederhergestellt	

wird,	 wurde	 die	 Wnt4	 Expression	 im	 Ubx1	 mutierten	 Hintergrund	 nach	 ektopischer	

Expression	 von	 Ubx	 untersucht	 (Abbildung	 21).	 Es	 zeigte	 sich,	 dass	 die	 Wnt4-

Expression	gerettet	werden	konnte.	

	

	

 
 
Abbildung	21:	Muskelspezifische	Expression	von	Ubx	kann	die	Expression	von	Wnt4	in	Ubx1	Mutanten	retten.	
Gezeigt	sind	flach	präparierte	Embryonen	des	späten	Stadium	14	nach	in	situ	Hybridisierungen	mit	der	Wnt4-Sonde	
in	Ubx1	(Kontrolle)	und	nach	Expression	von	Ubx	in	allen	Muskeln	im	Ubx1	mutierten	Hintergrund	(24B	>	Ubx,	Ubx1).	
Die	 Pfeilköpfe	 deuten	 auf	 eine	 ektopische	Expression	 von	Wnt4	 in	 der	 ventralen	Muskelgruppe	hin.	Die	Rechtecke	
geben	 die	 Bereiche	 des	 Vergrößerungsausschnitts	 auf	 der	 Rechten	 eines	 jeden	 Bildes	 an.	 Anterior	 ist	 oben,	 die	
unterbrochene	Linie	deutet	die	ventrale	Mittellinie	an.	(A-B)	In	Ubx1	wird	Wnt4	in	der	ventro-lateralen	Muskelgruppe	
nicht	exprimiert.	Lediglich	in	posterioren	Segmenten	(A6	und	A7)	ist	in	wenigen	Fällen	ein	Signal	zu	erkennen	(A,	A’).	
Nach	Expression	 von	Ubx	 in	 allen	Muskeln	mit	24B	 Gal4	 ist	 die	Wnt4	 Expression	 in	 ventro-lateralen	Muskeln	 aller	
Segmente	zu	erkennen	(B,	B’).	
	
 
Analysen	 der	 Ubx-Expression	 in	 den	 verschiedenen	 Rettungsbedingungen	 zeigen	 die	

gewebsspezifische	 Expression	 von	 Ubx	 mit	 den	 verschiedenen	 Treiberlinien	

(Abbildung	22).	Vermutlich	lassen	sich	durch	die	ubiquitinäre	Ubx-Expression	in	Ubx1-

mutanten	 Hintergrund	 keine	 höheren	 Rettungsraten	 erhalten,	 da	 die	 endogene	 Ubx-

Expression	mit	den	verfügbaren	Treiberlinien	nicht	adequat	rekapituliert	werden	kann	
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(Abbildung	22	A,	F).	Bei	der	Verwendung	von	Act5C-Gal4	sind	die	Expressionsspiegel	in	

späten	Stadien	 im	VNS	und	in	den	Muskeln	 im	Vergleich	zur	Kontrolle	(w1118)	deutlich	

geringer	(Abbildung	22	A,	F).		

Zusammenfassend	deutet	dies	auf	eine	duale	Rolle	von	Ubx	 in	Neuronen	und	Muskeln	

hin,	die	auf	einer	exakten	Regulation	von	Ubx	beruht.	

	

 
	
Abbildung	22:	Expressionsanalyse	von	Ubx	in	den	unterschiedlichen	Rettungssituationen.		
Gezeigt	 sind	 flach	 präparierte	 Embryonen	 im	 frühen	 Stadium	 17,	 welche	 mit	 anti-Ubx	 (blau)	 gefärbt	 wurden.	 Es	
wurden	Maximalprojektionen	der	Ebenen	des	VNS	und	der	Muskeln	erstellt.	Die	untersuchten	Genotypen	sind	über	
jeder	 Bildspalte	 angegeben.	 Anterior	 liegt	 oben.	 Die	 unterbrochene	 Linie	 markiert	 die	 Mittellinie.	 (A)	 Unter	
Kontrollbedingungen	 wird	 Ubx	 in	 späten	 Stadien	 verstärkt	 im	 ZNS	 exprimiert.	 In	 Muskeln	 ist	 die	 Expression	
schwächer.	(B	und	C)	Wird	die	Ubx	Expression	in	Muskeln	im	Ubx1	mutierten	Hintergrund	zurück	gebracht,	so	ist	eine	
Expression	in	Muskeln	zu	erkennen,	nicht	jedoch	im	VNS.	(D)	Wird	Ubx	mit	dHb9-Gal4	im	Ubx1	mutierten	Hintergrund	
exprimiert,	so	ist	die	Expression	lediglich	in	bestimmten	Neuronen	im	VNS	zu	erkennen,	nicht	jedoch	in	Muskeln.	(E)	
Wird	Ubx	mit	sca-Gal4	im	Ubx1	mutierten	Hintergrund	exprimiert,	so	ist	eine	breite	Expression	im	VNS	zu	erkennen.	
In	 der	 Peripherie	 sind	 einige	 epidermale	 Zellen	 in	 der	 Fokusebene.	 (F)	 Mit	 Act5C-Gal4	 ist	 eine	 schwache	 Ubx	
Expression	im	Nervensystem	und	in	den	Muskeln	zu	erkennen.	Es	sind	einige	epidermale	Zellen	in	der	Fokusebene	zu	
erkennen.	
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3.2.8	Zusammenfassung	
 

In	diesem	Kapitel	wurde	eine	 Interaktion	von	Ubx	und	arm	 in	vivo	untersucht.	Hierbei	

wurde	 eine	 neue	 Funktion	 von	 Ubx	 für	 die	 Abdomen-typische	 Ausbildung	 der	

neuromuskulären	Kontakte	mit	den	ventro-lateralen	Muskeln	(VL1,	VL2,	VL3	und	VL4)	

gefunden.	Es	zeigte	sich,	dass	Ubx	sowohl	mit	dem	in	diesem	Prozess	involvierten	Wnt4-	

als	auch	mit	dem	NetB-Signalweg	interagiert.	Dabei	kontrolliert	Ubx	die	Expression	der	

Liganden	Wnt4	 und	 netB,	 sowie	 einem	 potentiellen	 extrazellulären	 Modifikator	 des	

Wnt4	 Signals	 (Dsulf1)	während	 der	 frühen	 Phase	 der	Wegfindungsprozesse	 innerhalb	

dieser	 Muskeln.	 Gleichzeitig	 hat	 Ubx	 einen	 Einfluss	 auf	 die	 neuronale	 Interpretation	

dieser	 Signale	 innerhalb	 der	 jeweiligen	 RP-Neurone.	 Dies	 konnte	 durch	

Rettungsversuche	untermauert	werden,	bei	welchen	eine	Rettung	der	Ubx-Mutante	nur	

nach	simultaner	Expression	von	Ubx	in	Neuronen	und	Muskeln	erfolgte.	

	

	

3.3	Charakterisierung	des	GW-Neurons	im	Hinblick	auf	die	Ubx	vermittelte	
Apoptose	
	

Im	zweiten	Teil	dieses	Arbeit	wurde	ein	weiterer	Aspekt	des	Einflusses	von	Ubx	auf	das	

neuro-muskuläre	System	während	der	späten	Neurogenese	untersucht.	Ubx	kontrolliert	

die	 Apoptose	 einiger	 Neurone,	 welche	 hauptsächlich	 als	 Motoneurone	 kategorisiert	

wurden	(Rogulja-Ortmann	et	al.,	2007;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).	Bei	einem	dieser	

Neurone	handelt	es	sich	um	das	dem	NB7-3	entstammende	GW-Neuron,	welches	durch	

Ubx	 in	 T3-A7	 in	 der	 späten	 Embryogenese	 stirbt	 (Higashijima	 et	 al.,	 1996;	 Rogulja-

Ortmann	 et	 al.,	 2008).	 Für	 dieses	 Neuron	 konnte	 bisher	 nicht	 der	 Beweis	 erbracht	

werden,	dass	es	sich	um	ein	Motoneuron	handelt.	Zwar	konnte	gezeigt	werden,	dass	es	

sich	dahingehend	differenziert,	dass	es	ein	prominentes	Axon	ausbildet	(Bossing	et	al.,	

1996),	 aber	 es	 konnte	 nicht	 demonstriert	 werden,	 welche	 Funktion	 das	 GW-Neuron	

besitzt.	 Es	 wurde	 bereits	 spekuliert,	 ob	 es	 sich	 um	 ein	 spät	 differenzierendes	

Motoneuron	handelt	(Bossing	et	al.,	1996).	Um	die	Apoptose-induzierende	Wirkung	von	

Ubx	während	der	Etablierung	neuromuskulärer	Netzwerke	genauer	zu	charakterisieren,	

wurde	 nach	 einer	 Möglichkeit	 gesucht,	 dieses	 Neuron	 in	 seiner	 Morphologie	 in	 den	

Segmenten	T1	und	T2	zu	beschreiben	um	damit	Rückschlüsse	auf	 seine	Funktion	und	

den	Grund	seiner	abdominalen	Apoptose	ziehen	zu	können.		
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3.3.1	Morphologische	Charakterisierung	der	GW-Projektion	mittels	Flybow	
 

In	 dieser	 Arbeit	wurde	Flybow1.1	 (Hadjieconomou	 et	 al.,	 2011)	 zusammen	mit	 eagle-

Gal4	 (eg-Gal4)	 (Dittrich	et	al.,	1997)	verwendet,	um	das	GW-Neuron	als	einzelne	Zelle	

innerhalb	des	Zellverbandes	darzustellen	und	die	axonale	Projektion	zu	verfolgen.	Das	

eg-Muster	eignet	sich	sehr	gut	für	diese	Analyse,	da	es	in	nur	vier	Neuroblastenzelllinien	

exprimiert	 wird,	 welches	 den	 NB7-3	 und	 seine	 Nachkommen	 umfasst	 (Dittrich	 et	 al.,	

1997;	Higashijima	et	 al.,	 1996).	Durch	den	Zeitpunkt	des	Hitzeschocks	wurden	gezielt	

die	frühen	Nachkommen	des	NB7-3	(EW1	und	GW)	markiert.	Nach	einer	Entwicklung	in	

späte	Stadien	(16-18	h	nach	Ablage)	wurden	die	Embryonen	mit	anti-GFP	und	anti-Fas2	

gefärbt	 und	 jene	 selektiert,	 die	 ein	 Rekombinationsereignis	 innerhalb	 des	NB7-3	 GW-

Neurons	 in	 T1	 und	T2	 aufwiesen.	Mit	 dieser	Methode	 konnten	GW-Neurone	markiert	

werden.	Es	zeigte	sich,	dass	in	diesem	späten	Entwicklungsstadium,	die	thorakalen	GW-

Axone	 sowohl	 in	 T1,	 als	 auch	 T2	 das	 ventrale	 Bauchmark	 verlassen,	 um	 in	 den	

Segmentalen	 Nerv	 (SN)	 zu	 projizieren.	 An	 dieser	 Stelle	 endete	 die	 Projektion	

interessanterweise	 (Abbildung	 23	 A’,	 B’,	 siehe	 Pfeilköpfe).	 Zu	 diesem	

Entwicklungszeitpunkt	 sind	 die	 neuromuskulären	Kontakte	 vollständig	 aufgebaut	 und	

die	 Ausbildung	 funktionaler	 Synapsen	 beginnt,	 was	 sich	 in	 ersten	 Kontraktionen	 des	

Embryos	äußert	(Crisp	et	al.,	2008;	Pereanu	et	al.,	2007;	Prokop,	1999).		

In	abdominalen	Segmenten	konnten	in	seltenen	Fällen	einzelne	Projektionen	beobachtet	

werden.	 Dies	 war	 aufgrund	 der	 dort	 induzierten	 Apoptose	 des	 GW-Neurons	

ungewöhnlich.	Es	konnte	zuvor	gezeigt	werden,	dass	bereits	im	späten	Stadium	16	etwa	

80-90	 %	 der	 analysierten	 Hemisegmente	 ein	 für	 den	 pro-apoptotische	 Faktor	 Dcp-1	

positives	GW-Neuron	besitzen	oder	es	sich	bereits	nicht	mehr	feststellen	lässt	(Geyer	et	

al.,	 2015)	 (siehe	 auch	 Abbildung	 28	 und	 29).	 Die	 beobachteten	 abdominalen	

Projektionen	reichten	an	den	ventralsten	Bereich	der	Muskeln	heran.		
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Abbildung	23:	Visualisierung	des	GW-Projektionsmusters	mittels	Flybow.		
(A-D‘)	Gezeigt	sind	flach	präparierte	Embryonen	im	frühen	Stadium	17,	welche	mit	anti-GFP	(grün)	und	anti-mCherry	
(rot)	 gefärbt	 wurden.	 Das	 GW-Neuron	 konnte	 eindeutig	 durch	 seine	 Lage	 innerhalb	 des	 NB7-3	 Zellverbandes	
identifiziert	werden.	 Die	weiße	 Linie	 verfolgt	 die	 axonale	 Projektion	 der	 eingekreisten	 Zelle.	 Pfeilköpfe	markieren	
diese	Projektion	und	 ihren	Endpunkt.	Die	weiße	Linie	markiert	die	ventrale	Mittellinie.	Anterior	 liegt	oben.	 (A-B’’)	
Gezeigt	 sind	exemplarische	Projektionen	 für	T1	und	T2.	 In	beiden	Fällen	 ist	 zu	erkennen,	dass	das	GW-Neuron	ein	
deutliches	Axon	generiert,	welches	das	ZNS	über	den	SN	verlässt,	dort	aber	stoppt,	ohne	den	Innervationsbereich	der	
ventralen	 Muskeln	 zu	 erreichen.	 (C-C’’)	 Gezeigt	 ist	 eine	 exemplarische	 abdominale	 Projektion	 eines	 GW-Neurons,	
bevor	es	durch	programmierten	Zelltod	stirbt.	Zu	erkennen	ist,	dass	das	Axon	das	ZNS	in	die	Peripherie	verlässt,	um	
sich	am	Ende	zu	gabeln.	
	
	
Um	 den	 Zusammenhang	 zwischen	 GW-Projektion	 und	 Muskellokalisation	 genauer	 zu	

untersuchen,	wurden	Embryonen,	welche	mit	dem	Flybow-Protokoll	behandelt	wurden,	

neben	 anti-GFP	 und	 anti-mCherry	 zusätzlich	mit	 anti-Fas2	 und	 anti-Myosin	 angefärbt	

(Abbildung	 24).	 Wie	 bereits	 zuvor	 beschrieben,	 zeigte	 sich	 erneut	 für	 T2	 eine	
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Projektion,	welche	das	ventrale	Bauchmark	verlässt,	dann	aber	im	Segmentalnerv	endet	

(Abbildung	24	A).	Der	Endpunkt	lag	dabei	deutlich	vor	dem	Punkt	des	Innervationsorts	

des	 ventralsten	 Ventral-Oblique	 Muskel	 VO2,	 was	 mit	 Fas2	 verfolgt	 werden	 konnte	

(Abbildung	 24).	 In	 dem	 gleichen	 Präparat	 wurde	 außerdem	 das	 T3	 GW	 der	 rechten	

Seite	 getroffen	 und	 es	 konnte	 dessen	 Projektion	 verfolgt	 werden.	 Ähnlich	 wie	 die	 in	

Abbildung	 23	 gezeigte	 abdominale	 Projektion	 reichte	 diese	 Projektion,	 verglichen	mit	

der	 in	 T2,	 etwas	weiter	 bis	 kurz	 vor	 den	 Bereich	 der	Muskelinnervation	 der	 Ventral-

Oblique	Muskelgruppe	(Abbildung	24	A,	D).		

Zusammenfassend	 ließ	 sich	 mit	 der	 gezeigten	 Methode	 das	 GW-Neuron	 im	 späten	

Embryo	visualisieren	und	verfolgen.	Allerdings	konnte	kein	offensichtliches	Muskelziel	

identifiziert	werden.	

	

	

 
 
Abbildung	 24:	 Visualisierung	 der	 GW-Projektion	mittels	 Flybow	und	neuromuskulären	Markern	 zeigt	 kein	
Innervationsziel	während	der	Embryogenese.		
Gezeigt	 ist	 ein	 flach	 präparierter	 Embryo	 im	 frühen	 Stadium	 17,	 welcher	 mit	 anti-GFP	 (Ausgangsfluorophor	 von	
Flybow	 1.1,	 grün),	 anti-mCherry	 (Fluorophor	 nach	 Rekombination,	 rot),	 anti-Fas2	 (Motoneurone,	 blau)	 und	 anti-
Myosin	 (Muskeln,	 grau)	 gefärbt	 wurde.	 Das	 GW-Neuron	 konnte	 eindeutig	 durch	 seine	 Lage	 innerhalb	 des	 NB7-3	
Zellverbandes	 identifiziert	werden.	Anterior	 liegt	oben.	Die	unterbrochene	Linie	verfolgt	die	axonale	Projektion	der	
eingekreisten	Zelle.	Pfeilköpfe	deuten	diese	Projektion	und	ihren	Endpunkt	an.	Die	weiße	Linie	markiert	die	ventrale	
Mittellinie.	Zu	sehen	sind	jeweils	eine	Projektion	für	T2	und	eine	für	T3.	Die	T2	Projektion	endet	innerhalb	des	Nervs,	
ohne	das	Innervationsfeld	der	ventralsten	Muskeln	(ventral-oblique	Muskeln	(VO	2-6)	zu	erreichen.	Die	Projektion	in	
T3	ist	länger,	jedoch	wird	auch	hier	das	ventrale	Innervationsfeld	nicht	erreicht.	
 
 
Da	 sich	 für	 den	 Embryo	 kein	 klares	Muskelziel	 ermittelt	 ließ,	 lag	 es	 nahe,	 die	 larvale	

Situation	 zu	 überprüfen.	 Hierfür	 wurden	 Embryonen	 nach	 dem	 Flybow-Protokoll	

behandelt	 und	mittlere	 bis	 späte	 Stadium	 16-Embryonen	 nach	markierten	 thorakalen	

GW-Zellen	 selektiert	 (Abbildung	 25	 A-A’’).	 Diese	 Embryonen	 konnten	 sich	 danach	

weiter	bis	in	die	L1-Larve	oder	die	frühe	L3-Larve	entwickeln.	Die	GW-Neurone	wurden	

dann	 entweder	 als	 Präparationen	 des	 ZNS	 (L1)	 oder	 als	 Filetpräparationen	 (L3)	
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analysiert.	 Es	 war	 feststellbar,	 dass	 das	 GW-Neuron	 bis	 in	 diese	 Larvalen	 Stadien	

überlebte	(Abbildung	25	B-C’’).	Allerdings	konnte	auch	in	diesen	Entwicklungsstadien	

keine	Projektion	 beobachtet	werden,	welche	 nicht	 im	 Segmentalnerv	 endete.	Mit	 dem	

hier	 beschriebenen	 Versuchsprotokoll	 war	 es	 nicht	 möglich,	 spätere	 Stadien	 zu	

untersuchen,	da	die	Expression	des	eg-Gal4	Musters	in	späteren	Stadien	Veränderungen	

unterworfen	war,	die	ein	Verfolgen	des	GW	unmöglich	machten.		

 

 
Abbildung	25:	Die	Verfolgung	der	GW-Projektion	 in	 larvale	Entwicklungsstadien	unter	Nutzung	von	Flybow	
zeigt	keine	Innervation	von	Muskeln.		
(A-A’)	 Gezeigt	 ist	 ein	 lebender	 Embryo	 im	 Stadium	 16	 in	 welchem	 die	 Fluoreszenz	 von	 GFP	 (grün)	 und	mCherry	
(magenta)	 detektiert	 wurde.	 Dieser	 Embryo	 konnte	 sich	 anschließend	weiter	 bis	 zur	 frühen	 L3-Larve	 entwickeln,	
welche	 in	 (B-C’’)	 dargestellt	 ist.	 Das	 GW-Neuron	 konnte	 eindeutig	 durch	 seine	 Lage	 innerhalb	 des	 NB7-3	
Zellverbandes	 identifiziert	werden.	Anterior	 liegt	 links.	Der	weiße	Pfeil	markiert	das	GW-Neuron.	Pfeilköpfe	deuten	
dessen	Projektion	an.	Die	weiße	Linie	deutet	die	ventrale	Mittellinie	an.	(B-C’’)	Flachpräparat	einer	frühen	L3-Larve,	
welche	sich	aus	dem	in	(A)	gezeigten	Embryo	entwickelt	hat.	Anterior	liegt	oben.	Die	unterbrochene	Linie	verfolgt	die	
axonale	 Projektion	 der	 eingekreisten	 Zelle.	 Pfeilköpfe	markieren	 diese	 Projektion	 und	 ihren	 Endpunkt.	 Die	 weiße	
Linie	 markiert	 die	 ventrale	 Mittellinie.	 Das	 GW-Neuron	 überlebt	 bis	 in	 larvale	 Stadien.	 Auch	 hier	 zeigt	 sich	 eine	
Projektion,	welche	das	Nervensystem	verlässt,	aber	vor	Erreichen	der	Innervationsstellen	der	Muskeln	endet.		
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3.3.2	Markerexpressionsanalysen	für	neurosekretorische	Zellen	und	
Motoneurone	
 
Da	es	nicht	möglich	war,	offensichtliche	GW-Ziele	zu	ermitteln,	wurde	das	GW-Neuron	

mittels	 zellspezifischer	 Marker	 untersucht.	 Um	 zu	 prüfen,	 ob	 es	 sich	 um	 eine	 neuro-

peptiderge	Zelle	handelt,	wurde	mit	dem	zellspezifischen	Transkriptionsfaktor	Dimmed	

(Dimm)	 gefärbt	 (Heckscher	 et	 al.,	 2014;	 Hewes	 et	 al.,	 2003;	 Park	 et	 al.,	 2008).	 Eine	

Färbung	im	frühen	Stadium	17	mit	anti-Dimm	zur	Identifikation	von	neuro-peptidergen	

Neuronen	 und	 anti-Eg	 zur	 Identifikation	 des	 GW-Neurons	 ergab	 keine	 Co-Expression	

der	 beiden	 Faktoren	 im	 GW	 (Abbildung	 26).	 Dieses	 Ergebnis	 macht	 ein	 neuro-

peptiderges	Schicksal	unwahrscheinlich.	Hinzu	kommt,	dass	neuro-peptiderge	Neurone	

meist	sehr	voluminös	sind	(Park	et	al.,	2008),	was	 für	das	GW	nicht	zutrifft.	 Innerhalb	

des	NB7-3	Zellstammbaums	wurde	häufig	ein	Neuron	gefunden,	welches	Dimm	und	Eg	

positiv	 war.	 Basierend	 auf	 seiner	 Position	 und	 Größe	 handelt	 es	 sich	 mit	 großer	

Wahrscheinlichkeit	 um	 das	 Corazonin	 exprimierende	 EW3-Interneuron	 (Isshiki	 et	 al.,	

2001;	Karcavich	and	Doe,	2005;	Lundell,	2003;	Novotny	et	al.,	2002).	

	
	

 
 
Abbildung	26:	Das	GW-Neuron	ist	negativ	für	den	neurosekretorischen	Marker	Dimm.		
Gezeigt	ist	das	frei	präparierte	ZNS	eines	Embryos	im	frühen	Stadium	17.	Gefärbt	wurde	mit	anti-Eg	(Marker	für	den	
NB7-3	 Zellverband,	 grün)	 und	 anti-Dimm	 (Marker	 für	 neurosekretorische	 Neurone,	 magenta).	 Die	 weiße	 Linie	
markiert	die	ventrale	Mittellinie.	Anterior	 ist	oben.	 (A-B’’)	Das	GW-Neuron	 lässt	 sich	 in	T1	und	T2	aufgrund	seiner	
Position	 eindeutig	 innerhalb	 des	 NB7-3	 Zellverbandes	 identifizieren.	 In	 T3	 und	 den	 abdominalen	 Segmenten	
unterliegt	 es	 dem	 programmierten	 Zelltod.	 (B-B’’)	 Vergrößerungsausschnitt.	 Das	 GW-Neuron	 exprimiert	 nicht	 den	
neurosekretorischen	Marker	Dimm	und	ist	damit	mit	hoher	Wahrscheinlichkeit	kein	neurosekretorisches	Neuron.	
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Als	nächstes	wurde	überprüft,	ob	das	GW-Neuron	positiv	für	motoneuronale	Marker	ist.	

Motoneurone	 in	 D.	 melanogaster	 erhalten	 durch	 Kontakt	 mit	 ihrem	 Zielmuskel	 ein	

retrogrades	Bone	Morphogenetic	Protein	 (BMP)-Signal,	was	 zu	einer	Anreicherung	von	

phosphorliertem	Mothers	 Against	 Decapentaplegic	 (pMad)	 innerhalb	 der	 Nuklei	 aller	

Motoneurone	 (Heckscher	 et	 al.,	 2014;	 McCabe	 et	 al.,	 2003)	 und	 einiger	 neuro-

peptiderger	 Neurone	 (Allan	 et	 al.,	 2003)	 führt.	 Weiterhin	 nutzen	 Motoneurone	 den	

Neurotransmitter	Glutamat	(Mahr	and	Aberle,	2006).	Basierend	darauf	wurde	in	späten	

Embryonen	diese	Marker	innerhalb	des	GW-Neurons	analysiert.	Hierfür	wurden	alle	Eg-

exprimierenden	Zellen	mit	GFP	markiert.	Weiterhin	wurde	anti-Hb	verwendet,	um	das	

EW1-	 und	 das	 GW-Neuron	 innerhalb	 dieses	 Zellverbandes	 zu	 identifizieren.	 Eine	

parallele	Färbung	gegen	anti-pMad	markierte	alle	Motoneurone	(Heckscher	et	al.,	2014).	

Es	zeigte	sich,	dass	das	GW-Neuron	in	T1	und	T2	nur	sehr	schwach	positiv	für	pMad	war	

(Abbildung	 27	 A-B’’’).	 Die	 detektierten	 Proteinspiegel	 innerhalb	 des	 GW-Neurons	

waren	 zwar	 etwas	 stärker	 als	 die	 des	 benachbarten	 EW1-Interneurons,	 aber	 deutlich	

schwächer	als	die	der	umgebenden	Motoneurone	(Abbildung	27	B’).		

Bei	 dem	 vesikulären	 Glutamattransporter	 (vGlut)	 handelt	 es	 sich	 um	 ein	 Protein,	

welches	 jedes	glutamaterge	Neuron	markiert	und	damit	auch	alle	Motoneurone	(Mahr	

and	Aberle,	2006).	Eine	Gal4	Linie	im	regulatorischen	Bereich	des	Lokus	des	vGlut	Gens,	

welche	als	OK371	Gal4	bezeichnet	wird,	kann	als	Reporter	für	die	Expression	von	vGlut	

herangezogen	werden	 (Mahr	and	Aberle,	 2006).	Die	 verwendete	Linie	 enthielt	 bereits	

ein	UAS-CD8::GFP	zur	Visualisierung	dieser	Neurone.	Zur	Verstärkung	des	Signals	wurde	

diese	Linie	zusätzlich	mit	UAS-CD4::tdGFP	gekreuzt	und	mit	anti-GFP,	anti-Eg	und	anti-

Hb	gefärbt.	Die	Analyse	später	Embryonen	ergab	keine	Doppelfärbung	von	GFP	und	Eg	

innerhalb	des	NB7-3	Zellverbandes	(Abbildung	27	C-D’’’).		

Zusammengenommen	zeigen	diese	Daten,	dass	es	sich	bei	dem	GW-Neuron	weder	um	

eine	neuro-peptiderge	Zelle,	noch	um	ein	 funktionales	Motoneuron	handelt.	Sein	Axon	

verlässt	zwar	das	ZNS,	endet	aber	innerhalb	des	SN.	
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Abbildung	27:	Das	GW-Neuron	ist	negativ	für	Marker	von	Motoneuronen.		
Gezeigt	 sind	 flach	 präparierte	 ZNS	 von	 Embryonen	 im	 frühen	 Stadium	 17.	 Die	 weiße	 Linie	 markiert	 die	 ventrale	
Mittellinie.	Die	entsprechenden	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	gezeigt.	Anterior	ist	oben.	(A-B’’’)	Gefärbt	wurde	
mit	anti-GFP	(Marker	für	den	NB7-3	Zellverband,	grün)	und	anti-pMad	(Marker	für	Motoneurone,	magenta)	und	anti-
Hb	(Marker	für	EW1	und	GW-Neuron,	blau).	Das	GW-Neuron	ist	schwach	positiv	für	pMad.	Das	Signal	 liegt	deutlich	
unter	dem	der	umliegenden	Motoneurone	(B’).	(C-D’’’)	Gefärbt	wurde	mit	anti-GFP	(Marker	für	Motoneurone,	grün)	
und	anti-Eg	(Marker	für	den	NB7-3	Zellverband,	magenta)	und	anti-Hb	(Marker	für	EW1-	und	GW-Neuron,	blau).	Der	
NB7-3	Zellverband,	welcher	das	GW-Neuron	umfasst,	 	 ist	 negativ	 für	das	GFP-Signal	 des	OK371	 Gal4	Treibers.	Das	
GW-Neuron	ist	mit	hoher	Wahrscheinlichkeit	kein	klassisches	Motoneuron.	
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3.3.3	Charakterisierung	der	GW-Projektion	nach	Reduktion	von	Ubx	
 
Da	 bisher	 keine	 Kategorisierung	 für	 das	 GW-Neuron	 vorgenommen	 werden	 konnte,	

wurde	 untersucht,	 wie	 sich	 das	 GW-Neuron	 verhält,	 wenn	 es	 länger	 als	 vorgesehen	

überlebt.	Hierfür	wurde	ein	RNAi-basierter	Ansatz	verwendet.	Es	war	bekannt,	dass	ein	

Ausfall	der	Ubx-Funktion	zu	einem	Überleben	des	GW-Neurons	führt	(Geyer	et	al.,	2015;	

Rogulja-Ortmann	 et	 al.,	 2008).	 Um	 die	Morphologie	 des	 GW-Neurons	 nach	 Überleben	

bestimmen	 zu	 können,	 wurde	 eine	 Kombination	 aus	 eg-Gal4	 und	membranständigem	

UAS-CD4::tdGFP	verwendet.	Innerhalb	dieses	Musters	wurde	Ubx	durch	UAS-Ubx	RNAiIII	

depletiert.	 Zunächst	 wurde	 die	 Effizienz	 dieses	 Knock-downs	 verifiziert.	 In	 frühen	

Stadium	 17	 Embryonen	 sind	 unter	 Kontrollbedingungen	 (eg-Gal4,	 UAS-CD4::tdGFP	 x	

UAS-nlacZ)	 in	 T3	 bis	 A7	 lediglich	 11	 %	 (n=144)	 der	 Hemisegmente	 negativ	 für	 eine	

Expression	von	aktivierter	Dcp-1	als	Marker	für	Apoptose	(Abbildung	28	A,	A’	und	C).	

Nach	 Ubx	 Depletion	 mittels	 UAS-Ubx	 RNAi	 sind	 in	 T3	 bis	 A7	 74	 %	 (n=168)	 der	

Hemisegmente	 negativ	 für	 aktivierte	 Dcp-1.	 Das	 heißt,	 das	 GW-Neuron	 überlebt	

vermehrt	nach	Reduktion	von	Ubx	(Abbildung	28	B,	B’,	C).	Diese	Daten	decken	sich	mit	

bereits	 beschriebenen	 Daten	 für	 verschiedene	Ubx-Allele	 (Geyer	 et	 al.,	 2015;	 Rogulja-

Ortmann	et	al.,	2008).	

	

 
Abbildung	28:	Depletion	von	Ubx	im	GW-Neuron	verhindert	dessen	programmierten	Zelltod.		
(A-B’)	Gezeigt	sind	 flach	präparierte	ZNS	von	Embryonen	 im	späten	Stadium	16.	Anterior	 ist	oben.	Die	weiße	Linie	
markiert	die	ventrale	Mittellinie.	Die	entsprechenden	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	gezeigt.	Gefärbt	wurde	mit	
anti-GFP	(Marker	für	den	NB7-3	Zellverband,	grün),	anti-aktivierte	Dcp-1	(Marker	für	Apoptose,	magenta)	und	anti-
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Hb	(Marker	für	EW1	und	GW-Neuron,	blau).	Unter	wildtypischen	Bedingungen	ist	das	GW-Neuron	in	T2	negativ	für	
aktivierte	Dcp-1	(A).	In	T3	bis	A7	ist	es	hingegen	positiv	für	aktivierte	Dcp-1	oder	durch	Apoptose	entfernt	(A’).	(B-B’)	
Nach	 Reduktion	 des	 Ubx-Spiegels	 ist	 nur	 eine	 verminderte	 Rate	 an	 aktivierte	 Dcp-1	 positiven	 GW-Neuronen	
detektierbar	und	das	T3-GW	ist	 frei	von	aktivierte	Dcp-1-Signal	 (B’).	 (C)	Quantifizierung	der	Effekte	der	Reduktion	
von	Ubx	im	Hinblick	auf	die	Ubx	vermittelte	GW-Apoptose.	Die	Reduktion	von	Ubx	mit	Hilfe	von	RNAi	führt	zu	einer	
signifikant	erhöhten	Rate	an	aktivierte	Dcp-1-negativen	GW-Neuronen	in	T3	bis	A7.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	
dem	 Chi-Quadrat	 Test	 auf	 ihre	 statistische	 Unabhängigkeit	 geprüft.	 ***	 p	 ≤	 0.005.	 Mit	 n	 ist	 die	 Anzahl	 der	
ausgewerteten	 Hemisegmente	 angegeben:	 eg-Gal4,	 UAS	 CD4::tdGFP	 >	UAS-nlacZ:	 n=144,	 eg-Gal4,	 UAS-CD4::tdGFP	 >	
UAS-Ubx	RNAi:	n=168.	
 
 
Als	 nächstes	 wurde	 der	 Einfluss	 des	 Überlebens	 auf	 das	 Auswachsen	 des	 GW-Axons	

untersucht.	Als	Vergleich	zum	ektopischen	Überleben	des	GW-Neurons	nach	Depletion	

von	 Ubx	 wurde	 der	 Caspase-Inhibitor	 des	 Baculovirus	 p35	 verwendet	 (Zhou	 et	 al.,	

1997).	 Unter	 Kontrollbedingungen	 lässt	 sich	 in	 abdominalen	 Segmenten	maximal	 ein	

Axon	pro	Hemisegment	beobachten	 (Abbildung	 29	 A).	Dieses	Axon	kann	dem	NB2-4	

MN	 zugeordnet	 werden	 (Rogulja-Ortmann	 et	 al.,	 2008;	 Schmidt	 et	 al.,	 1997).	 Nach	

ektopischem	 Überleben	 des	 GW-Neurons	 sowohl	 durch	 UAS-Ubx	 RNAi	 oder	 UAS-p35	

konnten	vermehrt	zwei	Axone	pro	Hemisegment	beobachtet	werden,	wobei	eines	davon	

dem	 überlebenden	 GW-Neuron	 zugeordnet	 werden	 konnte	 (Abbildung	 29	 B	 und	 C,	

weiße	Pfeilköpfe).	Die	Quantifizierung	dieser	Prozesse	ergab	für	die	Kontrolle	lediglich	

3,6	%	 (n=140)	 an	 GW-Axonen,	 welche	 das	 ZNS	 in	 abdominalen	 Segmenten	 verließen	

(Abbildung	 29	 D).	Nach	Depletion	von	Ubx	 zeigten	34,6	%	 (n=130)	der	abdominalen	

Hemisegmente	 ein	 zusätzliches	Axon.	 Diese	 Zahlen	 unterschieden	 sich	 signifikant	 von	

der	 Kontrolle.	 Nach	 Inhibition	 der	 Apoptose	 mit	 UAS-p35	 zeigten	 32,7	 %	 der	

abdominalen	 Hemisegmente	 ein	 zusätzliches	 Axon.	 Auch	 dieser	 Datensatz	 war	

signifikant	unterschiedlich	zur	Kontrolle.	Die	Datensätze	der	Ubx-Depletion	im	Vergleich	

zur	 Inhibition	 der	 Apoptose	 waren	 hingegen	 nicht	 signifikant	 unterschiedlich	

(Abbildung	 29	 D).	 Dass	 es	 nach	 Depletion	 von	 Ubx	 innerhalb	 des	 NB7-3	

Zellstammbaums	zu	einer	Reduktion	von	Ubx	kam,	wurde	durch	Färbung	mit	anti-Ubx	

verifiziert	(Abbildung	29	E).	

Zur	 Charakterisierung	 der	 ektopisch	 überlebenden	 GW-Neurone	 wurden	 die	 pMad	

Spiegel	untersucht.	Hierfür	wurde	nach	Depletion	von	Ubx	mit	eg-Gal4	späte	Embryonen	

mit	anti-pMad	gefärbt.	Es	war	ein	deutliches	Axon	zu	erkennen,	welches	sich	an	seinem	

Ende	 gabelte	 (Abbildung	 29	 F,	 vergleiche	 auch	 mit	 Abbildung	 23	 C’).	 Trotz	 dieses	

deutlichen	Axons	waren	innerhalb	der	GW-Neurone	nur	sehr	schwache	pMad-Spiegel	zu	

detektieren,	welche	deutlich	unter	dem	der	umliegenden	pMad	positiven	Motoneurone	

lagen	 (Abbildung	 29	 F’).	 Dies	 deutet	 darauf	 hin,	 dass	 das	 ektopische	 Überleben,	

verbunden	mit	dem	Auswachsen	des	Axons	in	die	Peripherie	nicht	dazu	führt,	dass	das	



  ERGEBNISSE	

   106	
  

Neuron	 dort	 einen	 Muskel	 innerviert.	 Auch	 wird	 anscheinend	 kein	 abnormales	 Ziel	

gesucht.		

	

 
Abbildung	29:	Die	Reduktion	von	Ubx	 im	GW-Neuron	 führt	 zu	einer	Erhaltung	des	Axons,	 jedoch	 zu	keiner	
Erhöhung	der	pMAD-Level.		
(A-C)	 Gezeigt	 sind	 abdominale	 Ausschnitte	 flach	 präparierter	 Embryonen	 im	 frühen	 Stadium	 17.	 Die	 weiße	 Linie	
markiert	die	ventrale	Mittellinie.	Die	entsprechenden	Genotypen	sind	über	jeder	Bildspalte	gezeigt.	Anterior	ist	oben.	
Gefärbt	wurde	mit	anti-GFP	(Marker	für	den	NB7-3	Zellverband,	grün).	Unter	Kontrollbedingungen	sind	die	Axone	des	
NB2-4	Neurons	 zu	erkennen	und	keine	Axone	des	GW-Neurons	 (A).	Nach	Reduktion	von	Ubx	 durch	UAS-Ubx	RNAi	
oder	 Expression	 eines	 UAS-p35	 Konstrukts	 (ein	 Inhibitor	 der	 Caspase-vermittelten	 Apoptose)	 mit	 eg-Gal4	 sind	
vermehrt	 zwei	 Projektionen	 pro	 Hemisegment	 zu	 beobachten,	 wovon	 eine	 durch	 das	 überlebende	 GW-Neuron	
generiert	wird	(weiße	Pfeilköpfe	in	(B)	und	(C)).	(D)	Quantifizierung	der	Überschreitung	der	ZNS-Grenze	durch	das	
GW-Axon.	 Ausgewertet	 wurden	 die	 Segmente	 A1	 bis	 A7.	 Die	 RNAi	 vermittelte	 Reduktion	 von	 Ubx	 führt	 zu	 einer	
signifikant	erhöhten	Rate	an	GW-Axonen	in	A1	bis	A7,	welche	die	ZNS	Grenze	überschreiten.	Eine	vergleichbare	Rate	
ist	nach	Blockierung	des	Zelltodes	durch	Expression	von	UAS	p35	 zu	beobachten.	Kategorisierte	Daten	wurden	mit	
dem	Chi-Quadrat	Test	auf	 ihre	statistische	Unabhängigkeit	geprüft.	***	p	≤	0.005,	n.s.,	nicht	signifikant.	Mit	n	 ist	die	
Anzahl	 der	 ausgewerteten	 Hemisegmente	 angegeben:	 eg-Gal4,	 UAS-CD4::tdGFP	 >	 UAS	 dsRed:	 n=140,	 eg-Gal4,	 UAS-
CD4::tdGFP	>	UAS-Ubx	RNAi:	n=130,	eg-Gal4,	UAS-CD4::tdGFP	>	UAS-p35:	n=146.	(E)	Kontrollfärbung	zur	Bestätigung	
reduzierter	 Ubx-Level	 nach	 Expression	 von	 UAS-Ubx	 RNAi.	 Gezeigt	 sind	 exemplarische	 NB7-3	 Zellcluster	 in	
abdominalen	Segmenten.	Die	Ubx	Spiegel	 innerhalb	der	GFP-positiven	Zellen	 sind	deutlich	 reduziert.	 (F-F’)	Gezeigt	
sind	abdominale	Ausschnitte	flach	präparierter	Embryonen	im	frühen	Stadium	17	nach	Reduktion	von	Ubx	mit	UAS-
Ubx	 RNAi.	 Anterior	 ist	 oben.	 Gefärbt	 wurde	 mit	 anti-GFP	 (grün),	 anti-pMad	 (magenta)	 und	 anti-Hb	 (blau).	 Nach	
Überleben	 des	 GW-Neurons	 sind	 keine	 hohen	 pMad-Spiegel	 in	 dieser	 ektopischen	 Zelle	 detektierbar,	 was	 darauf	
hindeutet,	dass	kein	Kontakt	mit	einem	Muskel	erfolgt	ist.		



  ERGEBNISSE	

   107	
  

3.3.4	Zusammenfassung	
 
In	 diesem	Kapitel	wurde	 die	 Rolle	 von	Ubx	 auf	 den	 programmierten	 Zelltod	 des	 GW-

Neurons	 untersucht.	 Mit	 Hilfe	 von	 Flybow	 konnten	 GW-Neurone	 in	 T1	 und	 T2	 auf	

Einzelzellebene	markiert	und	ihre	Axone	verfolgt	werden.	Es	konnte	sowohl	im	Embryo	

als	 auch	 in	 der	 Larve	 kein	 klares	 Ziel	 dieser	 Projektion	 identifiziert	 werden.	

Anschließende	Markeranalysen	zeigten,	dass	es	sich	bei	dem	GW-Neuron	weder	um	eine	

neuro-peptiderge	 Zelle,	 noch	 um	 ein	 funktionales	 Motoneuron	 handelt.	 Auch	 ein	

ektopisches	 Überleben	 in	 abdominalen	 Segmenten	 nach	 Depletion	 von	Ubx	 führte	 zu	

keiner	Expression	motoneuronaler	Marker,	obwohl	ein	Axon	in	die	Peripherie	gesendet	

wurde.	
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4	Diskussion	
 

4.1	Protein-Interaktionen	als	eine	Möglichkeit	Hox-Funktionen	zu	
spezifizieren		
	
Hox-Proteine	 stellen	 eine	 evolutionär	 hoch	 konservierte	 Gruppe	 an	

Transkriptionsfaktoren	 dar,	 die	 diverse	 Entwicklungsprogramme	 koordinieren	

(Pearson	 et	 al.,	 2005).	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurde	 die	 Frage	 untersucht,	 auf	

welche	 Weise	 der	 Transkriptionsfaktor	 Ubx	 in	 der	 Lage	 ist,	 in	 unterschiedlichen	

Zelltypen	spezifische	Entwicklungsschicksale	zu	vermitteln.	Beispielsweise	wird	Ubx	 in	

allen	Nachkommenzellen	des	NB7-3	(EW1-3	Interneurone	und	GW-Neuron)	in	T3	bis	A7	

exprimiert.	 Jedoch	 wird	 nur	 das	 GW-Neuron	 durch	 Ubx	 mittels	 Apoptose	 entfernt	

(Rogulja-Ortmann	et	 al.,	 2008).	Dieses	Beispiel	 zeigt,	wie	 zellspezifisch	Ubx	 agiert.	Die	

Zellspezifität	 stellt	 einen	 entscheidenden	 Aspekt	 der	 Funktionsweise	 von	 Hox-Genen	

dar.	Bisher	konnte	 jedoch	noch	nicht	hinreichend	geklärt	werden,	wie	diese	 Spezifität	

vermittelt	 wird	 und	 innerhalb	 der	 verschiedenen	 Entwicklungskontexte	 reguliert	 ist.	

Einen	auffallenden	Aspekt	hierbei	stellt	die	Beobachtung	dar,	dass	in	vitro	Hox-Proteine	

mit	 ihrer	 Homeodomäne	 nur	 relativ	 unspezifisch	 AT-reiche	 DNA-Sequenzen	 binden	

(Slattery	et	al.,	2011a).	Dies	steht	im	starken	Kontrast	zu	ihrer	Aktionsweise	 in	vivo,	 in	

welcher	sie	sehr	gezielt	Gene	regulieren	können	(Hox	Paradox)	(Merabet	and	Lohmann,	

2015;	Pradel	and	White,	1998).	Eine	Möglichkeit	der	Regulation	stellen	zellspezifische	

Hilfsfaktoren	dar,	mit	denen	Hox-Proteine	 interagieren	können	und	somit	 zeitlich	und	

räumlich	reguliert	werden	(Merabet	and	Lohmann,	2015;	Slattery	et	al.,	2011b).	Diese	

Interkation	würde	zellspezifische	Antworten	generieren	und	könnte	die	hohe	Diversität	

erklären	(Sánchez-Herrero,	2013).	Trotz	des	Bedarfs	an	 Informationen	konnten	bisher	

lediglich	 Hth	 und	 Exd	 als	 konkrete	 Hilfsfaktoren	 detaillierter	 charakterisiert	 werden	

(Chan	et	al.,	1994;	Jaw	et	al.,	2000;	Slattery	et	al.,	2011a),	welche	nicht	das	vollständige	

Spektrum	der	in	vivo	beobachteten	Hox-Wirkweise	erklären	können.		

Im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 wurden	 mittels	 eines	 Modifier-Screens	 18	 potentielle	

neuronale	Interaktionspartner	von	Ubx	 in	vivo	 identifiziert	(Tabelle	23)	und	von	zehn	

die	 gewebsspezifische	Expression	 untersucht	 (Abbildung	 6).	Hierbei	 zeigte	 sich,	 dass	

ein	 überwiegender	 Anteil	 der	 Kandidaten	 eine	 Expression	 innerhalb	 des	 sich	

entwickelnden	Nervensystems	aufwies.	Darauf	aufbauend	konnten	Dbr,	A2bp1	und	Arm	
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als	 Interaktionspartner	 von	Ubx	 in	 lebenden	Zellen	 verifiziert	werden	 (Abbildung	 7).	

Alle	 Kandidaten	 erzeugten	 BiFC-Signale	 in	 Verbindung	mit	 den	 Ubx	 Isoformen	 UbxIa,	

UbxIIa	und	UbxIVa.	Mit	der	Exd-Interaktionsmutante	UbxUbdA	hingegen	wurden	lediglich	

stark	 reduzierte	 Fluoreszenzsignale	beobachtet.	Dies	 zeigt,	 dass	 es	 sich	bei	 der	UbdA-

Domäne	möglicherweise	um	eine	zentrale	Interaktionsdomäne	von	Ubx	handelt,	welche	

neben	der	Interaktion	von	Ubx	mit	Exd	(Baëza	et	al.,	2015;	Merabet	et	al.,	2007)	auch	für	

andere	Hilfsfaktoren	 relevant	 ist	 (diese	Arbeit).	Die	 hier	 erzeugten	Plasmide	 erlauben	

eine	einfache	Generierung	von	 transgenen	Fliegen.	Für	nachfolgende	Studien	wäre	die	

Analyse	 der	 in	 der	 Zellkultur	 beobachteten	 Interaktionen	 in	 einem	 Organismus	 von	

Bedeutung.	 So	 könnten	 gewebsspezifische	 Unterschiede	 in	 der	 Interaktionsfähigkeit	

untersucht	werden	(Baëza	et	al.,	2015;	Hudry	et	al.,	2011).	Die	hier	gezeigten	Ergebnisse	

deuten	darauf	hin,	dass	neben	den	bekannten	 Interaktionen	von	Ubx	mit	Hth	und	Exd	

eine	große	Zahl	an	neuen	Interaktionspartnern	zu	erwarten	ist.	Weiterhin	wurden	neue	

Ansatzpunkte	 für	 zukünftige	 Studien	 geliefert	 und	 eine	 in	 vivo	 Zellkulturmethode	

etabliert,	mit	welcher	neue	Protein-Interaktionspartner	identifiziert	werden	können.		

 

 

4.2	Ubx	hat	eine	duale	Rolle	während	der	Entwicklung	des	ventralen	
neuromuskulären	Systems	

	
Um	den	Einfluss	von	Ubx	auf	die	Differenzierung	von	Neuronen	zu	verstehen,	wurde	die	

Rolle	von	Ubx	während	der	Etablierung	neuromuskulärer	Kontakte	untersucht.	Ubx	 ist	

in	somatischen	Muskeln,	sowie	den	innervierenden	Motoneuronen	aktiv	(Abbildung	9	

(Hooper,	1986;	Michelson,	1994;	White	and	Wilcox,	1985)).	Innerhalb	des	VL2	reguliert	

Ubx	 die	 Expression	 des	 Signalliganden	 Wnt4,	 welcher	 unter	 physiologischen	

Bedingungen	sekretiert	und	von	den	RP-Neuronen	detektiert	wird,	sowie	Dsulf1,	einem	

möglichen	Modulator	(Abbildung	18).	Bei	Dsulf1	handelt	es	sich	um	eine	Sulfatase,	für	

welche	bereits	ein	Zusammenhang	mit	der	Sekretion	und	der	Diffusion	von	Wnts	gezeigt	

werden	konnte.	Hierbei	hat	Dsulf1	sowohl	Einflüsse	auf	kanonische,	als	auch	auf	nicht	

kanonische	 Signalwege	 (Ai	 et	 al.,	 2003;	 Dhoot	 et	 al.,	 2001;	 Fellgett	 et	 al.,	 2015;	

Kleinschmit	et	al.,	2010;	Tran	et	al.,	2012).	Auch	 innerhalb	von	VL3/4	kontrolliert	Ubx	

die	Expression	eines	Signalliganden.	Hierbei	handelt	es	sich	um	NetB	(Abbildung	18),	

welches	 auf	 das	 RP3	 eine	 attraktive	 Wirkung	 ausübt	 (Mitchell	 et	 al.,	 1996).	

Interessanterweise	 wurden	 die	 beschriebenen	 Faktoren	 bereits	 mit	 der	
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neuromuskulären	 Zielauswahl	 des	 RP5	 beziehungsweise	 des	 RP3	 während	 der	

Embryogenese	in	Verbindung	gebracht	(Inaki	et	al.,	2007;	Kolodkin,	1996;	Kolodziej	et	

al.,	1996;	Winberg	et	al.,	1998).	

Wnt4,	 Dsulf1	 und	 netB	 werden	 während	 des	 späten	 Embryonalstadiums	 14	 zu	 dem	

Zeitpunkt	 exprimiert,	 an	welchem	die	Wachstumskegel	 der	Neurone	 die	Muskelfelder	

erreichen	 und	 beginnen,	 nach	 ihrem	 Zielmuskel	 zu	 suchen	 (Abbildung	 9	 A-B’’’).	 Im	

Stadium	15	schließlich	nehmen	sie	erste,	instabile	Kontakte	mit	den	Muskeln	auf,	welche	

ab	dem	Stadium	16	sukzessive	differenzieren	und	schließlich	einen	funktionale	NMV	am	

Ende	 der	 Embryogenese	 bilden	 (Prokop,	 1999).	 Die	 beschriebene	 Ubx-vermittelte	

Regulation	dieser	Faktoren	 innerhalb	der	Muskeln	würde	bereits	die	 in	Ubx-Mutanten	

beobachteten	Defekte	erklären	können	(Abbildung	10).	Interessanterweise	war	jedoch	

die	muskelspezifische	Ubx-Expression	nicht	ausreichend,	die	 Innervationsrate	von	VL1	

in	Ubx1-Mutanten	zu	retten,	obwohl	die	Expression	von	Wnt4	wiederhergestellt	werden	

konnte	 (24B-Gal4	und	Mef3-Gal4,	Abbildung	20	 und	 Abbildung	 21).	Dies	deutet	 auf	

eine	duale	Rolle	von	Ubx	in	Muskeln	und	Neuronen	hin.		

Eine	 Studie	 von	 Dixit	 und	 Kollegen	 untersuchte	 den	 Einfluss	 von	Hox-Genen	 auf	 die	

peristaltischen	Bewegungen	 (Dixit	 et	 al.,	 2008).	 Bereits	 hier	 zeigten	die	Autoren,	 dass	

die	ubiquitäre	Expression	von	Ubx	 ausreichend	 ist,	peristaltische	Bewegungsmuster	 in	

thorakalen	Segmenten	zu	induzieren,	welche	diese	Art	der	Bewegungen	normalerweise	

nicht	aufweisen.	Wurde	die	Expression	hingegen	nur	in	Muskeln	induziert,	waren	diese	

peristaltischen	 Bewegungen	 nicht	 erkennbar.	 Dies	 deutet	 ebenfalls	 auf	 einen	

zusätzlichen	Einfluss	von	Ubx	innerhalb	des	ZNS	hin	(Dixit	et	al.,	2008).	Die	neuronalen	

Effekte	 umfassen	 vermutlich	 die	 Kontrolle	 der	 korrekten	 Synapsenbildung,	 wie	 sie	 in	

der	 vorliegenden	 Arbeit	 untersucht	 wurde,	 sowie	 wahrscheinlich	 weitere	 neuronale	

Schaltkreise	 (Mustergeneratoren),	 die	 auf	 komplexe	 und	 bisher	 nicht	 vollständig	

geklärte	Art	und	Weise	mit	den	Motoneuronen	interagieren	(Fushiki	et	al.,	2016;	Kiehn	

and	 Kullander,	 2004;	 Kiehn	 et	 al.,	 2010).	 Eine	 interessante	 Frage	 wäre,	 wie	 sich	 die	

axonale	 Fehlleitung	 auf	 die	 Kontraktionsfähigkeit	 der	 Muskeln	 auswirkt.	 Dixit	 und	

Kollegen	 demonstrierten	 in	 diesem	 Zusammenhang,	 dass	 Ubx1-Mutanten	 keine	

peristaltischen	 Bewegungen	 in	 A1	 zeigen	 (Dixit	 et	 al.,	 2008).	 Es	wäre	 daher	 zunächst	

wichtig	zu	untersuchen,	wie	sich	der	in	der	vorliegenden	Arbeit	beschriebene	Phänotyp	

in	 larvalen	Stadien	auf	die	Kontraktionsfähigkeit	der	VL-Muskeln	auswirkt	und	ob	sich	

Änderungen	des	Bewegungsmusters	in	A2-A7	feststellen	lassen.		
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Die	Daten	legen	deutlich	eine	kombinierte	Rolle	von	Ubx	in	den	signalgebenden	Muskeln	

und	 den	 signalempfangenden	 Motoneuronen	 nahe.	 Rettungsexperimente	 von	 Ubx-

Mutanten	 nach	 Expression	 von	Ubx	 sowohl	 in	Neuronen,	 als	 auch	 in	Muskeln	 (Act5C-

Gal4)	waren	dementsprechend	in	der	Lage,	die	Innervationsrate	des	VL1	im	Vergleich	zu	

Ubx-Mutanten	 signifikant	 zu	 verbessern	 (Abbildung	 20).	 Dass	 die	 Rettungsrate	 nicht	

noch	besser	ausfiel,	ist	mit	großer	Wahrscheinlichkeit	auf	die	benötigte	exakte	zeitliche	

und	räumliche	Expressionsregulation	von	Ubx	zurückzuführen,	welche	mit	den	aktuell	

möglichen	 Experimentalansätzen	 nicht	 präzise	 genug	 rekapituliert	 werden	 konnte	

(Abbildung	22).		

	

	

4.3	Wie	steuert	Wnt4	die	Synaptogenese?		
	
Morphogene	 haben	 unabhängig	 von	 ihrer	 Rolle	 als	 Zellschicksalsdeterminanten	 auch	

Funktionen	 während	 der	 neuronalen	 Differenzierung	 (Marqués,	 2005;	 Schnorrer	 and	

Dickson,	 2004).	Beispielsweise	 vermitteln	die	Hedgehog-,	 TGF-β-	und	Wnt-Signalwege	

Morhogengradienten	in	diversen	Spezies	und	wurden	zusätzlich	im	Zusammenhang	mit	

verschiedenen	 axonalen	 Wegfindungs-	 und	 Synapsendifferenzierungsprozessen	

während	der	späteren	Entwicklung	in	Verbindung	gebracht	(Charron	et	al.,	2003;	Inaki	

et	al.,	2007;	Klassen	and	Shen,	2007;	Lyuksyutova,	2003;	Parker	et	al.,	2006;	Sato	et	al.,	

2006;	Serpe	and	O’Connor,	2006;	Strochlic	et	al.,	2012).	Im	nachfolgenden	soll	die	Rolle	

der	Wnts	 in	 der	 neuronalen	 Entwicklung	 genauer	 beschrieben	werden.	Während	 der	

Embryogenese	 übernehmen	 verschiedene	 Wnts	 spezifische	 Aufgaben	 während	 der	

Spezifizierung	 von	 Neuroblasten	 (Deshpande	 et	 al.,	 2001;	 Loureiro	 and	 Peifer,	 1998),	

der	 axonalen	 Wegfindung	 und	 der	 Synapsenbildung	 (Inaki	 et	 al.,	 2007;	 Klassen	 and	

Shen,	 2007;	Maro	 et	 al.,	 2009;	 Reynaud	 et	 al.,	 2015;	 Sato	 et	 al.,	 2006;	 Strochlic	 et	 al.,	

2012;	 Yoshikawa	 et	 al.,	 2003;	 Zheng	 et	 al.,	 2015).	 In	 späteren	 Entwicklungsphasen	

kontrollieren	Wnts	in	D.	melanogaster	Aspekte	der	Morphologie	und	Physiologie	an	der	

larvalen	NMV	(Kerr	et	al.,	2014;	Packard	et	al.,	2002)	und	besitzen	sogar	Einflüsse	auf	

die	Ausbildung	des	Langzeitgedächtnis	 (Chen	 et	 al.,	 2006;	Tan	 et	 al.,	 2013).	 Innerhalb	

dieser	 Arbeit	 wurde	 die	 Rolle	 von	 Wnt4	 während	 der	 embryonalen	 Entwicklung	

spezifischer	 neuromuskulärer	 Kontakte	 untersucht.	 In	 diesem	 Zusammenhang	 konnte	

Ubx	als	ein	Regulator	dieser	Prozesse	beschrieben	werden.	Auch	in	Vertebraten	steuert	
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Wnt4	die	Ausbildung	der	NMV	(Strochlic	et	al.,	2012).	Wnt4	wird	hierbei	in	den	Muskeln	

während	 der	 Bildung	 erster	 Kontakte	 zwischen	 Motoneuron	 und	 Muskel	 verstärkt	

exprimiert	und	im	Anschluss	schrittweise	herunter	reguliert	(Strochlic	et	al.,	2012),	was	

der	in	dieser	Arbeit	beobachteten	Wnt4-Regulation	in	den	VL	Muskeln	ähnelt.	In	diesem	

Zusammenhang	 wäre	 es	 aufschlussreich,	 ob	 auch	 in	 Vertebraten	 Wnt4	 unter	 Hox-

Kontrolle	steht.	

Ein	wichtiger	Aspekt	bei	der	Beschreibung	von	Wnt-Signalwegen	stellt	die	Analyse	der	

Downstream-Komponenten	 dar.	 Unterschiedliche	 Wnts	 können	 unterschiedliche	

Rezeptoren	 aktivieren,	 welche	 ihrerseits	 je	 nach	 Kontext	 verschiedene	

Signalweiterleitungsmoleküle	 rekrutieren.	Man	unterscheidet	hierbei	den	kanonischen	

Signalweg	 (verwendet	Arm	und	dTCF)	von	nicht	kanonischen	Signalwegen	 (Koles	and	

Budnik,	2012).	Die	nicht	kanonischen	Signalwege	können	sehr	divers	 sein,	wobei	eine	

erste	 Unterteilung	 nach	 den	 verwendeten	 Rezeptoren	 erfolgt.	 Sowohl	 der	 kanonische	

Signalweg,	als	auch	nicht	kanonische	Signalwege	greifen	auf	Rezeptoren	der	Fz-Familie	

zurück,	 verwenden	 jedoch	 unterschiedliche	 Downstream-Komponenten.	 Kanonische	

Signalwege	nutzen	Arm	als	Mediator	der	durch	TCF	regulierten	Transkription,	während	

nicht	kanonische	Signalwege	Arm-unabhängig	sind	und	keine	Transkriptionsregulation	

beinhalten	 (Koles	 and	 Budnik,	 2012).	 Weiterhin	 konnten	 weitere,	 atypische	 Wnt-

Rezeptoren	identifiziert	werden,	welche	als	Related	to	Tyrosine	Kinase	(Ryk)	bezeichnet	

werden	 und	 auch	 Arm-unabhängige	Downstream-Komponenten	 verwenden(Bovolenta	

et	 al.,	 2006;	 Koles	 and	 Budnik,	 2012).	 Inaki	 und	 Kollegen	 konnten	 zeigen,	 dass	

Mutationen	sowohl	des	Fz-2,	als	auch	eines	atypischen	Drl-2	Rezeptors	zu	Phänotypen	

während	der	Innervation	des	VL1	führen,	welche	mit	Wnt4-Mutanten	vergleichbar	sind	

(Inaki	et	al.,	2007).	Die	Tatsache,	dass	der	Drl-2	Rezeptor	an	diesem	Prozess	beteiligt	ist,	

ist	 etwas	 überraschend,	 das	 dieser	 Rezeptor	 vor	 allem	 für	 seine	 Interaktion	mit	 dem	

nicht-kanonischen	Wnt5	 in	Verbindung	gebracht	wurde	(Davis	et	al.,	2008;	Harris	and	

Beckendorf,	 2007;	 Reynaud	 et	 al.,	 2015;	 Yoshikawa	 et	 al.,	 2003).	 Während	 der	

Entwicklung	der	Retina	von	D.	melanogaster	wurde	gezeigt,	 dass	Wnt4	atypisch	unter	

Nutzung	 des	 Fz-2	 Rezeptors	 und	 weitgehend	 unabhängig	 von	 Arm	 und	 dTCF	 für	 die	

Leitung	 ventraler	 Axone	 entlang	 der	 D/V	 Achse	 verantwortlich	 ist	 (Sato	 et	 al.,	 2006).	

Weitere	 Studien	 beschreiben	 hingegen	 eine	 kanonische	 Signalweiterleitung	 nach	

Stimulation	mit	Wnt4	 (Hamada-Kawaguchi	et	al.,	2014;	Harris	and	Beckendorf,	2007).	

Die	 in	 dieser	 Arbeit	 dargelegten	 Daten	 legen	 einen	 durch	 kanonische	 Aktivierung	



  DISKUSSION	

   113	
  

vermittelten	Einfluss	während	der	Bildung	der	VL1	NMV	nahe,	welche	die	Komponenten	

GSK-3,	Arm	und	dTCF	umfasst	(Abbildung	13,	14,	16	und	17).		

Die	 kanonische	 Aktivierung	 von	 Wnt-Komponenten	 während	 der	 Neurogenese	 ist	

vergleichsweise	 wenig	 untersucht.	 Es	 konnten	 jedoch	 einige	 Beispiele	 beschrieben	

werden.	In	dem	Nematoden	C.	elegans	wurde	eine	Rolle	von	Bar-1/β-Catenin	(dem	Wnt-

Signal	 weiterleitenden	 Homolog	 von	 Arm	 in	 C.	 elegans)	 während	 der	 axonalen	

Wegfindung	 und	 Synapsenbildung	 von	 Motoneuronen	 gezeigt,	 welche	 auch	 die	

kanonischen	Komponenten	Dishevelled	(Dsh),	GSK-3,	Axin	und	TCF	beinhaltete	(Maro	et	

al.,	 2009;	 Zheng	 et	 al.,	 2015).	 In	D.	melanogaster	 wurde	 eine	 Rolle	 von	Wg	 und	 Arm	

innerhalb	der	Pilzkörper	während	der	Langzeitgedächtnisbildung	beschrieben	 (Tan	et	

al.,	 2013).	 Außerdem	wurde	 eine	 Rolle	 von	 kanonischer	 Signalweiterleitung	während	

der	Langzeitpotenzierung	und	Gedächtnisbildung	in	Vertebraten	beobachtet	(Chen	et	al.,	

2006;	Oliva	et	al.,	2013).		

Es	 bleibt	 offen,	 wie	 genau	 Wnt4	 die	 Bildung	 und	 Morphologie	 der	 VL1/VL2	 NMV	

reguliert.	Wahrscheinlich	vermittelt	Wnt4	unterschiedliche	Einflüsse	durch	die	Nutzung	

verschiedener	Rezeptoren	(beispielsweise	Fz-2	und	Drl-2),	was	zu	einer	Aktivierung	der	

kanonischen	und	nicht-kanonischen	Signalweiterleitung	führen	könnte.	Möglicherweise	

entscheidet	der	Zellkontext	darüber,	 ob	kanonische	oder	nicht-kanonische	 Signalwege	

aktiviert	werden.	 Es	 ist	 auch	 vorstellbar,	 dass	 parallel	 zu	Wnt4	weitere	Mechanismen	

wirken	und	dass	 sich	diese	gegenseitig	beeinflussen.	Auch	während	der	Migration	der	

Speicheldrüse	konnte	 ein	paralleles	 agieren	 von	Wnt4	 (kanonisch	mit	 Fz	und	Fz-2	 als	

Rezeptoren)	und	Wnt5	(atypisch	mit	Drl	als	Rezeptor)	beobachtet	werden,	die	distinkte	

Aspekte	der	Wegfindung	steuerten	(Harris	and	Beckendorf,	2007).	Dabei	werden	frühe	

Aspekte	der	Wegfindung	durch	kanonische	Komponenten	wie	Wnt4,	Fz,	Fz-2	und	dTCF	

reguliert.	 Während	 der	 späten	 Phase	 reagieren	 die	 wandernden	 Speicheldrüsen	 auf	

Wnt5	über	den	Drl-Rezeptor.	Die	Expression	von	drl	ist	dabei	abhängig	von	der	Aktivität	

des	Hox-Gens	 Scr	 (Harris	 and	 Beckendorf,	 2007).	Weiterhin	 reagieren	 Speicheldrüsen	

während	ihrer	Wanderung	auf	Netrine	und	Slits,	beides	Faktoren	die	auch	während	der	

axonalen	Wegfindung	von	entscheidender	Bedeutung	sind	(Kolesnikov	and	Beckendorf,	

2005).	 Künftige	 Untersuchungen	 sollten	 klären,	 wie	 genau	 Wnt4	 seine	 Rezeptoren	

bindet	 und	 ob	 auch	Wnt5	 über	 den	 Drl-2	 Rezeptor	 an	 er	 Bildung	 der	 VL1/VL2	 NMV	

Bildung	beteiligt	 ist.	 Im	Hippocampus	der	Vertebraten	konnte	bereits	 gezeigt	werden,	

dass	kanonische	und	nicht-kanonische	Wnts	aktiv	sind	und	pro-	beziehungsweise	anti-

synaptogene	 Einflüsse	 ausüben	 (Davis	 et	 al.,	 2008).	 Im	 Vertebratensystem	 werden	
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dementsprechend	 die	 gleichen	 Mechanismen	 benötigt,	 die	 auch	 in	 den	 RP-Neuronen	

während	NMV-Entwicklung	relevant	sind.		

	

	

4.4	Transkriptionelle	Einflüsse	während	der	axonalen	Wegfindung	und	der	
Synaptogenese	

	
Die	 axonale	 Wegfindung	 ist	 ein	 Prozess,	 welcher	 an	 dem	 sich	 fortbewegenden	

Wachstumskegel	 gesteuert	 wird	 und	 damit	 teils	 weit	 entfernt	 vom	 Nukleus	 reguliert	

werden	 muss.	 Hierbei	 konnten	 bedeutende,	 durch	 Transkriptionsfaktoren	 gesteuerte	

Einflüsse	 auf	 diesen	 Prozess	 demonstriert	 werden	 (Santiago	 and	 Bashaw,	 2014).	 So	

spielt	der	Homeodomänen-Transkriptionsfaktor	Even-skipped	(Eve)	eine	Rolle	während	

der	Spezifizierung	der	dorsal	projizierenden	Motoneurone	aCC	und	RP2.	Eve	kontrolliert	

hierbei	die	Transkription	der	Zelladhäsionsproteine	Fas2	und	Neuroglian	 (Nrg),	 sowie	

die	 des	 repulsiven	Netrin	Rezeptors	Unc-5	und	des	 Sidestep	 (Side)	Rezeptors	Beaten-

path	Ia	(BeatIa)	(Zarin	et	al.,	2014).	Während	dieses	Prozesses	kollaboriert	Eve	mit	den	

Transkriptionsfaktoren	 Zfh-1	 und	 Grain	 (Grn),	 was	 ein	 sehr	 feinjustiertes	

transkriptionelles	 Programm	 innerhalb	 der	 Motoneurone	 aufbaut	 (Zarin	 et	 al.,	 2012;	

Zarin	 et	 al.,	 2014).	Der	Homeodomänen	Transkriptionsfaktor	dHb9	 reguliert	 ebenfalls	

die	Expression	des	Slit-Rezeptors	Roundabout	(Robo),	was	 für	die	Wegfindung	ventral	

projizierender	RP-Neurone	wichtig	ist	(Santiago	et	al.,	2014).		

Die	beispielhaft	genannten	Transkriptionsfaktoren	üben	einen	direkten	Einfluss	auf	die	

Eigenschaften	von	Motoneuronen	und	ihre	Verbindungen	mit	spezifischen	Muskeln	aus.	

Dennoch	 beziehen	 sich	 diese	 Beispiele	 ausschließlich	 auf	 die	 Rolle	 der	

Transkriptionsfaktoren	 innerhalb	 von	Neuronen	 und	 vernachlässigen	mögliche	Rollen	

innerhalb	der	Muskeln.	Basierend	auf	den	hier	vorgestellten	Daten	konnte	 für	Ubx	 ein	

umfassenderes	Modell	entworfen	werden,	in	welchem	Ubx	die	Expression	von	Wnt4	und	

Dsulf1	 in	 VL2	 in	 den	 Segmenten	A2-A7	 reguliert.	Weiterhin	 kontrolliert	 es	NetrinB	 in	

VL3/4	 in	 diesen	 Segmenten	 (Abbildung	 30).	 Die	 Muskeln	 sekretieren	 Wnt4	 und	

NetrinB,	 wobei	 Wnt4	 möglicherweise	 durch	 Dsulf1	 modifiziert	 wird.	 Diese	 Signale	

werden	 von	 den	 RP-Neuronen	 wahrgenommen	 und	 führen	 zu	 einer	 Aktivierung	 von	

Arm	und	dTCF,	was	zur	Regulation	(Aktivierung	oder	Repression)	von	Zielgenen	führen	

könnte,	 die	 für	 die	 spezifische	 Synapsenbildung	 entscheidend	 sind.	 NetrinB	wird	 von	

VL3	 und	 VL4	 sekretiert	 und	 mittels	 des	 Fra-Rezeptors,	 welcher	 von	 RP3	 exprimiert	
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wird,	 wahrgenommen	 (Labrador	 et	 al.,	 2005).	 Die	 Beobachtung,	 dass	 Ubx	 diese	

Signalmoleküle	 innerhalb	 der	 Muskeln	 reguliert,	 entspricht	 den	 in	 der	 Literatur	

beschriebenen	Daten,	welche	im	Allgemeinen	zeigen,	dass	Ubx	die	Expression	wichtiger	

Gene	 verschiedener	 Signalprozesse	 reguliert	 (Agrawal	 et	 al.,	 2011;	 Slattery	 et	 al.,	

2011b).	 Für	Wnt4	 wurde	 im	 visceralen	Mesoderm	 bereits	 eine	 Regulation	 durch	Ubx	

gezeigt	(Graba	et	al.,	1995).	

Wnt4	hat	auf	RP5	eine	repulsive	Funktion	und	führt	zu	einer	Synapse	auf	VL1,	während	

NetB	eine	anziehende	Wirkung	auf	den	RP3	Wachstumskegel	hat	(Abbildung	30).	Die	

RNAi-Experimente	 legen	 nahe,	 dass	 diese	 Prozesse	 einen	 zweiten	 direkten	 oder	

indirekten	 Einfluss	 von	Ubx	 innerhalb	 der	 RP-Neurone	 beinhalten	 und	 dass	 diese	 im	

Falle	von	VL1	von	Arm	abhängig	sind	(Abbildung	17).	In	einer	kürzlich	veröffentlichen	

Studie	 von	Baëza	und	Kollegen	konnte	mittels	 der	BiFC	 gezeigt	werden,	 dass	Ubx	mit	

dTCF	 interagiert,	 während	 dies	 für	 den	 posterior	 exprimierten	 Hox-

Transkriptionsfaktor	AbdA	nicht	der	Fall	war	(Baëza	et	al.,	2015).	Dieser	Unterschied	in	

der	 Interaktionseigenschaft	 stellt	 eine	 Möglichkeit	 dar,	 die	 beobachteten	

phänotypischen	Unterschiede	 der	 VL1	 Innervation	 zwischen	Ubx-	 und	abdA-Mutanten	

zu	 erklären.	 Da	 für	 Ubx	 und	 Arm	 bereits	 eine	 direkte,	 sowie	 genetische	 Interaktion	

gezeigt	 wurde	 (diese	 Arbeit	 und	 (Bondos	 et	 al.,	 2006;	 Hsiao	 et	 al.,	 2014))	 ist	 es	

naheliegend,	einen	von	Wnt4	 induzierten	Komplex	bestehend	aus	Ubx,	Arm	und	dTCF	

anzunehmen.	 Es	 könnte	 aber	 auch	 sein,	 dass	 Ubx	 parallel	 zum	 Wnt4-Signalweg	 in	

Motoneuronen	 aktiv	 ist	 (Abbildung	 30).	 Zum	 Beispiel	 könnte	 Ubx	 Faktoren	

kontrollieren,	 die	 für	 die	 Wahrnehmung	 und/oder	 Prozessierung	 des	 Wnt4-Signals	

nötig	sind.	Für	Ubx	wurde	bereits	gezeigt,	dass	es	vornehmlich	Zielgene	reguliert,	die	als	

Transkriptionsfaktoren	und	Signalmoleküle	kategorisiert	werden	können.	Dabei	bindet	

Ubx	insbesondere	Zielgene	für	die	Regulation	der	Wnt-Signalweiterleitung	(Agrawal	et	

al.,	 2011).	 So	 konnte	 beispielsweise	 in	 der	 Halterenimaginalscheibe	 eine	 Bindung	 des	

Fz-2	Lokus	durch	Ubx	und	Hth	demonstriert	werden,	was	die	Vermutung	zulässt,	dass	

Ubx	an	einer	Regulation	auf	Rezeptorebene	teilnehmen	könnte	(Slattery	et	al.,	2011b).	

Andererseits	 wird	 Fz-2	 in	 den	 meisten,	 wenn	 nicht	 sogar	 allen	 Neuronen	 exprimiert	

(Inaki	 et	 al.,	 2007).	 Möglicherweise	 wirkt	 Ubx	 als	 Feinjustierung	 dieser	 Expression.	

Weitere	 Arbeiten	 in	 diese	 Richtung	 sollten	 klären,	 ob	 ein	 Komplex	 aus	 Ubx,	 Arm	 und	

dTCF	 in	 vitro	 und	 in	 vivo	 gebildet	 wird	 und	 welche	 Zielgene	 von	 dem	

Interaktionskomplex	reguliert	werden.		



  DISKUSSION	

   116	
  

Innerhalb	 von	 RP3	 wäre	 eine	 durch	 Ubx	 vermittelte	 Regulation	 des	 attraktiven	 Fra-

Rezeptors	 vorstellbar,	 während	 in	 den	 anderen	 RP-Neuronen	 eine	 Regulation	 des	

repulsiven	 Unc-5	 Rezeptors	 möglich	 wäre.	 Beide	 Gene	 werden	 in	 RP-Neuronen	

exprimiert,	wobei	Fra	spezifisch	in	RP3	in	späten	Stadien	exprimiert	wird	(Labrador	et	

al.,	 2005).	 Eine	 erste	 Analyse	 von	 Ubx	 in	 der	 modENCODE-Datenbank	

(www.modencode.org)	 zeigt	 Ubx-Bindestellen	 nahe	 des	 fra	 und	 unc-5	 Promotors.	 In	

Vertebraten	wurde	bereits	eine	von	Hox5	Paralogen	kontrollierte	Repression	des	unc-5b	

Gens	während	 der	Migration	 und	Konnektivität	 von	Neuronen	 der	 Brückenkerne	 (ein	

Bereich	 des	 Hinterhirns)	 gezeigt	 (Di	Meglio	 et	 al.,	 2013).	 Dementsprechend	 sollte	 die	

Analyse	von	 fra	 und	unc-5	 in	Abhängigkeit	von	Ubx	weitere	 spannende	Ergebnisse	 im	

Hinblick	auf	die	Differenzierung	der	RP-Neurone	 liefern.	Weiterhin	muss	 für	 jedes	RP-

Neuron	geklärt	werden,	ob	und	wenn	ja	wie	sie	das	Wnt4-	beziehungsweise	NetB-Signal	

wahrnehmen	und	wie	dies	zu	einer	Neuron-spezifischen	Interpretation	führt,	sodass	das	

Muskelziel	korrekt	innerviert	wird.		

	

	

 
Abbildung	30:	Schematische	Darstellung	der	Ubx	Aktivität	in	VL-Muskeln	und	RP-Neuronen.		
Dieses	 Schema	 fasst	 die	 genetischen	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 zusammen.	 Ubx	 besitzt	 eine	
duale	 Rolle	 während	 der	 Etablierung	 des	 spezifischen	 neuromuskulären	 Netzwerks,	 welches	 aus	 den	
ventro-lateralen	 Muskeln	 VL1-4	 und	 den	 sie	 innervierenden	 Neuronen	 (vornehmlich	 RP3	 und	 RP5)	
besteht.	 Dabei	 kontrolliert	 Ubx	 in	 Muskeln	 der	 abdominalen	 Segmenten	 A2	 bis	 A7	 die	 Expression	 der	
Wegfindungsfaktoren	Wnt4,	Dsulf1	 und	netB	 im	 späten	 Stadium	14.	Wnt4	 führt	 zu	 einer	Repulsion	 des	
RP5	 Wachstumskegels,	 was	 zu	 einer	 neuromuskulären	 Verbindung	 auf	 VL1	 führt.	 NetB	 liefert	 im	
Gegensatz	dazu	ein	attraktives	Signal	 für	RP3,	was	Kontakte	mit	VL3/4	zur	Folge	hat.	 Innerhalb	der	RP-
Neurone	 übernimmt	 Ubx	 weitere	 Rollen	 bei	 der	 Interpretation	 der	 Muskelsignale,	 wobei	 noch	 nicht	
geklärt	 ist,	 auf	 welche	 Art	 und	 Weise	 diese	 Regulation	 erfolgt.	 Innerhalb	 der	 Neurone	 reguliert	 Ubx	
vermutlich	Zielgene,	deren	Identität	noch	zu	klären	ist.	Innerhalb	des	RP5	kommt	diese	Regulation	durch	
eine	 Interaktion	von	Ubx	mit	Arm	und	dTCF	zustande,	könnte	aber	auch	parallel	ohne	 Interaktion	 statt	
finden		
	



  DISKUSSION	

   117	
  

4.5	Hox-vermittelte	Apoptose	während	der	Ausbildung	neuronaler	
Netzwerke	
	

Neben	ihrer	Rolle	bei	der	Diffrenzierung	von	Neuronen	prägen	Hox-Gene	das	neuronale	

Netzwerk	 durch	 die	 Regulation	 des	 programmierten	 Zelltods	 (Miguel-Aliaga,	 2004;	

Miguel-Aliaga	et	al.,	2008;	Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).	So	steuert	AbdB	beispielsweise	

die	Apoptose	einiger	Interneurone	des	NB3-3	(Birkholz	et	al.,	2013b).	Antp	kontrolliert	

das	Überleben	des	GW-Neuron,	während	Ubx	diesem	Prozess	entgegen	wirkt	und	damit	

den	Zelltod	vermittelt	(Rogulja-Ortmann	et	al.,	2008).		

Insbesondere	bei	der	Metamorphose	spielt	die	Apoptose	eine	entscheidende	Rolle.	Hier	

wurde	 kürzlich	 gezeigt,	 dass	 mit	 ihrem	 Beginn	 alle	 ventro-lateralen	 Muskeln	 und	

entsprechende	RP-Motoneurone	degenerieren,	außer	in	A1	und	A2,	in	welchen	VL1	und	

VL2	bis	kurz	nach	dem	Schlupf	der	Imago	überleben	(Banerjee	et	al.,	2016).	Sie	helfen	

dem	 Tier	 nach	 Abschluss	 der	 Metamorphose	 dabei,	 die	 Puppenhülle	 zu	 verlassen	

(Banerjee	 et	 al.,	 2016).	 Diese	Muskeln	 werden,	 wie	 bereits	 beschrieben,	 von	 den	 RP-

Neuronen	RP1,	4	und	5	innerviert	(Broihier	et	al.,	2002;	Inaki	et	al.,	2007;	Landgraf	et	al.,	

1997).	Dieses	segmentspezifische	Überleben	legt	einen	Hox-regulierten	Prozess	nahe.	Es	

könnten	in	Zukunft	Einblicke	gewonnen	werden,	wie	der	Einfluss	von	Ubx	auch	auf	die	

gesamte	 Entwicklungsphase	 wirkt.	 Möglicherweise	 hat	 Ubx	 während	 mehrerer	

Entwicklungsstadien	 einen	 Einfluss	 auf	 die	 neuromuskulären	 Netzwerke	 der	 RP-

Neurone.		

Während	die	RP-Neurone	in	ihrer	Funktion	detailliert	beschrieben	sind	(Banerjee	et	al.,	

2016;	 Broadie	 et	 al.,	 1993;	 Sink	 and	Whitington,	 1991),	 ist	 für	 das	 GW-Neuron	 noch	

offen,	 um	 welche	 Art	 von	 Neuron	 es	 sich	 handelt	 und	 was	 die	 biologische	 Relevanz	

seiner	 Apoptose	 in	 T3-A7	 ist.	 Wie	 die	 RNAi-Experimente	 (Abbildung	 28	 und	 29)	

zeigen,	handelt	es	sich	hierbei	um	eine	späten	Mechanismus	(diese	Arbeit	und	(Rogulja-

Ortmann	et	al.,	2008)).	Basierend	auf	dem	efferenten	Axon	wurde	angenommen,	dass	es	

sich	 um	 ein	 Motoneuron	 handelt	 (Rogulja-Ortmann	 et	 al.,	 2008;	 Schmid	 et	 al.,	 1999;	

Schmidt	 et	 al.,	 1997).	 Schmid	 und	 Kollegen	 postulierten,	 dass	 das	 GW-Neuron	 die	

Muskeln	VO4-VO6	 in	 T1	 und	T2	 innerviert	 (Schmid	 et	 al.,	 1999).	 Es	wurde	 allerdings	

nicht	berücksichtigt,	dass	A1	und	die	 thorakalen	Segmente	 in	dieser	Muskelgruppe	 im	

Vergleich	zu	abdominalen	Segmenten	Abweichungen	aufweisen.	So	ist	in	T1	keiner	der	

VO-Muskeln	und	in	T2	nur	VO2	vorhanden,	in	T3	nur	VO2	und	VO3	und	in	A1	nur	VO4	

und	VO5	 (Abbildung	 8	 (Bate,	 1993)).	 In	der	 vorliegenden	Arbeit	wurde	 ebenfalls	die	
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GW-Projektion	 in	 thorakalen	 Segmenten	 untersucht	 und	 hierbei	 keine	

Muskelinnervation	 festgestellt	 (Abbildung	23	und	 Abbildung	24).	Die	nachfolgenden	

Markeranalysen	 während	 der	 Embryogenese	 ließen	 weder	 eine	 Zuordnung	 als	

neuropeptiderges	Neuron	(Dimm	negativ,	Abbildung	26),	noch	als	Motoneuron	(pMad	

und	vGlut	negativ,	Abbildung	27)	zu.	Es	stellt	sich	also	weiterhin	die	Frage,	warum	das	

GW-Neuron	 segmentspezifisch	 in	 T1	 und	 T2	 überlebt.	 Eine	Möglichkeit	wäre,	 dass	 es	

sich	bei	 dem	GW-Neuron	um	ein	 spät	 differenzierendes	Motoneuron	handelt,	welches	

erst	 im	 adulten	 Tier	 eine	 Funktion	 ausübt.	 Es	 konnten	 bisher	 einige	wenige	Beispiele	

beschrieben	 werden,	 in	 denen	 bereits	 embryonal	 Neurone	 angelegt	 werden,	 die	

während	der	larvalen	Phase	in	einem	undifferenzierten	Zustand	verharren,	um	während	

der	Metamorphose	zu	differenzieren	(Consoulas	et	al.,	2002;	Lacin	and	Truman,	2016).	

In	der	kürzlich	publizierten	Arbeit	von	Lacin	und	Truman	wurde	ein	nur	für	den	NB2-3	

spezifisches	Gal4	Expressionsmuster	„immortalisiert“	(Awasaki	et	al.,	2014)	und	dieser	

Zellklon	 in	 verschiedenen	 Entwicklungsstadien	 verfolgt	 (Lacin	 and	 Truman,	 2016).	

Hierbei	zeigte	sich,	dass	einige	efferente	Neurone	während	der	Embryogenese	gebildet	

werden,	welche	vGlut	negativ	sind	und	Axone	in	die	peripheren	Nerven	entsenden,	wo	

sie	jedoch,	wie	im	Fall	des	GW-Neurons,	enden.	Im	adulten	Tier	konnten	diese	Neurone	

weiter	verfolgt	werden.	In	diesem	Stadium	waren	sie	vGlut	positiv	und	innervierten	die	

Beinmuskulatur	(Lacin	and	Truman,	2016).	Auch	konnte	ein	Einfluss	der	Hox-Gene	Ubx	

und	 abdA	 während	 der	 Entstehung	 dieser	 entwicklungsabhängig	 differenzierenden	

Motoneurone	beobachtet	werden.	 So	 reprimierten	die	beiden	Gene	die	Bildung	dieser	

NB-Zelllinie	 in	 A1-A8	 (Lacin	 and	 Truman,	 2016).	 Leider	 existiert	 nach	 aktuellem	

Kenntnisstand	keine	spezifische	NB7-3	Gal4	Linie.	Die	eg-Gal4	Linie	würde	nach	einer	

„Immortalisierung“	 hingegen	 zu	 viele	 Zellklone	 im	 Thorax	 markieren	 was	 eine	

morphologische	Unterscheidung	der	efferenten	Nerven	und	eine	Identifikation	der	GW-

Projektion	 unmöglich	machen	würde.	 Die	 Gemeinsamkeiten	 des	 GW-Neurons	mit	 den	

von	Lacin	und	Truman	(2016)	beschriebenen	entwicklungsabhängig	differenzierenden	

Motoneuronen	 lassen	 stark	 vermuten,	 dass	 es	 sich	 bei	 dem	 GW-Neuron	 auch	 im	 ein	

Neuron	dieses	Typus	handelt.		
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5	Zusammenfassung/Summary	
	

5.1	Zusammenfassung	
 
Hox-Transkriptionsfaktoren	steuern	Segmentspezifizierungsvorgänge	entlang	der	A/P-

Achse	 in	allen	Bilateria	auf	hoch	spezifische	Art	und	Weise.	Dabei	regulieren	sie	unter	

anderem	auch	die	Entwicklung	neuromuskulärer	Systeme.	Eine	mögliche	Erklärung	für	

die	 hohe	 funktionale	 Spezifität	 der	 Hox-Proteine	 stellt	 die	 Interaktion	 mit	

zellspezifischen	 Hilfsfaktoren	 dar.	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 neue	

Interaktionspartner	 des	 Hox-Proteins	 Ultrabithorax	 (Ubx)	 in	Drosophila	melanogaster	

untersucht.	Mittels	eines	neuronalen	Modifier-Screens	wurden	zunächst	18	potentielle	

Interaktionskandidaten	 identifiziert.	Die	Expressionsanalyse	von	10	dieser	Kandidaten	

ergab	 eine	 überwiegende	 Expression	 im	 sich	 entwickelnden	 Nervensystem.	 Unter	

Verwendung	 der	 Bimolekularen	 Fluoreszenten	 Komplementation	 (BiFC)	 in	 Zellkultur	

konnte	 eine	 von	 der	 UbdA-Domäne	 vermittelten	 Interaktion	 von	 Ubx-Isoformen	 mit	

Debra	 (Dbr),	 Ataxin	 2	 binding	 protein	 1	 (A2bp1)	 und	 dem	 Mediator	 des	 Wnt-

Signalweges	Armadillo/ β-Catenin	(Arm)	gezeigt	werden.	Um	eine	mögliche	Interaktion	
in	 vivo	 zu	 untersuchen,	 wurde	 das	 neuromuskuläre	 System	 des	 späten	 Embryos	

aufgrund	seiner	Tagma-spezifischen	Unterschiede	als	Modell	gewählt.	Zu	diesem	Zweck	

wurde	 das	 thorakale	 System	 zunächst	 auf	 morphologischer	 Ebene	 detailliert	

beschrieben	 und	 dem	 bereits	 gut	 charakterisierten	 abdominalen	 System	 gegenüber	

gestellt.	Darauf	aufbauend	konnte	eine	neue	Funktion	von	Ubx	während	der	spezifischen	

Etablierung	neuromuskulärer	Kontakte	zwischen	den	ventro-lateralen	Muskeln	(VL1-4)	

und	 den	 RP-Motoneuronen	 innerhalb	 der	 abdominalen	 Segmente	 A2-A7	 beschrieben	

werden.	 In	 Ubx	 Mutanten	 sind	 die	 entsprechenden	 Kontakte	 reduziert	 oder	 nicht	

vorhanden.	Auf	das	thorakale	Segment	T3	hatte	der	Verlust	von	Ubx	interessanterweise	

keine	 Auswirkungen.	 Ubx	 ist	 in	 den	 VL-Muskeln	 nötig	 und	 ausreichend	 für	 die	

Expression	des	Signalmoleküls	Wnt4,	welches	von	VL2	für	die	Zielfindung	spezifischer	

Motoneurone	 sekretiert	 wird.	Weiterhin	 reguliert	Ubx	 die	 Expression	 von	Dsulf1	 und	

netB,	welche	eine	bekannte	Rolle	während	der	Zielfindung	von	RP-Neuronen	besitzen.	

Weiterführende	 Analysen	 zeigten,	 dass	 Ubx	 interessanterweise	 auch	 auf	 Seiten	 der	

entsprechenden	Motoneurone	die	Bildung	des	neuromuskulären	Netzwerks	steuert	und	

dies	in	RP-Neuronen	möglicherweise	durch	Interaktion	mit	Arm	reguliert	wird.		
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Zusammenfassend	 konnte	 in	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 eine	 neue	 Funktion	 von	 Ubx	

während	 der	 Entwicklung	 des	 neuromuskulären	 Systems	 unter	 Beteiligung	 des	 Ubx-

Interaktionspartners	und	Mediator	des	Wnt-Signalwegs	Arm	beschrieben	werden.	

	

5.2	Summary	
 

Hox	 transcription	 factors	 control	 specification	 processes	 along	 the	 A/P	 axis	 in	 all	

bilaterian	animals.	They	do	so	in	a	highly	specific	manner	to	regulate	the	development	of	

the	motoneuronal	system.	One	possible	explanation	for	the	highly	functional	specificity	

of	Hox	proteins	are	cell	specific	auxiliary	factors.	In	the	presented	study	new	interaction	

partners	 of	 the	 Hox	 protein	 Ultrabithorax	 from	 Drosophila	 melanogaster	 were	

investigated.		

A	 neuronal	 Modifier-Screen	 performed	 in	 the	 lab	 yielded	 18	 candidates.	 Expression	

analysis	 of	 10	 of	 these	 candidates	 showed	 a	 predominant	 expression	 within	 the	

developing	central	nervous	system.	Using	a	cell	culture	based	Bimolecular	Fluorescent	

Complementation	Assay	(BiFC)	an	UbdA-Domain	dependant	interaction	of	Debra	(Dbr),	

Ataxin	 2	 binding	 protein	 1	 (A2bp1)	 and	 the	 Wnt	 signalling	 mediator	 Armadillo/	 β-

Catenin	(Arm)	in	combination	with	Ubx	isoforms	could	be	demonstrated.	To	investigate	

a	possible	interaction	in	vivo	the	neuromuscular	system	was	chosen	as	a	model	based	on	

its	 tagma-specific	 differences.	 For	 this	 purpose,	 a	 detailed	 description	 of	 the	 thoracic	

segments	 was	 created	 on	 morphological	 criteria	 to	 complement	 the	 detailed	

descriptions	 of	 the	 abdominal	 system.	 Using	 this	 information,	 in	 a	 second	 step	 Ubx	

dependent	 defects	 during	 the	 innervation	 of	 ventro-lateral	 muscles	 VL1-4	 where	

described	in	abdominal	segments	A2-A7.	In	Ubx	mutants	these	contacts	were	reduced	or	

not	made.	Interestingly,	the	innervation	pattern	of	thoracic	segment	T3	was	not	affected.	

Ubx	 was	 necessary	 and	 sufficient	 for	 the	 expression	 of	 the	 signalling	molecule	Wnt4,	

which	 is	 secreted	 by	 VL2	 to	 mediate	 neuronal	 targeting	 of	 specific	 motoneurons.	

Furthermore,	Ubx	 controls	 the	expression	of	Dsulf1	 and	netB,	which	have	known	roles	

during	 pathfinding	 decisions	 of	 RP-neurons.	 Intriguingly,	 additional	 analysis	 showed	

that	Ubx	has	a	role	 in	respective	motoneurons	during	 the	 formation	of	neuromuscular	

networks.	This	is	possibly	regulated	by	an	interaction	with	Arm	in	RP-neurons.		

Taken	 together	 the	 presented	 data	 describe	 a	 new	 function	 of	 Ubx	 during	 the	

development	of	RP-motoneurons	that	involves	the	Ubx	interaction	partner	and	mediator	

of	Wnt-signalling	Arm.		
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7	Anhang	
 

7.1	Abkürzungsverzeichnis	

7.1.1	Allgemeine	Abkürzungen	
 
°C		 Grad	Celsius	

A/P	 Anterior/Posterior	

A2-A7	 Abdominale	Segmente	2-7	

aCC	 anterior	corner	cell	

ad	 Latein:	bis	

Amp.	 Ampicillin	

Ant-C	 Antennapedia	Komplex	

Aqua	dest.	 entmineralisiertes	Wasser	

AS-C	 Achaete-Scute	Complex	

BiFC	 Bimolecular	Fluorescent	Complementation	

bp		 Basenpaare	

BX-C	 Bithorax	Complex	

C.	elegans		 Caenorhabditis	elegans	

C1-C3	 Gnathale	Segmente	1-3	

CaCl2		 Calciumchlorid	

CD4::tdGFP	 Fusionsprotein	aus	dem	Oberflächenprotein	Cluster	of	

Differentation	8	und	tandemGFP	

CD8::GFP	 Fusionsprotein	aus	dem	Oberflächenprotein	Cluster	of	

Differentation	8	und	GFP	

cDNA		 komplementäre	DNA	

CDS	 Proteinkodierende	Sequenz	

cm		 Zentimeter	

Cu		 Kupfer	

Cy3	 Carbocyanin	3	

Cy5	 Carbocyanin	5	

D.	melanogaster	 Drosophila	melanogaster	

D/V	 Dorso/ventral	

DA	 Dorsal	Acute	

ddH2O		 Doppelt	destilliertes	Wasser	

DEPC	 Diethylpyrocarbonat		

DM	 Dorso	Medial	
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DNA		 Desoxyribonukleinsäure	

dNTP		 2´-Desoxy-Nucleosid-5´-Triphosphat	

DO	 Dorsal	Oblique	

DSHB	 Developmental	Studies	Hybridoma	Bank	

DT	 Dorsal	Transvers	

E.	coli		 Escherichia	coli	

EDTA	 Ethylendiamintetraacetat	

EL	 Even	skipped-positiv,	lateral	

et	al.		 et	alteres	(Latein:	und	andere)	

FBS		 fötales	bovines	Serum	

FD	 Fast	Digest	(Restriktionsendonukleasen	mit	besonders	geringen	

Inkubationszeiten)	

for		 forward	

FRT	 Flipase	recombination	target	

g		 Erdbeschleunigung	

GFP		 grün-fluoreszierendes-Protein	„green	fluorescent	protein“	

GMZ	 Ganglienmutterzelle	

h		 Stunde	

H2O		 Wasser	

H2O2		 Wasserstoffperoxid	

HCl		 Hydrochlorid	(Salzsäure)	

HF	 High	Fidelity	

Hs	 Hemisegment	

Hz		 Hertz	

in	frame	 unter	Beachtung	des	Offenen	Leserahmens	

in	situ	 im	Gewebe	

in	vitro	 im	Reagenzglas	

in	vivo	 im	lebenden	Organismus	

ISN	 Intersegmentaler	Nerv	

K2HPO4		 Dikaliumhydrogenphosphat	

KCl		 Kaliumchlorid	

kD	 Kilodalton	

KH2PO4		 Kaliumdihydrogenphosphat	

KPO4		 Kaliumphosphat	

l		 Liter	

L1	 Larvalstadium	1	
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L3	 Larvalstadium	3	

LB-Medium		 „Lysogeny	Broth“	Medium	

LBD	 lateral	bipolar	dendrite	cell		

LL	 Lateral	Longitudinal	

LO	 Lateral	Oblique	

LT	 Lateral	Transverse	

M		 molar	(mol/l)	

mg		 Milligramm	

min		 Minuten	

ml		 Milliliter	

mM		 millimolar	(mmol/l)	

mm		 Millimeter	

mRNA		 messenger	Ribonukleinsäure	

n.s.	 nicht	signifikant	

Na2HPO4		 Dinatriumhydrogenphosphat	

NaCl		 Natriumchlorid	

NBT		 Nitroblau-Terzolium-Chlorid	

NE	 Neuroektoderm	

ng		 Nanogramm	

NMV	 Neuromuskuläre	Verbindung	

O2		 Molekularer	Sauerstoff	

Ori		 Replikationsursprung	(origin	of	replication)	

p.a.	 pro	analysi	

PBS		 Phosphatgepufferte	Salzlösung	(„phosphate	buffered	saline“)	

PBT	 Phosphatgepufferte	Salzlösung	(„phosphate	buffered	saline“)													

+	0,3	%	Triton	X-100	

PBTween		 Phosphatgepufferte	Salzlösung	(„phosphate	buffered	saline“)													

+	0,05	%	Tween20	

pCC	 posterior	corner	cell		

PCR	 Polymerase-Kettenreaktion	(„polymerase	chain	reaction“)	

PFA	 Paraformaldehyd	

pH		 pondus	Hydrogenii	

pNR	 procephale	neurogene	Region	

POD		 Meerettich-Peroxidase	(horseradish	peroxidase)	

PS	 Parasegment	

PZT	 Programmierter	Zelltod	
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rev		 reverse	

RF	 Restriction	Free	–	ohne	Nutzung	von	Restriktiosnendonukleasen	

RNA	 Ribonukleinsäure	

RNAi	 RNA	Interferenz	

RNAse	 Ribonuklease	

rpm	 revolutions	per	minute,	Umdrehungen	pro	Minute	

RT	 Raumtemperatur	

S1-5	 Segregationswelle	1-5	

SAP Shrimp-Alkaline-Phosphatase 

SBM	 Segment	Border	Muscle	(Segmentgrenzenmuskel)	

SDS		 Natriumdodecylsulfat	(sodiumdodecylsulfate)	

sec	 Sekunden	

Seq		 Sequenzierung	

SN	 Segmentaler	Nerv	

St	 Embryonalstadium	

T1-T3	 Thorakale	Segmente	1-3	

TAE		 Tris-Acetat-EDTA	

Taq		 Thermus	aquaticus	

TN	 Transversaler	Nerv	

U		 units	(=	Maß	für	die	Aktivität)	

ü.N.	 über	Nacht;	16h	

ü.T.	 Über	Tag;	8h	

UAS	 Upstream	activating	sequence	

UTR	 Untranslatierte	Region	

UV		 Ultraviolett	

v		 Volumen	

VA	 Ventral	Acute	

VI	 Ventral	Internal	

VIS	 Ventral	Intersegmental	

VL	 Ventro	Lateral	

vNR	 Ventrale	neurogene	Region	

vNS	 Ventrales	Nervensystem	

VO	 Ventro	Oblique	

Vol.	 Volumen	

VT	 Ventral	Transverse	

w		 Gewicht	(weight)	
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Wnt	 Zusammengesetzt	aus	Wingless	(Wg)	aus	Drosophila	melanogaster	

und	Int-1	aus	Mus	musculus,	Liganden	des	Signalweges	

WT	 Wildtyp	

ZAM	 Zelladhäsionsmolekül	

ZNS	 Zentrales	Nervensystem	

α		 alpha	

β		 beta	

µg		 Mikrogramm	

µl		 Mikroliter	

µm		 Mikrometer	

 
 

7.1.2	Abkürzungen	für	Gene	
 
abdA	 abdominal	A	

AbdB	 Abdominal	B	

Antp	 Antennapedia	

Apc		 Adenomatous	polyposis	coli	

arm		 armadillo	

beta	Gal	 beta	Galaktosidase	

ct		 cut	

Dfd	 Deformed	

drl	 derailed	

dsh	 dishevelled		

Dsulf1	 Drosophila	sulfated	1	

eg	 eagle	

en	 engrailed	

eve	 even-skipped	

fra	 frazzled	

fz		 frizzled	

GSK	 glycogen	synthetase	kinase3	(shaggy)	

hb	 hunchback	

ind		 intermediate	neuroblast	defective	

msh	 Muscle	segment	homeobox	

pan		 pangolin	(dTCF)	

sca		 scabrous	

Scr	 Sex	combs	reduced	
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TCF	 T-cell	factor	(pan)		

Ubx		 Ultrabithorax	

unc-5	 uncoordinated-5	

vnd	 ventral	nervous	system	defective	

wg	 wingless	

 
In	 der	 gesamten	 Arbeit	 wurden	 Genbezeichnungen,	 Allele	 und	 deren	 RNA	 kursiv	

gehalten.	Wenn	es	sich	um	ein	dominant	beschriebenes	Allel	handelte,	wurde	ein	großer	

Anfangsbuchstabe	 verwendet,	 bei	 einem	 rezessiv	 beschriebenem	 Allel	 hingegen	 ein	

kleiner	 Anfangsbuchstabe	 (McQuilton	 et	 al.,	 2012).	 Bei	 Proteinen	 wurde	 der	

Anfangsbuchstabe	 grundsätzlich	 groß	 geschrieben	 und	 keine	 kursive	 Schreibweise	

verwendet.  
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7.4	Plasmidkarten	und	Sequenzen	

7.4.1	Generierte	BiFC-Destination-Vektoren	
 
Der	 pUASg.attB	 stellt	 ein	 generöses	 Geschenk	 von	 Dr.	 Johannes	 Bischof	 (Institut	 für	

Molekulare	 Lebenswissenschaften,	 Universität	 Zürich,	 Schweiz)	 dar.	 Die	 VN	 und	 VC	

cDNAs	 wurden	 freundlicherweise	 von	 Dr.	 Samir	 Merabet	 (Institut	 für	 funktionelle	

Genomic	Lyon	(IGFL),	Frankreich)	zur	Verfügung	gestellt.	

 
 
>pUASg.VN173_GW.attB (10,815 bp) 

 
 
ATGTA white 
CGGAG 5x UAS 
CGCCG hsp70 Promotor 
ATGGT VN173 
ACAAG attR 
ATGGA CmR (Chloramphenicol Resitenz) 
ATGCA ccdB Gen 
ACTAA alpha tubulin trailer 
 
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACGTACCGGGCCCCTAGTATGTATGTAAGT
TAATAAAACCCATTTTTGCGGAAAGTAGATAAAAAAAACATTTTTTTTTTTTACTGCACTGG
ATATCATTGAACTTATCTGATCAGTTTTAAATTTACTTCGATCCAAGGGTATTTGATGTACC
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AGGTTCTTTCGATTACCTCTCACTCAAAATGACATTCCACTCAAAGTCAGCGCTGTTTGCCT
CCTTCTCTGTCCACAGAAATATCGCCGTCTCTTTCGCCGCTGCGTCCGCTATCTCTTTCGCC
ACCGTTTGTAGCGTTACGTAGCGTCAATGTCCGCCTTCAGTTGCATTTTGTCAGCGGTTTCG
TGACGAAGCTCCAAGCGGTTTACGCCATCAATTAAACACAAAGTGCTGTGCCAAAACTCCTC
TCGCTTCTTATTTTTGTTTGTTTTTTGAGTGATTGGGGTGGTGATTGGTTTTGGGTGGGTAA
GCAGGGGAAAGTGTGAAAAATCCCGGCAATGGGCCAAGAGGATCAGGAGCTATTAATTCGCG
GAGGCAGCAAACACCCATCTGCCGAGCATCTGAACAATGTGAGTAGTACATGTGCATACATC
TTAAGTTCACTTGATCTATAGGAACTGCGATTGCAACATCAAATTGTCTGCGGCGTGAGAAC
TGCGACCCACAAAAATCCCAAACCGCAATTGCACAAACAAATAGTGACACGAAACAGATTAT
TCTGGTAGCTGTTCTCGCTATATAAGACAATTTTTGAGATCATATCATGATCAAGACATCTA
AAGGCATTCATTTTCGACTATATTCTTTTTTACAAAAAATATAACAACCAGATATTTTAAGC
TGATCCTAGATGCACAAAAAATAAATAAAAGTATAAACCTACTTCGTAGGATACTTCGGGGT
ACTTTTTGTTCGGGGTTAGATGAGCATAACGCTTGTAGTTGATATTTGAGATCCCCTATCAT
TGCAGGGTGACAGCGGAGCGGCTTCGCAGAGCTGCATTAACCAGGGCTTCGGGCAGGCCAAA
AACTACGGCACGCTCCGGCCACCCAGTCCGCCGGAGGACTCCGGTTCAGGGAGCGGCCAACT
AGCCGAGAACCTCACCTATGCCTGGCACAATATGGACATCTTTGGGGCGGTCAATCAGCCGG
GCTCCGGATGGCGGCAGCTGGTCAACCGGACACGCGGACTATTCTGCAACGAGCGACACATA
CCGGCGCCCAGGAAACATTTGCTCAAGAACGGTGAGTTTCTATTCGCAGTCGGCTGATCTGT
GTGAAATCTTAATAAAGGGTCCAATTACCAATTTGAAACTCAGTTTGCGGCGTGGCCTATCC
GGGCGAACTTTTGGCCGTGATGGGCAGTTCCGGTGCCGGAAAGACGACCCTGCTGAATGCCC
TTGCCTTTCGATCGCCGCAGGGCATCCAAGTATCGCCATCCGGGATGCGACTGCTCAATGGC
CAACCTGTGGACGCCAAGGAGATGCAGGCCAGGTGCGCCTATGTCCAGCAGGATGACCTCTT
TATCGGCTCCCTAACGGCCAGGGAACACCTGATTTTCCAGGCCATGGTGCGGATGCCACGAC
ATCTGACCTATCGGCAGCGAGTGGCCCGCGTGGATCAGGTGATCCAGGAGCTTTCGCTCAGC
AAATGTCAGCACACGATCATCGGTGTGCCCGGCAGGGTGAAAGGTCTGTCCGGCGGAGAAAG
GAAGCGTCTGGCATTCGCCTCCGAGGCACTAACCGATCCGCCGCTTCTGATCTGCGATGAGC
CCACCTCCGGACTGGACTCATTTACCGCCCACAGCGTCGTCCAGGTGCTGAAGAAGCTGTCG
CAGAAGGGCAAGACCGTCATCCTGACCATTCATCAGCCGTCTTCCGAGCTGTTTGAGCTCTT
TGACAAGATCCTTCTGATGGCCGAGGGCAGGGTAGCTTTCTTGGGCACTCCCAGCGAAGCCG
TCGACTTCTTTTCCTAGTGAGTTCGATGTGTTTATTAAGGGTATCTAGCATTACATTACATC
TCAACTCCTATCCAGCGTGGGTGCCCAGTGTCCTACCAACTACAATCCGGCGGACTTTTACG
TACAGGTGTTGGCCGTTGTGCCCGGACGGGAGATCGAGTCCCGTGATCGGATCGCCAAGATA
TGCGACAATTTTGCTATTAGCAAAGTAGCCCGGGATATGGAGCAGTTGTTGGCCACCAAAAA
TTTGGAGAAGCCACTGGAGCAGCCGGAGAATGGGTACACCTACAAGGCCACCTGGTTCATGC
AGTTCCGGGCGGTCCTGTGGCGATCCTGGCTGTCGGTGCTCAAGGAACCACTCCTCGTAAAA
GTGCGACTTATTCAGACAACGGTGAGTGGTTCCAGTGGAAACAAATGATATAACGCTTACAA
TTCTTGGAAACAAATTCGCTAGATTTTAGTTAGAATTGCCTGATTCCACACCCTTCTTAGTT
TTTTTCAATGAGATGTATAGTTTATAGTTTTGCAGAAAATAAATAAATTTCATTTAACTCGC
GAACATGTTGAAGATATGAATATTAATGAGATGCGAGTAACATTTTAATTTGCAGATGGTTG
CCATCTTGATTGGCCTCATCTTTTTGGGCCAACAACTCACGCAAGTGGGCGTGATGAATATC
AACGGAGCCATCTTCCTCTTCCTGACCAACATGACCTTTCAAAACGTCTTTGCCACGATAAA
TGTAAGTCTTGTTTAGAATACATTTGCATATTAATAATTTACTAACTTTCTAATGAATCGAT
TCGATTTAGGTGTTCACCTCAGAGCTGCCAGTTTTTATGAGGGAGGCCCGAAGTCGACTTTA
TCGCTGTGACACATACTTTCTGGGCAAAACGATTGCCGAATTACCGCTTTTTCTCACAGTGC
CACTGGTCTTCACGGCGATTGCCTATCCGATGATCGGACTGCGGGCCGGAGTGCTGCACTTC
TTCAACTGCCTGGCGCTGGTCACTCTGGTGGCCAATGTGTCAACGTCCTTCGGATATCTAAT
ATCCTGCGCCAGCTCCTCGACCTCGATGGCGCTGTCTGTGGGTCCGCCGGTTATCATACCAT
TCCTGCTCTTTGGCGGCTTCTTCTTGAACTCGGGCTCGGTGCCAGTATACCTCAAATGGTTG
TCGTACCTCTCATGGTTCCGTTACGCCAACGAGGGTCTGCTGATTAACCAATGGGCGGACGT
GGAGCCGGGCGAAATTAGCTGCACATCGTCGAACACCACGTGCCCCAGTTCGGGCAAGGTCA
TCCTGGAGACGCTTAACTTCTCCGCCGCCGATCTGCCGCTGGACTACGTGGGTCTGGCCATT
CTCATCGTGAGCTTCCGGGTGCTCGCATATCTGGCTCTAAGACTTCGGGCCCGACGCAAGGA



  ANHANG	

   143	
  

GTAGCCGACATATATCCGAAATAACTGCTTGTTTTTTTTTTTTACCATTATTACCATCGTGT
TTACTGTTTATTGCCCCCTCAAAAAGCTAATGTAATTATATTTGTGCCAATAAAAACAAGAT
ATGACCTATAGAATACAAGTATTTCCCCTTCGAACATCCCCACAAGTAGACTTTGGATTTGT
CTTCTAACCAAAAGACTTACACACCTGCATACCTTACATCAAAAACTCGTTTATCGCTACAT
AAAACACCGGGATATATTTTTTATATACATACTTTTCAAATCGCGCGCCCTCTTCATAATTC
ACCTCCACCACACCACGTTTCGTAGTTGCTCTTTCGCTGTCTCCCACCCGCTCTCCGCAACA
CATTCACCTTTTGTTCGACGACCTTGGAGCGACTGTCGTTAGTTCCGCGCGATTCGGTTCGC
TCAAATGGTTCCGAGTGGTTCATTTCGTCTCAATAGAAATTAGTAATAAATATTTGTATGTA
CAATTTATTTGCTCCAATATATTTGTATATATTTCCCTCACAGCTATATTTATTCTAATTTA
ATATTATGACTTTTTAAGGTAATTTTTTGTGACCTGTTCGGAGTGATTAGCGTTACAATTTG
AACTGAAAGTGACATCCAGTGTTTGTTCCTTGTGTAGATGCATCTCAAAAAAATGGTGGGCA
TAATAGTGTTGTTTATATATATCAAAAATAACAACTATAATAATAAGAATACATTTAATTTA
GAAAATGCTTGGATTTCACTGGAACTAGGCTAGAGCTTAGGATTTAAATGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAG
CGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGACTCTAGCGAGCGCCGGAG
TATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACG
TCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGTA
AAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAACCAAGTAAATCAACTGCAACTA
CTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAGAACTCTGAATAGGGAATTGGGA
ATTCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATGgtaccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCAC
CGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGT
CCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGCTGATCTGCACCACC
GGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTT
CGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCT
ACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGA
CGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCG
CCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCACAAGTTTG
TACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTAAAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTT
GCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTT
AGGATCCGTCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATAT
ACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGC
TCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGA
AAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCAT
CCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTG
TTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACG
ATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCC
TATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTT
CACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGG
GCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCC
GTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTG
GCAGGCGGGGCGTAATCTAGAGGATCCGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTT
GCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAATATATACTGATATGTATACCCGAAGTATGTCAAAAA
GAGGTATGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCA
AGGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTC
GTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTT
ATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTT
ACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGAC
ACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCCC
CCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATA
TGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAAT
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GACATCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACA
CAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTC
TGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTC
AGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGACGTAAGCTAGCACTAAGCGTCGCGCCACTTCAACGCTCG
ATGGGAGCGTCATTGGTGGGCGGGGTAACCGTCGAAATCAGTGTTTACGCTTCCAATCGCAA
CAAAAAATTCACTGCAACACTGAAAAGCATACGAAAACGATGAAGATTGTACGAGAAACCAT
AAAGTATTTTATCCACAAAGACACGTATAGCAGAAAAGCCAAGTTAACTCGGCGATAAGTTG
TGTACACAAGAATAAAATCGGCCAGATTCAGTGTTGTCAGAAATAAGAAAACCCCACTATGT
TTTTCTTTGCCTTTTCTTTCTCCCAGCGATCATTCATTTCGTGGTGAAAGAACGGGGTCATT
GCACGGAGTTTCGACTGCGGGAAAGCAGAGCTGCCGTTCACTTCGTCTATAATTAGCGCTTT
CTATTTTCCCCGATTCGGGCCGCTGCTGCGCTTTTCCGCCTGCTGTTTGTGGCAAGTGTAGC
AGCAGGCTGTGCACGCAGTGTGGCATGCACTTGGCTTTCCACCGTTGGTATCGATTCTCTGG
GACGATGAGTCATTCCTTTCGGGGCCACAGCATAATCGTTGCCAGCTCACCGAAATGGTGAC
TTCATTTCTTAACTGCCGTCAAGCATGCGATTGTACATACATACATATTTATATATGTACAT
ATTTATGTGACTATGGTAGGTCGATATAATAGCAATCAACGCAAGCAAATGTGTCAGTCCTG
CTTACAGGAACGATTCTATTTAGTAATTTTCGTTGTATAAAGTAATTATGTATGTATGTAAG
CCCCATAAATCTGAAACAATTAGGCAAAACCATGCGAAGCTCTCGAGCTCGGTAAGCTTAGA
TCCACTAGTGTCGACGATGTAGGTCACGGTCTCGAAGCCGCGGTGCGGGTGCCAGGGCGTGC
CCTTGGGCTCCCCGGGCGCGTACTCCACCTCACCCATCTGGTCCATCATGATGAACGGGTCG
AGGTGGCGGTAGTTGATCCCGGCGAACGCGCGGCGCACCGGGAAGCCCTCGCCCTCGAAACC
GCTGGGCGCGGTGGTCACGGTGAGCACGGGACGTGCGACGGCGTCGGCGGGTGCGGATACGC
GGGGCAGCGTCAGCGGGTTCTCGACGGTCACGGCGGGCATGTCGACACTAGTTCTAGCCAGC
TTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
TGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTA
AAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCT
TTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGG
CGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTC
GGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGG
GATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGC
CGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT
CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC
TTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCG
TTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCC
GGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGC
CTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACC
TTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT
TTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA
TTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTA
AAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT
CAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACG
ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACC
GGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTG
CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG
CCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTC
GTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCA
TGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCC
GCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
AAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGC
GACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTA
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AAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT
GAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCA
CCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCG
ACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGG
TTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTC
CGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC 
 
 
>pUASg.VC155_GW.attB  (10,554 bp) 

 
 
ATGTA white 
CGGAG 5x UAS 
CGCCG hsp70 Promotor 
ATGGT VC155 
ACAAG attR 
ATGGA CmR (Chloramphenicol Resistenz) 
ATGCA ccdB Gen 
ACTAA alpha tubulin trailer 
 
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACGTACCGGGCCCCTAGTATGTATGTAAGT
TAATAAAACCCATTTTTGCGGAAAGTAGATAAAAAAAACATTTTTTTTTTTTACTGCACTGG
ATATCATTGAACTTATCTGATCAGTTTTAAATTTACTTCGATCCAAGGGTATTTGATGTACC
AGGTTCTTTCGATTACCTCTCACTCAAAATGACATTCCACTCAAAGTCAGCGCTGTTTGCCT
CCTTCTCTGTCCACAGAAATATCGCCGTCTCTTTCGCCGCTGCGTCCGCTATCTCTTTCGCC
ACCGTTTGTAGCGTTACGTAGCGTCAATGTCCGCCTTCAGTTGCATTTTGTCAGCGGTTTCG
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TGACGAAGCTCCAAGCGGTTTACGCCATCAATTAAACACAAAGTGCTGTGCCAAAACTCCTC
TCGCTTCTTATTTTTGTTTGTTTTTTGAGTGATTGGGGTGGTGATTGGTTTTGGGTGGGTAA
GCAGGGGAAAGTGTGAAAAATCCCGGCAATGGGCCAAGAGGATCAGGAGCTATTAATTCGCG
GAGGCAGCAAACACCCATCTGCCGAGCATCTGAACAATGTGAGTAGTACATGTGCATACATC
TTAAGTTCACTTGATCTATAGGAACTGCGATTGCAACATCAAATTGTCTGCGGCGTGAGAAC
TGCGACCCACAAAAATCCCAAACCGCAATTGCACAAACAAATAGTGACACGAAACAGATTAT
TCTGGTAGCTGTTCTCGCTATATAAGACAATTTTTGAGATCATATCATGATCAAGACATCTA
AAGGCATTCATTTTCGACTATATTCTTTTTTACAAAAAATATAACAACCAGATATTTTAAGC
TGATCCTAGATGCACAAAAAATAAATAAAAGTATAAACCTACTTCGTAGGATACTTCGGGGT
ACTTTTTGTTCGGGGTTAGATGAGCATAACGCTTGTAGTTGATATTTGAGATCCCCTATCAT
TGCAGGGTGACAGCGGAGCGGCTTCGCAGAGCTGCATTAACCAGGGCTTCGGGCAGGCCAAA
AACTACGGCACGCTCCGGCCACCCAGTCCGCCGGAGGACTCCGGTTCAGGGAGCGGCCAACT
AGCCGAGAACCTCACCTATGCCTGGCACAATATGGACATCTTTGGGGCGGTCAATCAGCCGG
GCTCCGGATGGCGGCAGCTGGTCAACCGGACACGCGGACTATTCTGCAACGAGCGACACATA
CCGGCGCCCAGGAAACATTTGCTCAAGAACGGTGAGTTTCTATTCGCAGTCGGCTGATCTGT
GTGAAATCTTAATAAAGGGTCCAATTACCAATTTGAAACTCAGTTTGCGGCGTGGCCTATCC
GGGCGAACTTTTGGCCGTGATGGGCAGTTCCGGTGCCGGAAAGACGACCCTGCTGAATGCCC
TTGCCTTTCGATCGCCGCAGGGCATCCAAGTATCGCCATCCGGGATGCGACTGCTCAATGGC
CAACCTGTGGACGCCAAGGAGATGCAGGCCAGGTGCGCCTATGTCCAGCAGGATGACCTCTT
TATCGGCTCCCTAACGGCCAGGGAACACCTGATTTTCCAGGCCATGGTGCGGATGCCACGAC
ATCTGACCTATCGGCAGCGAGTGGCCCGCGTGGATCAGGTGATCCAGGAGCTTTCGCTCAGC
AAATGTCAGCACACGATCATCGGTGTGCCCGGCAGGGTGAAAGGTCTGTCCGGCGGAGAAAG
GAAGCGTCTGGCATTCGCCTCCGAGGCACTAACCGATCCGCCGCTTCTGATCTGCGATGAGC
CCACCTCCGGACTGGACTCATTTACCGCCCACAGCGTCGTCCAGGTGCTGAAGAAGCTGTCG
CAGAAGGGCAAGACCGTCATCCTGACCATTCATCAGCCGTCTTCCGAGCTGTTTGAGCTCTT
TGACAAGATCCTTCTGATGGCCGAGGGCAGGGTAGCTTTCTTGGGCACTCCCAGCGAAGCCG
TCGACTTCTTTTCCTAGTGAGTTCGATGTGTTTATTAAGGGTATCTAGCATTACATTACATC
TCAACTCCTATCCAGCGTGGGTGCCCAGTGTCCTACCAACTACAATCCGGCGGACTTTTACG
TACAGGTGTTGGCCGTTGTGCCCGGACGGGAGATCGAGTCCCGTGATCGGATCGCCAAGATA
TGCGACAATTTTGCTATTAGCAAAGTAGCCCGGGATATGGAGCAGTTGTTGGCCACCAAAAA
TTTGGAGAAGCCACTGGAGCAGCCGGAGAATGGGTACACCTACAAGGCCACCTGGTTCATGC
AGTTCCGGGCGGTCCTGTGGCGATCCTGGCTGTCGGTGCTCAAGGAACCACTCCTCGTAAAA
GTGCGACTTATTCAGACAACGGTGAGTGGTTCCAGTGGAAACAAATGATATAACGCTTACAA
TTCTTGGAAACAAATTCGCTAGATTTTAGTTAGAATTGCCTGATTCCACACCCTTCTTAGTT
TTTTTCAATGAGATGTATAGTTTATAGTTTTGCAGAAAATAAATAAATTTCATTTAACTCGC
GAACATGTTGAAGATATGAATATTAATGAGATGCGAGTAACATTTTAATTTGCAGATGGTTG
CCATCTTGATTGGCCTCATCTTTTTGGGCCAACAACTCACGCAAGTGGGCGTGATGAATATC
AACGGAGCCATCTTCCTCTTCCTGACCAACATGACCTTTCAAAACGTCTTTGCCACGATAAA
TGTAAGTCTTGTTTAGAATACATTTGCATATTAATAATTTACTAACTTTCTAATGAATCGAT
TCGATTTAGGTGTTCACCTCAGAGCTGCCAGTTTTTATGAGGGAGGCCCGAAGTCGACTTTA
TCGCTGTGACACATACTTTCTGGGCAAAACGATTGCCGAATTACCGCTTTTTCTCACAGTGC
CACTGGTCTTCACGGCGATTGCCTATCCGATGATCGGACTGCGGGCCGGAGTGCTGCACTTC
TTCAACTGCCTGGCGCTGGTCACTCTGGTGGCCAATGTGTCAACGTCCTTCGGATATCTAAT
ATCCTGCGCCAGCTCCTCGACCTCGATGGCGCTGTCTGTGGGTCCGCCGGTTATCATACCAT
TCCTGCTCTTTGGCGGCTTCTTCTTGAACTCGGGCTCGGTGCCAGTATACCTCAAATGGTTG
TCGTACCTCTCATGGTTCCGTTACGCCAACGAGGGTCTGCTGATTAACCAATGGGCGGACGT
GGAGCCGGGCGAAATTAGCTGCACATCGTCGAACACCACGTGCCCCAGTTCGGGCAAGGTCA
TCCTGGAGACGCTTAACTTCTCCGCCGCCGATCTGCCGCTGGACTACGTGGGTCTGGCCATT
CTCATCGTGAGCTTCCGGGTGCTCGCATATCTGGCTCTAAGACTTCGGGCCCGACGCAAGGA
GTAGCCGACATATATCCGAAATAACTGCTTGTTTTTTTTTTTTACCATTATTACCATCGTGT
TTACTGTTTATTGCCCCCTCAAAAAGCTAATGTAATTATATTTGTGCCAATAAAAACAAGAT
ATGACCTATAGAATACAAGTATTTCCCCTTCGAACATCCCCACAAGTAGACTTTGGATTTGT
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CTTCTAACCAAAAGACTTACACACCTGCATACCTTACATCAAAAACTCGTTTATCGCTACAT
AAAACACCGGGATATATTTTTTATATACATACTTTTCAAATCGCGCGCCCTCTTCATAATTC
ACCTCCACCACACCACGTTTCGTAGTTGCTCTTTCGCTGTCTCCCACCCGCTCTCCGCAACA
CATTCACCTTTTGTTCGACGACCTTGGAGCGACTGTCGTTAGTTCCGCGCGATTCGGTTCGC
TCAAATGGTTCCGAGTGGTTCATTTCGTCTCAATAGAAATTAGTAATAAATATTTGTATGTA
CAATTTATTTGCTCCAATATATTTGTATATATTTCCCTCACAGCTATATTTATTCTAATTTA
ATATTATGACTTTTTAAGGTAATTTTTTGTGACCTGTTCGGAGTGATTAGCGTTACAATTTG
AACTGAAAGTGACATCCAGTGTTTGTTCCTTGTGTAGATGCATCTCAAAAAAATGGTGGGCA
TAATAGTGTTGTTTATATATATCAAAAATAACAACTATAATAATAAGAATACATTTAATTTA
GAAAATGCTTGGATTTCACTGGAACTAGGCTAGAGCTTAGGATTTAAATGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAG
CGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGACTCTAGCGAGCGCCGGAG
TATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACG
TCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGTA
AAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAACCAAGTAAATCAACTGCAACTA
CTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAGAACTCTGAATAGGGAATTGGGA
ATTCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATGgtaccatgGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAA
GGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACC
AGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTAC
CAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGT
GACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACACAAGTTTGTACAAAAAAGCTG
AACGAGAAACGTAAAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAG
ACTACATAATACTGTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCA
GGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGTCGAG
ATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATA
TATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTAT
AACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAA
GTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTA
TGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTC
CATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTT
TCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAG
GGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGAT
TTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATAC
GCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCT
TCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGCGGGGCGT
AATCTAGAGGATCCGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCTGATTTT
TGCGGTATAAGAATATATACTGATATGTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTATGCTATG
AAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGAT
GTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGA
ACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACG
GCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAG
AGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGAC
GGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCCCCCGTGAACTTTAC
CCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCC
GGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACG
CCATTAACCTGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCA
GGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCA
AAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTAC
AAAGTGGTGACGTAAGCTAGCACTAAGCGTCGCGCCACTTCAACGCTCGATGGGAGCGTCAT
TGGTGGGCGGGGTAACCGTCGAAATCAGTGTTTACGCTTCCAATCGCAACAAAAAATTCACT
GCAACACTGAAAAGCATACGAAAACGATGAAGATTGTACGAGAAACCATAAAGTATTTTATC
CACAAAGACACGTATAGCAGAAAAGCCAAGTTAACTCGGCGATAAGTTGTGTACACAAGAAT
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AAAATCGGCCAGATTCAGTGTTGTCAGAAATAAGAAAACCCCACTATGTTTTTCTTTGCCTT
TTCTTTCTCCCAGCGATCATTCATTTCGTGGTGAAAGAACGGGGTCATTGCACGGAGTTTCG
ACTGCGGGAAAGCAGAGCTGCCGTTCACTTCGTCTATAATTAGCGCTTTCTATTTTCCCCGA
TTCGGGCCGCTGCTGCGCTTTTCCGCCTGCTGTTTGTGGCAAGTGTAGCAGCAGGCTGTGCA
CGCAGTGTGGCATGCACTTGGCTTTCCACCGTTGGTATCGATTCTCTGGGACGATGAGTCAT
TCCTTTCGGGGCCACAGCATAATCGTTGCCAGCTCACCGAAATGGTGACTTCATTTCTTAAC
TGCCGTCAAGCATGCGATTGTACATACATACATATTTATATATGTACATATTTATGTGACTA
TGGTAGGTCGATATAATAGCAATCAACGCAAGCAAATGTGTCAGTCCTGCTTACAGGAACGA
TTCTATTTAGTAATTTTCGTTGTATAAAGTAATTATGTATGTATGTAAGCCCCATAAATCTG
AAACAATTAGGCAAAACCATGCGAAGCTCTCGAGCTCGGTAAGCTTAGATCCACTAGTGTCG
ACGATGTAGGTCACGGTCTCGAAGCCGCGGTGCGGGTGCCAGGGCGTGCCCTTGGGCTCCCC
GGGCGCGTACTCCACCTCACCCATCTGGTCCATCATGATGAACGGGTCGAGGTGGCGGTAGT
TGATCCCGGCGAACGCGCGGCGCACCGGGAAGCCCTCGCCCTCGAAACCGCTGGGCGCGGTG
GTCACGGTGAGCACGGGACGTGCGACGGCGTCGGCGGGTGCGGATACGCGGGGCAGCGTCAG
CGGGTTCTCGACGGTCACGGCGGGCATGTCGACACTAGTTCTAGCCAGCTTTTGTTCCCTTT
AGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
TATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGC
CTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAA
ACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATT
GGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC
GGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA
AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCG
TTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCT
CTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTG
GCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCT
GGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATT
AGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTA
CACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAG
TTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG
TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT
ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCT
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTA
TCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGC
CTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTT
TGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCT
TCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAA
AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCAC
TCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCT
GTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC
TTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCA
TTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCG
ATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG
GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTT
GAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCC
CCGAAAAGTGCCAC 
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ATGTA white 
CGGAG 5x UAS 
CGCCG  hsp70 Promotor 
ATGGT VN173 
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ATGGA CmR (Chloramphenicol Resistenz) 
ATGCA ccdB Gen 
ACTAA alpha tubulin trailer 
 
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACGTACCGGGCCCCTAGTATGTATGTAAGT
TAATAAAACCCATTTTTGCGGAAAGTAGATAAAAAAAACATTTTTTTTTTTTACTGCACTGG
ATATCATTGAACTTATCTGATCAGTTTTAAATTTACTTCGATCCAAGGGTATTTGATGTACC
AGGTTCTTTCGATTACCTCTCACTCAAAATGACATTCCACTCAAAGTCAGCGCTGTTTGCCT
CCTTCTCTGTCCACAGAAATATCGCCGTCTCTTTCGCCGCTGCGTCCGCTATCTCTTTCGCC
ACCGTTTGTAGCGTTACGTAGCGTCAATGTCCGCCTTCAGTTGCATTTTGTCAGCGGTTTCG
TGACGAAGCTCCAAGCGGTTTACGCCATCAATTAAACACAAAGTGCTGTGCCAAAACTCCTC
TCGCTTCTTATTTTTGTTTGTTTTTTGAGTGATTGGGGTGGTGATTGGTTTTGGGTGGGTAA
GCAGGGGAAAGTGTGAAAAATCCCGGCAATGGGCCAAGAGGATCAGGAGCTATTAATTCGCG
GAGGCAGCAAACACCCATCTGCCGAGCATCTGAACAATGTGAGTAGTACATGTGCATACATC
TTAAGTTCACTTGATCTATAGGAACTGCGATTGCAACATCAAATTGTCTGCGGCGTGAGAAC
TGCGACCCACAAAAATCCCAAACCGCAATTGCACAAACAAATAGTGACACGAAACAGATTAT
TCTGGTAGCTGTTCTCGCTATATAAGACAATTTTTGAGATCATATCATGATCAAGACATCTA
AAGGCATTCATTTTCGACTATATTCTTTTTTACAAAAAATATAACAACCAGATATTTTAAGC
TGATCCTAGATGCACAAAAAATAAATAAAAGTATAAACCTACTTCGTAGGATACTTCGGGGT
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ACTTTTTGTTCGGGGTTAGATGAGCATAACGCTTGTAGTTGATATTTGAGATCCCCTATCAT
TGCAGGGTGACAGCGGAGCGGCTTCGCAGAGCTGCATTAACCAGGGCTTCGGGCAGGCCAAA
AACTACGGCACGCTCCGGCCACCCAGTCCGCCGGAGGACTCCGGTTCAGGGAGCGGCCAACT
AGCCGAGAACCTCACCTATGCCTGGCACAATATGGACATCTTTGGGGCGGTCAATCAGCCGG
GCTCCGGATGGCGGCAGCTGGTCAACCGGACACGCGGACTATTCTGCAACGAGCGACACATA
CCGGCGCCCAGGAAACATTTGCTCAAGAACGGTGAGTTTCTATTCGCAGTCGGCTGATCTGT
GTGAAATCTTAATAAAGGGTCCAATTACCAATTTGAAACTCAGTTTGCGGCGTGGCCTATCC
GGGCGAACTTTTGGCCGTGATGGGCAGTTCCGGTGCCGGAAAGACGACCCTGCTGAATGCCC
TTGCCTTTCGATCGCCGCAGGGCATCCAAGTATCGCCATCCGGGATGCGACTGCTCAATGGC
CAACCTGTGGACGCCAAGGAGATGCAGGCCAGGTGCGCCTATGTCCAGCAGGATGACCTCTT
TATCGGCTCCCTAACGGCCAGGGAACACCTGATTTTCCAGGCCATGGTGCGGATGCCACGAC
ATCTGACCTATCGGCAGCGAGTGGCCCGCGTGGATCAGGTGATCCAGGAGCTTTCGCTCAGC
AAATGTCAGCACACGATCATCGGTGTGCCCGGCAGGGTGAAAGGTCTGTCCGGCGGAGAAAG
GAAGCGTCTGGCATTCGCCTCCGAGGCACTAACCGATCCGCCGCTTCTGATCTGCGATGAGC
CCACCTCCGGACTGGACTCATTTACCGCCCACAGCGTCGTCCAGGTGCTGAAGAAGCTGTCG
CAGAAGGGCAAGACCGTCATCCTGACCATTCATCAGCCGTCTTCCGAGCTGTTTGAGCTCTT
TGACAAGATCCTTCTGATGGCCGAGGGCAGGGTAGCTTTCTTGGGCACTCCCAGCGAAGCCG
TCGACTTCTTTTCCTAGTGAGTTCGATGTGTTTATTAAGGGTATCTAGCATTACATTACATC
TCAACTCCTATCCAGCGTGGGTGCCCAGTGTCCTACCAACTACAATCCGGCGGACTTTTACG
TACAGGTGTTGGCCGTTGTGCCCGGACGGGAGATCGAGTCCCGTGATCGGATCGCCAAGATA
TGCGACAATTTTGCTATTAGCAAAGTAGCCCGGGATATGGAGCAGTTGTTGGCCACCAAAAA
TTTGGAGAAGCCACTGGAGCAGCCGGAGAATGGGTACACCTACAAGGCCACCTGGTTCATGC
AGTTCCGGGCGGTCCTGTGGCGATCCTGGCTGTCGGTGCTCAAGGAACCACTCCTCGTAAAA
GTGCGACTTATTCAGACAACGGTGAGTGGTTCCAGTGGAAACAAATGATATAACGCTTACAA
TTCTTGGAAACAAATTCGCTAGATTTTAGTTAGAATTGCCTGATTCCACACCCTTCTTAGTT
TTTTTCAATGAGATGTATAGTTTATAGTTTTGCAGAAAATAAATAAATTTCATTTAACTCGC
GAACATGTTGAAGATATGAATATTAATGAGATGCGAGTAACATTTTAATTTGCAGATGGTTG
CCATCTTGATTGGCCTCATCTTTTTGGGCCAACAACTCACGCAAGTGGGCGTGATGAATATC
AACGGAGCCATCTTCCTCTTCCTGACCAACATGACCTTTCAAAACGTCTTTGCCACGATAAA
TGTAAGTCTTGTTTAGAATACATTTGCATATTAATAATTTACTAACTTTCTAATGAATCGAT
TCGATTTAGGTGTTCACCTCAGAGCTGCCAGTTTTTATGAGGGAGGCCCGAAGTCGACTTTA
TCGCTGTGACACATACTTTCTGGGCAAAACGATTGCCGAATTACCGCTTTTTCTCACAGTGC
CACTGGTCTTCACGGCGATTGCCTATCCGATGATCGGACTGCGGGCCGGAGTGCTGCACTTC
TTCAACTGCCTGGCGCTGGTCACTCTGGTGGCCAATGTGTCAACGTCCTTCGGATATCTAAT
ATCCTGCGCCAGCTCCTCGACCTCGATGGCGCTGTCTGTGGGTCCGCCGGTTATCATACCAT
TCCTGCTCTTTGGCGGCTTCTTCTTGAACTCGGGCTCGGTGCCAGTATACCTCAAATGGTTG
TCGTACCTCTCATGGTTCCGTTACGCCAACGAGGGTCTGCTGATTAACCAATGGGCGGACGT
GGAGCCGGGCGAAATTAGCTGCACATCGTCGAACACCACGTGCCCCAGTTCGGGCAAGGTCA
TCCTGGAGACGCTTAACTTCTCCGCCGCCGATCTGCCGCTGGACTACGTGGGTCTGGCCATT
CTCATCGTGAGCTTCCGGGTGCTCGCATATCTGGCTCTAAGACTTCGGGCCCGACGCAAGGA
GTAGCCGACATATATCCGAAATAACTGCTTGTTTTTTTTTTTTACCATTATTACCATCGTGT
TTACTGTTTATTGCCCCCTCAAAAAGCTAATGTAATTATATTTGTGCCAATAAAAACAAGAT
ATGACCTATAGAATACAAGTATTTCCCCTTCGAACATCCCCACAAGTAGACTTTGGATTTGT
CTTCTAACCAAAAGACTTACACACCTGCATACCTTACATCAAAAACTCGTTTATCGCTACAT
AAAACACCGGGATATATTTTTTATATACATACTTTTCAAATCGCGCGCCCTCTTCATAATTC
ACCTCCACCACACCACGTTTCGTAGTTGCTCTTTCGCTGTCTCCCACCCGCTCTCCGCAACA
CATTCACCTTTTGTTCGACGACCTTGGAGCGACTGTCGTTAGTTCCGCGCGATTCGGTTCGC
TCAAATGGTTCCGAGTGGTTCATTTCGTCTCAATAGAAATTAGTAATAAATATTTGTATGTA
CAATTTATTTGCTCCAATATATTTGTATATATTTCCCTCACAGCTATATTTATTCTAATTTA
ATATTATGACTTTTTAAGGTAATTTTTTGTGACCTGTTCGGAGTGATTAGCGTTACAATTTG
AACTGAAAGTGACATCCAGTGTTTGTTCCTTGTGTAGATGCATCTCAAAAAAATGGTGGGCA
TAATAGTGTTGTTTATATATATCAAAAATAACAACTATAATAATAAGAATACATTTAATTTA
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GAAAATGCTTGGATTTCACTGGAACTAGGCTAGAGCTTAGGATTTAAATGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAG
CGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGACTCTAGCGAGCGCCGGAG
TATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACG
TCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGTA
AAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAACCAAGTAAATCAACTGCAACTA
CTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAGAACTCTGAATAGGGAATTGGGA
ATTCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTA
AAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGACTACATAATACT
GTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTT
ATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGTCGAGATTTTCAGGAGCT
AAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCA
TCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTC
AGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCC
TTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGA
CGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTG
AAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATAT
TCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAA
TATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCA
ATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAG
GTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAG
AATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGCGGGGCGTAATCTAGAGGATC
CGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAA
TATATACTGATATGTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTATGCTATGAAGCAGCGTATTA
CAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCG
GTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCG
GAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGA
CGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTAT
CGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCC
CCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCCCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATA
TCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATC
GGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACCTGAT
GTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGT
GACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAA
TATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGACGA
TGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGC
GACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAA
GCTGACCCTGAAGCTGATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGA
CCACCCTGGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC
TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGA
CGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCG
AGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTT
CAAGATCCGCCACAACATCtagGGTACCTAAGCTAGCACTAAGCGTCGCGCCACTTCAACGC
TCGATGGGAGCGTCATTGGTGGGCGGGGTAACCGTCGAAATCAGTGTTTACGCTTCCAATCG
CAACAAAAAATTCACTGCAACACTGAAAAGCATACGAAAACGATGAAGATTGTACGAGAAAC
CATAAAGTATTTTATCCACAAAGACACGTATAGCAGAAAAGCCAAGTTAACTCGGCGATAAG
TTGTGTACACAAGAATAAAATCGGCCAGATTCAGTGTTGTCAGAAATAAGAAAACCCCACTA
TGTTTTTCTTTGCCTTTTCTTTCTCCCAGCGATCATTCATTTCGTGGTGAAAGAACGGGGTC
ATTGCACGGAGTTTCGACTGCGGGAAAGCAGAGCTGCCGTTCACTTCGTCTATAATTAGCGC
TTTCTATTTTCCCCGATTCGGGCCGCTGCTGCGCTTTTCCGCCTGCTGTTTGTGGCAAGTGT
AGCAGCAGGCTGTGCACGCAGTGTGGCATGCACTTGGCTTTCCACCGTTGGTATCGATTCTC
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TGGGACGATGAGTCATTCCTTTCGGGGCCACAGCATAATCGTTGCCAGCTCACCGAAATGGT
GACTTCATTTCTTAACTGCCGTCAAGCATGCGATTGTACATACATACATATTTATATATGTA
CATATTTATGTGACTATGGTAGGTCGATATAATAGCAATCAACGCAAGCAAATGTGTCAGTC
CTGCTTACAGGAACGATTCTATTTAGTAATTTTCGTTGTATAAAGTAATTATGTATGTATGT
AAGCCCCATAAATCTGAAACAATTAGGCAAAACCATGCGAAGCTCTCGAGCTCGGTAAGCTT
AGATCCACTAGTGTCGACGATGTAGGTCACGGTCTCGAAGCCGCGGTGCGGGTGCCAGGGCG
TGCCCTTGGGCTCCCCGGGCGCGTACTCCACCTCACCCATCTGGTCCATCATGATGAACGGG
TCGAGGTGGCGGTAGTTGATCCCGGCGAACGCGCGGCGCACCGGGAAGCCCTCGCCCTCGAA
ACCGCTGGGCGCGGTGGTCACGGTGAGCACGGGACGTGCGACGGCGTCGGCGGGTGCGGATA
CGCGGGGCAGCGTCAGCGGGTTCTCGACGGTCACGGCGGGCATGTCGACACTAGTTCTAGCC
AGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTT
TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCC
GCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAG
AGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCG
TTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCA
GGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAA
GGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGAC
GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGA
AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCT
CCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA
TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGC
CACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT
ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGA
TCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATG
AGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAT
CTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTA
TCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACT
ACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTC
ACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTC
CTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT
TCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTC
GTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCC
CCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTG
GCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATC
CGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGC
GGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACT
TTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCT
GTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTT
TCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGG
GCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCA
GGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGG
TTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC 
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CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACGTACCGGGCCCCTAGTATGTATGTAAGT
TAATAAAACCCATTTTTGCGGAAAGTAGATAAAAAAAACATTTTTTTTTTTTACTGCACTGG
ATATCATTGAACTTATCTGATCAGTTTTAAATTTACTTCGATCCAAGGGTATTTGATGTACC
AGGTTCTTTCGATTACCTCTCACTCAAAATGACATTCCACTCAAAGTCAGCGCTGTTTGCCT
CCTTCTCTGTCCACAGAAATATCGCCGTCTCTTTCGCCGCTGCGTCCGCTATCTCTTTCGCC
ACCGTTTGTAGCGTTACGTAGCGTCAATGTCCGCCTTCAGTTGCATTTTGTCAGCGGTTTCG
TGACGAAGCTCCAAGCGGTTTACGCCATCAATTAAACACAAAGTGCTGTGCCAAAACTCCTC
TCGCTTCTTATTTTTGTTTGTTTTTTGAGTGATTGGGGTGGTGATTGGTTTTGGGTGGGTAA
GCAGGGGAAAGTGTGAAAAATCCCGGCAATGGGCCAAGAGGATCAGGAGCTATTAATTCGCG
GAGGCAGCAAACACCCATCTGCCGAGCATCTGAACAATGTGAGTAGTACATGTGCATACATC
TTAAGTTCACTTGATCTATAGGAACTGCGATTGCAACATCAAATTGTCTGCGGCGTGAGAAC
TGCGACCCACAAAAATCCCAAACCGCAATTGCACAAACAAATAGTGACACGAAACAGATTAT
TCTGGTAGCTGTTCTCGCTATATAAGACAATTTTTGAGATCATATCATGATCAAGACATCTA
AAGGCATTCATTTTCGACTATATTCTTTTTTACAAAAAATATAACAACCAGATATTTTAAGC
TGATCCTAGATGCACAAAAAATAAATAAAAGTATAAACCTACTTCGTAGGATACTTCGGGGT
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ACTTTTTGTTCGGGGTTAGATGAGCATAACGCTTGTAGTTGATATTTGAGATCCCCTATCAT
TGCAGGGTGACAGCGGAGCGGCTTCGCAGAGCTGCATTAACCAGGGCTTCGGGCAGGCCAAA
AACTACGGCACGCTCCGGCCACCCAGTCCGCCGGAGGACTCCGGTTCAGGGAGCGGCCAACT
AGCCGAGAACCTCACCTATGCCTGGCACAATATGGACATCTTTGGGGCGGTCAATCAGCCGG
GCTCCGGATGGCGGCAGCTGGTCAACCGGACACGCGGACTATTCTGCAACGAGCGACACATA
CCGGCGCCCAGGAAACATTTGCTCAAGAACGGTGAGTTTCTATTCGCAGTCGGCTGATCTGT
GTGAAATCTTAATAAAGGGTCCAATTACCAATTTGAAACTCAGTTTGCGGCGTGGCCTATCC
GGGCGAACTTTTGGCCGTGATGGGCAGTTCCGGTGCCGGAAAGACGACCCTGCTGAATGCCC
TTGCCTTTCGATCGCCGCAGGGCATCCAAGTATCGCCATCCGGGATGCGACTGCTCAATGGC
CAACCTGTGGACGCCAAGGAGATGCAGGCCAGGTGCGCCTATGTCCAGCAGGATGACCTCTT
TATCGGCTCCCTAACGGCCAGGGAACACCTGATTTTCCAGGCCATGGTGCGGATGCCACGAC
ATCTGACCTATCGGCAGCGAGTGGCCCGCGTGGATCAGGTGATCCAGGAGCTTTCGCTCAGC
AAATGTCAGCACACGATCATCGGTGTGCCCGGCAGGGTGAAAGGTCTGTCCGGCGGAGAAAG
GAAGCGTCTGGCATTCGCCTCCGAGGCACTAACCGATCCGCCGCTTCTGATCTGCGATGAGC
CCACCTCCGGACTGGACTCATTTACCGCCCACAGCGTCGTCCAGGTGCTGAAGAAGCTGTCG
CAGAAGGGCAAGACCGTCATCCTGACCATTCATCAGCCGTCTTCCGAGCTGTTTGAGCTCTT
TGACAAGATCCTTCTGATGGCCGAGGGCAGGGTAGCTTTCTTGGGCACTCCCAGCGAAGCCG
TCGACTTCTTTTCCTAGTGAGTTCGATGTGTTTATTAAGGGTATCTAGCATTACATTACATC
TCAACTCCTATCCAGCGTGGGTGCCCAGTGTCCTACCAACTACAATCCGGCGGACTTTTACG
TACAGGTGTTGGCCGTTGTGCCCGGACGGGAGATCGAGTCCCGTGATCGGATCGCCAAGATA
TGCGACAATTTTGCTATTAGCAAAGTAGCCCGGGATATGGAGCAGTTGTTGGCCACCAAAAA
TTTGGAGAAGCCACTGGAGCAGCCGGAGAATGGGTACACCTACAAGGCCACCTGGTTCATGC
AGTTCCGGGCGGTCCTGTGGCGATCCTGGCTGTCGGTGCTCAAGGAACCACTCCTCGTAAAA
GTGCGACTTATTCAGACAACGGTGAGTGGTTCCAGTGGAAACAAATGATATAACGCTTACAA
TTCTTGGAAACAAATTCGCTAGATTTTAGTTAGAATTGCCTGATTCCACACCCTTCTTAGTT
TTTTTCAATGAGATGTATAGTTTATAGTTTTGCAGAAAATAAATAAATTTCATTTAACTCGC
GAACATGTTGAAGATATGAATATTAATGAGATGCGAGTAACATTTTAATTTGCAGATGGTTG
CCATCTTGATTGGCCTCATCTTTTTGGGCCAACAACTCACGCAAGTGGGCGTGATGAATATC
AACGGAGCCATCTTCCTCTTCCTGACCAACATGACCTTTCAAAACGTCTTTGCCACGATAAA
TGTAAGTCTTGTTTAGAATACATTTGCATATTAATAATTTACTAACTTTCTAATGAATCGAT
TCGATTTAGGTGTTCACCTCAGAGCTGCCAGTTTTTATGAGGGAGGCCCGAAGTCGACTTTA
TCGCTGTGACACATACTTTCTGGGCAAAACGATTGCCGAATTACCGCTTTTTCTCACAGTGC
CACTGGTCTTCACGGCGATTGCCTATCCGATGATCGGACTGCGGGCCGGAGTGCTGCACTTC
TTCAACTGCCTGGCGCTGGTCACTCTGGTGGCCAATGTGTCAACGTCCTTCGGATATCTAAT
ATCCTGCGCCAGCTCCTCGACCTCGATGGCGCTGTCTGTGGGTCCGCCGGTTATCATACCAT
TCCTGCTCTTTGGCGGCTTCTTCTTGAACTCGGGCTCGGTGCCAGTATACCTCAAATGGTTG
TCGTACCTCTCATGGTTCCGTTACGCCAACGAGGGTCTGCTGATTAACCAATGGGCGGACGT
GGAGCCGGGCGAAATTAGCTGCACATCGTCGAACACCACGTGCCCCAGTTCGGGCAAGGTCA
TCCTGGAGACGCTTAACTTCTCCGCCGCCGATCTGCCGCTGGACTACGTGGGTCTGGCCATT
CTCATCGTGAGCTTCCGGGTGCTCGCATATCTGGCTCTAAGACTTCGGGCCCGACGCAAGGA
GTAGCCGACATATATCCGAAATAACTGCTTGTTTTTTTTTTTTACCATTATTACCATCGTGT
TTACTGTTTATTGCCCCCTCAAAAAGCTAATGTAATTATATTTGTGCCAATAAAAACAAGAT
ATGACCTATAGAATACAAGTATTTCCCCTTCGAACATCCCCACAAGTAGACTTTGGATTTGT
CTTCTAACCAAAAGACTTACACACCTGCATACCTTACATCAAAAACTCGTTTATCGCTACAT
AAAACACCGGGATATATTTTTTATATACATACTTTTCAAATCGCGCGCCCTCTTCATAATTC
ACCTCCACCACACCACGTTTCGTAGTTGCTCTTTCGCTGTCTCCCACCCGCTCTCCGCAACA
CATTCACCTTTTGTTCGACGACCTTGGAGCGACTGTCGTTAGTTCCGCGCGATTCGGTTCGC
TCAAATGGTTCCGAGTGGTTCATTTCGTCTCAATAGAAATTAGTAATAAATATTTGTATGTA
CAATTTATTTGCTCCAATATATTTGTATATATTTCCCTCACAGCTATATTTATTCTAATTTA
ATATTATGACTTTTTAAGGTAATTTTTTGTGACCTGTTCGGAGTGATTAGCGTTACAATTTG
AACTGAAAGTGACATCCAGTGTTTGTTCCTTGTGTAGATGCATCTCAAAAAAATGGTGGGCA
TAATAGTGTTGTTTATATATATCAAAAATAACAACTATAATAATAAGAATACATTTAATTTA
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GAAAATGCTTGGATTTCACTGGAACTAGGCTAGAGCTTAGGATTTAAATGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAG
CGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGACTCTAGCGAGCGCCGGAG
TATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACG
TCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGTA
AAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAACCAAGTAAATCAACTGCAACTA
CTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAGAACTCTGAATAGGGAATTGGGA
ATTCGTTAACAGATCTGCTACCGGTATACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTA
AAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGACTACATAATACT
GTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTT
ATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGTCGAGATTTTCAGGAGCT
AAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCA
TCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTC
AGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCC
TTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGA
CGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTG
AAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATAT
TCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAA
TATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCA
ATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAG
GTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAG
AATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGCGGGGCGTAATCTAGAGGATC
CGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAA
TATATACTGATATGTATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTATGCTATGAAGCAGCGTATTA
CAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCG
GTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCG
GAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGA
CGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTAT
CGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCC
CCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCCCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATA
TCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATC
GGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACCTGAT
GTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGT
GACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAA
TATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGACGa
tgGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGAC
GGCGGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCT
GCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAG
CTGTACtagggtaccTAAGCTAGCACTAAGCGTCGCGCCACTTCAACGCTCGATGGGAGCGT
CATTGGTGGGCGGGGTAACCGTCGAAATCAGTGTTTACGCTTCCAATCGCAACAAAAAATTC
ACTGCAACACTGAAAAGCATACGAAAACGATGAAGATTGTACGAGAAACCATAAAGTATTTT
ATCCACAAAGACACGTATAGCAGAAAAGCCAAGTTAACTCGGCGATAAGTTGTGTACACAAG
AATAAAATCGGCCAGATTCAGTGTTGTCAGAAATAAGAAAACCCCACTATGTTTTTCTTTGC
CTTTTCTTTCTCCCAGCGATCATTCATTTCGTGGTGAAAGAACGGGGTCATTGCACGGAGTT
TCGACTGCGGGAAAGCAGAGCTGCCGTTCACTTCGTCTATAATTAGCGCTTTCTATTTTCCC
CGATTCGGGCCGCTGCTGCGCTTTTCCGCCTGCTGTTTGTGGCAAGTGTAGCAGCAGGCTGT
GCACGCAGTGTGGCATGCACTTGGCTTTCCACCGTTGGTATCGATTCTCTGGGACGATGAGT
CATTCCTTTCGGGGCCACAGCATAATCGTTGCCAGCTCACCGAAATGGTGACTTCATTTCTT
AACTGCCGTCAAGCATGCGATTGTACATACATACATATTTATATATGTACATATTTATGTGA
CTATGGTAGGTCGATATAATAGCAATCAACGCAAGCAAATGTGTCAGTCCTGCTTACAGGAA
CGATTCTATTTAGTAATTTTCGTTGTATAAAGTAATTATGTATGTATGTAAGCCCCATAAAT
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CTGAAACAATTAGGCAAAACCATGCGAAGCTCTCGAGCTCGGTAAGCTTAGATCCACTAGTG
TCGACGATGTAGGTCACGGTCTCGAAGCCGCGGTGCGGGTGCCAGGGCGTGCCCTTGGGCTC
CCCGGGCGCGTACTCCACCTCACCCATCTGGTCCATCATGATGAACGGGTCGAGGTGGCGGT
AGTTGATCCCGGCGAACGCGCGGCGCACCGGGAAGCCCTCGCCCTCGAAACCGCTGGGCGCG
GTGGTCACGGTGAGCACGGGACGTGCGACGGCGTCGGCGGGTGCGGATACGCGGGGCAGCGT
CAGCGGGTTCTCGACGGTCACGGCGGGCATGTCGACACTAGTTCTAGCCAGCTTTTGTTCCC
TTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAT
TGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGG
TGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGG
GAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGT
ATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCG
AGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTG
GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAG
GTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGC
GCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGC
GTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAA
GCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGG
ATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGG
CTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAA
GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC
AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGG
GTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAA
GGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATAT
GAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG
TCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGG
GCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGAT
TTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATC
CGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATA
GTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATG
GCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAA
AAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTAT
CACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTT
TCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTG
CTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCA
TCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGT
TCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTC
TGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAAT
GTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTC
ATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCAC 
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7.4.2	Entry-Vektoren	
 

 
>pENTR_a2bp1 (5181 bp) 
 

 
 
 
AAATA attL 
ATGAG a2bp1 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGTATTATCCGCACATGGTGCAGGCGGGCGTAGCGCCTTTTCCGGGCGCTCCGGC
CGGCTATGCCGCCGCACCGAATCCTGGAGCAGCGGTTGTTGCCGCAGCGGCCGCCGCCCAAC
AACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCAGCAGCAGCAGGCCCAGCAGCAACAGCAA
CAACAGGTGGCCGGAGGACCACCCAGCGCCGCGGACAGTTTGTCCATGGCGGTGGCAGCGGC
AGCGGCCAAACAGTCTGCTGATCCAGTGACCCAAATGAAATCGGGCAGCGAGGCCGCAGGAT
CTGGCAACAGCAATAACAACAACACAGCTGGTGCGGGAACAGGAGCGCCAGGCGCAGCCGGA
GGATTGACCACAGAATATTCAAGTGGCGGCTGTGGGGGCGGTGGTGCATCAACGGCCAATTC
GGTGGTGGTGGCCACCAGTGTTTCCGACGTTGTCAATGCCTCGCTGTACATGCAACAGAAGT
CCACAGTATTGATCGCCAATGAGGCAGCAGAATCACAACAGAGCTCCGCCATGCAAAATGCC
GGCGGCGGTGGAAATACTGGCGGCGGCGGCGGCGGAGGAGGCGGCGGCACTCCCAGTTCTCC
GCTCAGCAACTCCCCGTCCAGCGCAACAGCCTCGCAGGCGGGCGGATGCGGACTGACCCTCA
ATGGCAGCGCCACCGAGGGCAGCATGTCCGGTGATACATCGCCGGTGGCCAGTGGTGAACCG
CTCCTGCAGACGCCGCCCGCCCACCAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCCGCTCCTGTGCAG
CAGTCCCACGTCGATGCAATCGTCGGGCACCTCCGTGACGGGCAGTTCGATAGCTTCCGGCA
CATTGGCGGCCACCAGCAGCAGTGGCGTTGGACTTTTGCCCACCACCGGATTGGACAGCATT
GCCAATGGTGGTGCACCAACAGGCTGTGCCGTTGTGCCGGCCAGCACATCGCAGGTGATCGC
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CCACCTGAATGCAGCTGCCGCTGCGGCCAGCGGCATCGTGTCGCCCAGCGCCAATGTGGCCA
CTAGTCTCAGCAGCGCCCTAGTCCCGGCCCAATCGGTTGCCGCCGTTGCGGCCGCCTCCCTC
GATGCCAAAAGTCAGCCGAAACGGCTGCACGTCTCCAACATACCGTTCCGCTTCCGGGATCC
CGATCTGAGAGCCATGTTTGGGCAATTTGGCACCATTCTGGACGTGGAAATCATCTTCAACG
AACGCGGCAGCAAGGGATTCGGTTTTGTAACATTCGCTAACAGCAACGATGCAGAACGAGCA
CGCGAACGTCTACACGGCACCGTGGTTGAGGGACGCAAAATCGAGGTGAATAACGCCACTGC
ACGTGTACAAACCAAAAAAGTGACAGCAGTACCCAACGTTTGCGTACAATGGCCAGAAGCCG
CCGTTGCCGCCGCAATGCGTGGAGTGGCCATCCAGCGCGGACACGTGGGCGTGGTCGGCGCC
ACCCCCTACCATCATCCCCATCATCCGCATCATCATCCGGCGCTGCTGGCGGCCTCCGCCGC
CGCTGCCCAACAACAACAGCAACGCCAACTGGCCGCCGCCGCCGTGGCCACGGCAGCAGTCG
CCCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGCTGTTGTACAGCAGCAACAGCAGCAAGTGGCTGCC
GCCGCCCAGCAGCAACACCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAACAGGCCGTGCAGCAACAACA
GGCGGTCCAGCAGCAGCAGCAACATCAACAACAACAGCAGCAGCAGCAACAACAGCAACATG
CCGCCGTAGCAGCCGCCGCAGCTGCCGCTTCGCATCCGCACATGCATGCCGCTCATGCCCAT
GCCCATGCCCACGCCCTTGGTCCACAATTGGCGCAACTGCAAGCGGTCGCCGTGCCCACGGC
CGCTAGCAATGCTGCTGCACTGCAGCAATCCCTCGCCGCTGCCATCCAGAATCCGAGCGGTA
ATCCGAACGCTGCTGCCGCCGCCGCCGCCTATGCCGCCCGTCTATCGGCGGCCACGGGTGCC
ACACAATCGCCGCAAACAGCCGCTGCTGCTGCGGCTGCTGCTTCCATGGCTGCGTCGGCCAA
TGCGGCCAACAATGCGGCCGCTTTGCATGGATTCGCGCCTGTATACTATGATCCCTTCTTAG
CAGCCGCTGCTTCCGCTGATCCAAATCTACGCTTCCAGGCAGCCAAACCGGTCACTGAAGTT
CCAGCCGCTCAGCCAGCCGCCATATTAAATCGCCGCACTGTGACTACGCTAAACAGTAACCC
ACATACGATCAACCGCATTCCGGTTCCACAGAATGTTTTGGCCACTGCTCCGCTGCTAAAGA
CTCCGCTGTCTCAGGCCCAGCAGCAGGCGTACGCCACGGCGGCCACCACCTACACGGCGGTA
GCCGCCCGGGCCGCCTATGGCGCCGCTGCTGCAGCAGCCGCCCAGCCGGCACTCGCCGGCTA
CGCCACCGTGGCTGGATATGCGCGCGAATATGCAGATCCTTATCTAGGACATGGCATTGGAC
CAGTTCCTGGATACGGGGCTACCATGTACCGCGGTGGATTCAATCGTTTCACGCCATATTAA
ATCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTG
CTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATC
CAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGG
CCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAAT
AAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAA
CGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGC
GATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGA
GTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGAC
TAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGAT
GATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATA
TCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGA
TTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCA
CGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGT
TGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTC
ATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGAT
GTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGG
TGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATA
TGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGG
TTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATC
CCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGAT
CTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA
CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTT
CAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCC
AGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA
GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG
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AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCG
GACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGG
AAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT
TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGG
TTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
 
 
>pENTR_arm (5112 bp) 
 

 
 
 
AAATA attL 
ATGAG arm 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGAGTTACATGCCAGCCCAGAATCGAACCATGTCGCATAATAATCAATACAATCC
ACCTGATCTGCCGCCGATGGTATCCGCCAAGGAGCAGACCCTCATGTGGCAGCAGAATTCGT
ACTTGGGCGACTCCGGCATCCACTCGGGTGCCGTGACCCAGGTTCCATCGCTGTCTGGCAAG
GAGGACGAGGAGATGGAGGGAGATCCACTTATGTTCGACCTGGACACCGGTTTCCCGCAGAA
TTTCACACAAGACCAAGTGGACGATATGAACCAGCAACTGAGCCAGACACGCTCCCAACGTG
TACGTGCTGCCATGTTTCCGGAAACCCTGGAGGAGGGCATTGAGATTCCCTCCACCCAGTTT
GATCCCCAACAGCCGACGGCAGTGCAACGTCTTTCGGAACCGTCACAAATGCTAAAGCACGC
GGTGGTCAATCTGATCAACTACCAGGACGACGCTGAGCTGGCAACCAGGGCCATACCCGAGT
TGATCAAGCTGCTGAACGATGAGGATCAGGTGGTAGTTTCCCAGGCCGCCATGATGGTCCAC
CAGCTGTCTAAGAAGGAGGCCTCGCGACATGCCATTATGAACAGCCCTCAGATGGTAGCCGC
TTTGGTGCGTGCCATCTCTAACAGCAACGATCTGGAGAGCACCAAGGCAGCGGTAGGAACAC
TGCACAACTTATCACACCATCGCCAGGGTCTGCTGGCCATCTTCAAGAGTGGCGGCATCCCG
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GCACTCGTCAAGTTGCTCTCCTCGCCAGTGGAGAGTGTGCTGTTCTATGCAATTACCACTCT
GCACAATTTGCTGCTCCACCAGGATGGCTCTAAGATGGCTGTGCGCCTGGCCGGCGGGCTTC
AGAAGATGGTTACTCTGCTGCAACGAAACAACGTTAAGTTTCTGGCTATCGTCACAGATTGC
TTGCAAATTCTGGCCTATGGTAACCAGGAGAGCAAGTTAATAATTCTTGCCTCCGGAGGGCC
CAACGAACTCGTGCGCATTATGCGCTCCTACGACTACGAGAAGCTTCTGTGGACCACTTCGC
GGGTACTGAAAGTGCTCTCCGTTTGCTCCAGCAACAAGCCGGCCATCGTGGATGCCGGTGGA
ATGCAGGCGCTGGCTATGCACTTGGGTAACATGTCACCGCGCCTTGTGCAAAACTGTTTGTG
GACGCTCCGCAATCTTTCGGATGCAGCCACTAAGGTGGAGGGCCTTGAAGCTTTGCTCCAAT
CTCTCGTCCAGGTTCTGGGCTCGACCGATGTCAACGTGGTCACCTGTGCCGCCGGTATCCTT
TCAAATCTGACGTGCAACAATCAGCGCAACAAGGCCACCGTTTGTCAGGTGGGCGGTGTGGA
CGCCCTCGTCCGTACTATTATCAATGCTGGAGATCGCGAAGAGATTACCGAGCCGGCTGTAT
GTGCCCTGCGTCACTTGACCTCGCGTCATGTGGACTCTGAGTTGGCCCAGAATGCCGTACGC
TTAAACTACGGACTATCGGTGATTGTAAAGCTATTGCATCCACCATCACGCTGGCCCTTGAT
CAAGGCCGTCATTGGACTCATACGCAATTTGGCCCTCTGTCCGGCCAATCACGCCCCGTTGC
GGGAGCACGGGGCCATCCACCATCTGGTGCGACTGCTTATGCGCGCCTTCCAAGACACAGAG
AGGCAACGTTCCTCGATAGCCACCACTGGTTCACAGCAGCCGTCCGCATACGCTGACGGCGT
TCGCATGGAGGAGATTGTCGAGGGCACGGTGGGGGCGCTACATATCCTGGCCCGCGAGTCTC
ACAACCGGGCACTCATTCGCCAGCAGTCGGTAATACCGATCTTTGTACGATTGCTGTTCAAC
GAAATCGAGAACATACAGCGCGTGGCTGCTGGCGTTCTTTGTGAGCTCGCCGCTGACAAGGA
GGGCGCCGAGATTATCGAGCAGGAGGGCGCCACTGGGCCGCTGACCGATCTCCTGCACTCGC
GCAATGAAGGCGTGGCCACATACGCCGCCGCTGTTCTCTTTCGCATGAGTGAGGACAAGCCG
CAGGATTACAAGAAGCGGCTATCCATAGAGCTGACCAACTCGCTGCTGCGCGAGGACAACAA
CATATGGGCCAATGCCGACCTGGGCATGGGTCCCGATCTACAGGATATGCTTGGACCAGAAG
AAGCATATGAGGGCCTGTACGGACAAGGTCCGCCCAGCGTGCACAGTTCACACGGAGGTCGC
GCATTCCATCAGCAAGGATATGATACTCTACCAATAGATTCGATGCAGGGTCTGGAGATCAG
CAGCCCAGTGGGCGGCGGCGGTGCTGGCGGTGCTCCCGGCAATGGTGGAGCTGTAGGCGGAG
CTAGCGGCGGCGGTGGTAACATCGGCGCCATTCCGCCTAGCGGCGCACCAACTTCGCCCTAT
TCCATGGACATGGACGTTGGCGAGATTGATGCCGGTGCATTGAACTTTGACTTGGACGCCAT
GCCGACGCCACCCAATGACAACAACAACCTGGCTGCCTGGTACGATACCGATTGTTAGAAGG
GTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCA
ATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGA
TATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGT
CTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTG
TCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAG
GCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATG
TCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTT
CTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTG
GCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCAT
GGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGAT
TCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGT
TTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGA
ATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAA
GTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGA
TTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGAC
GAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTT
TCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAA
ATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAAC
ACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAAC
GTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTC
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TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAG
ATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGT
ATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGG
CCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
 
 
>pENTR_dbr (5604 bp) 
 

 
 
AAATA attL 
ATGAG dbr 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGGATGCTCAGTTTGAGCACTTGTGCCGCATTTGCGCTGCCAACACGAAAAGCAA
GACGAATTCCGTGGTTGAAAGTGTGTTTATTTTTAAAACACAGGGACTGAAGGATAAAATAT
CTCGACACCTTTATCTAAATGTAGCTGAAGAAGATCCTCTGCCAAAAGTGCTCTGCAAATCT
TGTTACCGCCAAGTAGAGGCCACGGCGTCGCTTTCAAATATAGCAAAACATACTCAGCTCGT
GTTTCGGGACTTTCTCCTTAGTACACTGCCTAAGAATGCGAGGGAAGCGGCTGCTGCACAAC
TGAGCGTTCCAGCAACCCAAATCCCACACCGACACGACGAAGTCCAAGCGGAAATCGATGAA
TTTCGCCCCATTTTGCTGACCCACGTGCCGGAGTCCGGAAACACCGCTTCCAAGCCCCAACC
AGCCAATTGCCTGGAGCTGGCCCCAAAAACCGGCGAAAACTACTTGGCTGCATCTTCCTCAT
CCTCTTCTCTGAGCAAACCCGCTGGATCAGTAAAGAGCTATCTTAACACTGGGAGACGCAAC
AGCGTTTTTACAGACACTAGGTATGGATCGGCCCCACTGTCTATCGCTCAACGAACTATGCA
GTGTCTGCCTTCTTTGGTGCCCCTAAACACAGAGTCATTGGGTAGCAACGCAATGAGAAAGA
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GCCCAGACACAAAACTATCGCCGAAAGGAGTAATAAACTTCATCCAGACTCATGGGCGCATC
ACGGGCAATATACCTGAAGTCCAAGCAGAGGACAATACCGGAAACATCAACGTGACAGATAG
CAGAAACACAGTTACAGCTTCCGTTCTTATTTCTTCAAACGTTAGCAATCCAGGAACGAAAT
CTCAGGACAGTAATTTGTTTCTGCAGAAAAGTAGAAATCTTAAAAACACATTAAACAACATT
AAAGCCATGCGTACCGGACAGGTATCACTGCTTAAGGGTGCGCAAAATCGAAACCCTATTGA
AGATGTTAGACCACTGGTCACAACTACACTGGTACCCCAATATGGTGGTGAACCTTCCGTGG
AGGAAGCACTGCCAGAGCACATGATCTTTGCGGCGCCAAAAAAGAAAAGGGAGGATGAAGAA
CAATTTCTTCAAACGGCTCTGCCACAGCTAAAGAAAACTGTGCCAAGTCAATCTAAGACAAA
GTCCACAAAACTCGATTTAACTATATCGGTTGATTCGCATGTTTCACCCCCGTCAACGTCAA
TTTCTAATGTTAAAAGCCTCACTGATGCAATATTCCTGGGAAGCGTTATTAGGGATCCAGAC
TTGTTGATGCTTATTCTCAAGGCTCTAAAATGGCCGGTGACAGCAGAAAACTGTGATGAGCA
AATGTCCCGCTTAAAAAGTTCAAAGTTCGCTGTTATAATGTCAGACACAAACCTTCTTCAAG
ACACAGATCTCACACAACTTTTAGGTCCATATTTGGCCCCAATGCTGCCTGTGGTTCAGCAA
CAAGATCAGCATCCACTTTCCTCAGCTATCGGGTCTGCTTCTTCAAACCATTCATCGCAGGC
GACTAAAGATGTACTTAAGCTGGCTGACTTATCTAGTGCAATGCCTTATAAACTTCCACCAG
AAACGTCGGTTCAATTAGTGCCTTCCAGTCCCACGGAACAGGAACCGCAGCCTGTGCGTCAC
AAAAAGGCGGTTAGCGTGCCAACTGTCAAACGCCATCAACGAAAGATGCGTGCCCTTGATTT
ACCTGCTGTTGACAAGACGCGCCGCATAATTTCGTTATCGACTTCAAAGGCAGCTTATGTCA
GCAACGAACTGTCGAATATCAATTCTGTGCTTTTTTCGCAGTTCGAATCAAATCCGGCCGAC
GCTATTAATGAAGCGCTTATCTCACTCCTTAAGCAGCAACAACAAGAAACAAAAGACCAGCG
AAAAACTCGTCAGAGTTGTATTGGCTCTGACAGTGCAGTTAATTTAGAAGACATTGTACTGA
TCGATCCCCAACCGCCTCTTGCAGTCGATCCGCATAATGTGAAGTACCTTGAGGATGACTAC
GTCTCTCCGCAGTCCCAGCCCGGATCCCAATACAATTTTAAAAGGCGCAAAACAGACATTCG
GTCATCAGAGCCGTCTGAAGTCGTTGTGCTCGATAACAGCGGATCCCCAAATGAAAAGAATT
CAAAAGAAGTATTTCCAAGTACGAAACAGACTTTATCCAGAGAAACAAAGAAAAGTGCGGTA
ACTGTTAGAAAAGAATCTTTGGGTCAGCTAAAGCAGGCACCCACAAGTACCGTCCCGGAAGA
CATTTGCGATCCTAAAGCCAGAGCCATTAATGCGAAAGAAAATCCCGAAGTGTGTGAACCAG
TCCCGGACAATGGAGGTAGTGACGATATTGATGATAGCAAAGCAGGCTCGGTATCCGTTCGG
AAGTCGGAAGTCAAAGCTGCGCTTGGACAAAAGCTTTTGGAGGCTATTGGACTTTCTCAGTT
GGGAGCCGATGCAGCGCCTGAAAACTCCCGCGACACTCTTAGAAGTGCGTTAAAGCGCTCTA
TAAAACAGGCCCAGGAGCAACAGCTTCAGCTGAAGCGAGGCAATCATGAAGAACCTGTGAAG
CAACTTGCCGATTCCACAACCAAGCTAAGTGCAGCAGAATCGGCAGATGAGCATAAAAAAGC
AATTGCCGAGCGGGAGCTGGCCCTGCTGAATCGTGGATTTAAAGCAGGAGAAGAAAACACGA
TTTCCCTAAAAGATGATAAGTGGGAGCGAACTGATGTTAGTTCTTCATCATCAAGAAACCGC
CGAGGACGTAAATCAAAGATTGATTCCAACGTCGAGGATTTTGGCGATGAAGAAAAAAAAGA
CTCTAGATGGGATGAAGACGATGACTTGCCGTTAAAGGCAGATACGGAAAAACCTTCAGAAC
GGAACAGCACCAACGCCCGACCGACCCGTACTAGCAAAACGTTATCAAAGTATTATAAAGGA
CCAACTTCTAAATCACATCATAGCATGGGTACGCGCTCGACACGACAGCGCTGAAAGGGTGG
GCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTT
GTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATC
CCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCA
AAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTG
CTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCG
CGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGG
GCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGA
AACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTG
ACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTT
ACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAG
GTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGT
AATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAA
CGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCT
GGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTC
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TCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGT
CGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTC
CTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTG
CAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTG
GCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGAT
CCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGT
TTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGC
AGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTA
GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAA
GTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCT
GAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGT
ATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCG
TCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTT
TTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 

 
 
 
>pENTR_exd (3716 bp) 
 

 
 
AAATA attL 
ATGAG exd 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
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ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGGAGGACCCCAATCGCATGTTGGCCCACACCGGCGGCATGATGGCTCCGCAAGG
ATACGGCTTGTCTGGCCAGGATGATGGCCAGAATGCCGGCAGCGAGAACGAGGTGCGCAAGC
AGAAGGACATCGGCGAGATATTGCAACAGATAATGAGTATCTCGGAGCAATCACTTGACGAG
GCCCAGGCCAGAAAACATACACTAAACTGTCACCGAATGAAGCCGGCACTTTTCTCTGTACT
TTGCGAAATCAAGGAGAAGACCGTCCTCTCGATTCGCAACACCCAGGAGGAGGAGCCCCCAG
ATCCGCAACTGATGCGCTTGGACAACATGCTGATTGCCGAGGGCGTGGCCGGACCCGAGAAG
GGCGGTGGCGGAGCAGCGGCTGCCTCTGCGGCTGCGGCCAGCCAGGGCGGTTCCCTGTCCAT
CGATGGTGCTGACAATGCCATTGAGCATTCCGACTACCGTGCCAAGCTGGCACAGATCCGTC
AAATATATCACCAGGAATTGGAGAAGTACGAGCAGGCATGCAACGAGTTCACCACGCATGTC
ATGAATCTTCTACGCGAACAGAGTCGCACGAGACCCATTACACCAAAGGAAATCGAGCGAAT
GGTGCAGATCATCCACAAAAAGTTTAGTTCCATACAAATGCAGCTGAAGCAGTCGACCTGCG
AGGCTGTAATGATACTTCGTTCGCGTTTCCTGGACGCACGCCGCAAACGCCGCAATTTCAGC
AAGCAGGCATCCGAGATTCTCAACGAGTACTTCTACAGTCACTTGAGCAACCCATATCCATC
CGAAGAGGCCAAAGAGGAGTTGGCACGAAAGTGTGGCATCACGGTCTCGCAAGTATCGAATT
GGTTTGGCAACAAGCGTATTCGCTATAAGAAGAACATTGGTAAGGCACAGGAGGAGGCCAAT
TTGTATGCGGCCAAGAAGGCGGCTGGTGCTTCACCGTATTCCATGGCCGGTCCACCCAGCGG
GACAACCACACCCATGATGTCACCCGCTCCGCCACAGGATTCCATGGGCTATCCAATGGGCT
CCGGCGGATACGACCAGCAGCAACCGTACGACAACAGCATGGGCGGCTACGACCCAAATCTC
CATCAGGATCTAAGCCCCTGAGGATCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAA
GTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCA
AAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCA
TAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGAT
AAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGT
TATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATT
TATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTG
TATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGA
TGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCA
AGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACA
GCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGT
GTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTAT
TTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGAT
GACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATT
CTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGG
GGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTT
GCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAA
ATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTT
TCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGAC
GGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGA
CCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCT
TGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACT
CTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTA
GCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAA
TCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAG
CTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCA
CGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCA
CCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACG
CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
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>pENTR_UbxIa (3750 bp) 
 

 
 
AAATA attL 
ATGAG UbxIa 

 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGAACTCGTACTTTGAACAGGCCTCCGGCTTTTATGGCCATCCGCACCAGGCCAC
CGGAATGGCAATGGGCAGCGGTGGCCACCACGACCAGACGGCCAGTGCAGCGGCGGCCGCGT
ACAGAGGATTCCCTCTCTCGCTGGGCATGAGTCCCTATGCCAACCACCATCTGCAGCGCACC
ACCCAGGACTCGCCCTACGATGCCAGCATCACGGCCGCCTGCAACAAGATATACGGCGATGG
AGCCGGAGCCTACAAACAGGACTGCCTGAACATCAAGGCGGATGCGGTGAATGGCTACAAAG
ACATTTGGAACACGGGCGGCTCGAATGGCGGCGGGGGTGGCGGCGGAGGCGGTGGTGGCGGC
GGAGCGGGCGGAACAGGTGGAGCCGGCAATGCCAATGGCGGTAATGCGGCCAATGCAAACGG
ACAGAACAATCCGGCGGGCGGTATGCCCGTTAGACCCTCCGCCTGCACCCCAGATTCCCGAG
TGGGCGGCTATTTGGACACGTCGGGCGGCAGTCCCGTTAGCCATCGCGGCGGCAGTGCCGGC
GGTAATGTGAGTGTCAGCGGCGGCAACGGCAACGCCGGAGGCGTACAGAGCGGCGTGGGCGT
GGCCGGAGCGGGCACTGCCTGGAATGCCAATTGCACCATCTCGGGCGCCGCTGCCCAAACGG
CGGCCGCCAGCAGTTTACACCAGGCCAGCAATCACACATTCTACCCCTGGATGGCTATCGCA
GGTAAGATAAGATCTGATTTAACACAATACGGCGGCATATCAACAGACATGGGTAAGAGATA
CTCAGAATCTCTTGCGGGCTCACTTCTACCAGACTGGCTAGGTACAAATGGTCTGCGAAGAC
GCGGCCGACAGACATACACCCGCTACCAGACGCTCGAGCTGGAGAAGGAGTTCCACACGAAT
CATTATCTGACCCGCAGACGGAGAATCGAGATGGCGCACGCGCTATGCCTGACGGAGCGGCA
GATCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGAATGAAGCTGAAGAAGGAGATCCAGGCGATCAAGG
AGCTGAACGAACAGGAGAAGCAGGCGCAGGCCCAGAAGGCGGCGGCGGCAGCGGCTGCGGCG
GCGGCGGTCCAAGGTGGACACTTAGATCAGTAGATCCTTAGATCCTTAGATCCTTAGATCAA
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GGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTAT
CAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCT
GATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGT
GTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAAC
TGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCG
AGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAA
TGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGT
TTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAAC
TGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGC
ATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTG
ATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCT
GTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAAT
GAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAAC
AAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGT
GATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGG
ACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGT
TTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAAT
AAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTA
ACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTA
ACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCA
GAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTG
AGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAG
GTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 

 
 

>pENTR_UbxIIa (3697 bp) 

 
AAATA attL 
ATGAG UbxIIa 
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CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGAACTCGTACTTTGAACAGGCCTCCGGCTTTTATGGCCATCCGCACCAGGCCAC
CGGAATGGCGATGGGCAGCGGTGGCCACCACGACCAGACGGCCAGTGCAGCGGCGGCCGCGT
ACAGGGGATTCCCTCTCTCGCTGGGCATGAGTCCCTATGCCAACCACCATCTGCAGCGCACC
ACCCAGGACTCGCCCTACGATGCCAGCATCACGGCCGCCTGCAATAAGATATACGGCGATGG
AGCCGGAGCCTACAAACAGGACTGCCTGAACATCAAGGCGGATGCGGTGAATGGCTACAAAG
ACATTTGGAACACGGGCGGCTCGAATGGCGGCGGGGGTGGCGGCGGAGGCGGTGGTGGCGGC
GGAGCGGGCGGAACAGGTGGAGCCGGCAATGCCAATGGCGGTAATGCGGCCAATGCAAACGG
ACAGAACAATCCGGCGGGCGGTATGCCCGTTAGACCCTCCGCCTGCACCCCAGATTCCCGAG
TGGGCGGCTACTTGGACACGTCGGGCGGCAGTCCCGTTAGCCATCGCGGCGGCAGTGCCGGC
GGTAATGTGAGTGTCAGCGGCGGCAACGGCAACGCCGGAGGCGTACAGAGCGGCGTGGGCGT
GGCCGGAGCGGGCACTGCCTGGAATGCCAATTGCACCATCTCGGGCGCCGCTGCCCAAACGG
CGGCCGCCAGCAGTTTACACCAGGCCAGCAATCACACATTCTACCCCTGGATGGCTATCGCA
GGTAAGAGATACTCAGAATCTCTTGCGGGCTCACTTCTACCAGACTGGCTAGGTACAAATGG
TCTGCGAAGACGCGGCCGACAGACATACACCCGCTACCAGACGCTCGAGCTGGAGAAGGAGT
TCCACACGAATCATTATCTGACCCGCAGACGGAGAATCGAGATGGCGCACGCGCTATGCCTG
ACGGAGCGGCAGATCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGAATGAAGCTGAAGAAGGAGATCCA
GGCGATCAAGGAGCTGAACGAACAGGAGAAGCAGGCGCAGGCCCAGAAGGCGGCGGCGGCAG
CGGCTGCGGCGGCGGCGGTCCAAGGTGGACACTTAGATCAGTAGCCTTAGATCCTTAGATCC
TTAGATCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGC
ATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGC
CATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCT
CTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAA
CAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG
GAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGC
TCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGC
CAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTC
AGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCC
TGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAG
AATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCAT
TCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCA
ATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGC
CTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTC
ACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTAT
TGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCC
TCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCT
GATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAA
TTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAA
AATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAA
GGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACC
GCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTG
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GCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCAC
TTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGC
TGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAA
GGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAG
GGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGA
TTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTT
ACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
 
 
>pENTR_UbxIVa (3646 bp) 
 

 
 
AAATA attL 
ATGAG UbxIVa 
 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGAACTCGTACTTTGAACAGGCCTCCGGCTTTTATGGCCATCCGCACCAGGCCAC
CGGAATGGCGATGGGCAGCGGTGGCCACCACGACCAGACGGCCAGTGCAGCGGCGGCCGCGT
ACAGGGGATTCCCTCTCTCGCTGGGCATGAGTCCCTATGCCAACCACCATCTGCAGCGCACC
ACCCAGGACTCGCCCTACGATGCCAGCATCACGGCCGCCTGCAATAAGATATACGGCGATGG
AGCCGGAGCCTACAAACAGGACTGCCTGAACATCAAGGCGGATGCGGTGAATGGCTACAAAG
ACATTTGGAACACGGGCGGCTCGAATGGCGGCGGGGGTGGCGGCGGAGGCGGTGGTGGCGGC
GGAGCGGGCGGAACAGGTGGAGCCGGCAATGCCAATGGCGGTAATGCGGCCAATGCAAACGG
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ACAGAACAATCCGGCGGGCGGTATGCCCGTTAGACCCTCCGCCTGCACCCCAGATTCCCGAG
TGGGCGGCTACTTGGACACGTCGGGCGGCAGTCCCGTTAGCCATCGCGGCGGCAGTGCCGGC
GGTAATGTGAGTGTCAGCGGCGGCAACGGCAACGCCGGAGGCGTACAGAGCGGCGTGGGCGT
GGCCGGAGCGGGCACTGCCTGGAATGCCAATTGCACCATCTCGGGCGCCGCTGCCCAAACGG
CGGCCGCCAGCAGTTTACACCAGGCCAGCAATCACACATTCTACCCCTGGATGGCTATCGCA
GGTACAAATGGTCTGCGAAGACGCGGCCGACAGACATACACCCGCTACCAGACGCTCGAGCT
GGAGAAGGAGTTCCACACGAATCATTATCTGACCCGCAGACGGAGAATCGAGATGGCGCACG
CGCTATGCCTGACGGAGCGGCAGATCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGAATGAAGCTGAAG
AAGGAGATCCAGGCGATCAAGGAGCTGAACGAACAGGAGAAGCAGGCGCAGGCCCAGAAGGC
GGCGGCGGCAGCGGCTGCGGCGGCGGCGGTCCAAGGTGGACACTTAGATCAGTAGCCTTAGA
TCCTTAGATCCTTAGATCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCAT
TATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAA
TCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTT
TCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATAT
ATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCC
ATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGG
TATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAA
GCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAG
ATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTT
ATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCA
GGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGC
GCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTC
GCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCG
TAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGG
ATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTA
ATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCT
ATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTA
TTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCA
GAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAG
CTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG
AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACA
AAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCC
GAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGT
TAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTA
CCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTT
ACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGC
GAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCC
GAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAG
GGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGAC
TTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAAC
GCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
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>pENTR_UbxIa UbdA (3726 bp) 
 
Die	UbxUbdA	cDNA	stammte	von	Dr.	Samir	Merabet	(IGFL,	Frankreich).	

	

 
 
 
AAATA attL 
ATGAG Ubx UbdA 
 
 
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGC
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAG
GTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGG
AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCC
TGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAA
TCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACG
AAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC
GCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCC
TTCACCATGAACTCGTACTTTGAACAGGCCTCCGGCTTTTATGGCCATCCGCACCAGGCCAC
CGGAATGGCGATGGGCAGCGGTGGCCACCACGACCAGACGGCCAGTGCAGCGGCGGCCGCGT
ACAGGGGATTCCCTCTCTCGCTGGGCATGAGTCCCTATGCCAACCACCATCTGCAGCGCACC
ACCCAGGACTCGCCCTACGATGCCAGCATCACGGCCGCCTGCAACAAGATATACGGCGATGG
AGCCGGAGCCTACAAACAGGACTGCCTGAACATCAAGGCGGATGCGGTGAATGGCTACAAAG
ACATTTGGAACACGGGCGGCTCGAATGGCGGCGGGGGTGGCGGCGGAGGCGGTGGTGGCGGC
GGAGCGGGCGGAACAGGTGGAGCCGGCAATGCCAATGGCGGTAATGCGGCCAATGCAAACGG
ACAGAACAATCCGGCGGGCGGTATGCCCGTTAGACCCTCCGCCTGCACCCCAGATTCCCGAG
TGGGCGGCTACTTGGACACGTCGGGCGGCAGTCCCGTTAGCCATCGCGGCGGCAGTGCCGGC
GGTAATGTGAGTGTCAGCGGCGGCAACGGCAACGCCGGAGGCGTACAGAGCGGCGTGGGCGT
GGCCGGAGCGGGCACTGCCTGGAATGCCAATTGCACCATCTCGGGCGCCGCTGCCCAAACGG
CGGCCGCCAGCAGTTTACACCAGGCCAGCAATCACACATTCTACCCCTGGATGGCTATCGCA
GGTAAGATAAGATCTGATTTAACACAATACGGCGGCATATCAACAGACATGGGTAAGAGATA
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CTCAGAATCTCTTGCGGGCTCACTTCTACCAGACTGGCTAGGTACAAATGGTCTGCGAAGAC
GCGGCCGACAGACATACACCCGCTACCAGACGCTCGAGCTGGAGAAGGAGTTCCACACGAAT
CATTATCTGACCCGCAGACGGAGAATCGAGATGGCGCACGCGCTATGCCTGACGGAGCGGCA
GATCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGAATGAAGCTGAAGAAGGAGATCCAGGCGATCGTGG
TGCTGATCGTAGCGGAGAAGCAGGCGCAGGCCCAGAAGGCGGCGGCGGCAGCGGCTGCGGCG
GCGGCGGTCCAAGGTGGACACTTAGATCAGTAGATCCTTAGATCCTTAGATCCTTAGATCAA
GGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTAT
CAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCT
GATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGT
GTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAAC
TGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCG
AGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAA
TGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGT
TTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAAC
TGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGC
ATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTG
ATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCT
GTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAAT
GAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAAC
AAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGT
GATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGG
ACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGT
TTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAAT
AAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTA
ACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTA
ACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCA
GAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTG
AGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAG
GTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT 
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7.4.3	pMT	Gal4_UASmCherry	
 

 
Der	pMT	Gal4	(Klueg	et	al.,	2002)	ist	erhältlich	über	das	Drosophila	Genomics	Resource	

Center	(DGRC,	Indiana	University,	Bloomington,	USA)	und	wurde	für	diese	Arbeit	durch	

Einbringung	einer	UAS-mCherry	Kassette	modifiziert.		

	

 
 

ATGAA  Gal4 
ATGGT  mCherry 
CGGAG  5X UAS 
CGCCG  HSP70 Promotor 
 
GGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATC
GCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGC
CCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTAC
GCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCG
CATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTG
CTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTT
TTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGG
TTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGC
GGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATA
ACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTG
TCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTG
GTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCT
CAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTT
TTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTG
CGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAA
CGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTG
GCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTT
GCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC
CGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTA
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TCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACT
TTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATA
ATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAA
AAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAA
AAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTA
GGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACC
AGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTAC
CGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGA
ACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGA
AGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG
AGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTAT
CCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACC
GCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGA
AAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCT
TTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACAC
AGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCGTTGCAGGACAGGATGTGGTGCCCGATGTGACTAG
CTCTTTGCTGCAGGCCGTCCTATCCTCTGGTTCCGATAAGAGACCCAGAACTCCGGCCCCCC
ACCGCCCACCGCCACCCCCATACATATGTGGTACGCAAGTAAGAGTGCCTGCGCATGCCCCA
TGTGCCCCACCAAGAGTTTTGCATCCCATACAAGTCCCCAAAGTGGAGAACCGAACCAATTC
TTCGCGGGCAGAACAAAAGCTTCTGCACACGTCTCCACTCGAATTTGGAGCCGGCCGGCGTG
TGCAAAAGAGGTGAATCGAACGAAAGACCCGTGTGTAAAGCCGCGTTTCCAAAATGTATAAA
ACCGAGAGCATCTGGCCAATGTGCATCAGTTGTGGTCAGCAGCAAAATCAAGTGAATCATCT
CAGTGCAACTAAAGGGAATTCGATATCAAGCTTCAAGCCTCCTGAAAGATGAAGCTACTGTC
TTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGCTCAAGTGCTCCAAAGAAAAAC
CGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAACAACTGGGAGTGTCGCTACTCTCCCAAAACCAAAAGG
TCTCCGCTGACTAGGGCACATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCT
ATTTCTACTGATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATTTTGAAAATGGATTCTTTACAGG
ATATAAAAGCATTGTTAACAGGATTATTTGTACAAGATAATGTGAATAAAGATGCCGTCACA
GATAGATTGGCTTCAGTGGAGACTGATATGCCTCTAACATTGAGACAGCATAGAATAAGTGC
GACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGATTGACT
CGGCAGCTCATCATGATAACTCCACAATTCCGTTGGATTTTATGCCCAGGGATGCTCTTCAT
GGATTTGATTGGTCTGAAGAGGATGACATGTCGGATGGCTTGCCCTTCCTGAAAACGGACCC
CAACAATAATGGGTTCTTTGGCGACGGTTCTCTCTTATGTATTCTTCGATCTATTGGCTTTA
AACCGGAAAATTACACGAACTCTAACGTTAACAGGCTCCCGACCATGATTACGGATAGATAC
ACGTTGGCTTCTAGATCCACAACATCCCGTTTACTTCAAAGTTATCTCAATAATTTTCACCC
CTACTGCCCTATCGTGCACTCACCGACGCTAATGATGTTGTATAATAACCAGATTGAAATCG
CGTCGAAGGATCAATGGCAAATCCTTTTTAACTGCATATTAGCCATTGGAGCCTGGTGTATA
GAGGGGGAATCTACTGATATAGATGTTTTTTACTATCAAAATGCTAAATCTCATTTGACGAG
CAAGGTCTTCGAGTCAGGTTCCATAATTTTGGTGACAGCCCTACATCTTCTGTCGCGATATA
CACAGTGGAGGCAGAAAACAAATACTAGCTATAATTTTCACAGCTTTTCCATAAGAATGGCC
ATATCATTGGGCTTGAATAGGGACCTCCCCTCGTCCTTCAGTGATAGCAGCATTCTGGAACA
AAGACGCCGAATTTGGTGGTCTGTCTACTCTTGGGAGATCCAATTGTCCCTGCTTTATGGTC
GATCCATCCAGCTTTCTCAGAATACAATCTCCTTCCCTTCTTCTGTCGACGATGTGCAGCGT
ACCACAACAGGTCCCACCATATATCATGGCATCATTGAAACAGCAAGGCTCTTACAAGTTTT
CACAAAAATCTATGAACTAGACAAAACAGTAACTGCAGAAAAAAGTCCTATATGTGCAAAAA
AATGCTTGATGATTTGTAATGAGATTGAGGAGGTTTCGAGACAGGCACCAAAGTTTTTACAA
ATGGATATTTCCACCACCGCTCTAACCAATTTGTTGAAGGAACACCCTTGGCTATCCTTTAC
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AAGATTCGAACTGAAGTGGAAACAGTTGTCTCTTATCATTTATGTATTAAGAGATTTTTTCA
CTAATTTTACCCAGAAAAAGTCACAACTAGAACAGGATCAAAATGATCATCAAAGTTATGAA
GTTAAACGATGCTCCATCATGTTAAGCGATGCAGCACAAAGAACTGTTATGTCTGTAAGTAG
CTATATGGACAATCATAATGTCACCCCATATTTTGCCTGGAATTGTTCTTATTACTTGTTCA
ATGCAGTCCTAGTACCCATAAAGACTCTACTCTCAAACTCAAAATCGAATGCTGAGAATAAC
GAGACCGCACAATTATTACAACAAATTAACACTGTTCTGATGCTATTAAAAAAACTGGCCAC
TTTTAAAATCCAGACTTGTGAAAAATACATTCAAGTACTGGAAGAGGTATGTGCGCCGTTTC
TGTTATCACAGTGTGCAATCCCATTACCGCATATCAGTTATAACAATAGTAATGGTAGCGCC
ATTAAAAATATTGTCGGTTCTGCAACTATCGCCCAATACCCTACTCTTCCGGAGGAAAATGT
CAACAATATCAGTGTTAAATATGTTTCTCCTGGCTCAGTAGGGCCTTCACCTGTGCCATTGA
AATCAGGAGCAAGTTTCAGTGATCTAGTCAAGCTGTTATCTAACCGTCCACCCTCTCGTAAC
TCTCCAGTGACAATACCAAGAAGCACACCTTCGCATCGCTCAGTCACGCCTTTTCTAGGGCA
ACAGCAACAGCTGCAATCATTAGTGCCACTGACCCCGTCTGCTTTGTTTGGTGGCGCCAATT
TTAATCAAAGTGGGAATATTGCTGATAGCTCATTGTCCTTCACTTTCACTAACAGTAGCAAC
GGTCCGAACCTCATAACAACTCAAACAAATTCTCAAGCGCTTTCACAACCAATTGCCTCCTC
TAACGTTCATGATAACTTCATGAATAATGAAATCACGGCTAGTAAAATTGATGATGGTAATA
ATTCAAAACCACTGTCACCTGGTTGGACGGACCAAACTGCGTATAACGCGTTTGGAATCACT
ACAGGGATGTTTAATACCACTACAATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGA
TACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGTAAAATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTT
CACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTATACATCGTTTTGCCTTCT
TTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATCTATAGAATT
TTTTAAATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATA
TTACGAGGGCTTATTCAGAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCG
GGGATCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCC
GAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAGCG
GAGACTCTAGCGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAAT
TCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGA
ACAAGCTAAACAATCTGCAGTAAAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAA
CCAAGTAAATCAACTGCAACTACTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAG
AACTCTGAATAGGGAATTGGGAATTCGTTAACAGATCTGCGGCCGCGGCTCGAGGGTACCAT
GGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGC
ACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCC
TACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTG
GGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACA
TCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTC
GAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTA
CAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCA
TGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATC
AAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAA
GGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCT
CCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACC
GGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATCTAGAGGATCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGT
GGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATT
TTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCAACCT
ATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATGAGGAAAACCTGTTTTGCTCA
GAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGACTCTCAACATTCTACTCCTCCAAA
AAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCTTCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTC
ATGCTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTTGCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCT
GCACTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGATCA
TAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCC
CTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAA
TGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATT
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CTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCCTCTAGAGTCGA
CCTGCAGGCATGCAAGCTATTCGATGCACACTCACATTCTTCTCCTAATACGATAATAAAAC
TTTCCATGAAAAATATGGAAAAATATATGAAAATTGAGAAATCCAAAAAACTGATAAACGCT
CTACTTAATTAAAATAGATAAATGGGAGCGGCAGGAATGGCGGAGCATGGCCAAGTTCCTCC
GCCAATCAGTCGTAAAACAGAAGTCGTGGAAAGCGGATAGAAAGAATGTTCGATTTGACGGG
CAAGCATGTCTGCTATGTGGCGGATTGCGGAGGAATTGCACTGGAGACCAGCAAGGTTCTCA
TGACCAAGAATATAGCGGTGAGTGAGCGGGAAGCTCGGTTTCTGTCCAGATCGAACTCAAAA
CTAGTCCAGCCAGTCGCTGTCGAAACTAATTAAGTAAATGAGTTTTTCATGTTAGTTTCGCG
CTGAGCAACAATTAAGTTTATGTTTCAGTTCGGCTTAGATTTCGCTGAAGGACTTGCCACTT
TCAATCAATACTTTAGAACAAAATCAAAACTCATTCTAATAGCTTGGTGTTCATCTTTTTTT
TTAATGATAAGCATTTTGTCGTTTATACTTTTTATATTTCGATATTAAACCACCTATGAAGT
TCATTTTAATCGCCAGATAAGCAATATATTGTGTAAATATTTGTATTCTTTATCAGGAAATT
CAGGGAGACGGGGAAGTTACTATCTACTAAAAGCCAAACAATTTCTTACAGTTTTACTCTCT
CTACTCTAGAGTAGCTT 
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