
























































































































































































































































Ergebnisse

Abb. 3-23 Kartierung und Identifikation gnathaler NBs mit Hilfe ausgewdhiter molekularer Marker. (A-F) Expression
verschiedener NB-Subpopulationsmarker (entsprechend der Beschriftung) in gnathalen NBs nach Abschluss der NB-Bildung
im spaten Stadium 11 in Filetpraparationen des gnathalen ZNS. Fiir Orientierung und Abkiirzungen siehe Abb. 3-22. In A’,
A“, C, C”, DY D E E, F und F sind jeweils linke Hemisegmente der in A, C, D, E, F gezeigten Praparate dargestellt. Der
Kasten in B‘ zeigt die Expression von Eg in NBs des Prothorakalsegments (PT). Die Repo-exprimierenden
Gliazellnachkommen von NB 7-4 sind in F nicht im Fokus (Kasten in F*“).Siehe Text fiir weitere Details.
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Alle Gbrigen gnathalen NBs konnten als serielle Homologe von NBs des PT identifiziert werden
(Urbach et al., 2016). Lediglich im Falle des NB 5-5 und der mutmaRlichen Mittellinienvorlaufer
MP2a,b,c (beide MN) ist die Homologie zum NB 5-5 bzw. MP2 der Rumpfsegmente auf Grund derer
stark abgewandelten Expressionsprofile nicht eindeutig (Urbach et al., 2016).

Trotz der seriellen Homologie unterscheiden sich gnathale NBs in den meisten Fallen von
ihren Homologen der Rumpfsegmente. So wurde in 11 von 28-29 labialen NBs, in 14 von 26-27
maxillaren NBs und in 17 von 22 mandibularen NBs ein modifiziertes Expressionsprofil segmental
konservierter Markergene beobachtet (siehe folgende Kapitel und Urbach et al.,, 2106;
zusammengefasst in Abb. 3-21 F). So wird beispielsweise Run im Gegensatz zu Rumpf-Neuromeren
und LB nicht im NB 5-2 des MX und MN exprimiert, oder Mid im MN im Gegensatz zu den (ibrigen
Gnathal-/Rumpfneuromeren nicht in NB 3-4 exprimiert (Abb. 3-23 D, F). Ladybird early (Lbe),
welches in Rumpfneuromeren spezifisch in NB 5-6 exprimiert wird (De Graeve et al., 2004), kann im
MN in einem weiteren NB beobachtet werden, wobei es sich vermutlich um NB 5-5 handelt (Abb.
3-23 C) (Urbach et al., 2016). svp-lacZ wird im PT und LB in NB 6-4 exprimiert, nicht jedoch im MX;
Im MN kann svp-lacZ nicht in den lblicherweise svp-lacZ-exprimierenden NBs 3-1, 4-1, 4-2, 4-4, 5-2,
5-3, 5-5, 6-2 und 7-1 beobachtet werden (Abb. 3-23 C) (Urbach et al., 2016). Insgesamt zeigen 20 der
32 segmental konservierten Markergene in einem oder mehreren gnathalen NBs eine abgewandelte
(also im Vergleich zum PT fehlende oder ektopische) Expression (siehe folgende Kapitel und Urbach
et al,, 2016).

Neben diesen segmental konservierten Genen werden andere ausschliefllich oder
vornehmlich in gnathalen Neuroblasten exprimiert (Urbach et al.,, 2016). Dazu zahlt der COE-
Transkriptionsfaktor collier (col) (Crozatier et al., 1996), und das Augenentwicklungsgen Dachshund
(Dac) (Mardon et al., 1994), welche mit Ausnahme einiger pragnathaler Hirn-NBs lediglich in einer
spezifischen Sub-Population mandibularer NBs exprimiert werden (Col in NBs 2-1, 2-2, 3-4, 3-5; Dac
in NBs 3-1, 4-1, 4-4, 5-2, 5-6) (Abb. 3-24 A, B) (Urbach et al., 2016). Auch giant (gt), charybde (chrb)
und centaurinylA (cenG1A) werden ausschlieRlich oder vornehmlich in gnathalen NBs exprimiert
(siehe Kapitel 3.2.3.4 fir Gt bzw. Kapitel 3.2.3.6 flr chrb und cenG1A) (Urbach et al., 2016).

Zusammengenommen zeigt die NB-Population der gnathalen Neuromere eine ausgepragte
serielle Homologie zu den thorakalen/abdominalen Rumpfneuromeren T1-A7. In LB, MX und MN
(also mit zunehmender Entfernung zu den thorakalen/abdominalen Rumpfneuromeren) wird die
segmentale NB-Population jedoch zunehmend abgewandelt. Dies duBert sich einerseits in der
reduzierten Neuroblastenzahl, wobei vornehmlich anteriore NBs von dieser Reduktion betroffen
sind, und andererseits in einer zunehmenden Abwandlung der Expressionsprofile individueller NBs
in LB, MX und MN.
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Abb. 3-24 Expression von Col und Dac in mandibularen NBs.

(A, B) Expression von Collier (A, A’) und Dachshund (Dac) in mandibularen NBs im spaten Stadium 11 nach Filetpraparation
des gnathalen ZNS und im Kontext des NB-Markers Dpn (A, B) bzw. des NB-Subpopulationsmarkers svp-lacZ (A, B). Fir
Orientierung und Abkiirzungen siehe Abb. 3-22. Col und Dac werden in den Gnathal- und Rumpfneuromeren lediglich in
einer jeweils spezifischen NB-Subpopulation mandibularer NBs exprimiert. Siehe Text fiir weitere Details.

3.2.3. Expressionsmuster molekularer Marker in gnathalen Neuroblasten

Nachdem die segmentale Population gnathaler NBs im vergangenen Kapitel anhand ausgewahlter
Marker charakterisiert wurde, werden im folgenden Kapitel die Expressionsmuster aller Ubrigen
untersuchten Marker in gnathalen Neuroblasten beschrieben. Die dabei getatigten Aussagen zur
Identifikation und somit dem Fehlen bzw. Vorhandensein spezifischer NBs stammen aus dem

vorherigen Kapitel bzw. aus Urbach et al. (2016).

3.2.3.1. Temporale Spezifizierungsfaktoren

Die temporalen Spezifizierungsfaktoren seven-up (svp), hunchback (hb), POU domain transcription
factor 1 (pdm1) und castor (cas) werden in aufeinanderfolgenden Zeitfenstern in NBs exprimiert und
bestimmen so die Identitdt der Tochterzellen, welche zu einem gegebenen Zeitpunkt gebildet
werden (zusammengefasst in Yasugi und Nishimura, 2016). Die genannten Faktoren wurden in NBs
aller gnathaler Neuromere detektiert (siehe unten). Im Gegensatz zu svp-lacZ, welches als lacZ-
Konstrukt wegen der langen Haltbarkeit von B-Galaktosidase ein recht stabiles Expressionsmuster
aufwies, wurden Hb, Pdm1 und Cas vergleichsweise dynamisch in NBs exprimiert (Urbach et al.,
2016). Da die Expression von svp-lacZ in gnathalen NBs bereits in Kapitel 3.2.2 behandelt wurde, ist

sie im folgenden Kapitel nicht aufgefiihrt.
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Gezeigt ist die Expression der temporalen Spezifizierungsfaktoren Hunchback (Hb) (A, A‘), POU domain transcription
factorl (Pdm1) (B, B‘) und Castor (Cas) (C, C’) in gnathalen NBs des spaten Stadium 11. Fur Orientierung und Abkilirzungen
siehe Abb. 3-22. Indiziert sind NBs, welche den jeweils in griin dargestellten Marker exprimieren (weile Bezeichnungen)
bzw. nicht exprimieren (gelbe Bezeichnungen). Der Cas-negative mandibulare NB 2-1 ist in C/C’ nicht im Fokus. Siehe Text
fir weitere Details.
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Hunchback (Hb) wird im Rumpf in einer segmental konservierten Population der sieben NBs 2-3, 2-
4, 4-3, 4-4, 5-4, 7-3 und MP2 exprimiert (Mettler et al., 2006). Im LB wurde Hb lediglich in den funf
NBs 4-3, 4-4, 5-4, 7-3 (Abb. 3-25 B, B‘) und MP2 (nicht gezeigt) beobachtet, welche eine
Subpopulation der Hb-exprimierenden NBs im PT darstellen. Die Reduktion Hb-exprimierender NBs
im LB ist auf das Fehlen von NB 2-3 und 2-4 zurlickzufiihren. Im MX exprimieren mit NBs 4-3, 4-4 und
7-3 nur drei NBs Hb, was durch das Fehlen von NBs 2-3, 2-4, 5-4 und MP2 begriindet ist. Im MN
konnte mit NBs 4-3, 4-4 und 7-3 eine Subpopulation Hb-exprimierender NBs des PT, LB und MX
detektiert werden. Daneben exprimieren mit 3-5, 4-2, 5-5 und MP2a,b,c sechs weitere NBs Hb. Die
Expression von Hb ist somit im MN im Vergleich zum LB, MX und den Rumpf-Neuromeren demnach
deutlich abgewandelt.

POU domain transcription factorl (Pdm1) zeigt ein dufRerst dynamisches Expressionsmuster
in gnathalen NBs und ist daher in einigen NBs nicht reproduzierbar nachzuweisen (Urbach et al.,
2016). Pdm1 ist exprimiert in etwa 2/3 der NBs von PT, MX und MN, sowie nahezu allen NBs des MN.
Pdm1-Expression konnte in NBs 2-1, 3-1, 3-4, 3-5, 4-1, 4-2, 5-3, 5-6, 6-2, 7-1, 7-2, 7-3 und 7-4 von PT,
LB, MX und MN nachgewiesen werden (Abb. 3-25 C, C‘) (Urbach et al., 2016). NB 5-2 exprimiert Pdm1
dariber hinaus in allen gnathalen Neuromeren, jedoch nicht im PT. NB 2-5 exprimiert Pdm1 in PT
und LB, jedoch nicht im MX. Dariiber hinaus fehlen die typischerweise Pdm1-exprimierenden NBs
2-5, 3-2, 3-3 und 5-1 im MN. NB 6-4 exprimiert Pdm1 in MX, jedoch nicht in PT, LB und MN. Im MN
ist dies durch das Fehlen von NB 6-4 begriindet, wahrend NB 6-4 in PT und LB jeweils gebildet wird,
aber kein Pdm1 exprimiert. Pdm1-Expression in NBs 2-2, 4-3, 4-4, 5-5 und 6-1 konnte nur im MN,
jedoch nicht in PT, LB und MX beobachtet werden. Im Falle von NB 5-5 des LB und MX ist dies durch
das Fehlen des NB begriindet, wahrend die librigen NBs in den jeweiligen Neuromeren vorliegen,
aber kein Pdm1 exprimieren.

Castor (Cas) wird ebenfalls dynamisch in gnathalen NBs exprimiert, kann im spaten Stadium
11 jedoch reproduzierbar in tber der Halfte der NBs von PT, LB, MX und MN beobachtet werden
(Urbach et al., 2016). Im PT wird Cas in NBs 1-2, 2-1, 3-2, 3-3, 3-4, 4-1, 5-1, 5-2, 5-3, 5-6, 6-1, 7-1, 7-
2, 7-4 und MNB exprimiert (Doe, 1992; Urbach et al., 2016). Im LB und MX konnte Cas in derselben
NB-Subpopulation detektiert werden, mit Ausnahme von NB 2-1 im MX (Abb. 3-25 C, C‘). Die Cas-
Expression unterscheidet sich in NBs des MN am deutlichsten vom Grundzustand des PT. So werden
die Gblicherweise Cas-exprimierenden NBs 1-2, 3-2, 3-3, 5-1 und MP2 im MN nicht gebildet. Anstelle
von MP2 entstehen im MN drei MP2-ahnliche NBs (MP2a,b,c siehe Kapitel 3.2.4), deren Homologie
zu MP2 jedoch unter anderem auf Grund der fehlenden Cas-Expression nicht eindeutig ist (nicht
gezeigt). Darlber hinaus konnte wie im MX keine Cas-Expression in NB 2-1 beobachtet werden,

wohingegen NBs 2-2 und 4-2 im MN auBergewdhnlicher Weise Cas exprimieren (Abb. 3-25 C).

3.2.3.2. Dorsoventrale Musterbildungsgene

Die dorso-ventralen Musterbildungsgene ventral nervous system defective (vnd), intermediate

neuroblasts defective (ind), muscle segment homeobox (msh), Nkx6 und Dichaete (D) bewerkstelligen
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die Regionalisierung des friihen NE entlang der DV-Achse (D'Alessio und Frasch, 1996; Buescher und
Chia, 1997; Isshiki et al., 1997; Chu et al., 1998; McDonald et al., 1998; Weiss et al., 1998; Uhler et
al., 2002; Zhao und Skeath, 2002; Cowden und Levine, 2003; Urbach et al., 2006; Seibert et al., 2009)
und wurden in NBs aller gnathaler Neuromere detektiert. Da die Expression von ind in gnathalen NBs

bereits in Kapitel 3.2.2 behandelt wurde, ist sie im folgenden Kapitel nicht aufgefihrt.

Ventral nervous system defective (Vnd) wird in Rumpf-Neuromeren in allen ventralen NBs (NBs 1-
1,1-2, 2-1, 3-1, 4-1, 5-1, 5-2, 6-1, 7-1 und MP2) und im intermedidren NB 7-2 exprimiert (Chu et al.,
1998; Shao et al., 2002). In derselben NB-Subpopulation ist Vnd-Expression in LB, MX und MN zu
beobachten, mit Ausnahme des MP2 in MX und der NBs 1-1, 1-2 und 5-1 im MN, welche in diesen
Segmenten nicht gebildet werden (Abb. 3-26 A); im MN exprimieren auflerdem die ventral
gelegenen MP2-ahnlichen NBs MP2b und MP2c Vnd (siehe Kapitel 3.2.4; Abb. 3-34 A).

Muscle segment homeobox (Msh) wird in den Rumpf-Neuromeren von den sieben dorsalen
NBs 2-4, 2-5, 3-4, 4-3, 5-4, 6-4 und 7-4 sowie dem longitudinalen Glioblast (LGB) exprimiert (Isshiki
et al., 1997). Auch in den gnathalen Neuromeren wird Msh in dorsalen NBs exprimiert (Abb. 3-26 B).
Im LB existieren auf Grund des fehlenden NB 2-4 nur sechs Msh-exprimierende NBs. Im MX fehlt
neben NB 2-4 mit NB 5-4 ein weiterer Msh-exprimierender NB. Im MN fehlen die Msh-
exprimierenden NBs 2-4, 5-4, 6-4 und LGB. Daneben exprimieren die Ublicherweise Msh-negativen
dorsalen NBs 3-5 und 5-6 im MN Msh, was zusammengenommen zu einer reduzierten Anzahl von
vier Msh-exprimierenden NBs fiihrt.

Nkx6 wird im Rumpf in den ventralen und intermedidren NBs 2-2, 3-1, 3-2 und 4-2 exprimiert
(Uhler et al., 2002). In allen gnathalen Neuromeren wurde Nkx6-mRNA in der gleichen NB-
Subpopulation (mit Ausnahme des im MN fehlenden NB 3-2) und dariber hinaus in zusatzlichen NBs
detektiert (Abb. 3-26 C). So wurde ein vergleichsweise schwaches Nkx6-mRNA-Signal im LB auch in
NBs 5-2, 6-1 und 7-1 detektiert. Im MX wurde Nkx6 in einer relativ umfangreichen NB-Subpopulation
aus NBs 2-1, 2-2, 4-1, 5-1, 5-2, 6-1 und 7-1 detektiert. Im MN exprimiert mit NBs 2-1, 2-2, 3-1, 4-2, 6-
1 und 7-1 eine Sub-Population der maxillaren NBs Nkx6.

Das Dichaete (D)-Expressionsmuster zeigt unter den DV-Genen die deutlichsten
segmentalen Unterschiede in den gnathalen Neuromeren (Urbach et al., 2016). Die Expression in
Rumpf-Neuromeren ist dynamisch und wird vornehmlich in dorsalen NBs beobachtet (Zhao und
Skeath, 2002). Im PT wird D im spaten Stadium 11 in unterschiedlichen Expressionsstarken in NBs 3-
2, 4-1, 4-3, 5-6, 6-4, 7-3 und 7-4 exprimiert. D-Expression ist in dieser NB-Subpopulation mit
Ausnahmen auch in LB und MX zu beobachten (Abb. 3-26 D).
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> r

Abb. 3-26: Expression von DV-Genen in gnathalen NBs.
(A-D) Gezeigt ist die Expression der DV-Gene Ventral nervous system defective (Vnd) (A, A’),Muscle segment homeobox
(Msh; Drop--Flybase) (B, B), Dichaete (D) (C, C‘) und Nkx6-mRNA (D, D‘)im Kontext des NB-Markers Dpn (A, C, D), des NB-
Subpopulationsmarkers svp-lacZ (A, B) und des Segmentmarkers En (B-E) in gnathalen NBs im spaten Stadium 11. Fur
Orientierung und Abkirzungen siehe Abb. 3-22. Gepunktete Linien in D’ indizieren Umrisse Nkx6-exprimierender NBs. (C,
C’) Der Msh-exprimierende maxillare LGB ist nicht im Fokus (vgl. Abb. 3-32 A’). (E, E’) Der labiale NB 4-3 zeigt hier schwache
D-Expression, welche jedoch nicht durchgédngig nachgewiesen werden kann. Siehe Text fiir weitere Details.
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Diese Ausnahmen sind die fehlende D-Expression im NB 4-3 des LB, sowie die zusatzliche D-
Expression im NB 1-2 des MX. In NBs des MN ist die D-Expression deutlich modifiziert und mit
Ausnahme der dorsalen NBs 3-5, 4-4 und 5-5 in allen NBs zu beobachten (Abb. 3-26 D). Obgleich mit
NBs 3-2 und 6-4 D-exprimierende NBs im MN fehlen, kommen die intersegmentalen Unterschiede
der D-Expression in gnathalen Neuromeren in erster Linie durch Modifikationen im Expressionsprofil
vorhandener NBs zustande. Diese sind angesichts des dynamischen temporalen Expressionsmusters
von D vermutlich durch die deutlich verzogerte NB-Bildung im MN mitbegriindet (Urbach et al.,
2016).

3.2.3.3. Segmentpolaritatsgene

Die Segmentpolaritdtsgene engrailed (en), gooseberry (gsb), wingless (wg), mirror (mirr), H15 und
midline (mid) werden als segmentale Musterbildungsfaktoren in definierten Doméanen entlang der
AP-Achse von Rumpfsegmenten exprimiert, welche weitestgehend auch in den gnathalen
Neuromeren zu beobachten sind. Da die Expressionsmuster von en, mirr und mid in gnathalen NBs

bereits in Kapitel 3.2.2 behandelt wurden, sind sie im folgenden Kapitel nicht aufgefiihrt.

Gooseberry (Gsb) definiert in Rumpfsegmenten NB-ldentititen der Reihen 5/6 und wird
dementsprechend in NBs 5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5, 5-6, 6-1, 6-2, 6-4, sowie in NB 7-1 exprimiert (Zhang
et al., 1994; Broadus et al., 1995). Auch in LB, MX und MN wird gsb-d-lacZ in dieser stereotypen NB-
Subpopulation exprimiert, wobei die Anzahl jeweils reduziert ist (Abb. 3-27 B). Diese Reduktion lasst
sich auf das Fehlen gsb-d-lacZ-exprimierender NBs zurlickfiihren (NB 5-5 im LB; NBs 5-4 und 5-5 im
MX; NBs 5-1, 5-4 und 6-4 im MN).

Wingless (Wg) ist im Gegensatz zu den meisten untersuchten Markern ein sekretiertes
Protein (Gonzalez et al., 1991). Wg-exprimierende Zellen weisen jedoch eine deutliche periphere
Akkumulation des Proteins auf und lassen sich somit zuverlassig identifizieren (Abb. 3-27 B). Wg wird
in Rumpfsegmenten in allen NBs der Reihe 5 exprimiert (NBs 5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5 und 5-6) (Doe,
1992). Entsprechend wird Wg auch im LB und MX in diesen NBs exprimiert, mit Ausnahme des NB 5-
5in LB und MX und NB 5-4 im MX, welche in den jeweiligen Neuromeren nicht gebildet werden (Abb.
3-27 B). Wg-Expression in NBs 5-1, 5-2 und 5-3 von LB und MX war jedoch mitunter recht gering und
konnte in manchen Fallen nicht eindeutig detektiert werden. Im LB wird Wg dariiber hinaus
auBergewodhnlicher Weise in NBs 4-3 und 4-4 exprimiert (Abb. 3-27 C). Im MN ist die Wg-Expression
wieder auf NBs der Reihe 5 begrenzt, wobei die typischerweise Wg-exprimierenden NBs 5-1 und 5-
4 in diesem Segment nicht gebildet werden.

H15-lacZ wird in Rumpf-NBs in einem vergleichbaren Muster exprimiert wie midline (mid,
siehe Kapitel 3.2.2) (Buescher et al., 2006). H15-lacZ wurde im PT, LB und MX in NBs 1-2, 3-4, 7-2, 7-
3, 7-4 und MNB detektiert (Abb. 3-27 C).
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Abb. 3-27: Expression von Segmentpolaritatsgenen in gnathalen NBs.
(A-C) Expression von, gooseberry-distal-lacZ (gsb-d-lacZ) (A, A’, B), Wingless (Wg) (B, B‘) und H15-lacZ (C, C‘) in gnathalen
NBs im spaten Stadium 11 im Kontext verschiedener NB-(Subpopulations-)marker (entsprechend der Beschriftung). Flr
Abkirzungen und Orientierung siehe Abb. 3-22. Die gezeigten Segmentpolaritdtsgene werden in jedem gnathalen

Neuromer in spezifischen, weitestgehend segmental konservierten NB-Subpopulationen exprimiert. Siehe Text fiir weitere
Details.
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Der von Buescher et al. (2006) beschriebene H15-lacZ exprimierende NB 2-5 wurde auf Grundlage
des charakteristischen Expressionsprofils und Bildungszeitpunkts als NB 3-4 identifiziert (NB2-5:
Dpn*/kni*/Msh*/svp-lacZ*/Pdm1*/mirr-lacZ’ /Cas’, gebildet im spaten Stadium 8; NB3-4: Dpn*/kni
/Msh*/svp-lacZ*/Pdm1*/mirr-lacZ*/Cas*, gebildet im frihen Stadium 11; Urbach et al., 2016). In
dieser Sub-Population wurde H15-lacZ unter Einbeziehung folgender Abwandlungen auch in den
gnathalen Neuromeren detektiert: Im MX und MN wurde zusatzlich ein schwaches H15-/lacZ-Signal
in NB 6-2 detektiert; aulRerdem wird der H15-lacZ-exprimierende NB 1-2 wird im MN nicht gebildet
(Urbach et al., 2016). Anstelle exprimieren NBs 2-2 und 3-5 in diesem Neuromer uniblicher Weise
H15-lacZ (Abb. 3-27 C). Im MN exprimiert somit ein vergleichsweise hoher Anteil von acht der igs.
22 NBs H15-lacZ.

3.2.3.4. Lickengene

Lickengene sind fundamentale Musterbildungsfaktoren, welche den friihen Embryo entlang der AP-
Achse in definierte Bereiche unterteilen, und so die Expression weiterer Musterbildungsfaktoren
(Paarregelgene, homootische Gene) kontrollieren (zusammengefasst in Gaul und Jackle, 1990). Im
weiteren Verlauf werden Liickengene auch in NBs exprimiert, wo sie unterschiedliche Funktionen
erfillen (z.B. Younossi-Hartenstein et al., 1997; Hartmann et al., 2000; Isshiki et al., 2001; Moris-Sanz
et al., 2014). Die Lickengene empty-spiracles (ems), orthodenticle (otd), huckebein (hkb), buttonhead
(btd), sloppy-paired 1 (slp1) und knirps (kni) wurden in NBs aller gnathaler Neuromere detektiert; im
Gegensatz dazu wird Giant (Gt) innerhalb der Gnathal- und Rumpfneuromere spezifisch in NBs des
MN exprimiert, und unterscheidet sich somit bezliglich der Expression in NBs fundamental von den
Gbrigen Lickengenen (siehe unten). Da die Expression von ems in gnathalen NBs bereits in Kapitel

3.2.2 behandelt wurde, ist sie im folgenden Kapitel nicht aufgefiihrt.

Giant (Gt) in Stadium 11 ausschlieBlich in neuralen Vorldaufern der Hirnanlage (nicht gezeigt) und des
MN exprimiert (Abb. 3-28 A, B) (Urbach et al., 2016). Zu den Gt-exprimierenden NBs des MN z&hlt
der Ladybird-early (Lbe)-exprimierende NB 5-5 (Abb. 3-28 A), welcher aus einer Gt/Lbe-
exprimierenden proneuralen Doméane des NE hervorgeht (Abb. 3-28 A‘). Wie zuvor erwahnt ist die
Identitat von NB 5-5 im MN auf Grund eines deutlich modifizierten Expressionsprofils molekularer
Marker nicht eindeutig, wozu auch die fiir NB 5-5 untypische Gt- und Lbe-Expression zahlt (Urbach
et al., 2016). Neben NB 5-5 ist Gt in drei neuralen Vorlaufern exprimiert, welche spezifisch im MN
auftreten und Ahnlichkeiten zum Mittellinienvorldufer MP2 der Rumpfsegmente aufweisen
(MP2a,b,c; siehe Kapitel 3.2.4) (Abb. 3-28 B).

Orthodenticle (Otd) wird in thorakalen Neuromeren in den vier ventralen NBs 2-1, 3-1, 5-1
und 6-1 exprimiert (Urbach et al., 2016). Die gleiche Subpopulation Otd-exprimierender NBs wurde
in LB und MX beobachtet (Abb. 3-28 C). Im MN wurde keine Otd-Expression in NB 2-1 beobachtet.
Durch das Fehlen von NB 5-1 sind somit im MN mit NBs 3-1 und 6-1 lediglich zwei der Gblicherweise
vier Otd-exprimierenden NBs vorhanden (Abb. 3-28 C).
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Abb. 3-28: Expression von Liickengenen in gnathalen NBs.

(A-G) Expression von Giant (Gt) (A, A’, B), Orthodenticle (Otd) (C, C‘), huckebein-lacZ (hkb-lacZ) (D, D), buttonhead-mRNA
(btd-mRNA) (E), sloppy paired 1-mRNA (slp1-mRNA) (F) und knirps (kni-mRNA) (G) im gnathalen ZNS des friihen Stadium
10 (A, A’), mittleren Stadium 11 (B) und spaten Stadium 11 (C-H) in Kombination mitverschiedenen NB-(Subpopulations-
Jmarkern (entsprechend der Beschriftung). Fiir Orientierung und Abkilrzungen siehe Abb. 3-22. Wahrend Gt (A, B)
spezifisch im MN exprimiert wird, zeigen die Ubrigen Lickengene (C-G) ein weitestgehend segmental konserviertes
Expressionsmuster in spezifischen NB-Subpopulationen aller gnathaler Neuromere (der hkb-lacZ-exprimierende NB 1-1 ist
in LB und MX von C und C’ jeweils nicht im Fokus). Der Lbe-positive NB 5-5 exprimiert Gt (A) und wird im frithen St10 aus
Gt/Lbe-exprimierendem NE (gestrichelte Umrandung in A’) gebildet (A’ zeigt das Praparat aus A mit Fokus auf das NE). Aus
dem Gt-exprmimierendem NE gehen auch die Gt-exprimierenden MP2a,b,c hervor (B). Siehe Text flr weitere Details.

huckebein (hkb)-lacZ wird in Rumpf-Segmenten in jeweils zehn NBs exprimiert (NBs 1-1, 1-2, 2-1, 2-
2,2-4,4-2,4-3,4-4,5-4, 5-5 und 7-3) (Broadus et al., 1995; McDonald und Doe, 1997) und stellt damit
ein relativ umfangreich exprimiertes Liickengen dar. In der gleichen NB-Subpopulation wurde hkb-

lacZ im LB detektiert, mit Ausnahme von NBs 2-4 und 5-5, welche im LB nicht gebildet werden (Abb.
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3-28 D). Im MX fehlt neben den liblicherweise hkb-lacZ exprimierenden NBs 2-4 und 5-5 auch NB 5-
4, wahrend im vorhandenen NB 1-1 kein hkb-lacZ detektiert wurde (Abb. 3-28 D). Im MN fehlen die
Ublicherweise hkb-lacZ-exprimierenden NBs 1-1, 2-4 und 5-4. Wahrend NB 5-5 im MN gebildet wird,
konnte hkb-lacZ darin nicht detektiert werden (Abb. 3-28 D).

buttonhead (btd) wird in Rumpf-Neuromeren einer charakteristischen Subpopulation von
vier NBs (NBs 4-1, 4-2, 5-6 und 7-3) exprimiert (Urbach et al., 2016). In LB, MX und MN konnte btd-
Expression jeweils in NBs 4-1, 4-2 und 7-3 beobachtet werden, in keinem der gnathalen Neuromere
jedoch in NB 5-6 (Abb. 3-28 E).

sloppy-paired 1 (slp1) wird in Rumpf-Neuromeren in allen NBs der Reihen 4 und 5 exprimiert
(Bhat et al., 2000). Dies trifft ebenso auf die gnathalen Neuromere LB, MX und MN zu, wobei die
Expression in LB und MX dariiber hinaus auf NB 3-5 ausgedehnt ist (Abb. 3-28 F). Die Anzahl sip1-
exprimierender NBs in den gnathalen Neuromeren ist im Vergleich zum PT jedoch durch das
segment-spezifische Fehlen von Reihe-5-NBs reduziert (NB 5-5 im LB; NBs 5-4 und 5-5 im MX; NBs 5-
1 und 5-4 im MN).

knirps (kni) ist ein duBerst spezifischer NB-Marker und wird im PT lediglich in NBs 5-1 und 2-
5 exprimiert (Urbach et al., 2016). Gleiches trifft auf LB und MX zu, wobei kni-Expression im MX
jedoch zusatzlich in NB 2-1 detektiert wurde (Abb. 3-28 G). Im MN wurde kein kni-exprimierender
NB beobachtet, was sich durch das Fehlen von NB 5-1 und 2-5 erklart.

3.2.3.5. Homootische Gene

Homootische Gene werden entlang der AP-Achse des Embryos in zusammenhdngenden,
parasegmental angelegten Domanen exprimiert, welche die unterschiedlichen Kérperabschnitte der
Fliege definieren (zusammengefasst in Scott und Carroll, 1987; Lemons und McGinnis, 2006). Durch
die Aktivitat homootischer Gene wird das Entwicklungsprogramm neuraler Vorlaufer entsprechend
des Korperabschnitts modifiziert (zusammengefasst in Technau et al., 2006; Rogulja-Ortmann und
Technau, 2008). Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Gengruppen (Temporale
Spezifizierungsfaktoren, DV-Gene, Segmentpolaritdtsgene, Liickengene) werden homdotische Gene
also nicht segmental konserviert exprimiert und dienen nicht zur Identifikation seriell homologer
NBs.

Deformed (Dfd) wird im Ektoderm von Parasegment (PS) O und 1 exprimiert, was in Bezug auf die
Gnathalsegmente dem gesamten MN und anterioren Kompartiment des MX entspricht (Martinez-
Arias et al., 1987). Dem entsprechend konnte Dfd in allen NBs des MN und allen anterioren NBs des
MX (Reihen 1-5) nahgewiesen werden. In dorsalen Anteilen des MX ist Dfd-Expression dariber
hinaus auf das posteriore Kompartiment ausgedehnt, und kann dort im posterioren NB 6-4 des MX

nachgewiesen werden (Abb. 3-29 A).
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Abb. 3-29: Expression homootischer Gene in gnathalen NBs.

Gezeigt ist dieExpression von Dfd (A, A’), Scr (B, B‘), Antp (C, C’) und cnc-mRNA (D, D’) in Kombination mit dem
Segmentmarker En (A-D) und dem NB-Marker Dpn (A-C) in gnathalen NBs im spaten Stadium 11. (A-D) Homootische Gene
werden in gnathalen NBs in ihrem typischen, parasegmentalen Muster exprimiert (siehe Text). Ausnahmen sind die
Expression von Dfd im dorso-posterioren MX, welche den posteriorenNB 6-4 umfasst (A, A‘) und die Expression von cnc-
MRNA im posterioren NE des MN (D; zeigt Fokus auf das Neuroektoderm), welche jedoch keine posterioren NBs umfasst
(D’; zeigt eine VergroRerung des gestrichelten Kastens in D mit Fokus auf die NB-Schicht). Fir Orientierung und
Abkirzungen siehe Abb. 3-25. Siehe Text fur weitere Details.
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Sex-combs reduced (Scr) wird im Ektoderm von PS 2 exprimiert, welches sich Gber das posteriore
Kompartiment des MX und anteriore Kompartiment des LB erstreckt (Martinez-Arias et al., 1987)
und somit posterior an die Dfd-Expressionsdomane anschlie8t. Entsprechend konnte Scr in allen
posterioren NBs des MX (Reihe 6/7) und anterioren NBs des LB (Reihen 1-5) detektiert werden (Abb.
3-29 B). Auf Grund der oben beschriebenen Ausdehnung der dorsalen Dfd-Expressionsdomaéne ins
posteriore MX ist NB 6-4 durch die aullergewodhnlichen Co-Expression von Dfd und Scr
charakterisiert.

Die Expression von Antennapedia (Antp) schlielt posterior an Scr an und deckt in Stadium
11 PS 3-5 ab, was dem posterioren LB, dem gesamten Pro- und Mesothorakalsegment (T1 und T2)
und dem anterioren Metathorakalsegment (T3) entspricht (Bermingham et al.,, 1990).
Dementsprechend wurde Antp in allen posterioren NBs (Reihen 6/7) des LB (Abb. 3-29 C) und
dariber hinaus in den posterior anschlieRenden thorakalen NBs detektiert (nicht gezeigt).

cap’n’collar (cnc) wird im MN exprimiert, wo es Aspekte der Dfd-Funktion reprimiert
(McGinnis et al., 1998). Wahrend sich die cnc-Expression das gesamte mandibulare Ektoderm

erstreckt, konnte cnc nur in anterioren NBs des MN (Reihen 2-5) detektiert werden (Abb. 3-29 D).

3.2.3.6. Andere Gene

Im folgenden Abschnitt werden mit dbx, unplugged (unpg), pox neuro (poxn), charybde (chrb) und
centaurin GammalA (cenG1A) weitere Marker behandelt, welche keiner der vorherigen Kategorien
angehoren. Einige dieser Faktoren zeigen in Rumpf-Neuromeren ein segmental hochkonserviertes
Expressionsmuster (unpg, poxn), so dass deren Expression als Kriterium zur Identifikation gnathaler
NBs herangezogen wurde; andere wurden ausschliefflich (chrb) oder vornehmlich (cenG1A) in

gnathalen Neuromeren detektiert (siehe unten).

Der helix-turn-helix-Transkriptionsfaktor Dbx wird in NBs der pragnathalen Hirnneuromere und
Rumpfneuromere exprimiert (Lacin et al., 2009; Urbach et al., 2016). Im PT und LB kann Dbx lediglich
in NB 3-2 beobachtet werden (Abb. 3-30 A) (Urbach et al., 2016). Das Expressionsmuster in MX und
MN ist hingegen deutlich abgewandelt. So wurde Dbx im MX neben NB 3-2 in NBs 5-2, 5-3 und 7-1
detektiert, welche auch im MN mit Ausnahme des dort nicht gebildeten NB 3-2 Dbx exprimieren
(Abb. 3-30 A).

unplugged (unpg)-lacZ wird im Rumpf in einer segmental konservierten NB-Subpopulation
bestehend aus NBs 4-1, 5-3, 5-5, 6-2, 7-2 und MNB exprimiert (Broadus et al., 1995; Urbach et al.,
2016). In dieser NB-Subpopulation wurde unpg-lacZ auch in LB, MX und MN detektiert mit Ausnahme
von NB 5-5, welcher in LB und MX nicht gebildet wird, im MN jedoch trotz seines Vorhandenseins
kein unpg-lacZ exprimiert (Abb. 3-30 B).
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Abb. 3-30: Expression von Dbx, unpg-lacZ, Poxn, chrb-mRNA und cenG1A-mRNA in gnathalen NBs.

(A-D) Gezeigt ist die Expression von Dbx (A, A’) unpg-lacZ (B, B’), PoxN (C, C’), charybde (chrb)-mRNA (D) und centaurinylA
(cenG1A)-mRNA (E) in gnathalen NBs im spaten Stadium 11 in Kombination mit den NB-(Subpopulations)markern svp-lacZ
und Dpn bzw. dem Segmentmarker En (entsprechend der Beschriftung). Flr Orientierung und Abkirzungen siehe Abb.

3-22. Dbx-Expression setzt im mandibularen NB 5-2 vergleichsweise spat ein und ist daher in A/A’ noch nicht erkennbar.
Siehe Text flir weitere Details.
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Der paired-box-Transkriptionsfaktor Pox neuro (Poxn) (Bopp et al., 1989) wird in SOPs der Rumpf-
und Gnathalsegmente, sowie spezifisch im NB 2-4 der Rumpfsegmente exprimiert (Abb. 3-30 C)
(Dambly-Chaudiere et al., 1992; Urbach, 2007). In keinem der gnathalen Neuromere wurde Poxn-
Expression in NBs detektiert, was sich durch das Fehlen von NB 2-4 in LB, MX und MN erklart. Auf
Grund der hochspezifischen Expression von Poxn in NB2-4 der Rumpf-Neuromere war das fehlende
Poxn-Signal ein wichtiges Kriterium, aufgrund dessen auf das Fehlen dieses NB in gnathalen
Neuromeren geschlossen wurde (Urbach et al., 2016).

charybde (chrb) ist ein proapoptotisches Gen, welches im embryonalen ZNS exprimiert wird
und fir die Kopfentwicklung bendtigt wird (Simin et al., 2002; Scuderi et al., 2006). chrb wird nicht
in Rumpf-NBs, jedoch in einer spezifischen NB-Subpopulation im MN detektiert (stets in NBs 3-5, 4-
2,4-3,4-4,5-3 und 5-5; dariiber hinaus haufig in NBs 5-6 und 7-1) (Abb. 3-30 D) (Urbach et al., 2016).
chrb zahlt somit neben Col, Dac, Gt und cnc zu der iberschaubaren Gruppe molekularer Marker, die
innerhalb des embryonalen VNS ausschlieRlich in mandibularen NBs exprimiert werden.

Der GTPase-Aktivator centaurin GammalA (cenG1A) wird in NBs exprimiert (Southall und
Brand, 2009), wobei das Expressionsmuster bisher nicht genauer untersucht wurde. cenG1A konnte
in NBs aller Kérperabschnitte (Hirn-, Gnathal- und Rumpfneuromere) nachgewiesen werden (siehe
Anhang Abb. 7-3), wobei das Expressionsmuster in NBs insgesamt recht dynamisch ist (Urbach et al.,
2016). Aufgrund dessen konnte cenG1A in einigen NBs nicht durchgangig beobachtet werden. Im LB
konnte cenG1A in bis zu sieben NBs nachgewiesen werden, durchgéngig jedoch nur in NBs 4-1, 4-2,
4-3, 4-4 und haufig in NB 3-5; im MX wurde cenG1A in NBs 4-2, 7-1 und gelegentlich einem weiteren
NB beobachtet; im MN wurde cenG1A stets in NBs 4-3, 5-6 und 7-1, sowie in bis zu zwei weiteren
NBs detektiert (Abb. 3-30 E).

3.2.3.7. Zellstammbaum-Marker

Im folgenden Kapitel wird die Expression von Markern beschrieben welche in definierten NB-
Tochterzellen exprimiert werden. Einerseits konnte so die Existenz bestimmter NBs in den
Gnathalsegmenten untermauert werden. Andererseits konnte so auf Unterschiede im

Entwicklungsmodus vorhandener gnathaler NBs im Vergleich zu Rumpf-NBs geschlossen werden.

Even-skipped (Eve) wird in spezifischen Neuronen exprimiert, welche von NBs 1-1, 3-3, 4-2 und 7-1
gebildet werden. Es handelt sich dabei um die aCC-/pCC- (NB 1-1; Broadus et al., 1995), EL- (NB 3-3;
Schmidt et al., 1997), RP2- und U-Neurone (NB 4-2 bzw. 7-1; Bossing et al., 1996). Bei eve®f*-Gal4
und €Q2-Gal4 handelt es sich jeweils um transgene Konstrukte, welche Gal4 unter Kontrolle von
definierten Anteilen des eve-Enhancers exprimieren. Dabei wird evef®-Gal4 Gal4 spezifisch in den
aCC-/pCC- und RP2-Neuronen (Baines et al., 1999; Fujioka et al., 2003), und CQ2-Gal4 in den U-

Neuronen exprimiert (Landgraf et al., 2003).
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Abb. 3-31: Expression der Zellstammbaummarker Even-skipped, evefRfk-Gal4 und CQ2-Gal4 in Nachkommenzellen
gnathaler NBs

Gezeigt ist die Expression von CQ2-Gal4 (visualisiert durch Kombination mit UAS-nGFP; CQ2>nGFP) (A, A’), eveffK-Gal4
(visualisiert durch Kreuzung mit membranstandigem GFP; eveffKk>mGFP) (B, B‘) und Even-skippen (Eve) (A, A, B, B, C, C')
in Filetpraparationen des ZNS in Stadium 15 des Wildtyp (A, B) und apoptosedefizienten Df(3L)H99-Embryonen (C) (jeweils
in Kombination mit dem Segmentmarker En). A’/B‘ und A”/B* = linke Hemineuromere aus A/B. Fir Orientierung und
Abkirzungen siehe Abb. 3-22 (A) CQ2>nGFP ist in den Eve-positiven, von NB 7-1 abstammenden U-Neuronen (U)
exprimiert, welche in MN, MX und LA detektiert werden kénnen. Eve ist dariiber hinaus in EL-, aCC/pCC- und RP2-Neuronen
exprimiert, welche mit Ausnahme der labialen EL-Neurone (EL) nicht im Fokus liegen (siehe B). (B) eveRRK>mGFP markiert
die von NB1-1 gebildeten aCC/pCC-Neurone (aCC/pCC), welche im MN nicht beobachtet wurden, sowie die von NB4-2
gebildeten RP2-Neurone (RP2; Pfeile in B), welche in MX und LB haufig fehlen (gelber Pfeil), kein Eve exprimieren (siehe
MX) und/oder morphologische Zeichen von Apoptose zeigen (linkes Hemineuromer im MN). RP2-Neurone kénnen im MN
nicht bebachtet werden. Eve ist dartber hinaus in den von NB 3-3 gebildeten EL-Neuronen (EL), in den von NB 7-1
gebildeten U-Neuronen (auRerhalb des Fokus; siehe A) exprimiert, sowie in einer Gruppe von Zellen unbekannter Herkunft
im MN (weiler Pfeilkopf). (C) In Apoptose-defizienten Df(3L)H99-Embryonen sind RP2-Neurone in MX und LB stets in
normaler Morphologie zu beobachten, was deren Degeneration durch Apoptose im Wildtyp bestétigt.. Siehe Text und Tab.
3-3 fur weitere Details.

eve®R . und CQ2-Aktivitdt wurde unter Verwendung des Gal4/UAS-Systems durch Expression von
membranstandigem CD8::GFP (eve®®>mGFP) bzw. nuklear-lokalisiertem GFP (CQ2>nGFP)
visualisiert. Auf Grundlage der Expression von Eve, eve®f>mGFP und CQ2>nGFP konnten mit
aCC/pCC-, EL-, RP2- und U-Neuronen in Stadium 15 Tochterzellen aller vier eve-exprimierender NBs
1-1, 3-3, 4-2 und 7-1 in LB und MX beobachtet werden (Abb. 3-31 A,B), was mit der Existenz dieser
NBs in LB und MX Ubereinstimmt. Im MN wurden entsprechend der Existenz von NB 7-1 lediglich U-
Neurone beobachtet (Abb. 3-31 A). Dariiber hinaus wurde in jedem mandibularen Hemisegment ein
laterales, Eve-exprimierendes Cluster unbekannter Herkunft beobachtet (Abb. 3-31 B). Auf Grund

der Position kdnnte es sich bei diesen zwar um EL-Neurone handeln, was jedoch auf Grund des
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Fehlens von NB 3-3 im MN unwahrscheinlich ist. aCC/pCC-Neurone wurden im MN entsprechend des
Fehlens von NB 1-1 nicht beobachtet.

RP2-Neurone wurden im LB und MX in der Regel beobachtet, nie jedoch im MN (Abb.
3-31B), obwohl NB 4-2 auf Grundlage von typischer Position und Markerexpressionsprofil
(Ey*/Ind*/hkb-lacZ*/Run’; siehe Kapitel 3.2.2) in jedem dieser Neuromere vorhanden ist (Urbach et
al., 2016). Auffallig ist, dass sich RP2-Neurone des LB und MX haufig durch fehlende Eve-Expression
(bei bestehender eve®**>mGFP-Expression) auszeichnen, und in vereinzelten Féllen génzlich fehlen;
zusammen mit der oft aberranten Morphologie stellt dies einen deutlichen Hinweis auf apoptotische
Degeneration der RP2-Neurone in LB und MX dar (Abb. 3-31 B). Um diesen Verdacht zu bestatigen,
wurde die Eve-Expression in gnathalen Neuromeren Apoptose-defizienter Df(3L)H99-Embryonen
untersucht und mit wildtypischen Embryonen verglichen (Abb. 3-31 B, C). Wahrend im Wildtyp in
friheren Stadien (st11-13) stets Eve-exprimierende RP2-Neurone in PT, LB und MX beobachtet
wurden (n=40 HS), fehlten diese hiufig in LB und MX spéaterer Stadien (st15/16) (in 59% im LB und
73% im MX; n=22 HS), in welchen sie im PT jedoch stets vorhanden waren. In Df(3L)H99-Embryonen
wurden RP2-Neurone in PT, LB und MX in st15/16 stets beobachtet (n=22 HS) (Tab. 3-3) (Abb. 3-31
C). Demnach werden RP2-Neurone im PT, LB und MX regular gebildet, degenerieren jedoch durch
Apoptose segment-spezifisch in LB und MX, und werden im MN, im welchen sie in WT und Df(3L)H99-
Embryonen nie beobachtet wurden (Abb. 3-31 B, C), offenbar von Beginn an nicht gebildet.

Tab. 3-3: Vorkommen von RP2-Neuronen in gnathalen Neuromeren von Wildtyp- und Df(3L)H99-Embryonen

Wildtyp (st11-13)  Wildtyp (st15)  Df(3L)H99 (st15)

MN 0% 0% 0%*

MX 100% 27% 100%
LB 100% 41% 100%
PT 100% 100% 100%

n=12 Hemisegmente (HS) (Stadium 11), 12 HS (Stadium 12), 16 HS (Stadium 13), 22 HS (Stadium 15/16) jeweils in Wildtyp;
n=22 HS in Df(3L)H99. * In wenigen Fallen wurden ektopische, Eve-exprimierende Zellen im MN beobachtet. Da im WT
jedoch zu keinem Zeitpunkt RP2-Neurone im MN beobachtet wurden, handelt es sich dabei hochstwahrscheinlich nicht um
RP2-Neurone.

Reversed polarity (Repo) ist ein Gliazellmarker (Xiong et al., 1994; Halter et al., 1995). In Stadium 11
lasst sich Repo in Rumpf-Neuromeren im longitudinalen Glioblast (LGB oder LGP von engl.
longitudinal glial precursor) sowie in glialen Nachkommenzellen der NBs 6-4 und 7-4 detektieren
(Schmidt et al., 1997). Auch in LB und MX wurde Repo-Expression an der charakteristischen Position
des LGB nachgewiesen und deutet dementsprechend auf dessen Existenz in beiden Neuromeren hin.
Dariber hinaus wurden Repo-exprimierende Tochterzellen in LB und MX an Positionen detektiert,
die mit Tochterzellen der NBs 6-4 und 7-4 korrespondieren (Abb. 3-32 A). Dies bestatigt die zuvor
postulierte Existenz beider NBs in diesen Neuromeren. Die Anzahl Repo-exprimierenden Zellen im
MN war in st11 vergleichsweise gering. Lediglich Tochterzellen des NB 7-4 wurden beobachtet. Das
Fehlen weiterer Repo-exprimierender Zellen bestatigt, dass NB 6-4 im MN nicht gebildet wird und
ist Hauptindikator fiir das Fehlen des LGB im MN.
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Neben den erwédhnten LGB und NBs 6-4/7-4 werden Gliazellen in Rumpf-Neuromeren von NBs 1-1,
1-3, 2-2 5-6 und 2-5 gebildet, welche jedoch erst zu einem spateren Zeitpunkt durch Repo detektiert
werden konnen (Bossing et al., 1996; Schmidt et al., 1997). Da fur NB 1-3 keine geeigneten
molekularen Marker beschrieben sind, konnten dessen Existenz in den gnathalen Neuromeren nicht
geklart werden. Deshalb wurde mit dem Nachweis glialer Nachkommen des NB 1-3 im spéaten
Embryo der Versuch unternommen, das Vorhandensein des NBs zu beurteilen. NB 1-3 bildet
embryonale periphere Gliazellen (ePGs), welche aus der ZNS-Anlage heraus migrieren und dabei eng
mit peripheren Nerven assoziiert sind (von Hilchen et al., 2008). NB 1-3 bildet zwei ePGs, die durch
die Expression von Mz97-Gal4 charakterisiert sind, welches jedoch auch in einigen von SOPs
abstammenden peripheren Gliazellen exprimiert wird (von Hilchen et al., 2008). Mit Hilfe von
Fasciclin Il (Fas II) wurden periphere Nerven im Kopfbereich visualisiert (Abb. 3-32 B). Wahrend der
labiale Nerv (LBN) eindeutig verfolgt werden konnte, wurde dies in MX und MN durch die Fusion der
maxillaren und mandibularen Nerven zu einem Maxillarnerv (MXN; siehe Campos-Ortega und
Hartenstein, 1997) erschwert. So konnten sowohl an LBN als auch MXN Mz97-Gal4 exprimierende
Gliazellen detektiert werden, wobei die segmentale Zugehorigkeit der ePGs am MXN nicht beurteilt
werden konnte (Abb. 3-32 B). Da einige Mz97-Gal4 exprimierende ePGs im Rumpf aus SOPs
hervorgehen, die in gnathalen Neuromeren umfangreich gebildet werden (Abb. 3-22), konnte neben
der segmentalen Zugehdrigkeit auch die Abstammung der mit LBN und MXN assoziierten ePGs nicht
eindeutig beurteilt werden. Es ist auf Grundlage der Existenz Mz97-Gal4 exprimierender ePGs an LBN
und MXN also moglich, dass NB 1-3 in LB, MX und MN existiert, was jedoch nicht abschlieRend geklart

werden konnte.
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Abb. 3-32: Expression der Gliamarker Reverserd Polarity und Mz97-Gal4 in Nachkommenzellen gnathaler Neuro-
/Glioblasten

Gezeigt ist die Expression des Gliazellmarkers Reversed-polarity (Repo) im gnathalen Kopfbereich nach Filetpraparation in
Stadium 11 (A-A“; fir Orientierung und Abkirzungen siehe Abb. 3-22) und in der Lateralansicht eines whole-mount-
Embryos in Stadium 15 (B; anterior = links; ventral = unten) in Kombination mit den jeweils angegebenen Faktoren. (A)
Repo wird in glialen Nachkommen von NB 7-4, 6-4 und LGB exprimiert (7-4 Glia, 6-4 Glia und LGB-Glia in A, A’), die durch
Position und Co-Markierung von svp-lacZ und Midline (A, A”) eindeutig identifiziert werden kdnnen. (B) An den Fasziklin2
(Fas2)-exprimierenden peripheren Labial- (LBN) und Maxillarnerven (MXN) sind Repo/Mz97>nGFP co-exprimierende
Gliazellen lokalisiert, welche von NB 1-3 abstammen kdnnten. Siehe Text fiir weitere Details.

96



Ergebnisse

3.2.4. Der Mittellinienvorlaufer MP2 in den gnathalen Neuromeren

Im MN wurden drei Dpn-exprimierende NBs beobachtet (MP2a,b,c), welche unmittelbar unterhalb
der ,regularen” NBs lokalisiert sind (Abb. 3-33 A, B) und einige Besonderheiten aufweisen. Dazu zihlt
die kernstdndige Lokalisation von Prospero (Pros) (Abb. 3-33 B,C,D; Abb. 3-34 A, A‘), welche im
Gegensatz zur NB-typischen kortikalen Pros-Lokalisation steht (Abb. 3-33 E) (Spana und Doe, 1995).
Zusammen mit der Expression des proneuralen Gens Achaete (Ac) ist die kernstandige Pros-
Lokalisation charakteristisch fiir den im Rumpf segmental angelegten Mittellinienvorlaufer MP2
(Doe, 1992; Broadus et al., 1995). Es liegt also nahe, dass es sich um MP2-ahnliche Vorldufer handelt,
welche spezifisch im MN Uberzahlig angelegt werden. Demnach wurde diese neuartigen NBs als
MP2a,b,c bezeichnet (Urbach et al.,, 2016). Weitere spezifische MP2-Marker wie Odd-skipped
(Broadus et al., 1995) und AJ96-lacZ (Klaes et al., 1994) wurden in MP2a,b,c jedoch nicht detektiert
(Abb. 3-34 B, C).

Abb. 3-33: Charakterisierung der MP2-3hnlichen Vorlaufer MP2a, MP2b und MP2c im Mandibularsegment.

Gezeigt ist die Expression des NB-Markers Deadpan (Dpn), des proneuralen Gens Achaete (Ac), des Differenzierungsfaktors
Prospero (Pros) und des NB-Subpopulationsmarkers Hunchback (Hb) (entsprechend der Beschriftung) im MN des
wildtypischen mittleren Stadium 11 (mSt11) nach Filetpraparation (A-C; Fir Orientierung und Abkirzungen siehe Abb.
3-22), sowie im maxillaren NB 5-2 (D) und mandibularen MP2c (E) wahrend der Mitose (beurteilt nach Expression des
Mitosemarkers phospho-Histon H3 (PH3)). (A-C) Eine vergleichsweise groRe NB-Subpopulation exprimiert im MN das
proneurale Gen Achaete (Ac) (A‘, B) (Fokus in B unmittelbar unterhalb der in A dargestellten NBs). Dazu gehért eine Gruppe
von NBs mit kernstdndiger Pros-Lokalisation (MP2a,b,c) (B, B*“). MP2a,b,c exprimieren auerdem Hb (C). (D, E) Auch
wahrend der Mitose zeigen MP2a,b,c nukleére Pros-Lokalisation (hier MP2c; D, D), wahrend andere gnathale NBs (hier NB
5-2 des MX) eine kortikale Pros-Lokalisation ausweisen (E, E‘). Dpn-Expression zeigt, dass es sich in beiden Fallen nicht um
postmitotische Zellen handelt (D*, E). Siehe Text flr weitere Details.
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B 4

Abb. 3-34: Expression der MP2-Marker Pros, Vnd, Odd und AJ96-lacZ in den gnathalen Neuromeren

Gezeigt ist die Expression der MP2-Marker Vnd, Pros (kernstdndig), Odd und AJ96-lacZ (Klaes et al., 1994) in Kombination
mit den NB(Subpopulations)-Markern Dpn und svp-lacZ sowie dem Segmentmarker En in gnathalen Neuromeren des
frihen Stadium 10 (St) 10 und 11 (entsprechend der Beschriftung) nach Filetprdparation. Fir Orientierung und
Abkiirzungen siehe Abb. 3-22. (A-C) Beurteilt nach Pros(kernstandig) (A, A’), Vnd (A, A”) Odd (B) und AJ96-lacZ wird MP2
Im LB an der typischen Position gebildet (vgl. PT), fehlt jedoch im MX. Die mandibularen MP2a,b,c exprimieren nicht die
MP2-Marker Odd (B) und AJ96-lacZ (C), und nur die ventralen MP2a,c exprimieren Vnd (A, A”). Im frihen Stadium 10 (kurz
nach der Entstehung von MP2a,b,c; siehe Urbach et al., 2016) wird Pros(kernstandig) in MP2a,b,c nur schwach exprimiert
(vgl. Abb. 3-33). Siehe Text fiir weitere Details.

Anders als MP2 der Rumpfsegmente sind MP2a,b,c jedoch durch die Expression von Gt und Hb
charakterisiert (Abb. 3-28 B; Abb. 3-33 C). Die Homologie von MP2a,b,c des MN zum MP2 der
Rumpfsegmente ist daher nicht eindeutig (Urbach et al., 2016). Auch unterscheiden sich MP2a,b,c
untereinander und sind nicht als homogene Gruppe anzusehen (z. B. im Bezug auf Vnd-Expression;
siehe Abb. 3-34 A, A“).
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4. Diskussion

4.1. Funktion und Regulation des EGFR in der frihen Hirnentwicklung

4.1.1. EGFR beeinflusst die Bildung von Hirn-NBs durch Unterdrickung von Apoptose
im pNE

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass EGFR-Mutanten im Laufe der NB-Bildung eine umfangreiche
apoptotische Degeneration der Hirnanlage aufweisen. Bereits Dumstrei et al. (1998) haben dhnliche
Beobachtungen in Stadium 12 von EGFR-Mutanten gemacht und auf Grund der Position
degenerierten Zellmaterials an der Oberflache des Embryos darauf geschlossen, dass das Ektoderm
der Hirnanlage von Zelltod betroffen ist. Diese Beobachtungen konnten im Rahmen dieser Arbeit
bestatigt werden. Durch die Verwendung des spezifischen NB-Markers Dpn konnte zudem
ausgeschlossen werden, dass die eng mit dem Ektoderm assoziierten NBs in EGFR-Mutanten von
Apoptose betroffen sind (Abb. 3-4 F‘). Dennoch zeigen EGFR-Mutanten nach Abschluss der NB-
Bildung im spaten Stadium 11 einen deutlichen Verlust von etwa 40% der Hirn-NBs. Es kann somit
ausgeschlossen werden, dass dieser Verlust Resultat einer Degeneration von Hirn-NBs nach deren
Bildung ist. EGFR wird also ausschlieRlich fiir die Bildung von Hirn-NBs benétigt, und nicht fiir deren
Uberleben. Der Vergleich von EGFR-Mutanten mit apoptosedefizienten EGFR; H99-Doppelmutanten,
in welchen etwa 20-25% der Hirn-NBs nach Abschluss der NB-Bildung fehlen, zeigt, dass 15-20% der
Hirn-NBs als Folge apoptotischer Degeneration des pNE nicht gebildet werden. Da die Anzahl
apoptotischer Neuroektodermalzellen in der Hirnanlage erst ab dem mittleren/spaten Stadium 10
deutlich erhoht ist (Abb. 3-4), sind offenbar vornehmlich spat gebildete NBs von
apoptoseabhangigen Bildungsdefekten in EGFR-Mutanten betroffen. In TC und DC konnten nur
geringfligige apoptosebedingte Verluste von Hirn-NBs in EGFR-Mutanten beobachtet werden (Abb.
3-6 C). Somit betrifft Apoptose in EGFR-Mutanten vor Allem die Bildung spater NBs des PC, wobei es
sich in erster Linie um anteriore und dorsale NBs handelt (Urbach et al., 2003). Dies stimmt raumlich
mit der Ausdehnung apoptotischen Neuroektoderms in EGFR-Mutanten lberein, welches vor Allem
das PC, und von diesem insbesondere anteriore und dorsale Anteile umfasst (Abb. 3-4 F).

In Mittellinien-Gliazellen wurde beobachtet, dass EGFR-Aktivierung in Abhangigkeit des
Liganden Spi die Expression des proapoptotischen Gens Hid reprimiert, und so die Induktion von
Apoptose verhindert (Bergmann et al., 2002). Es liegt nahe, dass EGFR auf einem ahnlichen Weg das
Uberleben von pNE-Zellen sichert. Es besteht zudem die Moglichkeit, dass die Unterdriickung von
Apoptose im pNE durch EGFR nicht blof3 von dessen Aktivitdt, sondern von der Aktivierung durch den
EGFR-Liganden Spi abhangt, da Apoptose im pNE von EGFR-Mutanten vor Allem in Bereichen des PC
beobachtet wurde (anteriores/dorsales PC), in welchen EGFR ausschlieRlich von Spi aktiviert wird
(gemessen an der exklusiven Expression von rho im d/iPC und dessen Notwendigkeit, dort EGFR zu
aktivieren; siehe Abb. 3-12).
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4.1.2. EGFR beeinflusst die Ausdehnung des pNE durch die Regulation friiher Mitosen

EGFR hat einen positiven Einfluss auf die Proliferation im pNE (Abb. 3-9), was mit der Funktion des
EGFR in anderen Geweben wie Imaginalscheibenepithelien, Mitteldarmvorldufern und renale
Vorlaufern der Malphigischen GefdlRe Ubereinstimmt (Schweitzer und Shilo, 1997; Garoia et al.,
2005; Marenda et al., 2006; Jiang und Edgar, 2009; Li et al., 2015). Im pNE bilden sich im Vorfeld der
NB-Bildung mitotische Domanen aus, wobei es sich um definierte, zusammenhangende Zellgruppen
handelt, die zeitgleich mitotisch aktiv werden (Foe, 1989; Urbach et al., 2003). Diese mitotischen
Domanen sind im pNE von EGFR-Mutanten deutlich reduziert (Abb. 3-9 B-D), was zwangslaufig zu
einer verringerten Ausdehnung des pNE flhrt. Die beobachteten Ausfdlle mitotischer Aktivitat
betreffen vor Allem ventrale Anteile der mitotischen Domane 9 (Abb. 3-9 B, C) (vgl. Foe, 1989),
welche sich neben dem gesamten DC mutmaRlich (iber anteriore Anteile des TC und posteriore
Anteile des PC erstreckt (Urbach et al., 2003). Dementsprechend konnte in diesen Neuromeren eine
EGFR-abhdngige Reduktion ventraler NBs beobachtet werden (Abb. 3-6). Es liegt also nahe, dass
diese Reduktion zum Teil durch eine verringerte Ausdehnung des NE in Folge unterbliebener
Zellteilungen verursacht wird, welche durch die resultierende Verkleinerung proneuraler Doméanen
letztendlich zur Bildung von weniger NBs fiihrt.

In Hirn-NBs scheint EGFR jedoch keinen Einfluss auf die mitotische Aktivitat zu nehmen, da
die ektopische, pan-neurale Expression des EGFR-Liganden Spi den relativen Anteil proliferierender
NBs nicht erhoht (Abb. 3-8 G-I). Die Funktion des EGFR bei der Proliferationskontrolle in der friihen
Hirnanlage ist somit offenbar, dhnlich wie die Regulation von Apoptose (siehe vorheriges Kapitel),
auf das pNE beschrankt.

4.1.3. EGFR reguliert die Bildung von Hirn-NBs durch die Expressionskontrolle
proneuraler Gene

Die Bildung von Hirn-NBs wird in den embryonalen Anlagen von Gehirn und Bauchmark malfgeblich
durch proneurale Genen des achaete-scute-Komplexes (AS-C) kontrolliert (Jiménez und Campos-
Ortega, 1990; Younossi-Hartenstein et al., 1997). In der Hirnanlage ist I’sc das vorherrschende
proneurale Gen des AS-C und wird in ausgedehnten proneuralen Domanen in jedem Hirnneuromer
exprimiert (Younossi-Hartenstein et al., 1996; Urbach et al., 2003). EGFR-Aktivitat wird wahrend der
gesamten NB-Bildungsphase fiir die Expression von I’scim pNE benétigt (Abb. 3-8 A-D). Ein dhnlicher
Zusammenhang besteht im larvalen optischen Lobus, wo I’sc-Expression ebenfalls von EGFR aktiviert
wird (Yasugi et al., 2010). Ausfalle der I’sc-Expression im pNE konnten in dieser Arbeit im ventralen
TC und DC sowie in der gesamten DV-Ausdehnung des PC von apoptosedefizienten EGFR; Df(3L)H99-
Doppelmutanten beobachtet werden und sind daher nicht durch apoptotische Degeneration des
pNE begriindet. Die Ausfdlle der I’'sc-Expression stimmen dabei raumlich mit Defekten in der NB-
Bildung tiberein (Abb. 3-5 C; Abb. 3-6). Auf Grund der zentralen Funktion von I’sc bei der NB-Bildung
ist davon auszugehen, dass ein groRer Anteil der fehlenden 20-25% an Hirn-NBs in EGFR; Df(3L)H99-

Doppelmutanten auf die Reduktion von I’sc zurlickzufiihren ist. Interessanter Weise fordert EGFR
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durch die Kontrolle der I’sc-Expression nicht nur die Bildung von Hirn-NBs, sondern begrenzt sie auch.
Eine verlangerte Aufrechterhaltung der EGFR-Aktivitat im pNE verhindert, dass I’sc-Expression nach
Abschluss der NB-Bildung herunterreguliert wird, was zur Bildung Gberzahliger Hirn-NBs fiihrt (Abb.
3-8 E-l). EGFR ist somit durch die Expressionskontrolle von /’sc direkt an der rdumlich-zeitlichen
Regulation der Bildung von Hirn-NBs beteiligt.

Wahrend der Entwicklung von Hirn und Bauchmark reguliert das DV-Gen vnd die Bildung
bestimmter ventraler NBs offenbar unabhangig von proneuralen Genen des AS-C (Skeath et al., 1994;
Chu et al., 1998; Urbach et al., 2006). Da neben /’sc auch die Expression von vnd im ventralen PC, DC
und TC von EGFR-Mutanten reduziert ist (Seibert, 2010), kann man davon ausgehen, dass auch
Defekte in der vnd-Expression an dem beobachteten Verlust ventraler Hirn-NBs in EGFR-Mutanten

beteiligt sind.

4.1.4. EGFR wird in mehreren Entwicklungsschritten fir die Bildung spezifischer Hirn-
NBs benotigt

Es lasst sich festhalten, dass EGFR in mehreren Entwicklungsschritten die Ausdehnung proneuraler
Domanen im pNE beeinflusst und so eine zentrale Rolle bei der Bildung von Hirn-NBs spielt
(zusammengefasst in Abb. 4-1). So fordert EGFR zunachst die Proliferation des friihen pNE und
bestimmt auf diesem Weg die Anzahl neuroektodermaler Vorlauferzellen, die spater zu proneuralen
Domanen rekrutiert werden kdnnen. In einem nachsten Schritt beeinflusst EGFR die Ausbildung
proneuraler Domanen unmittelbar durch die Expressionskontrolle des proneuralen Gens I’sc. Zuletzt
verhindert EGFR durch die Unterdriickung von Apoptose im pNE die Degeneration proneuraler

Domaéanen wahrend der fortschreitenden Bildung von Hirn-NBs.

Expression

/ proneuraler Gene \

EGFR —— Proliferation im NE ——

S

Verhinderung von
Zelltod im NE

Ausdehnung pro- Bildung von
neuraler Doménen Hirn-Neuroblasten

Abb. 4-1: Einfluss von EGFR auf die Bildung von Hirn-NBs
Schematische Zusammenfassung der EGFR-abhangigen Entwicklungsprozesse in der friihen Hirnanlage, welche die Bildung
von Hirn-NBs beeinflussen (siehe Text fir Details).

Auch im VNS wird EGFR fur die Bildung von NBs bendtigt. Dennoch unterscheidet sich der Einfluss
von EGFR auf die NB-Bildung im VNS und der Hirnanlage. So fehlen im VNS von EGFR-Mutanten vor
Allem intermediare NBs, wahrend ventrale NBs in der Regel — wenn auch mis-spezifiziert — gebildet
werden (Skeath, 1998). Im Gegensatz dazu wird EGFR in TC und DC fir die Bildung ventraler NBs
bendtigt, wahrend intermediare (Ind-exprimierende) NBs in EGFR-Mutanten in normaler Anzahl
entstehen (Abb. 3-6). Das Fehlen intermedidrer NBs im VNS ist zum Teil auf den Ausfall der ind-

Expression im NE zuriickzufiihren (Weiss et al., 1998; von Ohlen und Doe, 2000). Zumindest im DC
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lasst sich ein vergleichbarer Ausfall der ind-Expression beobachten (Seibert, 2010), welcher die
Bildung intermediarer NBs dort jedoch nicht beeinflusst (Abb. 3-6 A-C). Dass auch im TC von EGFR-
Mutanten intermedidre NBs in normalem Umfang entstehen entspricht den Erwartungen, da EGFR
im intermediaren TC vor der Induktion von ind (und der Bildung intermediarer NBs) herunterreguliert
wird (Abb. 3-1 D, D). Anzeichen von Mis-Spezifizierung ventraler und intermedidrer NBs konnten im
TC und DC von EGFR-Mutanten im Gegensatz zum VNS nicht beobachtet werden. So ist die Anzahl
intermediarer (Ind-exprimierender) NBs dort nicht veradndert, und verbleibende ventrale NBs
exprimieren die typischen ventralen Marker Vnd und Dac in einem erwartungsgemalRen Umfang
(Abb. 3-6 DY, E‘; Abb. 3-7).

4.1.5. EGFR ermoglicht die Expression von ind im DC durch die Phosphorylierung des

Co-Repressors Groucho

Zur Aktivierung von ind im DC wird sowohl EGFR-Aktivitat als auch die Phosphorylierung des Co-
Repressors Groucho bendtigt (Abb. 3-2) (Seibert, 2010). Es wurde gezeigt, dass Groucho direkt durch
den EGFR/MAPK-Signalweg phosphoryliert, und so inaktiviert werden kann (Cinnamon et al., 2008).
Diese EGFR/MAPK-abhidngige Gro-Inaktivierung wird im Rumpf-NE fur die Aktivierung von ind
bendtigt (Helman et al., 2011). Das DC ist das einzige Neuromer im gesamten Embryo, in welchem
ind mit dem Gro-abhangigen Repressor Vnd (Yu et al., 2005) co-exprimiert wird (Abb. 3-2 A), obwohl
Vnd die ind-expression Ublicherweise reprimiert (Weiss et al., 1998). Es liegt auf der Grundlage der
hier gezeigten Ergebnisse also nahe, dass EGFR spezifisch im DC den Vnd/Gro-Repressorkomplex
durch Gro-Phosphorylierung inaktiviert, und so die Expression von ind ermdoglicht. Interessanter
Weise ist Vnd im Rumpf trotz der Phosphorylierung von Gro im ventralen (Vnd-exprimierenden) NE
in der Lage, ind effizient zu reprimieren (Weiss et al., 1998; Cinnamon et al., 2008). Es ist bekannt,
dass Vnd mit unterschiedlichen Co-Repressoren interagieren kann (Zhang et al., 2008). Eine mdgliche
Erklarung ist daher, dass Vnd im Rumpf anstelle von Gro mit anderen, EGFR-unabhangigen Co-

Repressoren assoziiert ist.

4.1.6. EGFR-Aktivitat hangt in der embryonalen Hirnanlage von einer segment-

spezifischen Verteilung von Liganden ab

EGFR zeigt in der frihen Hirnanlage ein komplexes Aktivierungsmuster (Abb. 3-1), welches friihe
Neurogeneseprozesse auf segmentspezifische Weise beeinflusst; dazu zahlt neben den bereits
diskutierten Aspekten die Regulation der DV-Gene im pNE (Seibert, 2010). Da EGFR somit einen
fundamentalen Schritt zur Entstehung intersegmentaler Unterschiede in der Hirnentwicklung
darstellt, wurde dessen segmentspezifische Regulation in der friihen Hirnanlage analysiert. Als
Ausgangspunkt diente dabei die recht umfassend erforschte Regulation des EGFR im embryonalen
VNS.
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Im VNS wird EGFR von den Liganden Spi und Vn aktiviert, wobei die Sekretion von Spi durch die
Transmembranprotease Rho reguliert wird (Shilo, 2005). Die EGFR-Aktivierung im VNS lasst sich in
zwei Phasen unterteilen: eine friihe mittellinienunabhdngige und eine darauf folgende
mittellinienabhangige Phase (Skeath, 1998). Wahrend der friilhen Phase (ab Stadium 5) wird EGFR
durch die Expression von rhomboid (rho) und vein (vn) im ventralen NE aktiviert (Bier et al., 1990;
Schnepp et al.,, 1996; Skeath, 1998; Udolph et al., 1998). Diese Phase wird maRgeblich vom
frithembryonal aktiven Dorsal (DI)-Morphogengradienten reguliert, auf dessen Grundlage rho und
mutmaRlich vn im ventralen NE aktiviert werden (Ip et al., 1992; Stathopoulos et al., 2002; Hong et
al., 2008). Auch in der Hirnanlage wird die Expression von rho und vn vor dem Transkriptionsfaktor
Sim (welcher fiir die Spezifizierung von Mittellinienzellen verantwortlich ist; Nambu et al., 1990) im
ventralen pNE induziert (Abb. 3-10 A, E). Vermutlich hdangt deren Induktion auch im pNE vom DI-
Gradienten ab; so ist die Expression eines rho-Reporterkonstrukts im ventralen NE nach der
Elimination von DI-Bindungsstellen des rho-Enhancers entlang der gesamten AP-Achse des Embryos,
also im prasumptiven Kopf- und Rumpfbereich, reduziert (Ip et al., 1992).

Ab Stadium 9 wird EGFR im VNS in Abhangigkeit der ventralen Mittellinie aktiviert (Golembo
et al., 1996a; Gabay et al., 1997a; Skeath, 1998). In dieser Phase wird rho im VNS in Abhangigkeit von
Sim ausschlieRlich in den mesektodermalen Zellen der ventralen Mittellinie exprimiert (Bier et al.,
1990; Nambu et al., 1990; Chang et al., 2001). Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass EGFR im pNE in Stadium 9 groRtenteils unabhangig von der ventralen Mittellinie
aktiviert wird, was im deutlichen Gegensatz zum VNS steht. Die Expression von rho und vn ist lediglich
im TC auf die ventrale Mittellinie begrenzt und hangt dort von Sim ab (Abb. 3-19 A-F). Entsprechend
wird auch EGFR lediglich im TC in Abhangigkeit von Sim aktiviert (Abb. 3-19 G, H; zusammengefasst
in Abb. 4-2).

Die EGFR-Aktivitat in DC und PC hangt hingegen von Sim-unabhangigen neuroektodermalen
Ligandenquellen ab. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang der deutliche Einfluss von vn auf
die EGFR-Aktivitdt im DC und angrenzenden ventralen PC (Abb. 3-12 F), da vn im VNS eine
untergeordnete Rolle bei der EGFR-Aktivierung spielt (Schnepp et al., 1996; Skeath, 1998; Golembo
et al.,, 1999). Grund daflr ist unter anderem die redundante Funktion von Spi bei der EGFR
Aktivierung im vNE, welches einen Verlust von Vn offenbar kompensieren kann und zudem ein
inharent starkeres EGFR-Aktivierungspotential besitzt (Schnepp et al., 1998; Skeath, 1998; Golembo
et al., 1999). Im DC und vPC werden jedoch, gemessen an der liberaus geringen rho-Expression, nur
geringe Mengen an Spi sekretiert, wiahrend vn umfangreich exprimiert wird (Abb. 3-10 C, G, M). Die
geringe Spi-Dosis ist dort vermutlich nicht dazu in der Lage, einen Verlust von Vn zu kompensieren,
weshalb Vn zur korrekten EGFR-Aktivierung zwingend benétigt wird.

Neben DC und ventralem PC weist auch das dorsale/intermediire PC einige Besonderheiten
beziiglich der EGFR-Ligandenverteilung auf. Im Gegensatz zum (ibrigen embryonalen ZNS wird im
dorsalen/intermediaren PC kein vn exprimiert (Abb. 3-10 E-G, M). Somit wird EGFR im gréRten Anteil
des PC ausschlieBlich vom rho-abhangigen Liganden Spi aktiviert. Die Expressionsstarke von rho
korreliert dabei jedoch nicht mit der Intensitdt des MAPK-Signals (Abb. 3-10 K). Auf Grundlage der

geringen rho-Expressionsstarke sollte im anterioren MAPK-Streifen des dorsalen/intermedidren PC

103



Diskussion

nur eine geringe Menge Spi sekretiert werden, was insbesondere angesichts der dort fehlenden vn-
Expression eine vergleichsweise schwache EGFR-Aktivierung verursachen sollte. Dass EGFR in diesem
Bereich dennoch stark aktiviert wird, kénnte mit dem Chaperon Star (S) zusammenhangen. S
reguliert den intrazelluldren Transport des Spi-Vorldaufers in den Golgi-Apparat, wo dieser durch Rho
gespalten und sekretiert wird (Tsruya et al., 2002; Urban et al., 2002). Da S im anterioren PC
aulergewodhnlich stark exprimiert wird (Abb. 3-11 A), ist davon auszugehen, dass der Spi-Vorlaufer
in diesem Bereich besonders effizient in den Golgi-Apparat transportiert wird. Die daraus
resultierende hohe Verfligbarkeit des Spi-Vorlaufers im Golgi-Apparat kénnte die geringe rho-
Expression kompensieren und eventuell sogar zu einer erhdhten Spi-Sekretion fiihren. Zudem wurde
gezeigt, dass auch S durch Rho gespalten und so inaktiviert werden kann (Tsruya et al., 2007). Somit
kann die geringe rho-Expression im anterioren PC paradoxer Weise zu einer gesteigerten Spi-
Sekretion flihren, indem sie einen effizienten Transport des Spi-Vorldufers durch S weiter begiinstigt.
Obwohl das raumlich/zeitliche Aktivierungsmuster von EGFR also durch die lokalisierte rho- und vn-
Expression bestimmt wird, konnte die Intensitdat der Rezeptoraktivierung durch die
unterschiedlichen Expressionsstarken von S und rho innerhalb der Hirnanlage beeinflusst werden.
Daneben sind vermutlich weitere Faktoren an der Regulation der EGFR-Signalintensitat beteiligt.
Dazu zdhlen beispielsweise intrazellulare Regulatoren des Ras/MAPK-Signalwegs wie Sprouty,
Kekkon-1 oder die MAPK-Phosphatase Mkp-3 (Musacchio und Perrimon, 1996; Ghiglione et al., 1999;
Kramer et al., 1999; Reich et al., 1999; Kim et al., 2004), welche im Rahmen dieser Arbeit nicht
analysiert wurden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die EGFR-Aktivitat in der friihen Hirnanlage von
denselben Liganden abhangt wie im VNS (Spi und Vn), welche jedoch in der Hirnanlage auf
segment-spezifische Weise in unterschiedlichen Kombinationen aus unterschiedlichen Geweben (NE
und/oder Mesektoderm) sekretiert werden (zusammengefasst in Abb. 4-2). Im TC wird EGFR durch
die Sekretion von Spi und Vn aus der Mittellinie reguliert, was der Situation im VNS dhnelt. Die EGFR-
Aktivierung in DC und ventralem PC hdngt maRgeblich von Vn, und im dorsalen/intermedidren PC
ausschlieBlich von Spi ab, wobei beide Liganden in DC und PC aus dem Neuroektoderm sekretiert

werden.
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Abb. 4-2: EGFR-Aktivitat wird in der Hirnanlage durch ein segment-spezifisches genetisches Netzwerk reguliert

In dieser Studie erarbeitete genetische Interaktionen, welche zur regionalisierten Aktivierung des EGFR im NE des
dorsalen/intermediaren Protocerebrum (d/iPC), ventralen Protocerebrum und Deutocerebrum (vPC/DC), Tritocerebrum
(TC) und ventralen Nervensystem (VNS) fihren (weie Kasten; von links nach rechts). Genetische Interaktionen im jeweils
angrenzenden Mesektoderm (=Mittellinie) sind in grauen Kasten dargestellt. Liganden, die zur EGFR-Aktivierung im
jeweiligen Hirnabschnitt bendtigt werden, sind rot dargestellt. Gebogene Pfeile indizieren sekretierte Faktoren.
Faktoren/Liganden, welche fir die frilhe EGFR-Aktivierungsphase verantwortlich sind, sind in grau/orange dargestellt.
AuBerdem ist die segment-spezifische Regulation der DV-Gene vnd, ind und Nkx6 downstream des EGFR indiziert (siehe
Seibert, 2010). EGFR wird in TC, DC und PC unterschiedlich reguliert. Nur in TC und VNS wird EGFR durch die Sekretion von
Spi aus der Mittellinie aktiviert, wahrend im vPC/DC die Vnd-abhdngige Expression des Liganden Vn im ventralen NE
mafgeblich fur die Aktivierung des EGFR verantwortlich ist. Im d/iPC hangt EGFR-Aktivitdt von der Tll-abhangigen
Expression des Spi-Aktivators Rho ab. PntP1 reguliert die Expression von Vn im VNS (Golembo et al., 1999). In der
Hirnanlage reguliert Vnd die Expression von Vn, wobei der Einfluss von PntP1 unklar ist. Es besteht die Moglichkeit, dass
Vnd die Expression von Vn PntP1- abhangig oder —unabhangig reguliert (gestrichelte Pfeile). Siehe Text fiir weitere Details.

4.1.7. Tailless wird fur die Sekretion von EGFR-Liganden aus dem protocerebralen
Neuroektoderm benétigt

Das PC ist auf Grundlage der EGFR-Ligandenverteilung in zwei Bereiche zu unterteilen: das vPC,
welches iberwiegend vn exprimiert und das dorsale/intermediare PC, welches ausschlieRlich rho
exprimiert (Abb. 3-10 M). Die Expression beider Faktoren hangt vom cephalen Liickengen tailless (t//)
ab (Abb. 3-18). Da die EGFR-Aktivitit im PC von t/*-Mutanten in friihen Embryonalstadien gestért
ist (siehe Anhang Abb. 7-1), wird t/l dort bereits fur die Aktivierung von EGFR bendtigt. Dies steht im
Gegensatz zur Dl-abhangigen EGFR-Aktivierung im Gbrigen NE (siehe vorheriges Kapitel). t// wird im
gesamten PC exprimiert, rho und vn jedoch nur in definierten Anteilen. Demnach werden neben t//
weitere Faktoren bendétigt, welche fir die regionalisierte Expression von rho und vn im PC
verantwortlich sind. Es konnte gezeigt werden, dass t// die Expression von vn nicht direkt, sondern

Uber vnd reguliert, welches die vn-Expression auf das ventrale NE begrenzt (Abb. 3-15 A-D; Abb.
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3-18 D-F). Im Falle von rho konnte jedoch kein Faktor identifiziert werden, welcher fir die
regionalisierte Expression im dorsalen/intermediaren PC verantwortlich ist. Interessanter Weise
steht der Einfluss von TIl auf die EGFR-Aktivitat im friihen pNE gewissermalien im Gegensatz zur
Funktion von Tll wahrend der Entwicklung des larvalen visuellen Systems. Wahrend TII fir die
Expression von rho und vn, und somit fir EGFR-Aktivitat im friihen pNE, bendtigt wird, blockiert Tl
wahrend der Entwicklung des larvalen visuellen Systems die Expression EGFR-Abhadngiger Zielgene
und hat somit einen negativen Einfluss auf EGFR-abhangige Entwicklungsprogramme (Daniel et al.,
1999).

4.1.8. DV-Gene kontrollieren die EGFR-Aktivitat durch die Regulation von vein und

argos

Die DV-Gene vnd, ind und Nkx6 waren bisher lediglich als Zielgene des EGFR-Signalwegs bekannt,
deren regionalisierte Expression in Rumpf-NE und pNE durch EGFR reguliert wird. So ist EGFR
notwendig fir die Aktivierung der ind-Expression (im Rumpf-NE, DC und PC) und fir die
Aufrechterhaltung der vnd- und Nkx6-Expression (vnd im Rumpf-NE, TC, DC und PC; Nkx6 in DC und
PC) (Gabay et al., 1996; Skeath, 1999; von Ohlen und Doe, 2000; Seibert, 2010). Im Rahmen dieser
Arbeit hat sich jedoch gezeigt, dass die DV-Gene ind, Nkx6 und — allen voran — vnd zentrale
Regulatoren des EGFR-Signalwegs sind, indem sie die Verteilung aktiver EGFR-Liganden im pNE
beeinflussen.

Vnd wird fiir die Expression von vn in allen Hirnneuromeren benétigt (Abb. 3-15 A-D).
Insbesondere im DC und ventralen PC, wo die EGFR-Aktivierung entscheidend von Vn abhangt (Abb.
3-12 F), ist die Aktivierung von EGFR in vnd-Mutanten demnach gestort (Abb. 3-16 A, B). Auch im
embryonalen VNS wird Vnd fir die vn-Expression im ventralen NE bendtigt (sieche Anhang, Abb. 7-2).
Golembo et al. (1999) haben jedoch demonstriert, dass vn-Expression im embryonalen VNS vom
EGFR-abhangigen Transkriptionsfaktor PointedP1 (PntP1) abhdngt. Da vnd im embryonalen VNS von
pntP1-Mutanten normal exprimiert wird (Gabay et al., 1996), liegt es nahe, dass Vnd und PntP1
parallel fir die vn-Expression benétigt werden.

Neben vn reguliert Vnd auch die Expression des EGFR-Antagonisten gos im TC. Vnd ist im
frithen Embryo im ventralen und intermediaren TC aktiv, wo es fiir die Aktivierung der DV-Gene Nkx6
und ind benétigt wird (Seibert et al., 2009; Seibert und Urbach, 2010) (Abb. 3-16 E, H). Gemeinsam
reprimieren Vnd, Ind und Nkx6 die Expression von agos im ventralen und intermediaren NE und
begrenzen sie so auf das dTC (Abb. 3-16 B, C, F, 1). Von dort wird Aos sekretiert, um EGFR-Aktivitat
im angrenzenden intermedidren TC zu reprimieren (Abb. 3-14 C-C‘). Dieser Prozess ist offenbar
wichtig fir die DV-Musterbildung im TC, da die Expression des DV-Gens ind spezifisch im TC von aos-
Mutanten reduziert ist (Abb. 3-14 D, E). Aos bindet den EGFR-Liganden Spi und inaktiviert ihn auf
diese Weise (Klein et al., 2004). Durch die Regulation von aos und vn (siehe oben) nimmt Vnd somit
Einfluss auf die Verteilung beider aktivierender EGFR-Liganden (Spi und Vn) im pNE und ist fir die
korrekte EGFR-Aktivierung in allen Hirnneuromeren notwendig (Abb. 3-16 A, B). Da umgekehrt auch
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EGFR fir die Aufrechterhaltung der vnd-Expression in allen Hirnneuromeren benétigt wird (Seibert,
2010), besteht ein positiver feedback-loop zwischen EGFR und vnd. Somit ist davon auszugehen, dass
Vnd lber EGFR die Ausdehnung der eigenen Expression stabilisiert. Daneben hangt auch die
Expression weiterer DV-Gene von EGFR ab (Ind in DC und PC, Nkx6 in TC, DC) (Seibert, 2010). Da Vnd
die Verteilung sekretierter Liganden bestimmt, besteht also die Mdglichkeit, dass Vnd die Expression

von Ind und Nkx6 tUber EGFR auf nicht-zellautonome Weise positiv beeinflusst.

4.1.9. Phylogenetische Betrachtung der EGFR-Funktion bei der Musterbildung der
Hirnanlage

Die Kernkomponenten des EGFR-Signalwegs sind zwischen Drosophila und Vertebraten hoch
konserviert (z. B. Urban et al., 2001; Roux und Blenis, 2004; Stein und Staros, 2006). In Vertebraten
sind die vier EGFR-Homologe ErbB1-4 bekannt. Die Diversitat der EGFR/ErbB-Liganden ist in
Vertebraten jedoch deutlich héher. Zu ErbB-Liganden gehéren neben Neuregulinen (homolog zu
Vein) und TGFa (homolog zu Spi) weitere Liganden wie Amphiregulin (AR), Epiregulin, Betacellulin
und Epigen (zusammengefasst in Bogdan und Klambt, 2001; Iwakura und Nawa, 2013). Im
embryonalen Vorderhirn von Vertebraten (entspricht dem PC in Drosophila; Urbach, 2007) werden
die EGFR/ErbB-Liganden TGFa, Neuregulinl und Neuregulin3 im Antihem exprimiert
(Assimacopoulos et al., 2003). Das Antihem ist einem Anteil des Neuroepithels, der zwischen
dorsalem und ventralem Telencephalon lokalisiert ist und vermutlich an der dorso-ventralen
Musterbildung der Hirnanlage beteiligt ist (Assimacopoulos et al., 2003). Im Neuroepithel (pNE in
Drosophila) des embryonalen Vorderhirns von Vertebraten und Drosophila werden somit homologe
EGFR/ErbB-Liganden exprimiert, was eine evolutionar konservierte Regulation und Funktion des
EGFR-Signalwegs bei der Musterbildung der Hirnanlage impliziert. Darliber hinaus wird vermutet,
dass ErbB an Musterbildungsprozessen im Bereich der Grenze zwischen Mittel- und Hinterhirn (MHB
von engl. midbrain hindbrain boundary) beteiligt ist (Nakamura, 2013), wobei es sich vermutlich um

eine konservierte Hirnregion handelt, deren Aquivalent im DC von Drosophila liegt (Urbach, 2007).

4.2. ldentifikation und molekulare Charakterisierung gnathaler Neuroblasten

4.2.1. Die individuelle Charakterisierung embryonaler NBs im ZNS von Drosophila

wurde durch die Charakterisierung gnathaler NBs vervollstandigt

Im Verlauf der letzten 30 Jahre wurde jeder NB der thorakalen und abdominalen Rumpfsegmente
(T1-A7), der procephalen Hirnanlage (TC, DC, PC) und der terminalen Abdominalsegmente (A8-A10)
durch die Expressionsanalyse molekularer Marker individuell charakterisiert (Doe, 1992; Broadus et
al., 1995; Urbach und Technau, 2003a; Birkholz et al., 2013a). Unter Einbeziehung von Ergebnissen

aus dieser Arbeit wurden diese Untersuchungen nun auf die gnathalen Neuromere (LB, MX, MN)
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ausgeweitet (Urbach et al., 2016), welche bis zuletzt den einzigen Abschnitt des embryonalen ZNS
von Drosophila darstellten, in welchem das segmentale Muster und die Identitaten von NBs nicht
detailliert beschrieben wurden. Durch die Erfassung gnathaler NBs wurde somit die detaillierte
Beschreibung der 2x567 NBs (mit Ausnahme der Vorlaufer der Mittellinie und des optischen Lobus)
im embryonalen ZNS von Drosophila abgeschlossen, wovon nun jeder einzelne durch sein
individuelles Expressionsprofil und seine Position innerhalb des Neuromers identifiziert werden kann
(Urbach et al., 2016).

4.2.2. Gnathale Neuroblasten sind homolog zu Rumpfneuroblasten, zeigen jedoch

Modifikationen in ihrem Entstehungsmuster und Expressionsprofil

In jedem thorakalen/abdominalen Rumpfsegment (T1-A7) wird eine stereotype Population an NBs
gebildet, wobei NBs, die an korrespondierenden Stellen dieser Segmente entstehen, vergleichbare
Identitdten einnehmen (zusammengefasst in Skeath & Thor, 2003; Technau et al., 2006). Als Anteile
des VNS weisen auch die gnathalen Neuromere im Vergleich zu den pragnathalen Hirnneuromeren
eine vergleichsweise hohe Ahnlichkeit zu den Rumpfneuromeren auf. In dieser Arbeit wurde die
Expression von 32 segmental konservierten Markergenen untersucht, die in spezifischen NB-
Subpopulationen der Rumpfneuromere T1-A7 exprimiert werden (siehe Anhang Tab. 7-1). Die
Analyse dieser Markergene erlaubte es zusammen mit dem jeweiligen Bildungszeitpunkt und der
Position des neuroektodermalen Ursprungs, gnathale NBs mit serieller Homologie zu Rumpf-NBs zu
identifizieren (Urbach et al., 2016). Auf dieser Grundlage ist jeder gnathale NB als serielles Homolog
eines Rumpf-NBs zu betrachten. Lediglich die Identitat der mandibularen NBs 5-5 und MP2a,b,c ist
auf Grund des stark abgewandelten Expressionsprofils umstritten (Urbach et al., 2016). MP2a,b,c
stellen womoglich Duplikationen des MP2 der Rumpfsegmente dar, da beide durch eine
kernstandige Lokalisation von Pros sowie die Expression des proneuralen Gens Ac gekennzeichnet
sind (Urbach et al., 2016). Die Expression der typischen MP2-Marker Odd und AJ96-laZ fehlt jedoch
(Abb. 3-33 B-D; Abb. 3-34). Eine vergleichende Analyse der Zellstammbaume bzw. weiterer Marker
kénnte nitzlich sein, um die mutmaRliche Homologie dieser NBs zu untermauern.

Trotz des insgesamt vergleichsweise hohen Homologiegrads sind in den gnathalen NB-
Populationen deutliche Abwandlungen vom Grundzustand der Rumpfneuromere zu beobachten. So
ist die NB-Anzahl in gnathalen Neuromeren ausgehend vom Prothorakalsegment (T1) von posterior
nach anterior sukzessive reduziert (32 NBs in T1; 28-29 NBs in LB; 26-27 NBs in MX und 22 NBs in
MN), wobei vornehmlich anteriore NBs von dieser Reduktion betroffen sind (Urbach et al., 2016).
Zudem sind die Expressionsprofile der NBs in LB, MX und MN von posterior nach anterior zunehmend
modifiziert. So weisen 11 der 28-29 labialen NBs, 14 der 26-27 maxillaren NBs und 17 der 22
mandibularen NBs ein in Bezug auf T1 abgewandeltes Expressionsprofil auf (Urbach et al., 2016).
Insgesamt sind 19 der 31 segmental konservierten Markergene durch deren fehlende und/oder
ektopische Expression an der Modifikation von Expressionsprofilen gnathaler NBs beteiligt (AJ96-
lacz, btd, cas, D, Dbx, H15-lacZ, hb, kni, Ibe, mid, msh, Nkx6, odd, pdm1, run, slp1, svp-lacZ, unpg-lacZ,
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wg) , wahrend die librigen 12 Markergene (eg, ems, en, ey, gsb-d-lacZ, ind, mirr-lacZ, otd, poxn, pros,
repo, vnd) konstant in seriell homologen NBs thorakaler, abdominaler und gnathaler Neuromere

exprimiert werden (Urbach et al., 2016).
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Abb. 4-3: Seriell homologe NBs im embryonalen ZNS von Drosophila (aus Urbach et al., 2016).

Schematische Darstellung des embryonalen ZNS nach Filetpraparation. Gezeigt ist die NB-Population linker
Hemineuromere der pragnathalen Hirnneuromere Protocerebrum (PC), Deutocerebrum (DC) und Tritocerebrum (TC), der
gnathalen Neuromere des Mandibular- (MN), Maxillar- (MX) und Labialsegments (LB) und des Prothorakalsegmentes (T1;
entspricht dem Grundzustand). Anterior = oben; gestrichelte Linie = ventrale Mittellinie. Farbcodes indizieren NB-
Identitdten, welche auf Grundlage des Markerexpressionsprofils seriell homologe NBs in den gezeigten Neuromeren
darstellen. Jeder gnathale NB ist seriell homolog zu einem entsprechenden NB in T1. Jeder tritocerebrale und etwa die
Hélfte deutocerebraler NBs sind potentielle serielle Homologe von Rumpf-NBs, wobei manche dieser NBs Ahnlichkeiten
zum Markerexpressionsprofil zweier Rumpf-NBs aufweisen (Tv4 dhnelt NB 6-1 und 1-2; Td1 und Dv6 &hneln beide NBs 3-
2 und 4-2; D5 dhnelt NBs 6-2 und 7-2).

Auch in den pra-gnathalen Hirnneuromeren und terminalen Abdominalneuromeren lasst sich mit
zunehmender Entfernung von Rumpfneuromeren (also in weiter distal gelegenen Neuromeren) eine
zunehmende Abweichung vom Grundmuster der segmentalen NB-Population beobachten (Urbach
et al., 2003; Urbach und Technau, 2003a; Birkholz et al., 2013a; Urbach et al., 2016). Im posterioren
Hirnneuromer TC werden 13 NBs gebildet, welche allesamt auf Grundlage des Expressionsprofils
molekularer Marker, Bildungszeitpunkt und Position neuroektodermalen Ursprungs als serielle

Homologe von Rumpf-NBs angesehen werden kdnnen; im DC weisen hingegen nur ~9 der 21 NBs ein
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dhnliches Expressionsprofil zu Gnathal- und Rumpf-NBs auf, und im PC keiner der 72 NBs (Abb. 4-3)
(Urbach et al., 2016).

Ahnlich wie in den gnathalen Neuromeren weicht auch die segmentale NB-Population der
terminalen Abdominalneuromere A8-A10 zunehmend vom Grundzustand ab (Birkholz et al., 2013a).
Dort sind NBs in A8, A9 und A10 zunehmend reduziert (31 NBs in A8, 23 NBs in A9, 11 NBs in A10),
wobei im Gegensatz zu den gnathalen Neuromeren vornehmlich posteriore NBs von der Reduktion
betroffen sind. Auffallig ist, dass bestimmte NBs in gnathalen und terminalen Abdominalneuromeren
vornehmlich fehlen, wahrend andere stets gebildet werden: so fehlt NB 2-3 sowohl in den gnathalen
Neuromeren (LB, MX und MN) als auch in den terminalen Abdominalneuromeren (A8-A10); mit
Ausnahme von A8 gilt gleiches fiir NB2-4 (Birkholz et al., 2013a; Urbach et al., 2016). Insgesamt
sieben NBs werden in jedem Segment des VNS (also LB, MX, MN und T1-A10) gebildet (NBs 2-1, 2-2,
3-4, 3-5, 5-2, 5-3 und 5-6) (fiir eine zusammenfassende Darstellung der segmentalen NB-
Populationen des VNS siehe Abb. 4-4; Urbach et al., 2016).
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Abb. 4-4: Vergleich der segmentalen NB-Population in Gnathal- und Rumpfneuromeren (aus Urbach et al., 2016)
Schematische Reprasentation der segmentalen NB-Population in den gnathalen Neuromeren MN, MX und LB (links) und
der terminalen Abdominalneuromere (A8-A10) im Vergleich zum Grundzustand in den Rumpfneuromeren T1-A7 (Mitte).
NBs, welche in dem jeweiligen Neuromer nicht gebildet werden, sind durchgestrichen dargestellt.

Es liegt nahe, dass diese NBs neurale Kernstrukturen des metameren VNS bzw. der gnathalen
Neuromere generieren, welche zum Aufbau eines funktionierenden Nervensystems in jedem
Segment bendtigt werden. Andere NBs generieren offenbar spezifischere Neurone und Gliazellen,
welche den lokalen Anforderungen des jeweiligen Segments gerecht werden muissen. Exemplarisch

wird dies an NB 2-3 deutlich, welcher als einziger NB lediglich in T1-A7 gebildet wird, in LB, MX, MN
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und A8-A10 jedoch fehlt. Schmid et al. (1999) vermuten auf der Grundlage von Morphologie und
Projektionsmusters des Zellstammbaums, dass NB 2-3 embryonal angelegte Motorneurone bildet,
welche erst im adulten Tier mit der Innervierung der Beine ihre Funktion aufnehmen. In
Ubereinstimmung mit dieser Vermutung bildet NB 2-3 in den extremitdtenlosen
Abdominalsegmenten A1-A7 keine Nachkommen (Schmid et al., 1999; Lacin und Truman, 2016). Der
Zellstammbaum von NB 2-3 wiirde somit eine hochspezifische Funktion erfiillen, welche lediglich in
den Thorakalsegmenten benotigt wird und das Fehlen des NB in Gnathal- und terminalen

Abdominalsegmenten erklart.

4.2.3. Neuroblastenzellstammbaume werden in den gnathalen Neuromeren

segmentspezifisch modifiziert

Fiir manche NBs konnte eine beginnende Analyse von Zellstammbaumanteilen durchgefiihrt
werden. In Rumpfsegmenten wurde gezeigt, dass Zellstammbdume segment-spezifisch durch
Unterschiede in der Regulation von Proliferation und/oder Apoptose in NBs und Nachkommenzellen
modifiziert werden, was maligeblich durch die Aktivitdit homootischer Gene bestimmt wird
(zusammengefasst in Technau et al.,, 2006; Rogulja-Ortmann und Technau, 2008). Auch in den
gnathalen Neuromeren konnten segment-spezifische Unterschiede in den Zellstammbaumen am
Beispiel des NB 4-2 festgestellt werden (Urbach et al., 2016).

NB 4-2 entsteht in allen gnathalen Neuromeren (Urbach et al. 2016), und bildet in
Rumpfsegmenten neben weiteren Motor- und Interneuronen das Eve-exprimierende Motorneuron
RP2 (Bossing et al., 1996). RP2 wird auch in LB und MX von NB 4-2 gebildet, vollzieht jedoch in beiden
Segmenten Apoptose (Urbach et al., 2016). Im Gegensatz dazu wird RP2 trotz des Vorhandenseins
von NB 4-2 im MN nicht gebildet (Abb. 3-31 B, C; Urbach et al. 2016). Neben dem charakteristischen
Markerexpressionsprofil (Dpn*/Ind*/Ey*/Pdm1*/Nkx6*/hkb-lacZ*/Slp1*/btd*) zeigt NB 4-2 in den
gnathalen Neuromeren segmentspezifische Modifikationen in der Expression von svp-lacZ (fehlt im
NB 4-2 des MN), Cas (wird nur im NB 4-2 des MN exprimiert), Dfd (wird nur im NB 4-2 von MX und
MN exprimiert), Scr (wird nur im NB 4-2 des LB exprimiert) und cnc (wird nur im NB 4-2 des MN
exprimiert) (Abb. 3-23 C, Abb. 3-25 C, Abb. 3-29 A, B, D). Diese Faktoren stellen somit Kandidaten
dar, die an der segment-spezifischen des Zellstammbaums von NB 4-2 in den gnathalen Neuromeren
beteiligt sein kénnten (Urbach et al., 2016). So kénnte beispielsweise Cas oder cnc die Bildung von
RP2 im MN unterdriicken oder svp zur Bildung von RP2 im MN benétigt werden. Ahnliches gilt fiir
die Ubrigen Markergene, welche eine auffdllige Expression in gnathalen NBs aufweisen. Die
durchgefiihrte Identifikation und molekulare Charakterisierung gnathaler NBs erlaubt es,
Zellstammbdume des gnathalen ZNS in Zukunft den zugehoérigen NBs zuzuweisen, und die

molekularen Mechanismen ihrer segment-spezifischen Entwicklungsmodi zu erforschen.
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5. Zusammenfassung/Summary

5.1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Regulation und Funktion der Epidermal growth factor-Rezeptor (EGFR)-
Aktivitat in der frilhen Hirnanlage von Drosophila untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
EGFR-Aktivierung in den embryonalen Hirn-Neuromeren Trito- (TC), Deuto- (DC) und Protocerebrum
(PC) einem dynamischen rdumlich/zeitlichen Muster folgt, welches von den aktivierenden EGFR-
Liganden Spitz (Spi; homolog zu TGFa in Vertebraten) und Vein (Vn; homolog zu Neuregulinen in
Vertebraten), sowie dem Spi-Antagonisten Argos (Aos) abhangt. Es wurde zudem ein genetisches
Netzwerk identifiziert, welches die Verteilung dieser Faktoren in der Hirnanlage bewerkstelligt. In
diesem kontrollieren der mesektodermale Transkriptionsfaktor single-minded (sim), das cephale
Lickengen tailless (tll), sowie die dorsoventralen Musterbildungsgene ventral nervous system
defective (vnd), intermediate neuroblasts defective (ind) und Nkx6 die neuromer-spezifisch
regionalisierte Expression von rhomboid (rho; katalysiert die Sekretion von Spi), vn und aos im
procephalen Neuroektoderm (pNE) und Mesktoderm der Hirnanlage. EGFR wird dabei im TC
maRgeblich in Abhadngigkeit der sim-exprimierenden ventralen Mittellinie aktiviert, wahrend die
EGFR-Aktivierung in DC und PC von neuroektodermalen Ligandenquellen abhangt.

Um Funktionen des EGFR in der friihen Hirnentwicklung zu identifizieren, wurden zudem
frithe Neurogeneseprozesse in der embryonalen Hirnanlage nach Funktionsverlust und
Uberaktivierung des EGFR untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass EGFR Apoptose im pNE
unterdriickt, und zugleich einen positiven Einfluss auf Proliferation und Expression des proneuralen
Gens lethal of scute (I’sc) in Neuroektodermalzellen hat. Auf diesen Wegen kontrolliert EGFR die
Bildung von ~40% der Neuroblasten in der Hirnanlage. EGFR stellt somit einen zentralen Regulator
der frihen Hirnentwicklung dar, welcher entscheidende Entwicklungsschritte auf
neuromerspezifische Weise beeinflusst.

Im Rahmen eines weiteren Projekts wurde ein Beitrag zur Identifikation und molekularen
Charakterisierung von NBs der gnathalen Neuromere geleistet. Die gnathalen Neuromere stellten bis
zuletzt den einzigen Abschnitt des embryonalen zentralen Nervensystems dar, in welchem NBs nicht
detailliert kartiert wurden. Daher wurde in dieser Arbeit eine Expressionsanalyse von 46 molekularen
Markern in gnathalen Neuroblasten durchgefiihrt. Unter Einbeziehung der dabei gewonnenen Daten
konnten alle gnathalen NBs individuell identifiziert und molekular charakterisiert werden. Es konnte
gezeigt werden, dass die NB-Populationen der Gnathalsegmente (Labial- (LB), Maxillar- (MX) und
Mandibularsegment (MN)) aus seriell homologen NBs der thorakalen/abdominalen Rumpfsegmente
besteht, deren Anzahl jedoch in LB, MX und MN zunehmend reduziert ist. Insbesondere im MN sind
die Markerexpressionsprofile von Neuroblasten im Vergleich zu den Rumpfsegmenten zudem
deutlich abgewandelt. Durch die Identifikation und molekulare Charakterisierung gnathaler NBs ist
eine Grundlage fiir wichtige weiterfiihrende Analysen geschaffen worden, wie der detaillierten
Analyse gnathaler Zellstammb&dume oder der Untersuchung serieller und evolutiondrer Homologie
im gesamten zentralen Nervensystem.
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Summary

This work focusses on regulation and function of Epidermal growth factor receptor (EGFR) activity
during early brain development of Drosophila. It was shown that EGFR is activated in the embryonic
brain neuromeres Trito- (TC), Deuto- (DC) and Protocerebrum (PC) in a dynamic spatio/temporal
pattern, which relies on the activating EGFR ligands Spitz (Spi; homologous to TGFa in vertebrates)
and Vein (Vn; homologous to Neuregulins in vertebrates), and of the Spi-antagonist Argos (Aos). A
genetic network was identified, which controls deployment of those factors in the embryonic brain
anlage. In that network, the mesectodermal transcription factor single-minded (sim), the cephalic
gap gene tailless (tll), as well as the dorso-ventral patterning genes ventral nervous system defective
(vnd), intermediate neuroblasts defective (ind) and Nkx6 control the regionalized expression of
rhomboid (rho; catalyzes Spi secretion), vn and aos in the procephalic neuroectoderm (pNE) and
mesectoderm of the brain anlage in a neuromere-specific manner. It was shown in that regard, that
EGFR activity in the TC depends on sim-expressing mesectodermal cells of the ventral midline, while
EGFR activity relies on neuroectodermal ligand sources in DC and PC.

Furthermore, early neurogenesis was analyzed in the brain anlagen of genetic EGFR loss-of-
function and gain-of-function backgrounds. It was shown, that EGFR is required in to suppress
apoptosis in the pNE, while positively influencing proliferation and expression of the proneural gene
lethal of scute (I’sc). That way, EGFR controls formation of ~40% of brain neuroblasts. Therefore,
EGFR is a central regulator of early brain development, influencing crucial developmental steps in a
neuromere-specific manner.

In the context of a further project, this work contributes to the identification and molecular
characterization of neuroblasts in the gnathal neuromeres of Drosophila. Until recently, the gnathal
neuromeres represented the only part of the embryonic central nervous system, in which
neuroblasts were not mapped in detail. Therefore, expression of 46 molecular markers was analyzed
in gnathal neuroblasts. Taking the obtained data into account, each gnathal neuroblast was
individually identified and molecularily characterized. It was shown, that neuroblast populations of
the gnathal segments (Labial (LB), Maxillary (MX) and Mandibular (MN) segments) entirely consist of
neuroblasts which can be considered serially homologous to those of the thoracic/abdominal trunk
segments T1-A7. Anyway, neuroblast numbers are progressively diminished in LB, MX and MN with
regard to trunk segments. Also, marker expression profiles are increasingly modified in neuroblasts
of LB, MX and MN with regard to the respective serial homologues in the trunk. Mapping and
characterization of gnathal neuroblasts represents a foundation for further studies aiming at the
analysis of gnathal cell lineages or the occurrence of serial or evolutionary homology in the entire

central nervous system.
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7. Anhang

7.1. Abbildungen

t*e St7

Abb. 7-1: MAPK-Aktivitat im frithen PC von tailless-Mutanten

Gezeigt ist das MAPK-Aktivierungsmuster in Kombination mit dem Segmentmarker Engrailed (En) in der linken
Hirnhemisphare einer t//**-Mutante in Stadium 7 (St7) nach Filetpraparation mit Fokus auf das Neuroektoderm. anterior
ist oben; schwarz gestrichelte Linien indizieren Segmentgrenzen, rot gepunktete Linie die Grenze zwischen Neuroektoderm
und Mesektoderm und die weil} gestrichelte Linie die ventrale Mittellinie. Im wildtypischen Protocerebrum (PC) ist MAPK
ab St6 im ventralen (v) NE und in zwei Streifen im dorsalen/intermediiren (d/i) NE aktiv (siehe (Abb. 3-1 C). In tlI4-
Mutanten fallt MAPK im vPC und d/iPC (Pfeilspitzen) bereits in St7 aus. Da diese Anteile erst kurz zuvor (spétes Stadium 6)

im Wildtyp beobachtet werden kénnen, ist tll an der Aktivierung von MAPK im PC beteiligt. DC=Deutocerebrum,
TC=Tritocerebrum.

Abb. 7-2: Expression von vn in vNE und pNE von vnd-Mutanten

Gezeigt ist die vn-Expression in Kombination mit dem Segmentmarker En im Kopf- und Rumpf-NE von Wildtyp (WT) und
vndé-Mutanten. Weil gestrichelte Linie indiziert die ventrale Mittellinie. (A, B) In vnd®-Mutanten fallt die vn-Expression im
gesamten NE der Kopf- und Rumpfneuromere aus (B; vgl. WT in A). PC=Protocerebrum, DC=Deutocerebrum,
TC=Tritocerebrum, MN=Mandibularsegment, MX=Maxillarsegment, LA=Labialsegment, T1=Prothorakalsegment,
T2=Mesothorakalsegment, T3=Metathorakalsegment, A1=1. Abdominalsegment. A2-A10 sind nicht abgebildet.
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Abb. 7-3: Expression von cenG1A im embryonalen ZNS.

Gezeigt ist die Expression von centaurin y1A-mRNA (cenG1A; blau) und des Neuroblasten-Subpopulationsmarkers seven-
up-lacZ (svp-lacZ; braun) in einem Embryo des spaten Stadium 11 nach Filetpraparation (anterior ist oben, gestrichelte Linie
indiziert die ventrale Mittellinie) mit Fokus auf die Neuroblastenschicht. cenG1A wird in Neuroblasten der Hirnanlage (PC,
DC, TC), der gnathalen Kopfsegmente (MN, MX, LB) und der thorakalen/abdominalen Rumpfsegmente exprimiert (Pfeile)
(T1-A2; A3-A10 sind prédparationsbedingt nicht abgebildet). PC=Protocerebrum, DC=Deutocerebrum, TC=Tritocerebrum,
MN=Mandibularsegment, MX=Maxillarsegment, LB=Labialsegment, T1-T3=Thorakalsegmente 1-3 (Pro-, Meso- und
Metathorax), A1-A2=Abdominalsegmente 1-2.
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7.2. Tabellen

Tab. 7-1: Zur Charakterisierung gnathaler NBs verwendete Marker (nach Urbach et al., 2016)

Markergen Kategorie Genpro- Klasse gnathale  Rumpf- Hirn-
dukt NBs NBs NBs

achaete (ac) Andere Gene mRNA Transkriptions- + + +
(Kapitel 3.2.3.6) faktor

AJ96* Andere Gene lacz - + + -
(Kapitel 3.2.3.6)

Antennapedia Homootische Protein Transkriptions- + + -

(Antp) Gene faktor
(Kapitel 3.2.3.5)

asense (ase) Allgemeine NB- Protein Transkriptions- + + +
Marker faktor

buttonhead Lickengene mMRNA Transkriptions- + + +

(btd)* (Kapitel 3.2.3.4) faktor

cap and collar Homootische mRNA Transkriptions- + - +

(cnc) Gene faktor
(Kapitel 3.2.3.5)

castor (cas)* Temporale Protein, Transkriptions- + + +
Spezifizierungs- lacz faktor
faktoren
(Kapitel 3.2.3)

centaurin Andere Gene mRNA GTPase + + +

gamma 1A (Kapitel 3.2.3.6)

(cenG1A)

charybde (chrb)  Andere Gene mRNA ? + - +
(Kapitel 3.2.3.6)

collier (col, knot) Andere Gene Protein Transkriptions- + - +
(Kapitel 3.2.3.6) faktor

cQ2 Zellstammbaum-  Gal4 - (+) (+) -
marker
(Kapitel 3.2.3.7)

dachshund (dac) Andere Gene Protein Transkriptions- + - +
(Kapitel 3.2.3.6) faktor

dbx* Andere Gene Protein Transkriptions- + + +
(Kapitel 3.2.3.6) faktor

deadpan (dpn) Allgemeine NB- Protein Transkriptions- + + +
Marker faktor
(Kapitel 3.2.1)

Deformed (Dfd)  Homootische Protein Transkriptions- + - -
Gene faktor
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Markergen

dichaete (d)*

eagle (eg)*

empty spiracles
(ems)*
engrailed (en)*

even-skipped
(eve)

RRK
eve

eyeless (ey)*

giant (gt)

gooseberry
distal (gsb-d)*

H15 (nmr1)*

huckebein
(hkb)*
hunchback (hb)*

intermediate
neuroblast
defective (ind)*
knirps (kni)*

ladybird early
(Ibe)*

midline (mid,
nmr2--FlyBase)*

Kategorie

(Kapitel 3.2.3.5)
DV-Gene
(Kapitel 3.2.3.2)
Andere Gene
(Kapitel 3.2.2)
Lickengene
(Kapitel 3.2.2)
Segment-
polaritatsgene
(Kapitel 3.2.2)
Zellstammbaum-
marker

(Kapitel 3.2.3.7)
Zellstammbaum-
marker

(Kapitel 3.2.3.7)
Andere Gene
(Kapitel 3.2.2)
Lickengene
(Kapitel 3.2.3.4)
Segment-
polaritatsgene
(Kapitel 3.2.3.3)
Segment-
polaritatsgene
(Kapitel 3.2.3.3)
Lickengene
(Kapitel 3.2.3.4)
Temporale
Spezifizierungs-
faktoren
(Kapitel 3.2.3)
DV-Gene
(Kapitel 3.2.2)

Lickengene
(Kapitel 3.2.3.4)
Andere Gene
(Kapitel 3.2.2)
Segment-
polaritatsgene

Genpro-
dukt

MRNA,
Protein
Protein

Protein

Protein,
lacz

Protein

Gald

Protein

Protein

Protein,
lacZ

Protein,
lacZ

lacz,

mRNA
Protein

Protein,
MRNA

Protein

Protein

Protein

Klasse

Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor

Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor
Transkriptions-
faktor

gnathale
NBs

(+)

(+)

Rumpf-
NBs

(+)

(+)

Hirn-
NBs
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Markergen Kategorie Genpro- Klasse gnathale  Rumpf- Hirn-
dukt NBs NBs NBs
(Kapitel 3.2.2)
mirror (mirr)* Segment- lacz Transkriptions- + + +
polaritatsgene faktor
(Kapitel 3.2.2)
muscle specific DV-Gene Protein, Transkriptions- + + +
homoebox (msh, (Kapitel 3.2.3.2) MRNA faktor
drop--FlyBase)*
Mz97 Zellstammbaum-  Gal4 - (+) (+) n.a.
marker
(Kapitel 3.2.3.7)
Nkx6* DV-Gene mMRNA Transkriptions- + + +
(Kapitel 3.2.3.2) faktor
odd-skipped Andere Gene Protein Transkriptions- + + -
(odd)* (Kapitel 3.2.3.6) faktor
orthodenticle Lickengene Protein Transkriptions- + + +
(otd)* (Kapitel 3.2.3.4) faktor
pou domain-1 Temporale Protein Transkriptions- + + +
(pdm-1, nub- Spezifizierungs- faktor
FlyBase)* faktoren
(Kapitel 3.2.3)
pox neuro (pox  Andere Gene Protein Transkriptions- - + +
n)* (Kapitel 3.2.3.6) faktor
prospero (pros)* Andere Gene Protein Transkriptions- + + -
(Kapitel 3.2.4) faktor
reversed Zellstammbaum-  Protein Transkriptions-  (+) (+) (+)
polarity (repo)*  marker faktor
(Kapitel 3.2.3.7)
runt* Andere Gene Protein Transkriptions- + + +
(Kapitel 3.2.3.6) faktor
seven up (svp)*  Temporale lacZ Transkriptions- + + +
Spezifizierungs- faktor
faktoren
(Kapitel 3.2.2)
Sex comb Homootische Protein Transkriptions- + - -
reduced (Scr) Gene faktor
(Kapitel 3.2.3.5)
sloppy paired 1 Lickengene Protein, Transkriptions- + + +
(slp1)* (Kapitel 3.2.3.4) mRNA faktor
unplugged Andere Gene MRNA, Transkriptions- + + +
(unpg)* (Kapitel 3.2.3.6) lacZ faktor
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Markergen

ventral nervous
system defective
(vnd)*

wingless (wg)*

worniu (wor)

Kategorie

DV-Gene
(Kapitel 3.2.3.2)

Segment-
polaritatsgene
(Kapitel 3.2.3.3)
Allgemeine NB-
Marker

(Kapitel 3.2.1)

Genpro-
dukt
Protein,
MRNA,
lacz
Protein,
lacz

Protein

Klasse gnathale
NBs

Transkriptions- +

faktor

Sekretierter +

Ligand

Transkriptions- +
faktor

Rumpf-  Hirn-
NBs NBs
+ +

+ +

+ +

* indiziert segmental konservierte Gene, die zur Identifikation seriell homologer NBs verwendet wurden; +

indiziert Markerexpression in gnathalen, Rumpf- oder Hirnneuroblasten; (+) indiziert Expression in

Zellstammbaumkomponenten von gnathalen, Rumpf- oder Hirnneuroblasten. (Daten stammen aus dieser
Arbeit; Doe, 1992; Broadus et al., 1995; Urbach et al., 2003; Urbach und Technau, 2003b, a; Urbach, 2007; Kunz
et al., 2012; Urbach et al., 2016)
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7.5. Abkurzungsverzeichnis

Nicht aufgefiihrt sind gangige Abklirzungen aus dem Worterbuch sowie Bezeichnungen chemischer
Elemente nach dem Periodensystem.

Gennamen

ac - achaete

antp - antennapedia

btd - buttonhead

cas - castor

cato - cousin of atonal

CenGi1A - Centaurin Gamma 1A

chrb - charybde

cnc - cap’n’collar

D - Dichaete

col - collier (auch bekannt als knot)
Cy - Curly

Dcp-1 - Drosophila Caspase-1

dfd - deformed

dpn - deadpan

eg - eagle

EGFR - epidermal growth factor receptor (auch bekannt als faint little ball)
ems - empty-spiracles

en - engrailed

eve - even-skipped

gro - groucho

gt - giant

hb - hunchback

hkb - huckebein

ind - intermediate neuroblasts defective
inv - invected

kni - knirps

lacZ - B-galactosidase

Ibe - ladybird early
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I’sc
MAPK
mid
msh
odd
otd
pdm1
Pm
poxn
pros
repo

rho

Sb
sc
scr
sim
sip1
spi
svp
ti
unpg
vn
vnd
wg

wor

lethal of scute

mitogen-activated protein kinase (auch bekannt als rolled)
midline

muscle segment homeobox (auch bekannt als Drop)
odd-skipped

orthodenticle

POU domain transcription factor 1 (auch bekannt als nubbin)
Plum

paired box neuro transcription factor

prospero

reversed polarity

rhomboid

Star

Stubble

scute

sex combs reduced

single-minded

sloppy-paired 1

spitz

seven-up

tailless

unplugged

vein

ventral neuroblasts defective

wingless

worniu

Sonstige Abklrzungen

AP
AS-C
ATP
Al-A10

anterior

Alkalische Phosphatase
achaete-scute Komplex
Adenosintriphosphat

Abdominalsegmente 1-10
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BCIP
BDSC

Bio

cDNA
CTP
CxD

CyoO

DAB
DC
ddH,0
DEPC
DGRC
DIG
DNA
dNTP
DPSS
DSHB
DTS
DV
EST
GTP
HRP
HHS
HS

LB
LBN
LGB
lin
Mes

mGFP

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat

Bloomington Drosophila Stock Center

Biotin

Basenpaare

complementary deoxyribonucleic acid
Cytosintriphosphat

Crossover Supressor Dichaete (drittchromosomaler Balancer)
Curly of Oster (zweitchromosomaler Balancer)
dorsal

3,3‘-Diaminobenzidin

Deutocerebrum

doppel destilliertes (= entmineralisiertes) Wasser
Diethylpyrocarbonat

Drosophila Genomics Resource Center
Digoxygenin

Desoxyribonukleinsaure (von engl. deoxy ribonucleic acid)
Desoxynukleosidtriphosphat

diode pumped solid state-Laser

Developmental Studies Hybridoma Bank
dominant temperature sensititve

Dorsoventral

expressed sequence tag

Guanosintriphosphat

Meerrettichperoxidase (von engl. horseraddish peroxidase)
Hirnhemisphare

Hemisegment

intermediar

Labialsegment

Labialnerv

longitudinaler Glioblast

Zellstammbaum (von engl. lineage)
Mesektoderm

membranstandiges griin-fluoreszierendes Protein
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MN
MNB
mRNA
MP
mSpi
MX
MXN
NB
NBT
NE
nGFP

PC
PCR
PH3
pNE
POD
PT
rpm
RT
S1-S5
SOP
SsC
ssDNA
sSpi
TC

T
TGFa
T™3
TM6b
TSA
T1-T3

Mandibularsegment

Mittellinienneuroblast

Boten-Ribonukleinsdure (von engl. messenger ribonucleic acid)
Mittellinienvorlaufer (von engl. midline precursor)
membrangebundenes Spitz (inaktiver Vorlaufer des Egfr-Liganden Spitz)
Maxillarsegment

Maxillarnerv

Neuroblast

Nitroblautetrazoliumchlorid

Neuroektoderm

nukledres griin-fluoreszierendes Protein

posterior

Protocerebrum

Polymerasekettenreaktion (von engl. polymerase chain reaction)
Phosphohiston H3

procephales Neuroektoderm (=procephale neurogene Region)
Peroxidase

Prothorax

Umdrehungen pro Minute (von engl. rounds per minute)
Raumtemperatur

(Neuroblasten-) Segregationswellen 1-5

sensorische Vorlauferzelle (von engl. sensory organ precursor)
Standard Salz-Citrat-Losung

Heringssperma-DNA (von engl. salmon sperm DNA)
sekretiertes Spitz (aktive Form des Egfr-Liganden Spitz)
Tritocerebrum

Schmelztemperatur (von engl. melting temperature)
transforming growth factor a

Third Multiple 3 (drittchromosomaler Balancer)

Third Multiple 6b (drittchromosomaler Balancer)
Tyramid-Signalamplifikation

Thorakalsegment 1-3 (Pro-, Meso- und Metathorax)

Unit
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UAS
uTpP

vNE
VNS
Wt

°C

upstream activating sequence

Uraciltriphosphat

ventral

ventrales Neuroektoderm (=ventrale neurogene Region)
ventrales Nervensystem

Wildtyp

Grad Celsius

Wellenldnge
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7.6. Lebenslauf
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