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Einleitung 1

1 Einleitung

Die aktive Fortbewegung einzelner Zellen oder kompletter Zellverbande ist ein
zentraler Prozess wahrend der Ontogenese und der Hombostase multizellularer
Organismen (Ribeiro et al., 2003; Starz-Gaiano und Montell, 2004). Die exakte
Regulation migratorischer Prozesse erfolgt durch komplexe genetische Programme,
die einzelne Zellen zur Migration selektieren und Zeitpunkt und Richtung der
Zellbewegung dirigieren.

Viele Zellen migrieren zum Teil Uber weite Distanzen von dem Ort ihrer Entstehung
hin an die Stelle, an der sie fir die korrekte Entwicklung und Funktion des
Organismus benétigt werden, so etwa primordiale Keimzellen, Immunzellen oder
Zellen des Nervensystems (Klambt et al,, 1991; Choi und Benzer, 1994; Tepass
et al., 1994; Santos und Lehmann, 2004; Mrass und Weninger, 2006). Zellmigration
ist aber auch ein kritischer Faktor bei der Pathogenese von Tumorerkrankungen. Als
Beispiel ist hier die Bildung von Metastasen zu nennen, bei der sich Zellen aus dem
primaren Tumor |6sen, andere Gewebe infiltrieren und dort sekundare Neoplasien
bilden (Fidler und Ellis, 1994; Wen und Loeffler, 2000). Ein weiteres Beispiel sind
gliale Tumore des Gehirns, die zwar selten Metastasen bilden (Huang et al., 1995),
aber haufig lokale Invasion des umliegenden Gewebes zeigen (Pilkington, 1994;
Giese und Westphal, 1996). Dabei sind die genetischen Ablaufe, welche die
Fortbewegung von Zellen wahrend der normalen Entwicklung und Homdéostase
steuern, weitgehend mit den Mechanismen identisch, die an der Migration von
Tumorzellen beteiligt sind (Fresno Vara et al., 2004; Britsch, 2007; Sibilia et al.,
2007).

Ein reprasentatives Beispiel fir die Bedeutung der kontrollierten Zellmigration
wahrend der Entwicklung, aber auch fir die Auswirkungen ektopischer Zellmotilitat

als Folge fehlregulierter Kontrollmechanismen, bietet das Nervensystem.

1.1 Das Nervensystem von Vertebraten

Die Zellen des Nervensystems von Vertebraten haben ihren Ursprung im
Neuroektoderm, das sich wahrend der friihen Gastrulation aus dem Ektoderm bildet.
Im Verlauf der weiteren Embryonalentwicklung invaginiert das Neuroektoderm, wobei
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zunéachst die so genannte Neuralgrube entsteht, die sich schlieBlich als Neuralrohr
vom Ektoderm abschnlirt. Das Neuralrohr, das die Anlage des zentralen
Nervensystems (ZNS) darstellt, bildet im anterioren Bereich drei Vesikel
(Prosencephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon), aus denen schlieBlich
das Gehirn hervorgeht, wahrend der posteriore Teil sich zum Rickenmark entwickelt.
Zwischen dem Ektoderm und der Neuralgrube bildet sich die Neuralleiste, welche die
Anlage des peripheren Nervensystems (PNS) ist. Aus den Zellen des Neuralrohrs
und der Neuralleiste entstehen sowohl Neurone und als auch Gliazellen (McConnell,
1995; Lumsden und Krumlauf, 1996).

1.1.1 Gliazellen von Vertebraten

Gliazellen wurden erstmals 1858 von Rudolph Virchow beschrieben, der diesem neu
entdeckten Zelltyp eine eher passive Rolle zuordnete. Mittlerweile ist bekannt, dass
Gliazellen neben der Funktion als Stlitzgewebe, welche Virchow damals postulierte,
auch an Stoffwechsel- und Transportprozessen, der Regulation des neuronalen
Mikromilieus, der lIsolation von Neuronen und der Immunabwehr beteiligt sind
(Jessen, 2004). Bei Saugetieren gibt es verschiedene Arten von Gliazellen, die mit
Ausnahme der hamatopoetischen Mikroglia aus multipotenten Stammzellen des
Neuralrohrs und der Neuralleisten hervorgehen und als Makroglia zusammengefasst
werden (Stemple und Anderson, 1992; Davis und Temple, 1994). Gelegentlich
werden aufgrund ihrer Abstammung auch Ependymzellen zu den Gliazellen des ZNS
gezahlt. Diese gehen ebenso wie Astrozyten und Oligodendrozyten aus den
neuroepithelialen Zellen der Ventrikuldrzone des Telencephalons hervor und bilden
eine monozelluldre Schicht, die das Hohlraumsystem im ZNS auskleidet (Morest und
Silver, 2003; Liu und Rao, 2004).

Die Gliazellen von Saugetieren sind aufgrund morphologischer und funktioneller
Charakteristika in vier groBe Gruppen einzuteilen. Dabei unterscheidet man
Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia und Schwann-Zellen. Astrozyten stellen die
zahlenmaBig groBte Gruppe der Gliazellen im ZNS dar. Astrozyten sind grofe,
multipolare Zellen, die mit Endothelzellen und neuronalen Zellkérpern interagieren
und die Neurone mit Nahrstoffen versorgen. AuBerdem regulieren sie die Aktivitat

der Neurone, indem sie den Neurotransmitter Glutamat aufnehmen und zu Glutamin
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verstoffwechseln (Rothstein et al,, 1994; Lehre et al., 1995). Oligodendrozyten
dagegen bilden die Myelinscheiden von Axonen des ZNS. Dabei ermdglichen Liicken
zwischen den einzelnen myelinisierenden Oligodendrozyten die saltatorische
Reizweiterleitung (Pellegrino et al., 1984). Schwann-Zellen sind die Gliazellen des
PNS, die von Zellen der Neuralleisten abstammen und sich kurz nach der Geburt zu
den verschiedenen Untergruppen der myelinisierenden, nichtmyelinisierenden und
perisynaptischen Schwann-Zellen differenzieren (Corfas et al., 2004). Die am besten
charakterisierte Gruppe sind dabei die myelinisierenden Schwann-Zellen, deren
Aufgabe die Bildung von Myelinscheiden um die Axone ist (Jessen und Mirsky,
2003), ahnlich wie bei Oligodendrozyten im ZNS. Mikroglia sind im Unterschied zu
allen anderen Gliazellen hamatopoetischen Ursprungs und stellen die Immunzellen
des Gehirns dar (Kreutzberg, 1996; Streit, 2002).

Gliazellen nehmen also vielfaltige Aufgaben bei der Hombostase des Nervensystems
wahr. Fehlfunktionen dieser Zellen sind eng mit der Entstehung diverser Krankheiten
verknlpft, wie etwa der Multiplen Sklerose, deren Kennzeichen ein Verlust der
Myelinscheide ist (Dhib-Jalbut, 2007), der hereditdren motorisch-sensiblen
Neuropathie Typ | (HMSN 1), bei der infolge von Schadigungen der Myelinscheiden
oder der Axone eine progressive Muskelatrophie erfolgt (Berger et al., 2006), oder
der Pelizaeus-Merzbacher Krankheit, einer Leukodystrophie, die mit einer Reduktion
von Oligodendrozyten und Hypomyelinierung einher geht (Garbern, 2007). Darlber
hinaus kénnen diverse genetische Aberrationen in Gliazellen zur Entstehung von

Tumoren fihren (James und Collins, 1992).

1.2 Die Entstehung und Behandlung maligner Tumore

In der Medizin dient der Begriff ,Krebs* als Synonym fir maligne Neoplasien und wird
als Sammelbegriff fur verschiedene Krankheiten verwendet, die als gemeinsame
Kennzeichen unkontrollierte Zellteilung, Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren und
Resistenz gegentiber apoptotischen Signalen aufweisen (Hanahan und Weinberg,
2000). Die Entstehung von Krebs ist ein komplexer, vielschrittiger Prozess, der durch
Akkumulation von chromosomalen Aberrationen ausgeldst wird. Dabei kann es sich
um Mutationen einzelner Gene handeln, beispielsweise des p53-Locus (Watanabe
etal, 1997) oder um Duplikationen oder Deletionen bestimmter Teile von
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Chromosomen. Typische Beispiele sind hier die Duplikation von Teilen des siebten
oder der Verlust von Teilen des zehnten Chromosoms (Nishizaki et al., 1998; Kunwar
et al., 2001).

Tumore kbénnen bei Menschen jeden Alters auftreten, wobei das Risiko der
Erkrankung bei den meisten Tumorarten mit zunehmendem Alter steigt. So sind von
den in Deutschland jahrlich etwa 400.000 neuen Krebsfallen 75 % der Patienten alter
als 60 Jahre (,Krebs in Deutschland®, Robert-Koch-Institut). Der Entstehung von
malignen Neoplasien liegt insbesondere bei alteren Patienten ein progressiver
Prozess zugrunde, bei der genetische L&sionen oft Uber mehrere Jahre
akkumulieren (Reya et al., 2001). Maligne Tumore treten auch bei Kindern auf, wobei
sich das Diagnosespektirum géanzlich von dem bei Erwachsenen unterscheidet. Die
haufigsten Arten sind hier Leukamien (34 %), ZNS-Tumore (22 %) und Lymphome
(12 %), wahrend bei Erwachsenen vor allem Prostatakrebs bei Mannern (33 %) bzw.
Brustkrebs bei Frauen (32 %), sowie Lungen- (13 % bei Mannern und 12 % bei
Frauen) und Darmkrebs (10 bzw. 11 %) diagnostiziert wird (Jemal et al., 2005).
Maligne Hyperplasien des ZNS treten lediglich bei 2 % der Krebspatienten auf,
haben allerdings im Vergleich zu anderen Krebsarten eine &auBerst schlechte
Prognose (Prados und Levin, 2000).

1.3 Eigenschaften und Klassifikation von glialen Tumoren
des Nervensystems

Gliale Tumore des Gehirns, die so genannte Gliome, sind mit etwa 50 % der
haufigste Typus aller primaren intrakraniellen Tumore bei Erwachsenen. Im Vergleich
dazu machen neuronale Tumore weniger als 0,5 % aller im Gehirn auftretender
Tumore aus (Janisch und Staneczek, 1988, Kleihues et al., 2000).

Die drei wichtigsten Untergruppen der Gliome sind Astrozytome (60 - 70 %),
Oligodendrogliome (10 - 30 %) und Ependymome (10 %). Da maligne Neoplasien
des ZNS oft ein breites Spektrum morphologischer Charakteristika zeigen, wird die
Klassifikation anhand einzelner Bereiche vorgenommen, die als typisch fir den
entsprechenden Tumor angesehen werden. So zeigen die Zellen von Astrozytomen,
Oligodendrogliomen und Ependymomen charakteristische Merkmale von Astrozyten,
Oligodendrozyten bzw. Ependymzellen (Ohgaki und Kleihues, 2005a und 2005b).
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Von zentraler Bedeutung fir die Diagnose des Patienten ist die Malignitat einer
Neoplasie. Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) unterscheidet je nach Tumorart
bis zu vier verschiedene Stufen. Gruppe | entspricht dabei den am wenigsten
aggressiven und Gruppe IV den bdsartigsten Tumoren. Die Einteilung erfolgt anhand
von histologischen Kriterien wie nuklearer Atypie, mitotischer Aktivitat, Angiogenese
und Nekrose (Louis et al., 2007). Die Merkmale fir die Zuordnung zu den einzelnen
Stufen sind nicht fir alle Tumorarten gleich, so dass zunachst eine Klassifikation des
Tumors erforderlich ist, bevor die Bdsartigkeit bestimmt werden kann. Anhand der
Klassifikation der WHO werden beispielsweise Astrozytome in vier verschiedenen
Kategorien eingeteilt, wobei pilozytische Astrozytome die am wenigsten aggressiven
Tumore darstellen (WHO Grad 1), gefolgt von diffusen Astrozytomen (WHO Grad ll),
anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad Ill) und schlieBlich Glioblastomen (WHO
Grad V). Glioblastome (Glioblastoma multiform, GBM) reprasentieren etwa 50 %
aller Astrozytome und stellen damit die gréBte Gruppe glialer Tumore bei
Erwachsenen dar (Kleihues et al., 2000). Abgesehen von pilozytische Astrozytomen
neigen alle astrozytischen Tumore zu diffuser Infiltration des umliegenden Gewebes
und einer progressiven Entwicklung hin zu einem maligneren Phanotyp, der sich
insbesondere durch ein gesteigertes migratorisches Potential auszeichnet (Claes
et al., 2007). Die Zeit der Entwicklung von einem anaplastischen Gliom hin zu einem
GBM betragt im Schnitt etwa zwei Jahre, wahrend die Progression eines diffusen
Astrozytoms zu einem GBM etwa finf Jahre dauert (Ohgaki und Kleihues, 2005b).
Solche Glioblastome, die sich aus einem niedriggradigen Tumor entwickeln, werden
als sekundares Glioblastom bezeichnet und unterscheiden sich von priméaren
Glioblastomen vor allem im Genexpressionsmuster (Furuta et al., 2004; Tso et al.,
2006).

1.4 Tumore bei Drosophila

Bei Drosophila sind zahlreiche Gene bekannt, welche die Proliferation, die
Differenzierung und das Uberleben von Zellen kontrollieren, und deren aberrante
Regulation zur Entwicklung von Tumoren fuhrt (Gateff, 1994; Logan und Nusse,
2004; Brumby und Richardson, 2005; Hooper und Scott, 2005). Da Drosophila eine
durchschnittliche Lebenserwartung von etwa 50 - 60 Tagen hat, ist die Akkumulation
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mehrerer Mutationen in einer Zelle auf natirlichem Weg eher selten. Die Ursache
eines tumorahnlichen Phanotyps ist deshalb meist ein einzelner genetischer Defekt.

Die Eigenschaften der betreffenden Gene entsprechen denen humaner Onkogene
bzw. Tumorsuppressoren. So fuhren aktivierende Mutationen von Ras oder Notch
sowie inhibierend wirkende Veranderungen von warts (wts), fat (ft), oder hyperplastic
discs (hyd) zu verstarktem Gewebewachstum, verursacht durch zusatzliche
Zellteilungen. Dabei bleibt die Gewebeintegritat jedoch stets erhalten (Gateff, 1994;
Brumby und Richardson, 2005; Uhlirova et al., 2005; Ferres-Marco et al., 2006). Im
Gegensatz dazu resultiert der Funktionsausfall von lethal giant larvae (Igl), scribble
(scrib), discs large (dlg) oder brain tumor (brat) sowie eine Aktivierung von PDGF-
and VEGFR receptor related (pvr) in einem Verlust der Zellpolaritdt und der
interzellularen Kontakte in Kombination mit gesteigerter Proliferation, wodurch die
Organisation des Gewebes erheblich gestért wird (Rosin et al., 2004; Caussinus und
Gonzalez, 2005). Darlber hinaus verleiht der Funktionsverlust von Igl, scrib oder brat
den betroffenen Zellen auch die Fahigkeit zur Migration, wobei jedoch keine
Metastasen auBerhalb der betroffenen Gewebe entstehen. Die Transplantation von
lgl-, dlg- und brat-defizienten neuronalen Zellen in andere Gewebe resultiert
allerdings in Metastasenbildung (Woodhouse et al., 1998). Diese Eigenschaften
unterscheiden die neoplastischen von den zuvor genannten hyperplastischen
Mutationen (Gateff, 1994; Bilder und Perrimon, 2000; Bilder, 2004). Drosophila hat
also verschiedene Gene, die Eigenschaften von humanen Tumorsuppressoren und

Onkogenen zeigen.

1.5 Drosophila als Modellsystem fir die Erforschung

humaner Krankheiten

Eine interessante Alternative zu den in der medizinischen Forschung Ublicherweise
verwendeten Zellkulturzellen oder Mausmodellen stellt die Verwendung von
D. melanogaster als Modellsystem dar. Drosophila bietet einerseits eine
ausreichende genetische Homologie zu Saugetieren (Rubin et al, 2000), ist
andererseits aber wesentlich leichter und schneller zu manipulieren. Dartber hinaus
gibt es verschiedene genetische Werkzeuge wie etwa das UAS/Gal4- oder das
FLP/FRT-System, welche die Manipulation des Genoms einzelner Zellen erlauben
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(Brand und Perrimon, 1993; Xu und Rubin, 1993). Aufgrund der kurzen
Generationszeit ist auBerdem die Analyse multipler genetischer Lasionen ohne
weiteres moglich.

Die Analyse des Genoms von D. melanogaster hat gezeigt, dass etwa 62 % der
humanen Gene, die mit der Entstehung von Krankheiten in Zusammenhang gebracht
werden, zumindest ein Homolog in der Fruchtfliege haben (Rubin et al., 2000; Reiter
et al., 2001). Darunter befinden sich auch zahlreiche Homologe bekannter Onkogene
und Tumorsuppressoren, wie etwa Ras, PTEN oder p53 (Fortini et al., 2000; Potter
et al., 2000; Bier, 2005). Darlber hinaus wurden in Drosophila Gene identifiziert,
deren humane Homologe eine Funktion bei der Entstehung von Krebs haben
kénnten, jedoch noch nicht weiter charakterisiert wurden (Tapon et al., 2001; Brumby
et al., 2004). Gelegentlich sind die Homologien sogar ausreichend groB, dass sich
Gene aus einem Organismus funktionell durch ihre Gegenstlicke aus einem anderen
Organismus ersetzen lassen (Padgett et al., 1993; Chan et al., 2005).

1.5.1 Etablierte Drosophila-Modelle zur Erforschung von
Krankheiten

Es gibt verschiedene Drosophila-Modelle, welche die Symptome bzw. einzelne
Aspekte von humanen Krankheiten kopieren, und zur Erforschung der zellularen
Mechanismen, die den betreffenden Krankheiten zugrunde liegen, genutzt werden
(Mugit und Feany, 2002; Vidal und Cagan, 2006; Ruden et al., 2007). Dabei werden
in der Regel gezielt solche Gene manipuliert, die im Menschen das entsprechende
Krankheitsbild auslésen. So kénnen beispielsweise typische Kennzeichen von
Parkinson, wie etwa eine progressive Degeneration von dopaminergen Neuronen
und die Entwicklung von zytoplasmatischen a-Synuclein-Aggregaten durch die
Expression einer mutanten Form des humanen a-Synuclein in Drosophila
hervorgerufen werden (Feany und Bender, 2000).

FUr die Erforschung der genetischen Mechanismen der Alzheimer-Pathogenese gibt
es mehrere Drosophila-Modelle. Die Entstehung von Alzheimer geht einher mit
extrazellularen amyloiden Plaques sowie intrazellularen neurofibrillaren Tangles, den
so genannten Alzheimer-Fibrillen, die aus Aggregaten von hyperphosphorylierten
Formen des mikrotubuli-assoziierten Proteins TAU bestehen. Durch die Expression



Einleitung 8

von mutanten Formen des humanen TAU in Drosophila kann progressive
Neurodegeneration hervorgerufen werden, die allerdings nicht mit neuronaler
Akkumulation von abnorm phosphoryliertem TAU einher geht (Wittmann et al., 2001).
Dartber hinaus kénnen durch verénderte Expression des Drosophila-APP (Amyloid
Precursor Protein) und ektopische Expression von mutantem humanen APP axonale
Transportdefekte und gesteigerter Zelltod im larvalen Gehirn induziert werden
(Gunawardena und Goldstein, 2001).

Far die Erforschung der Tumorpathogenese gibt es bislang nur vereinzelte Ansatze
zur Etablierung von Drosophila-Modellen. Beispielsweise soll der Phanotyp, der aus
der Expression von Killer-of-prune entsteht, ein Modell fir Neurofibromatose
darstellen (Hackstein, 1992), wahrend Mutationen des nuklearen Proteins Menin
spezifische Effekte der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 1 phanokopieren sollen
(Busygina et al., 2004). Diese Modelle sind allerdings nur unzureichend beschrieben
und haben bislang zu keinen konkreten Ergebnissen gefihrt. Obwohl es also
Drosophila-Modelle flur verschiedene humane Krankheiten gibt, sind bisher nur
wenige Fortschritte bei der Etablierung von Modellen flr spezifische Formen von

Krebs zu verzeichnen.

1.6 Das Nervensystem der Drosophila-Larve

FOr die Etablierung eines Gliommodells in Drosophila wurde primar das
Nervensystem von Drosophila-Larven im dritten Larvenstadium betrachtet (Abb. 1.1).
In diesem Stadium, das nach einer Entwicklungszeit von etwa funf Tagen erreicht
wird, beginnt die Differenzierung der adulten Strukturen.

Das Nervensystem der Drosophila-Larve umfasst das Gehirn und die peripheren
Nerven, die vom Gehirn zu den einzelnen Kdrpersegmenten projizieren. AuBBerdem
sind in der Larve die so genannten Imaginalscheiben vorhanden. Diese spezifizieren
sich bereits im Embryo aus dem Ektoderm, und nehmen wahrend der frihen larvalen
Entwicklung durch Proliferation an GréBe zu. Am Ende der larvalen Entwicklung und
wahrend der pupalen Phase erfolgt die Differenzierung zu verschiedenen adulten
Strukturen. So entstehen beispielsweise aus der Augen - Antennenimaginalscheibe
die Augen, Antennen, Maxillarpalpen und Ozellen der Imago (Jirgens und
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Hartenstein, 1993). Ebenso werden die Beine, Fligel und Genitalien von
Imaginalscheiben gebildet (Abb. 1.1).

GS

oL

VG

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer Larve des dritten Larvenstadiums mit Gehirn und
Imaginalscheiben.

A Larve des dritten Entwicklungsstadiums. Dargestellt ist das Gehirn, verschiedene Imaginalscheiben
sowie die Mundwerkzeuge der Larve, die so genannten Mundhaken (AnS, Antennenimaginalscheibe;
AS, Augenimaginalscheibe; G, Gehirn; FS, Fligelimaginalscheibe; BS, Beinimaginalscheibe; GS,
Genitalimaginalscheibe). Anterior ist links.

B VergréBerung des Gehirns, der Augen - Antennenimaginalscheiben und der Mundwerkzeuge. Das
Gehirn ist Giber den optischen Stiel mit den Augen-Antennenimaginalscheibe verbunden, die wiederum
mit den Mundhaken in Kontakt stehen. Vom Gehirn Uber die Augen-Antennenimaginalscheiben
verlauft der Bolwig-Nerv, der zum larvalen Sehsinnesorgan fihrt, dem so genannten Bolwig-Organ.
(VG, Ventralganglion; OL, optischer Lobus; OS, optischer Stiel; BN, Bolwig-Nerv; AS,
Augenimaginalscheibe; AnS, Antennenimaginalscheibe; MH, Mundhaken).

1.6.1 Die Augenimaginalscheibe

Waéahrend des dritten Larvenstadiums von D. melanogaster beginnt die
Differenzierung der Imaginalscheiben, zu der in der Augenimaginalscheibe die
Bildung der Photorezeptorneurone und der mit ihnen assoziierten Gliazellen gehért
(Abb. 1.2).
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Dazu entsteht im Epithel des Augenprimordiums zunachst am Ubergang vom
optischen Stiel zur Scheibe die morphogenetische Furche (MF), die sich in einer
wellenartigen Bewegung von posterior nach anterior tber die Augenimaginalscheibe
verlagert. Im Bereich anterior der MF teilen sich undifferenzierte Zellen und
generieren so die Vorlauferzellen der Retina, die sich posterior der Furche zu
Photorezeptorzellen weiter entwickeln. Die Fortbewegung der Furche wird durch eine
autoregulatorische Ruckkopplungsschleife gesteuert, die von der Expression der
Gene hedgehog (hh) und decapentaplegic (dpp) abhéngig ist (Greenwood und
Struhl, 1999; Fu und Baker, 2003). Die neu entstandenen Photorezeptorneurone
projizieren ihre Axone nach posterior in den optischen Stiel und weiter in die Lamina
bzw. die Medulla im optischen Lobus des Gehirns.

Die Gliazellen der Augenimaginalscheibe haben ihren Ursprung im optischen Stiel
und wandern von dort in die Scheibe ein, wobei sie ihre Migration entlang einer
Grenze posterior der MF beenden und sich weiter differenzieren (Choi und Benzer,
1994).

In der Augenimaginalscheibe kann man aufgrund der Morphologie und Position in
der Scheibe sowie dem Genexpressionsmuster Populationen verschiedener
Gliazellen unterscheiden (Rangarajan et al., 1999; Hummel et al., 2002, Silies et al.,
2007). Gliazellen, die aus dem optischen Stiel in Richtung der MF wandern, werden
als migrierende Glia bezeichnet. Sie liegen basal der Photorezeptorneurone in der
Augenimaginalscheibe und haben eine leicht elongierte, ansonsten aber sehr
kompakte Form (Abb. 1.2, ®). Migrierende Glia sind perineuralen Ursprungs und
haben weder Kontakt zu Axonen noch zum Epithel der Augenimaginalscheibe,
sondern zu einer weiteren Population von Gliazellen, den Carpet Glia (Silies et al.,
2007). Diese Zellen bilden eine physische Barriere zwischen den migrierenden Glia
und den Axonen der Photorezeptorneurone (Abb. 1.2, ©@). In jeder
Augenimaginalscheibe gibt es nur zwei Carpet Glia-Zellen, die jedoch zusammen
nahezu die gesamte Flache der bereits differenzierten Scheibe abdecken. Damit
entspricht die Ausdehnung einer Carpet Glia etwa der Flache von 10.000
Epithelzellen. Carpet Glia exprimieren das typischerweise in subperineuralen
Gliazellen aktive Gen moody (Bainton et al., 2005; Schwabe et al., 2005)

Die migrierenden Glia erreichen bei ihrer Bewegung in Richtung der MF schlieBlich
die anteriore Grenze der Carpet Glia, wo sie in Kontakt mit den Photorezeptoraxonen

kommen. Als Reaktion darauf beginnen sie mit einer weiteren Differenzierung und
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bilden dinne zellulare Fortsatze aus, welche die Axone der Photorezeptorneurone
umhdllen (Abb. 1.2, ®). Die Transformation von migrierenden Gliazellen hin zu
umhdllenden Glia geht einher mit Veranderungen der Genexpression. Wéhrend die
migrierenden Glia ¢527 exprimieren, ist fir die umhuillenden Glia die Expression von
Mz97 kennzeichnend (Hummel et al., 2002). Bei ¢527 und Mz97 handelt es sich um
zwei nicht weiter charakterisierte Gal4-Linien. Umhillende Gliazellen haben eine
sehr lang gestreckte, faserartig erscheinende Struktur und liegen apikal der Carpet
Glia in der Scheibe (Abb. 1.2, @).

Als letzte Gruppe von Gliazellen der Augenimaginalscheibe sind die Marginal Glia zu
nennen, die lateral in der Scheibe zu finden sind und keinen Kontakt zu Axonen
haben (Silies et al., 2007).

apikal

posterior anterior
PM MF

basal

Abb. 1.2: Schematischer Querschnitt durch die Augenimaginalscheibe einer Larve des
dritten Larvalstadiums.

Im Epithel der Augenimaginalscheibe differenzieren sich wéhrend des dritten Larvalstadiums im
Bereich der morphogenetischen Furche, die sich von posterior nach anterior Uber die Scheibe bewegt,
als Reaktion auf verschiedene Signaltransduktionsprozesse die Photorezeptorneurone, die ihre Axone
nach posterior in den optischen Stiel projizieren. Im optischen Stiel entstehen Gliazellen, die in die
Scheibe einwandern und dort mehrere Populationen bilden. Die Augenimaginalscheibe ist von der
Peripodialmembran abgeschlossen, in der die Axone des Bolwig-Nervs verlaufen. OS, optischer Stiel;
PM, Peripodialmembran; BN, Bolwig-Nerv; MF, morphogenetische Furche; GZ, glialer Zellkern; PN,
Photorezeptorneuron.

1.6.2 Die peripheren Nerven

Die peripheren Nerven von Drosophila projizieren vom Gehirn in die Segmente des

Korpers. Dabei sind die einzelnen Faszikel mit Gliazellen assoziiert, welche die
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Axone gegen die hohe lonenkonzentration in der Hamolymphe isolieren (Bellen
et al., 1998; Carlson et al., 2000; Tepass et al., 2001; Stork et al., 2008) (Abb. 1.3).

Abb. 1.3:  Schematische Darstellung eines Querschnitts durch einen peripheren Nerv einer
L3-Larve.

Im Inneren eines Nervs von Drosophila liegen die Axone, die mit umhillenden Gliazellen assoziiert
sind. Nach auBen schlieBen sich zwei Schichten von Gliazellen an, die von den Subperineural- und
Perineuralglia gebildet werden, sowie eine azelluldre Struktur aus extrazelluldrer Matrix, die neurale
Lamelle. A, Axon; UG, umhillende Glia; SG, Subperineuralglia; SJ, Septate Junctions; PG,
Perineuralglia; L, Lamelle.

Im Inneren eines peripheren Nervs von Drosophila befinden sich die Axone, die
einzeln von umhillenden Gliazellen umgeben sind (Stork et al., 2008). Diese Struktur
weist groBe Ahnlichkeiten mit der Morphologie von Remak-Fasern in S&ugetieren
auf, bei denen eine nichtmyelinisierende Schwann-Zelle mehrere Axone umhiillt und
gleichzeitig voneinander separiert, indem sie ihr Zytoplasma zwischen den einzelnen
Nervenfortsatzen ausbreitet (Nave und Salzer, 2006). In den peripheren Nerven von
Drosophila wird das Bindel aus umhdllenden Glia und Axonen von einer Schicht aus
Subperineuralglia eingeschlossen, die in einem gegebenen Bereich des Nervs meist
von einer einzelnen Zelle gebildet wird. An den Kontakistellen dieser Zelle entstehen
Septate Junctions, autozellulare Verbindungen, welche die Diffusion von Molekdlen
aus der Hamolymphe zu den Axonen streng limitieren und homolog zu den Tight
Junctions von Vertebraten sind (Carlson et al., 2000; Tepass et al., 2001). Der Nerv
wird nach auBen von einer Schicht aus perineuralen Gliazellen begrenzt, die

wiederum von der neuralen Lamelle umgeben sind, die aus extrazellularer Matrix
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besteht (Murakami et al., 2007; Stork et al., 2008) (Abb. 1.3). Insgesamt zeigt die
Struktur eines peripheren Nervs groBe strukturelle Ahnlichkeit zum Aufbau des
optischen Stiels.

1.7 Mechanismen der Migration

Ein essentieller Vorgang bei der Entwicklung von multizellularen Organismen ist die
Fahigkeit von Zellen zur gezielten Fortbewegung, die als Migration oder Invasion
bezeichnet wird. Dabei bezieht sich der Begriff der Migration allein auf die
Befahigung zur Zellbewegung. Im Gegensatz dazu gehért zu invasivem Wachstum
die Fahigkeit zur Penetration von anatomischen Barrieren, wie etwa
Basalmembranen, interstitiellem Stroma und Interzellularbriicken (Guarino, 2007).
Invasion erfordert die Adhé&sion, Proteolyse der extrazellularen Matrix (ECM) und
Migration, und ist bei der normalen Zellmorphogenese ebenso zu beobachten wie bei
der Wundheilung und bei malignen Zellen (Uhm et al., 1999; Friedl und Wolf, 2003).
Migration besteht aus verschiedenen sich wiederholenden Schritten. Zunachst bilden
sich durch Reorganisation des Aktinzytoskeletts Pseudopodien an der
migratorischen Front, die sich dann mit Hilfe von Integrin-vermittelten Kontakten ans
Substrat anheften. Im nachsten Schritt wird durch Aktin/Myosin-Interaktionen der
Zellkérper nachgezogen, und schlieBlich werden an der hinteren Kante der Zelle die
Kontakte zum Substrat gel6ést (Lauffenburger und Horwitz, 1996; Yamazaki et al.,
2005).

Bei der Migration von Zellen durch ein dreidimensionales Gewebe stellt die ECM
eine physische Barriere dar. Die ECM des ZNS besteht hauptsachlich aus
Proteoglycan, Glycoproteinen und Hyaluronséaure (Bosman und Stamenkovic, 2003).
Fibrillare Glycoptoteine wie Fibronektin und Laminin werden wahrend der
Entwicklung verstarkt produziert und dienen als dreidimensionaler Matrix fir die
Migration und Orientierung von Neuronen und Gliazellen (Novak und Kaye, 2000).
Die ECM wird vor allem durch die Aktivitat von Plasminogenaktivatoren und Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) stéandig erneuert (Gottschall und Deb, 1996; Lo et al.,
2002).

Zellen verwenden verschiedene Mechanismen, um die Barrieren, welche durch die
ECM gegeben sind, zu umgehen. Dazu gehéren Formanderungen sowie
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Remodellierung und Degradation der Matrix durch sekretierte Proteasen. Die beiden
letzten Modelle fihren zu irreversiblen Verédnderungen der Matrixstruktur. Die
Migration von T-Zellen und humaner neutrophiler Zellen erfolgt beispielsweise ohne
Matrixdegradation. Neutrophile Zellen bewegen sich entlang von Fasern, indem sie
Membranprotrusionen ausbilden, die sich an der Matrix verankern und so einen
Ansatzpunkt fir kontraktile Krafte bieten, welche zu einer Translokation der Zelle
fuhren. Die Zellform wird dabei entsprechend den Eigenschaften der Matrix
angepasst (Mandeville et al., 1997). T-Zellen vermeiden dartiber hinaus Bereiche mit
geringerer Maschenweite, indem sie die Route ihrer Migration andern (Friedl et al.,
1998). In beiden Fallen werden also Lucken in der Matrix als Raum fir die Migration
genutzt. Wenn eine Zelle ihre Form jedoch nicht ausreichend anpassen kann oder
die Maschenweite der Matrix zu gering ist, erfordert die migratorische Fortbewegung
proteolytische Aktivitdt. Dabei erlauben membrangebundene Proteasen eine
restriktive Proteolyse von Matrixfibrillen, so dass ausreichend Raum fir die Migration
von Zellen geschaffen wird. Eine derartige Fortbewegung wurde bisher flr
Fibroblasten und Endothelzellen nachgewiesen, aber auch flr maligne Tumorzellen
(Brooks et al., 1996; D’Ortho et al., 1998). Ebenso ist aber auch eine umfangreiche
Degradation der Matrix durch sekretierte Enzyme mdglich, ein Vorgang, der etwa bei
gesteigerter Zellmigration und Neustrukturierung von Gewebe wahrend der
Morphogenese, Wundheilung oder Tumorinvasion erfolgt (Ohgoda et al., 1998).
Zellen migrieren entweder einzeln oder als zusammenhdngendes Kollektiv. Die
Fortbewegung groBer Zellgruppen geht oft einher mit umfangreicher Degradation der
Matrix (Hegerfeldt et al., 2002; Friedl et al., 2004; Dominguez-Giménez et al., 2007),
wahrend sich einzelne Zellen bevorzugt durch selektive Proteolyse von Barrieren
oder durch Formveranderungen fortbewegen (Friedl| et al., 2001; Francis et al., 2002;
Guarino, 2007).

1.8 Rezeptortyrosinkinasen als Regulatoren der
Zellmotilitat

In Drosophila sind verschiedene migratorische Prozesse detailliert studiert und
verstanden. Dazu gehdren im Embryo beispielsweise die Migration der Hamozyten
sowie die Entwicklung des Tracheensystems. In adulten Fliegen ist die Migration der
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Border Cells, epithelialen Zellen der Eikammer, besonders gut charakterisiert
(Ribeiro et al., 2003; Montell, 2006). Diesen Prozessen ist gemeinsam, dass sie zu
verschiedenen Zeitpunkten durch Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) gesteuert werden.
So wird die Migration der Hamozyten im Embryo zeitweise durch PVR und seine
Liganden Pvf1, Pvf2 und Pvi3 (PDGF- and VEGF-related Factor) bestimmt (Heino
et al., 2001; Cho et al., 2002; Wood et al., 2006). Die Entwicklung der Tracheen wird
entscheidend beeinflusst durch die Expression des FGF-Rezeptors (Fibroblast
Growth Factor) Breathless (Sutherland et al.,, 1996; Boube et al., 2001). Bei der
Migration der Border Cells sind der PVR und der EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) von entscheidender Bedeutung (Duchek et al., 2001).

Die Funktion von RTKs, die nur in Metazoen vorkommen (Blume-Jdensen und Hunter,
2001) besteht in der Regulation von Aspekten wie Wachstum, Differenzierung,
Adhasion, Migration und Apoptose, die fur die Organisation von multizellularen
Organismen von gréBter Bedeutung sind (Hunter, 2000; Schlessinger, 2000). RTKs
sind hoch konserviert und wurden in nahezu allen Gattungen mehrzelliger Tiere
nachgewiesen (Suga et al., 1997; Rikke et al., 2000). Rezeptortyrosinkinasen sind
Transmembranproteine, die aus einem  extrazellularen  Teil, einer
Transmembrandomane und einer intrazellularen Tyrosinkinasedomane bestehen
(Ullrich und Schlessinger, 1990; Hanks und Quinn, 1991) (Abb. 1.4).

Die Autophosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen aktiviert Signalkaskaden wie
z. B. den Ras/Raf/MAPK-, den PI3K/Akt- oder den STAT-Signalweg (Meyer et al.,
1994; David et al., 1996; Gabay et al., 1996; Klinghoffer et al., 1996; Kouhara et al.,
1997). Dabei existiert fur eine gegebene RTK kein festgelegter Reaktionspartner flr
die Weiterleitung von Signalen (Schlessinger, 2004), vielmehr wird die Spezifitat der
Signaltransduktion durch Konzentration sowie zeitliche und rdumliche Verteilung der
Rezeptoren, ihrer Liganden und ihrer intrazellularen Ziele erreicht (Bhalla et al.,
2002; Whitehurst et al., 2004).

Beim Menschen sind 58 verschiedene RTKs beschrieben (Plowman et al., 1999;
Robinson et al., 2000). Zwei Vertreter dieser Familie, die in vielen humanen Tumoren
durch gesteigerte Aktivitat auffallen, sind der EGFR und der PDGFR (Platelet
Derived Growth Factor Receptor) (Abb. 1.4). In hochgradigen Astrozytomen liegt
haufig eine Amplifikation des EGFR-Locus vor. (Bigner et al. 1990). So wurden in

bestimmten Tumoren pro Zelle bis zu 15 Kopien des Gens gefunden (Velu, 1990).
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Der PDGFR dagegen zeigt meist in niedriggradigen Astrozytomen gesteigerte
Aktivitat (Heldin und Westermark 1991; Claesson-Welsh, 1994).

Homo sapiens
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Drosophila melanogaster
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Abb. 1.4: Domaénenstruktur von EGFR und PDGFR des Menschen und der Drosophila-
Homologe.

Der Vertreter der humanen EGF-Rezeptorfamilie mit der gréBten Homologie zu dem EGF-Rezeptor
von Drosophila ist EGFR, der dieser Gruppe von Rezeptoren auch den Namen gegeben hat. Fir
beide Rezeptoren ist eine Anzahl von Cystein-reichen Bereichen in der extrazellularen Doméane
kennzeichnend. PVR-1 hat zu VEGFR-3 und PDGFR-B die groBten Homologien, wobei es gleichzeitig
auch das einzige Homolog dieser beiden humanen Rezeptorfamilien in Drosophila darstellt. Fir diese
RTKs sind Immunglobulin- und Immunglobulin-&hnliche Doméanen im extrazelluldren Teil des Proteins
typisch. (IG, Immunglobulin; 1Gc2, Immunglobulin C-2; 1G-like, Immunglobulin-dhnlich; FU, Furin-
ahnliche Cystein-reiche Region).

1.8.1 Der PI3K/Akt-Signalweq: downstream von RTKs

Die Aktivierung von EGFR und PDGFR fuhrt intrazelluldar zur Stimulation
verschiedener Signalwege, wie etwa der PI3K/Akt-Signalkaskade (Datta et al., 1997;
Vivanco und Sawyers, 2002). Eine vereinfachte Ubersicht (ber die zentralen
Komponenten dieses Signalwegs ist in Abbildung 1.5 dargestellt.

Stérungen des PI3K/Akt-Signalwegs sind mit der Entwicklung von Krankheiten
assoziiert, zu denen Diabetes mellitus, Autoimmunkrankheiten oder maligne
Neoplasien gehdren (Chan et al., 1994; Hunter, 1997; Vivanco und Sawyers, 2002;
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Di Cristofano et al., 1999; Nicholson und Anderson, 2002; Testa und Bellacosa,
2001). Der PI3K/Akt-Signalweg ist die am haufigsten betroffene Signalkaskade in
allen sporadisch auftretenden Arten von Krebs beim Menschen (Hay, 2005; Samuels
und Ericson, 2006) (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Vereinfachtes Schema der Interaktion zwischen Rezeptortyrosinkinasen und ihren
Effektoren PI3K und Ras.

Die durch RTKs aktiveren Signalwege bilden ein kompliziertes Netzwerk, dessen einzelne
Bestandteile sich gegenseitig regulieren. Um eine bessere Ubersicht zu erlauben, wurden in dem
dargestellten Schema nur die fur diese Arbeit unmittelbar relevanten Komponenten aufgezeigt.

Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) wird durch Bindung an RTKs, aber auch
durch Interaktion mit Ras aktiviert (Katso et al., 2001; Vanhaesebroeck et al., 1999).
Eine zentrale Funktion von PISK ist die Phosphorylierung von PIP2
(Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat) zu PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat), das von PTEN wieder zu PIP2 hydrolysiert wird (Maehama und Dixon,
1998). Der second messenger PIP3 bindet an die PH-Doméane von Akt. Aus dieser
Interaktion resultiert eine Konformationsanderung von Akt und die Translokation zur
Plasmamembran, wo das konstitutiv aktive PDK1 (Phosphoinositide-Dependent
Protein Kinase-1) lokalisiert ist, das Akt durch Phosphorylierung aktiviert.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollte zunachst Drosophila als Modellsystem fir die Erforschung
glialer Tumore des Menschen etabliert werden, indem durch ektopische Regulation
verschiedener Gene fir maligne Neoplasien typische Phanomene wie
hyperplastisches Wachstum und ektopische Migration induziert wurden. Im n&chsten
Schritt wurden diese Phéanotypen durch Medikamente revertiert, die zur Regulation
verschiedener humaner Proteine entwickelt wurden und zur Therapie von
Krebspatienten eingesetzt werden. Dieser Teil der Arbeit diente dem Nachweis, dass
die Homologien zwischen Signaltransduktionsprozessen von Drosophila und dem
Menschen groB genug sind, um eine Verwertung der in Drosophila gewonnen
Erkenntnisse flir den Menschen zu erlauben.

Der zweite Teil der Arbeit hatte die Charakterisierung von Genen mit einem
potentiellen Einfluss auf die Tumorgenese im Menschen als Ziel. Dabei wurden
zunéchst Kandidatengene in Drosophila untersucht, die in humanen Gliomzellen
auffallend deutlich fehlreguliert waren. Im Anschluss wurde in einem gliaspezifischen
RNA Interferenz-basierenden Ansatz nach weiteren Genen gescreent, deren
Funktionsreduktion die Apvr-induzierten Letalitat revertiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den folgenden Firmen
in der Qualitat pro analysis bezogen:

Baker (GroB-Gerau) Merck (Darmstadt)

Biomol (Hamburg) Novartis (Basel)

Biaffin (Kassel) Roche (Mannheim)

Bio Rad (Minchen) Roth (Karlsruhe)

Biozym (Hamburg) Pharmacia/LBK (Freiburg)
Boehringer (Mannheim) Promega (Mannheim)
Fluka (Neu-Ulm) Serva (Heidelberg)
GIBCO/BRL (Eggensteim) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe) Stratagene (Heidelberg)

Jena Bioscience (Jena)
Alle Lésungen fur molekularbiologische Arbeiten wurden mit Reinstwasser in der

Qualitat von doppelt destilliertem Wasser (ddH-O) angesetzt und autoklaviert oder

steril filtriert.

2.1.2 Puffer, Medien und Lésungen

2.1.2.1 Puffer und Losungen

Apfelsaftagarplatten 18 g Agar in 500 ml HxO l6sen und autoklavieren.
100 ml H>O dazugeben, aufkochen. 3 ml Eisessig
hinzugeben und in Schalen gieBen.
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Ampicillin

BCIP-Lésung

Chloramphenicol

Coomassie-Entféarbelésung

Coomassie-Farbeldsung

DAB

DEPC-HO

Drosophila-Standardmedium

Gelladepuffer (10x)

Elektrodenpuffer (SDS-PAGE)

100 mg/ml in 70 % Ethanol

50 mg/ml BCIP in 100 % Dimethylformamid

100 mg/ml in 70 % Ethanol

10 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Methanol

0,1 % (w/v) Coomassie R 250
7 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Methanol

0,3 mg/ml DAB in PBS

0,1 % (v/v) DEPC in H,O Iésen (iber Nacht),

autoklavieren

pro Liter Leitungswasser 8,5 g Agar und 77 g
Maismehl aufkochen, 18 g Trockenhefe und 10 g
Sojamehl hinzugeben, 82 g Malzextrakt und 41 g
RlUbensirup zuflgen, auf eine Temperatur von
60 °C abkihlen lassen, 4,5 ml Propionsaure und
1/5 Essloéffel Nipagin hinzugeben

4 M Harnstoff

50 % (w/v) Saccharose

50 mM EDTA

1 Spatelspitze Xylencyanol

1 Spatelspitze Bromphenolblau

25 mM Tris/HCI (pH 8,3)
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
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Ethidiumbromid

Hybridisierungspuffer

Hybridisierungslésung
(RNA in situ - Hybridisierung)

Injektionsansatz

Injektionspuffer (10x)

IPTG

10 mg/ml in HO

50 % (v/v) Formamid
5x SSC
0,1 % (v/v) Tween 20

100 pg/ml denaturierte Lachssperma-DNA in
Hybridisierungspuffer

5 pg Vektor-DNA, 1,5 ug Helper-DNA (Laski
etal., 1986), 1 pul Lebensmittelfarbe, 1,5 ul
10x Injektionspuffer auf 15 pl mit H>O auffiillen

1 mM Phosphatpuffer (pH 7,4), 50 mM KCI

200 mg/ml IPTG in HO

Isolation von Plasmid-DNA (Quiagen):

Puffer P1

(Resuspensionspuffer)

Puffer P2
(Lysispuffer)

Puffer P3
(Neutralisationspuffer)

Puffer QBT

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

3,0 M Kaliumacetat (pH 5,5)

750 mM NacCl

50 mM MOPS (pH 7,0)
15 % (v/v) Isopropanol
0,15 % (v/v) Triton X-100
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Puffer QC

Puffer QF

LB-Agarplatten

LB-Medium

Lysispuffer

Natriumhypochloritldsung

NBT-L6sung

NBT-Puffer

1 M NaCl
50 mM MOPS (pH 7,0)
15 % (v/v) Isopropanol

1,25 M NaCl
50 mM Tris/HCI (pH 8,5)
15 % (v/v) Isopropanol

5 g Agar pro Liter LB-Medium

zur Selektion Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin
oder 25 pg/ml Chloramphenicol pro Liter LB-
Medium; fir Blau/WeiB-Selektion Zugabe von
0,1 mg/ml IPTG und 0,04 mg/ml X-Gal pro Liter
LB-Medium

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract

10 g NaCl

auf 1 Liter mit H,O auffillen

auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren

0,1 M Tris/HCI (pH 9,0)
0,1 M EDTA
1% (w/v) SDS

10-15 % (v/v) aktives Chlor (NaOCI)

1:1 mit Leitungswasser verdinnen
75 mg/ml NBT in 70 % (v/v) Dimethylformamid
100 mM NacCl

50 mM MgCI2
100 mM Tris/HCI (pH 9,5)
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PBS

PBT

P BTTween

Ponceau S -Farbeldésung

rich medium

RNase-Wasser

SB-Medium

SDS (10 %)

SDS-Probenpuffer (2x)

130 mM NaCl

7 mM NazHPO4

3 mM KH2PO,

2,7 mM KCI (pH 7,6)

0,3 % (v/v) Triton X-100 in PBS

0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS

3 % (v/v) Essigsaure und 0,3 % Ponceau S

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

auf 1 Liter mit H,O auffillen

auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren

2 g Glucose zugeben

0,2 ug/ml DNase-freie RNase in H,O

35 g Bacto Trypton

20 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

auf 1 Liter mit H,O auffillen

auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren

10 % (v/v) Natriumdodecylsulfat

0,125 M Tris/HCI (pH 6,8)

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

0,02 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 M Dithiothreitol
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SDS - PAGE:

2x SDS-Probenpuffer

4x Sammelgelpuffer
4x Trenngelpuffer

Elektrodenpuffer

SSC (20x)

ssDNA

STET-Puffer

TBE

TE

0,125 M Tris/HCI (pH 6,8)

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

0,02 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 M Dithiothreitol

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

25 mM Tris/HCI (pH 8,3)
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

2 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

10 mg/ml Lachssperma-DNA (salmon sperm) in

DEPC-HO

8 % (w/v) Saccharose

5 % (v/v) Triton X-100
50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI (pH 8,0)

89 mM Tris/HCI (pH 8,2)
89 mM Borsaure
2 mM EDTA

10 mM Tris/HCI (pH 8,2)
1 mM EDTA
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Transferpuffer
(Western Blotting)

Tris/HCI

X-Gal-Farbelésung

X-Gal-Lésung (2 %)

2x YT

25 mM Tris/HCI (pH 8,2 - 8,4)
129 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol

1 M Trisbase
mit HCI auf gewlinschten pH-Wert einstellen

10 mM POy (pH 7,2)
150 mM NacCl

1 mM MgCl,

3 mM K4[Fell(CN)g]

3 mM Ks[Felll(CN)g]

3 % (v/v) Triton X-100

20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid

16 g Bacto Trypton

10 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

auf 1 Liter mit H,O auffillen

auf pH 7,0 einstellen und autoklavieren
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2.1.3 Fliegenstamme

Im Folgenden sind die Stamme aufgelistet, die wéhrend dieser Arbeit verwendet

wurden und in der Ergebnisdokumentation genannt werden.

2.1.3.1 Balancer- und Wildtypstamme

Stamm

Beschreibung

Referenz/Herkunft

1118

Lindsley und Zimm, 1992

w ; CyO/Sp; TM2/MKRS

weiBer Doppelbalancer 2./3.

Chromosom

Klambt, unveroffentlicht

W- CyOP[ry+, elav-lacZ]/Sp;
TM2/TM6BP[W+, Ubx-lacZ]

blauer Doppelbalancer 2./3.

Chromosom

Klambt, unveroéffentlicht

w ; +/+; TM3/TM6B

Doppelbalancer 3. Chromosom

Klambt, unveroffentlicht

+/+

W no olSeo] /CyOP{[w+mC]AchFP}JMR1 ’

GFP Doppelbalancer 2.

Chromosom

Bloomington Stock Center

w; +/+ ; Df(3L)Ly, sensLy-
1/TMGBP{Ubi-GFP.SGST}PADZ, Tb1

GFP Doppelbalancer 3.

Chromosom

Bloomington Stock Center

2.1.3.2 Gal4- und FLP-Aktivatorlinien

Expressionsmuster/ Insertion/
Stamm Referenz/Herkunft
Promotor Chromosom
ch27Gal4 nicht bekannt 2 Hummel et al., 2002
daGal4 daughterless 3 Wodarz et al., 1995
moodyGal4 moody 2 Schwabe et al., 2005
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Mz97Gal4 nicht bekannt 2 Ito et al., 1995
2
repoGal4 reversed polarity Lee und Jones, 2005
(Enhancer Trap)
) 3
repoGal4 reversed polarity Sepp et al., 2001

—

Promotorfusion)

2.1.3.3 UAS Effektorlinien

Insertion Beschreibung
Stamm Referenz/Herkunft
(Chromosom) | (Gen)
UAS Akt1 2 wildtypisches Akt Bloomington Stock Center
dsRNA RNAi Stock Center (Wien),
UAS Akt 3 RNA Interferenz
ID 2902
RNAIi Stock Center (Wien),
UAS CG10772RNA 3 RNA Interferenz ( )
ID 22853
dsRNA RNAI Stock Center (Wien),
UAS CG1771 X RNA Interferenz
ID 5671
RNAI Stock Center (Wien),
UAS CG1897°FNA 3 RNA Interferenz ( )
ID 7791
dsRNA RNAi Stock Center (Wien),
UAS CG31871 2 RNA Interferenz
ID 51242
SRNA RNAi Stock Center (Wien),
UAS CG662 3 RNA Interferenz
ID 27696
RNAI Stock Center (Wien),
UAS CG7103"NA 3 RNA Interferenz ( )
ID 6173
UAS Atop 3 konstitutiv aktiver EGFR | Queenan et al., 1997
UAS Aht/ 3 konstitutiv aktiver Hil Michelson et al., 1998
RNAi Stock Center (Wien),
UAS loco®RNA 2 RNA Interferenz ( )
ID 9248
UAS loco™ A 2/3 RNA Interferenz diese Arbeit
UAS PI3K*F 2 wildtypische PI3K%F Bloomington Stock Center
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UAS pvr/ (CyO)

wildtypischer PVR

Duchek et al., 2001

UAS Apvr/ (CyO) konstitutiv aktiver PVR Duchek et al., 2001
UAS Apvr/ (TM3) konstitutiv aktiver PVR Duchek et al., 2001
UASp pv”N/ CyO dominant negativer PVR | Duchek et al., 2001
UASp waN/ T™M3 dominant negativer PVR | Duchek et al., 2001

UAS PTENSRNA

RNA Interferenz

Bloomington Stock Center

UAS PTENSRNA

RNA Interferenz

Bloomington Stock Center

UAS ras®*®V'*/ cyo

wildtypisches Ras2

Bloomington Stock Center

UAS CD8GFP

CD8 GFP

Bloomington Stock Center

UAS EGFP

enhanced GFP

Bloomington Stock Center

UAS stingerGFP

nukledres GFP

Bloomington Stock Center

Zusatzlich zu den in dieser Tabelle aufgefiihrten Stdmmen wurden etwa 1500

weitere Linien flr den Screen nach Interaktionspartnern von PVR untersucht, die im

Anhang aufgefahrt sind.

2.1.3.4 Duplikationen und Defizienzen

Hier wurden fir den Screen nach Genen, welche die durch die Expression von UAS

Apvr induzierte Letalitéat revertieren kénnen, die 270 Stamme des Defizienzen-Kits

verwendet, das bei dem Bloomington Stock Centers erhltlich ist. Eine Ubersicht

Uber diese Stelle findet sich im Internet (http:/flystocks.bio.indiana.edu/).
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2.1.3.5 sonstige Stamme

Lokalisation/ Beschreibung/ Referenz/
Stamm
Chromosom Gen Herkunft
C. Klambt,
Piggy Bac #261 2 GFP Trap
unveréffentlicht
P-Element- Bloomington Stock
PBac{WH}CG31871"0%% 2 . 9
Insertion Center
Flipase, Gal4 mit M. Silies,
repoFLP; tub>CD2>Gal4 2/3 o . .
Excisionskassette | unveroffentlicht
Olofsson und
vikingGFP 2 GFP
Page, 2005
2.1.4 Antikorper
2.1.4.1 primare Antikorper
Bezeichnung Typ Verdiinnung Referenz/Herkunft
a-B-Galaktosidase Kaninchen 1:50 Cappel
a-GFP Kaninchen 1:500 Invitrogen
a-GFP Maus 1:500 Invitrogen
a-HRP Cy5 Ziege 1:200 Dianova
Developmental
a-Repo Maus 1:5 . .
Studies/Hybridoma Bank
a-PVR Ratte 1:200 Rosin et al., 2004




Material und Methoden

30

2.1.4.2 sekundare Antikorper

Spezifitat Konjugation Verdiinnung Referenz/Herkunft
Ziege a-Maus HRP 1:500 Dianova GmbH
Ziege a-Kaninchen HRP 1:500 - 1:1000 Dianova GmbH
Ziege a-Kaninchen Cy2, Cy3 oder Cy5 1:200 Dianova GmbH
Ziege a-Maus Cy2, Cy3 oder Cy5 1:200 Dianova GmbH
Ziege a-Kaninchen Alexa 488, 568 oder 647 | 1:500 Molecular Probes
Ziege a-Maus Alexa 488, 568 oder 647 | 1:500 Molecular Probes
Ziege a-Digoxigenin alkalische Phosphatase | 1:2000 Roche

2.1.5 Bakterienstamme

Zur Vermehrung von Vektoren bzw. rekombinanter DNA wurden die in der Tabelle

aufgefiihrten Escherichia coli-Stamme eingesetzt.

Stamm

Genotyp

Bezugsquelle

F” ::Tn10 proA+ B+ laclq a(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96

E. coli XL1blue Stratagene
(Nalr) thi hsdR17(rK-mK+) glnV44 relA1 lac
) F'traD36 proA+ B+ laclg a(lacZ) M15/a(lac-proAB) ginvV44 | New England
E. coliJM109 .
e14- gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi hsdR17 Biolabs
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2.1.6 Vektoren

Bezeichnung Verwendungszweck Bezugsquelle

pGEM T-Easy T /A-Klonierung von PCR-Produkten Promega, Mannheim

pWiz dsRNA-Transfektionsvektor Lee und Carthew, 2003

2.1.7 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma ResGen

(Invitrogen Corporation) bezogen.

Bezeichnung Sequenz (52 3")

locoRNAI forward TTGAGCGATCTAGACAGCTCTAGGT
locoRNAiI reverse CTCGTTGGACTTTCTAGAGCACAG
pUAST (PinwardMZz) GAAATAACATAAGGTGGTCCCGTCG
pUAST (V75MZ) GTCACACCACAGAAGTAAGGTTCC
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2.2 Methoden

2.2.1 Genetische Methoden

2.2.1.1 Fliegenzucht

Sofern keine anderen Angaben gemacht werden, wurden alle Fliegenstdamme auf
Futtermedium in Standard-Plastiktdpfen bei 18 °C, Raumtemperatur, 25 °C oder
29 °C gehalten.

FOr Kreuzungen wurden frisch geschlipfte, jungfrauliche Weibchen (bis zu sechs
Stunden nach Verlassen des Pupariums bei Raumtemperatur) und Mannchen
verschiedener Altersstufen verwendet.

2.2.1.2 Sammeln von Embryonen

FlOr Einzel-Eiablagen wurden die Fliegen in ein leeres, mit Luftldchern versehenes
Plastikgefa Gberfuhrt, das mit einer Apfelsaft-Agarplatte mit etwas frisch angerihrter
Backerhefe darauf verschlossen wurde. Die Apfelsaft-Agarplatte wurde alle 12
Stunden gewechselt und fir maximal 12 Stunden bei 18 °C bis zur Fixierung

gelagert.

2.2.1.3 Anzucht von Larven definierter Altersstufen

Far die Gewinnung von Larven definierter Altersstufen wurden Fliegen in ein leeres,
mit Luftidchern versehenes Plastikgefal3 Gberfihrt, das mit einer Apfelsaft-Agarplatte
mit etwas frisch angerthrter Backerhefe darauf verschlossen wurde. Die Agarplatten
wurden alle 2 - 3 Stunden gewechselt (langere Ablagen, z.B. Gber Nacht, wurden
verworfen) und far die gewlnschte Zeit bei 25 °C inkubiert.
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2.2.1.4 Keimbahntransformation

Zur Keimbahntransformation wurde ein Eppendorf Femtodet eingesetzt. Fir die
Injektionen wurden Glaskapillaren (Typ GC100-10) mit einem Nadelziehgerat
ausgezogen und vor Gebrauch nachgeschliffen. Vor dem Einsetzen in das
Injektionssystem wurde die Kapillare mit 4 pl Injektionsmix befullt.

2.2.1.4.1 Praparation der Embryonen

Zur Gewinnung von Embryonen wurden mindestens drei Tage alte w''®-Fliegen zu

etwa 150 Paaren in ein leeres, mit Luftlbchern versehenes Plastikgefa3 Gberflhrt,

das mit einer Apfelsaft-Agarplatte mit etwas frisch angerUhrter Backerhefe darauf
verschlossen wurde.

+ Die Ablagen etwa alle 30 - 60 Minuten wechseln und die Embryonen darauf direkt
far die Injektion vorbereiten.

« Nach der Ablage die Embryonen mit Leitungswasser waschen und in ein
Blockschalchen Uberfihren.

« Nach dem Waschen erfolgt die Dechorionisierung der Embryonen in 50 %iger
Klorix-Lésung fur etwa 3 1/2 Minuten.

- Die Embryonen erneut mit Leitungswasser waschen und auf einen Streifen
Apfelsaftagar Uberflhren.

« Die Embryonen mit einer stumpfen Prapariernadel so ausrichten, dass die
Mikrophylen in eine Richtung zeigen.

+ Aufkleben der Embryonen in ihrer definitiven Orientierung durch das vorsichtige
Auflegen eines mit Heptankleber beschichteten Deckglases auf den Agarstreifen.

- Die Embryonen nun so lange trocknen, bis die Vitellinmembran beim Berihren mit
der Prapariernadel reversible Falten wirft. Dies verminderte den Innendruck und
somit das Risiko des Auslaufens der Embryonen bei der Injektion.

+ Die getrockneten Embryonen mit luftdurchlassigem 10S-Voltalef-Fluorocarbonél
Uberschichten und bis zum Beginn der Injektionen in einer feuchten Kammer bei

Raumtemperatur aufbewahren.
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2.2.1.4.2 DNA-Mikroinjektion

« Die DNA-L6sung zentrifugieren (1 Minute bei 13.000 rpm) und 3 - 5 pl davon in
eine Beflullkapillare geben. AnschlieBend diese in das breite Ende der
Injektionskapillare einfihren, so dass die DNA-L6sung aufgrund von
Kapillarkraften in die Spitze der Injektionskapillare flieBt.

« Embryonen und Injektionskanile an einem Mikroskop in einer Ebene ausrichten.

« Injektionen erfolgen in den posterioren Pol von Embryonen, die sich noch im
syncytialen Blastoderm-Stadium befinden.

« Mit Hilfe des Drucksystems einen kleiner Tropfen der Injektionslésung in den
Bereich der spateren Polzellen entlassen.

« Ausgelaufene oder zu alte Embryonen mit der Kapillare durchstechen und so
abtéten.

« Nach der Injektion das Deckglas in ein Wageschalchen Uberfiihren und mit 3 S-Ol
(Voltalef) tGberschichten.

- Die Embryonen bis zum Schllpfen bei 18 °C halten.

+ GeschlUpfte L1-Larven mit einer Pr&parationsnadel in ein Fliegenréhrchen mit
Drosophila-Standardmedium Uberfiihren.

2.2.1.4.3 Selektion transgener Fliegen

Die geschlipften Fliegen wurden einzeln gegen Doppelbalancer
(w; Sp/CyO;TM2/MKRS) gekreuzt. In der F1 Generation konnten die transgenen
Tiere anhand der Augenfarbe (w*) identifiziert werden. Die Starke der Expression
des w* Gens hangt vom Insertionsort ab, so dass die Augenfarbe zwischen gelb und

rot variieren konnte.
2.2.1.4.4 Lokalisation des Insertionsortes
Zur Bestimmung des Chromosoms, auf dem die Insertion stattgefunden hatte,

wurden die Transgene erneut gegen Doppelbalancer gekreuzt. Anhand der
Segregation der dominanten Marker und der w*-Markierung der transgenen Fliegen
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konnte das Chromosom, das die Insertion des jeweiligen Konstruktes tragt,

identifiziert werden.

2.2.1.5 Das UAS/Gal4-System

Das UAS/Gal4-System ermdglicht die ektopische Expression von Genen in
Drosophila. Dazu wird der in Drosophila natirlicherweise nicht vorkommenden
Transkriptionsfaktor Gal4 aus der Hefe verwendet, dessen Expression durch einen
gewebespezifischen Promotor aktiviert wird. Die UAS-Sequenz (Upstream Activator
Sequence) dient als Zielsequenz fir Gal4 und erlaubt die Expression des dahinter
liegenden Gens. Die fir Gal4 codierende Sequenz und UAS liegen getrennt in
verschiedenen transgenen Linien vor. Durch Kreuzung wird das System aktiviert,
wobei die Auswirkungen der ektopischen Expression in den Nachkommen zu

beobachten sind.

2.2.1.6 Das FRT/FLP-System

Das FRT/FLP-System basiert auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem
des 2 pM-Plasmids aus Saccharomyces cerevisiae und wird in Drosophila zur
Generierung genetischer Mosaike genutzt (Golic und Lindquist, 1989; Xu und Rubin,
1993).

Dabei induziert die FLP-Rekombinase (Flipase) die Rekombination von DNA-
Sequenzen, wobei als Ziel die FRT-Sequenz (Flipase Recognition Target) dient. In
der hier verwendeten Version dieses Systems ermdglicht die FLP-Rekombinase die
Deletion eines DNA-Abschnitts, der auf einem Chromosomenarm zwischen zwei
FRT-Elementen liegt. Dabei trennt dieser DNA-Abschnitt das fir Gal4 codierende
Gen von seinem Promotor, so dass die Transkription von Gal4 und damit auch die

Aktivierung von UAS unterbunden wird.
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2.2.1.7 Generierung von GFP-Rekombinanten

In subzellularen Bereichen von Zielzellen ektopisch exprimiertes GFP kann als
Epitop fUr immunhistochemischen Farbungen verwendet werden. Diese Methode
bietet sich immer dann an, wenn ein Antikérper gegen entsprechende zelleigenen
Strukturen nicht zur Verfiigung steht.

Dazu wird ein entsprechender Gal4-Treiber gegen transgene UAS GFP Tiere
gekreuzt. In der folgenden Generation kdnnen die Rekombinanten dariber
identifiziert werden, dass sie GFP-Expression im Muster des Gal4-Treibers

aufweisen.

2.2.1.8 Generierung von Gal4>>UAS GFP/Gal80'-Rekombinanten

Mitunter ist es hilfreich, ein Transgen, das unter transkriptioneller Kontrolle von UAS
steht, nur zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten aktivieren zu kénnen. Dies wird
durch den Gal4-Inhibitor Gal80 ermdglicht.

Far die Etablierung einer Dreifach-Rekombinante wurden Fliegen mit dem Genotyp
repo>>CD8GFP/TM6 gegen Fliegen mit dem Genotyp Gal80"® auf dem dritten
Chromosom gekreuzt und bei 18 °C gehalten. Einzelne Puppen wurden
abgesammelt und unter der UV-Stereolupe auf GFP-Expression tberprift. Sofern sie
GFP-negativ waren, wurden sie in eine leere Agarplatte Uberfihrt und far etwa 24
Stunden bei 29 °C inkubiert. Nun wurde erneut die GFP-Expression mit der
UV-Stereolupe geprift und solche Puppen, die GFP-positiv waren, einzeln in
Futterrbhrchen UGberfihrt. Nach dem Schlipfen wurden die Fliegen entsprechend
ihres Geschlechts mit Jungfrauen bzw. Mannchen eines Doppelbalancer-Stammes
(w; CyO/Sp;TM2/TM6) verpaart.

2.2.1.9 Chemische Inhibition von ektopisch exprimierten Genen

Durch Applikation von Chemikalien, die fir die Behandlung von Krebspatienten
entwickelt wurden, sollen die durch die ektopische Expression von Genen
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verursachten Phéanotypen revertiert werden. Dazu wurden die in Tabelle 2.1
aufgefihrten Chemikalien in flissiger Form dem Futterbrei zugesetzt.

Tab. 2.1: Molekulare Ziele und Funktionsweise der verwendeten Inhibitoren.

Substanz Ziel Wirkungsweise Literatur Hersteller
Gefitinib EGFR bindet spezifisch an die Cohen et al., 2004 | Biomol
Tyrosinkinasedomé&ne von (Hamburg)

EGFR und blockiert so die

Signaltransduktion

Wortmannin PI3K kompetitive Hemmung von Wymann et al., Biaffin
p110, der katalytischen 1996 (Kassel)
Untereinheit von PI3K; inhibiert | Vanhaesebroeck
in héheren Konzentrationen et al, 2001
auch mTor, PI4K und MAPK

Triciribine Akt inhibiert selektiv die Yang et al., 2004 Biaffin
Phosphorylierung von Akt (Kassel)

2.2.1.9.1 Experimentelle Bestimmung der maximal tolerablen DMSO-Konzentration

Das als Lésungsmittel verwendete DMSO beeintrachtigte die Vitalitat der Fliegen.
Deshalb wurde zunachst untersucht, welche DMSO-Konzentration fir den
Metabolismus der Fliegen noch zu tolerieren ist. Dabei diente die Anzahl der Larven,
die sich bis zur Verpuppung entwickelten, als Indikator (Abb. 2.1).

Von je 50 Embryonen, die sich auf Futter onne DMSO entwickelten, Gberlebten 73 %
bis zur puppalen Phase (Abb. 2.1). Eine nur unwesentlich héhere Sterblichkeit war
gegeben, wenn das Futter mit 0,1 bzw. 0,2 % DMSO versetzt wurde (72 % bzw.
68 %). Bei hoheren Konzentrationen nahm die Vitalitat rapide ab, von 52 % sich
verpuppenden Larven bei einer DMSO-Konzentration von 0,3 % im Futter bis hin zu
38 % bei 0,5 % DMSO (Abb. 2.1). Noch héhere DMSO-Konzentrationen wurden
nicht getestet.

Dartber hinaus wurde die Morphologie der Augenimaginalscheiben von Larven
untersucht, die sich auf Futter mit einer DMSO-Konzentration zwischen 0,0 % bis hin
zu 0,5 % entwickelt hatten. Anhand von immunhistochemischen Farbung wurden

keinerlei Defekte der Imaginalscheiben gefunden.
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Abb. 2.1:  Einfluss von DMSO auf die Vitalitat von Drosophila.

Zur Untersuchung der Wirkung von DMSO auf die Vitalitdt wurden je 50 Embryonen in drei
Wiederholungen auf Futter mit steigenden Konzentrationen an DMSO gesetzt und bei 25 °C inkubiert.
Nach sieben Tagen wurde die Zahl der Puppen bestimmt.

2.2.1.9.2 Applikation der Inhibitoren

1 g Instant Drosophila Medium (Carolina Biological Supply, Burlington, USA) mit

5 ml H,O anriihren und einige Minuten quellen lassen.

- Je 1 g des vorbereiteten Instantfutters in ein kleines Réhrchen geben.

+ Die Inhibitoren in DMSO in einer Konzentration von 100 mM lésen.

« FiOr die gleichmaBige Verteilung des Inhibitors im Futter jeweils die fir 1 ¢
Instantfutter bendtigte Menge der Stocklésung kurz vor der Verwendung mit soviel
H-O verdiinnen, dass ein Endvolumen von 100 pl erreicht wird.

« Mannchen mit dem Genotyp repo >> CD8GFP mit jungfraulichen Weibchen des
Genotyps UAS PI3K*E, UAS Atop verpaaren und fiir 24 h bei 25 °C halten.
Danach nochmals 24 h bei 25 °C auf das praparierte Futter setzen.

- Die Auswertung erfolgt durch immunhistochemische Farbung des Nervensystems

(Abschnitt 2.2.2.2 und 2.2.2.4).
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2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Fixierung von whole mount Drosophila-Embryonen fiir
Antikorperfarbungen

« Die Embryonen von den Apfelsaftagarplatten mit PBT abspulen und vorsichtig mit
einem Pinsel in ein Auffangnetz tberfihren.

+ Inkubation in 5 % (v/v) Natriumhypochlorit fir 5 Minuten zur Entfernung der
Keimhdlle (Chorion).

+ Griindliches Waschen mit PBT.

« Embryonen in 500 pl Heptan aufnehmen und aus dem Auffangnetz in ein
geeignetes GefaB Uberflihren (Eppendorf-Mikroreaktionsgefa3, 5 ml Glasréhrchen
oder 50 ml Falcon-Tube).

+ 50 ul Formaldehyd (37 %, v/v) und 450 ul PBS zufiigen.

« Inkubation fir 30 Minuten auf einem Schittler.

- Die untere, aus Heptan bestehende Phase abnehmen durch Methanol ersetzen.

+ Mindestens 1 Minute lang kraftig schitteln, um die Embryonen zu
devittellinisieren.

+ Das Gemisch einige Zeit ruhig stehen lassen, damit die Embryonen absinken.

+ Die obere, aus PBS bestehende Phase sowie die Phasengrenze, in der sich die
Vittelinmembranen gesammelt haben, abnehmen.

« 2x mit Methanol und 2x mit Ethanol waschen.

« Embryonen direkt weiter verwenden (Abschnitt 2.2.2.4) oder bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung lagern.

2.2.2.2 Fixierung von L3-Imaginalscheiben und Gehirnen fir

immunhistochemische Farbungen

« Mit zwei Pinzetten am Mundhaken und am hinteren Ende des vorderen Drittels
einer L3 Larve ansetzen und die Larve vorsichtig auseinander ziehen.
Idealerweise erhdlt man so die Mundhaken samt Augenimaginalscheiben,
optischen Loben und ZNS.

+ Die so praparierten Scheiben auf Eis in PBS sammeln.
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- Uberfiihren der Imaginalscheiben in ReaktionsgeféaBe mit 4 % Formaldehyd/PBS.

« Fixierung in 4 % Formaldehyd/PBS fir 20-30 Minuten bei RT auf einem Schdttler.

+ Formaldehyd/PBS abnehmen und 3x kurz mit PBT waschen.

« 3x far 20 Minuten in PBT auf einem Schuttler waschen.

« Direkt weiter fur die Antikérperfarbung verwenden (Abschnitt 2.2.2.4).

+ Die weitere Préaparation der Imaginalscheiben erfolgt nach Beendigung der
Farbung. Dazu werden die Imaginalscheiben mittels Prapariernadeln von den
dbrigen Geweben getrennt.

2.2.2.3 Praparation und Fixierung des peripheren Nervensystems von
L3-Larven

+ Larven durch einen Hitzeschock téten (ca. 5 Sekunden bei 60 °C).

- Larve mit zwei Insektennadeln an den Mundhaken und den abdominalen
Tracheenendungen fixieren.

« Mit einer Augenschere die Larve entlang der dorsalen Mittellinie von posterior
nach anterior aufschneiden.

+ Mit einer Pinzette vorsichtig Darm, Speicheldriisen und Fettgewebe entfernen.

« Kutikula nach rechts und links aufklappen und mit Insektennadeln feststecken.

- Fixierung in 4 % Formaldehyd/PBS fir 15 Minuten bei RT.

+ Das Formaldehyd/PBS abnehmen und 3x kurz mit PBT waschen.

+ Eventuell verbliebene Gewebereste mit einer Pinzette entfernen.

+ Fixierte Larven in ein Eppendorf - MikroreaktionsgefaB Uberfihren und direkt
weiter fir die Antikdrperfarbung verwenden (Abschnitt 2.2.2.4).

2.2.2.4 Antikorperfarbung von Drosophila-Embryonen oder Imaginalscheiben

+ Fixiertes Gewebe 3x 20 Minuten mit PBT auf einem Schuttler bei Raumtemperatur
waschen.

 Inkubation in 10 % (v/v) Goatserum (GS)/PBT fir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler.
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+ Inkubation des primaren Antikdrpers in geeigneter Verdinnung in 10 % (v/v)
GS/PBT bei 4 °C Uber Nacht.

+ 3x 20 Minuten mit PBT auf einem Schuttler bei Raumtemperatur waschen.

+ Bei der Verwendung von Fluoreszenzantikérpern missen alle folgenden Schritte
unter Lichtabschluss erfolgen:

+ Inkubation des sekundéaren Antikérpers in geeigneter Verdinnung in 10 % (v/v)
GS/PBT fir 2 Stunden bei Raumtemperatur.

+ 3x 20 Minuten mit PBT auf einem Schuttler bei Raumtemperatur waschen.

« Antikdrper-spezifische Nachweisreaktion (Abschnitt 2.2.2.5 - 2.2.2.7).

2.2.2.5 Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung

« Waschen der Embryonen in NBT fir 2x 5 Minuten bei Raumtemperatur.

+ Inkubation in 3,5 pl/mI NBT-Lésung und 4,5 pl/ml BCIP in NBT-Puffer.

« Wenn die gewinschte Signalintensitat erreicht ist, die Farbereaktion durch
Waschen in PBT stoppen.

2.2.2.6 Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Farbung

« Embryonen kurz in PBS waschen.

+ Inkubation der Embryonen in 500 pl DAB-Lésung (0,3 mg/ml) und 1,5 ul H>O.
(30 %) in PBS.

« Stoppen der Farbereaktion durch mehrmaliges Waschen mit PBT, wenn die
gewlnschte Intensitat erreicht ist (nach ca. 5-10 Minuten).

+ 20 Minuten mit PBT auf einem Schuttler bei Raumtemperatur waschen.

+ In 70 % (v/v) Glycerin Gberflhren.



Material und Methoden 42

2.2.2.7 Fluoreszenz-Farbung

« Eine spezielle Farbereaktion ist nicht notwendig, die Proben werden lediglich wie
oben beschrieben mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert und danach grtindlich
gewaschen.

 Einbettung in Fluoromount flr mindestens eine Stunde, dann kann eine weitere

Bearbeitung erfolgen (z.B. Praparation).

2.2.2.8 In situ-Hybridisierung an ganzen Drosophila-Embryonen

Die raumliche und zeitliche Verteilung von mRNA-Transkripten wahrend der
Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster wurde durch in situ-
Hybridisierungen an ganzen (whole mount) Embryonen untersucht (Tautz und
Pfeifle, 1989). Diese Methode beruht auf der Bindung einer zu der zellularen mRNA
komplementaren Sonde, die mit Digoxigenin markiert ist und durch einen Antikérper,

der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist, detektiert werden kann.

2.2.2.8.1 Herstellung einer Digoxigenin-markierten RNA-Sonde

Tab. 2.2: Pipettierschema fiir den Reaktionsansatz zur Erzeugung von RNA-Sonden.

Komponente Menge
linearisierte Plasmid-DNA 1ug
10x Puffer 2 ul
Digoxigenin-RNA-Labeling-Mix 2 ul
RNA-Polymerase 2 ul
H-0 ad 20 pl

Zur Herstellung von  Digoxigenin-markierten ~ RNA-Sonden  wurde der
Reaktionsansatz aus den in Tabelle 2.2 aufgelisteten Komponenten erstellt.

- Inkubation des Restriktionsansatzes tber Nacht bei 37 °C.

+ Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 2 ul DNasel (RNase-frei).

+ Inkubation des Reaktionsgemisches fir 15 Minuten bei 37 °C.

« DNase durch 2 ul EDTA (0,2 M) inaktivieren.
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« 150 ul 100 % Etanol und 2,5 ul 4 M Lithiumchlorid zum Reaktionsansatz geben.

30 Minuten bei -70 °C inkubieren.

+ Geféllte RNA durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge fir 30 Minuten bei
15000 g pelletieren.

- Uberstand abnehmen, Pellet trocknen und in 25 ul DEPC-H,0 aufnehmen.

« Zugabe von 25 pl Formamid erhéht die Stabilitdt der RNA-Sonde.

+ Lagerung bei -20 °C oder direkt weiter verwenden.

2.2.2.8.2 Hybridisierung der Drosophila-Embryonen

Fir die folgenden Arbeitsschritte ist es essentiell, alle Lésungen mit DEPC-H,O

anzusetzen.

« Zur Rehydrierung der fixierten, devittelinisierten Embryonen (Abschnitt 2.2.2.1)
diese fir 2 Minuten in 50 % (v/v) Ethanol/PBT und im Anschluss fir 2x 2 Minuten
in PBT waschen.

- Parallel dazu ein Wasserbad erhitzen und die Gasflamme darunter |6schen,
sobald dieses zu kochen beginnt.

+ Inkubation der Embryonen fir 6 Minuten in dem Wasserbad unter gelegentlichem
Aufwirbeln.

+ Ansatz fir 15 Minuten auf Eis stellen.

+ 2x kurz mit PBT waschen.

+ Nachfixierung fir 20 Minuten in PBT/5 % (v/v) Formaldehyd (865 pl PBT + 135 ul
Formaldehyd).

« Zur Entfernung des Formaldehyds 3x je 10 Minuten lang mit PBT waschen.

« Embryonen fUr je 5 Minuten zunachst in PBT/Hybridisierungspuffer (1:1) und dann
in Hybridisierungspuffer inkubieren.

« Vorhybridisierung ftr 80 Minuten in Hybridisierungslésung (Hybridisierungspuffer
und 10 mM ssDNA) bei geeigneter Temperatur (ca. 60 °C).

« Verdinnung der RNA-Sonde (1:500 - 1:2000) in Hybridisierungslésung/ssDNA
(Endvolumen: 50 pl).

« FUr 2 Minuten auf 90 °C stellen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis lagern.



Material und Methoden 44

« Nach erfolgter Vorhybridisierung die Hybridisierungslésung so weit wie mdglich
von den Embryonen abnehmen und durch die verdinnte, denaturierte RNA-Sonde
ersetzen.

« Embryonen kurz durch Anschnippen mischen und Uber Nacht (mindestens 11
Stunden) im Wasserbad bei 60 °C inkubieren.

« Nach der Hybridisierung die Lésung so weit wie mdglich von den Embryonen
abnehmen.

+ Waschen der Embryonen bei 60 °C zunéachst in Hybridisierungspuffer fir 30
Minuten, dann in Hybridisierungspuffer/PBT (1:1) (30 Minuten) und schlieBlich in
PBT fir 5x 20 Minuten.

« Waschen der Embryonen in PBT fir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

« Zugabe des sekundaren o-Digoxigenin-Antikérpers  (Verdinnung ca.
1:1000 - 1:2000 in PBT).

+ Inkubation fir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C.

« Waschen der Embryonen in PBT fur 5x 20 Minuten bei Raumtemperatur.

- Antikdrper-spezifische Nachweisreaktion (Abschnitt 2.2.2.5 - 2.2.2.7).

2.2.2.8.3 Einbetten von Drosophila-Embryonen nach in situ-Hybridisierung

- Nach erfolgter in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden
wurden die angefarbten Embryonen fur die mikroskopische Analyse vorbereitet.

- Embryonen in einer Alkoholreihe entwassern (50 %, 70 %, 90 %, 95 %, 100 %

(v/v) Ethanol).
+ Auf einem Objekttréager in 1:4 Kanadabalsam-Salicylsduremethylester einbetten.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Animpfen von Selektionsplatten

+ LB-Agar in der Mikrowelle aufkochen und nach Abklhlung auf ca. 60 °C mit einem
Antibiotikum zur Selektion versetzen. Sollte eine Blau-/WeiB-Selektion
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durchgefihrt werden, wurde der Agar zusatzlich mit 0,1 mg/ml IPTG und
0,04 mg/ml X-Gal versetzt.

+ Sterile Plastik-Petrischalen mit dem Agar ausgieBen und zum Trocknen stehen
lassen.

+ Bakterien-Klone auf den Platten vereinzeln.

- Uber Nacht bei 37 °C inkubieren.

« Nach der Inkubation kénnen die Platten bei 4 °C aufbewahrt werden.

2.2.3.2 Stammanzucht und Zellernte

- Ein geeignetes Medium zur Anzucht von Bakterien mit Einzelkolonien von
Agarplatten inokulieren, falls erforderlich unter Selektionsdruck.

« Bei kleineren Kulturvolumina (< 10 ml) erfolgt die Anzucht in Reagenzgléasern, fur
gréBere Volumina (= 50 ml) werden 100 ml oder 1000 ml Kolben verwendet.

- Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Form einer Vorkultur, die bei 37 °C lber
Nacht im Schuttler inkubiert wird.

« Sofern erforderlich wird Hauptkulturen aus der Vorkultur 10 %ig angeimpft und
unter den oben beschriebenen Bedingungen bis zum Erreichen einer ODggo = 0,5
inkubiert.

« Die Zellenernte erfolgt durch Zentrifugation.

2.2.3.3 Transformationstechniken

Unter dem Begriff Transformation versteht man die Aufnahme frei vorliegender DNA
in eine Zelle (Winnacker, 1990). In der Regel nehmen Bakterien Fremd-DNA nur in
geringen Mengen auf. Diese natirliche Kompetenz lasst sich durch physikalische
und/oder chemische Behandlungen der Bakterienzellen erhéhen, wobei dann auch

von der Herstellung kompetenter Zellen gesprochen wird.
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2.2.3.3.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen (XL-1blue und JM109)

+ 50 ml LB-Medium mit Einzelkolonien animpfen und Uber Nacht bei 37 °C
inkubieren.

« 6x 500 ml LB-Medium in 1-Liter Kolben mit je 5 ml der frischen Vorkultur animpfen.

« Im Schuttler bei 37 °C bis zu einer ODggo von 0,35 - 0,4 inkubieren.

+ Kulturen fiir 15 Minuten auf Eis stellen.

« In einem vorgekuhlten Rotor (JA 10 Beckmann) 20 Minuten bei 5 000 rpm und
4 °C zentrifugieren.

. Uberstand verwerfen und die Pellets in je 500 ml eiskaltem ddH.O
resuspendieren.

« Diesen Schritt zwei weitere Male wiederholen.

+ Das Zellpellet nach dem zweiten Zentrifugationsschritt in kaltem 10 % (v/v)
Glycerin/ddH20 (ca. 20 ml je Pellet) aufnehmen.

+ Die Zellen ein viertes Mal zentrifugieren (20 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C, Rotor
JA 10 Beckmann).

. Uberstand verwerfen und die Pellets in insgesamt 2 ml kaltem 10 % (v/v)
Glycerin/ddH>,O resuspendieren (entspricht einer Zellkonzentration von ca.
1-3 x 10 Zellen/ml).

+ Die kompetenten E. coli-Zellen auf Eis in 50 pl-Aliquots abflllen und bei -70 °C bis

zur weiteren Verwendung lagern oder sofort weiter verwenden.

2.2.3.3.2 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen (XL-1blue und JM109)

Die Transformationen von DNA in elekirokompetente E. coli-Stdmme wurden mit

dem Gene Pulser Il der Firma BIORAD nach den Empfehlungen des Herstellers

durchgefinhrt.

« Die kompetenten Zellen auf Eis auftauen und mit einer geeigneter DNA-Menge
(1-2 pg) mischen.

. Uberfiihren der Zellsuspension in eine gekihlte 0,1 cm Elektroporationskiivette,
die dann in den Gene Pulser Il (Biorad) eingesetzt wird.
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- Die Transformation erfolgte durch einen Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstéarke
von 12,5 KV/cm (Einstellung am Gene Pulser: Kapazitat -25 pyF, Spannung -
2,5 KV, Widerstand - 200 Q).

+ Die Kivette zlgig aus dem Gene Pulser entnehmen und mit 250 ml
vorgewarmtem LB-Medium (37 C°) versetzen.

« Bakterienkultur fir 30 Minuten bei 37 °C im Schuttler inkubieren.

+ Aliquots von ca. 100 pl auf Agarplatten mit einem geeigneten Selektions-Medium
ausplattieren und tiber Nacht bei 37 °C inkubieren.

2.2.3.3.3 Herstellung CaClx-kompetenter E. coli-Zellen (XL-1blue und JM109)

Die Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen erfolgt nach Mandel und Higa

(1970).

« Aus einer 50 ml tber Nacht-Kultur 6x 500 ml LB-Medium in 1-Liter Kolben 10 %ig
animpfen.

+ Inkubation im Schttler bis zu einer ODggo von 0,5 (37 °C).

« Die Zellen 20 Minuten auf Eis stellen und durch Zentrifugation bei 5000 rpm und
4 °C fir 20 Minuten (Rotor JA 10 Beckmann) ernten.

+ Die Zellpellets in je 50 ml kalter 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendieren.

- Diesen Schritt ein weiteres Mal durchfihren.

« Die Zellen fir mindestens 30 Minuten auf Eis inkubieren.

« Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C fur 20 Minuten (Rotor JA 10 Beckmann).

+ Die Zellen in 4 ml kalter 15 % (v/v) Glycerin/0,1 M CaCl2-Lésung resuspendieren.

- Auf 50 pl aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockfrieren.

- Die Lagerung der Zellen erfolgt bei -70 °C.

2.2.3.3.4 Transformation CaCl2-kompetenter E. coli-Zellen (XL-1blue und JM109)

« CaCl2-kompetenten E. coli-Zellen auf Eis auftauen und mit 0,5 - 2 ug DNA
versetzen.

« Die Zellsuspension fur 30 Minuten auf Eis inkubieren.

« Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sekunden.
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+ AbkUhlung auf Eis fir 2 Minuten.

« Zugabe von 800 pl LB-Medium und Regeneration der Zellen fur 1 Stunde bei
37 °C im Schiittler.

« Ansatze auf Agarplatten ausplattieren und zur Selektion positiver Transformanten
tber Nacht bei 37 °C kultivieren.

2.2.3.4 Isolation von Plasmid-DNA

Die Separation der chromosomalen DNA von plasmidarer DNA beruht darauf, dass
Plasmid-DNA hauptsachlich in Uberspiralisierter Form vorliegt. Im Gegensatz zur
plasmidaren DNA hochmolekulare, nicht-Uberspiralisierte chromosomale DNA kann
durch verschiedene Arten der Behandlung, wie etwa Hitze- oder Alkalibehandlung
irreversibel denaturiert werden, wodurch diese ausféllt. Die Plasmid-DNA bleibt bei
dieser Behandlung weitestgehend gel6st, so dass die chromosomale DNA
zusammen mit den Zelltrimmern und Proteinen durch anschlieBende Zentrifugation

von der im Uberstand befindlichen Plasmid-DNA abgetrennt werden kann.

2.2.3.4.1 Isolation von Plasmid-DNA (Koch-Methode)

Zur Isolation von Plasmid-DNA im kleinen MaBstab mit geringer Reinheit wurde die

so genannte Koch-Methode verwendet.

+ 2 ml LB-Medium mit Einzelkolonien animpfen und tber Nacht bei 37 °C unter
Selektionsdruck im Schuttler inkubieren.

« Bakterienkultur in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberflhren und in einer
Tischzentrifuge 20 Sekunden bei 15000 g zentrifugieren.

- Uberstand verwerfen und das Pellet durch Vortexen in 400 pl STET-Puffer 16sen.

+ Die Suspension 1 Minute im Wasserbad kochen.

+ In einer Tischzentrifuge 10 Minuten bei 15000 g zentrifugieren.

+ Parallel dazu in einem neuen Mikroreaktionsgefa3 400 pl Isopropanol vorlegen.

- DNA-Uberstand zu dem lIsopropanol geben und durch Invertieren griindlich
mischen.
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« Zur Fallung der DNA die Lésung in einer Tischzentrifuge 15 Minuten bei 15000 g
zentrifugieren.

« Waschen des Pellets mit 70 % (v/v) Etanol und Zentrifugation fir 5 Minuten bei
15000 g.

+ Trocknen des Pellets und Resuspendieren in 20-100 ul RNase-H-0.

2.2.3.4.2 Isolation von Plasmid-DNA (Roche)

Zur lIsolation von Plasmid-DNA im kleinen MaBstab (< 15 pg) mit hohem

Reinheitsgrad wurde das ,High Pure Plasmid-Isolation Kit* der Firma Roche

eingesetzt.

+ 1,5-8 ml Bakterienkultur durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge fir 1 Minute
bei 15000 g pelletieren.

. Uberstand verwerfen und das Pellet in 250 pl Puffer 1 resuspendieren.

« 250 pl Lysispuffer 2 =zugeben, vorsichtig invertieren und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren.

« 350 ul Puffer 3 zugeben, durch Invertieren mischen und 10 Minuten auf Eis
stellen.

+ Pelletierung der aufgeschlossenen Zellen durch Zentrifugation fir 10 Minuten bei
15000 g.

. den DNA-haltigen Uberstand auf eine Saule geben und diese 1 Minute bei
15000 g zentrifugieren

+ Durchfluss verwerfen und 750 pl Waschpuffer 5 auf die Saule geben.

« Erneut 1 Minute bei 15000 g zentrifugieren.

« Zur Entfernung des Waschpuffers den Durchfluss verwerfen und nochmals
1 Minute bei 15000 g zentrifugieren.

+ Die Elution der DNA von der Saule erfolgt durch Zugaben von 30 ul Elutionspuffer
6 und Zentrifugation fir eine Minute bei 15000 g.
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2.2.3.4.3 Isolation von Plasmid-DNA (Qiagen)

Zur lIsolation gréBerer Plasmid-Mengen (< 100 pg) mit hohem Reinheitsgrad wurde

das ,Plasmid DNA Purification Kit“ der Firma Qiagen verwendet.

Die Zellen einer 50 ml tber Nacht-Kultur durch Zentrifugation (20 Minuten bei
5000 rpm und 4 °C, Rotor JS 13.1 Beckmann) ernten.

Das Pellet auf Eis in 4 ml Puffer 1 resuspendieren.

Zur Lyse der Zellen anschlieBend 4 ml Puffer 2 zugeben und den Ansatz
mehrmals vorsichtig invertieren.

Inkubation bei Raumtemperatur fir maximal 5 Minuten.

Neutralisation durch Zugabe von 4 ml Puffer 3.

Suspension vorsichtig invertieren und 15 Minuten auf Eis inkubieren.

30 Minuten bei 13 000 rpm und 4 °C zentrifugieren (Rotor JA 20 Beckmann).
Uberstand abnehmen, in ein sauberes ZentrifugengefaB berflihren und erneut
zentrifugieren (30 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C, Rotor JA 20 Beckmann).
Parallel dazu eine QIA Midi-S&aule mit 4 ml Puffer QBT equilibrieren.

Beladen der Saule mit dem abzentrifugierten Uberstand.

Nach dem vollstdndigen Einlaufen der Probe die Saule 2x mit je 10 ml
Waschpuffer QC waschen.

Elution der Plasmid-DNA mit 10 ml Elutionspuffer QF.

Fallung der DNA mit 7 ml Isopropanol und Zentrifugation fir 30 Minuten bei
8500 rpm und 4 °C (Rotor JS 13.1 Beckmann).

Uberstand verwerfen und das Pellet mit 2 ml 70 % (v/v) Etanol waschen.
Zentrifugation fir 10 Minuten bei 8500 rpm und 4 °C (Rotor JS 13.1 Beckmann).
DNA-Pellet bei 65 °C trocknen und in 100-200 ul ddH»O lbsen.

2.2.3.5 Isolierung genomischer DNA aus Fliegen

Ca. 40 Fliegen in ein 1,5 ml-MikroreaktionsgefaB mit 100 ul Lysepuffer geben und
fir mindestens 10 Minuten bei -20 °C einfrieren.

Gefrorene Fliegen mit einem Pistell homogenisieren.

Weitere 700 pl Lysepuffer zugeben und gut durchmischen.

30 - 45 Minuten bei 65 °C inkubieren, dabei 2 - 3x durchmischen.
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« 150 ul Kaliumacetat dazu geben, mischen und 30 Minuten auf Eis inkubieren.

+ In einer Tischzentrifuge fir 20 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugieren.

- Den Uberstand mit einer Pipette in ein neues Eppi tiberfiihren und erneut fiir
20 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugieren.

- Uberstand wieder in ein neues Eppi tiberfiihren.

+ Zugabe von 75 pl 3M NaCl und 700 pl Isopropanol, 5 - 6x vorsichtig invertieren.

+ Geféllte DNA durch Zentrifugation fir 15 Minuten bei 13.000 rpm pelletieren.

- Uberstand verwerfen, 400 pl 70% Ethanol auf das Pellet pipettieren und 5 Minuten
bei 13.000 rpm zentrifugieren.

+ Ethanol abgieBen und das Pellet bei 60 °C trocknen.

« Pellet in 100 pl ddH2O mit RNAse (20 pg/ml).

2.2.3.6 Praparation von genomischer DNA fiir single fly-PCR

+ Eine Fliege in einem Eppi fiir einige Minuten bei -20 °C einfrieren.

- Mit einer Pipette 50 pl Squishing Buffer aufziehen, die Fliege mit der
Pipettenspitze fur 5 - 10 Sekunden zerkleinern, erst dann den Puffer aus der
Pipette lassen.

+ 20 - 30 Minuten bei 25 - 37 °C inkubieren.

- Inaktivierung der Proteinase K bei 85 °C fur 2 Minuten.

2.2.3.7 In vitro-Amplifikation von DNA

Zur selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten definierter Ldnge und Sequenz
aus heterogenen Nukleinsduregemischen wird die Polymerase-Kettenreaktion (PCR,
polymerase chain reaction) eingesetzt (Mullis, 1990). Fir eine PCR missen die
Sequenzen der Randbereiche des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts bekannt sein,
damit synthetisch generierte Oligonukleotide (Primer) an diese Randbereiche
strangspezifisch und antiparallel hybridisieren kénnen. Die hybridisierten Primer
dienen wiederum einer DNA-Polymerase als Startpunkt zur Synthese des
Amplifikats. Die Hybridisierungstemperatur der Primer resultiert aus deren
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Basenzusammensetzung und l&sst sich fur Oligonukleotide mit einer Lange von
18 - 22 bp wie folgt berechnen (ltakura et al., 1984):

Tm[Cl=[ZA+T)x2C]+[(Z2G+C)x4°C]-5°C

Der Ablauf einer PCR basiert im Wesentlichen auf drei Reaktionsschritten, die Uber
mehrere Zyklen hinweg repetiert werden. Zunéchst werden die Proben bei ca. 95 °C
hitzedenaturiert, um die Template-DNA in Einzelstrange aufzuschmelzen. Nach
Abkuhlen des Reaktionsansatzes auf die Primer-spezifische
Hybridisierungstemperatur kommt es zur Anlagerung (Annealing) der Oligonukleotide
an die Template-DNA. Deren freie 3-OH-Enden dienen einer hitzestabilen
DNA-Polymerase als Startpunkt fir die sich anschlieBende Neusynthese des
jeweiligen Komplementarstranges (Elongation). Durch diese sich immer
wiederholenden Zyklen erfolgt eine exponentielle Amplifikation des Templates, so
dass nach 35 Zyklen etwa 3,4 x 10" identische DNA-Molekiile vorliegen (Old und
Primose, 1981). Die Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen ermdglicht es,
sowohl die Hybridisierung und DNA-Synthese als auch die Denaturierung zyklisch zu
wiederholen, ohne dass das Enzym zerstort wird. In dieser Arbeit kam vor allem die
Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus zum Einsatz.

Far die Standard-PCR wurde ein Reaktionsansatz (50 pl) gemaB dem in Tabelle 2.3
dargestellten Schema hergestellt.

Tab. 2.3: Zusammensetzung eines 50 pl-PCR-Ansatzes.

Komponente Endkonzentration Volumen
Template-DNA ca. 100 pg/ml 1l

10x Puffer 1x 5ul
MgCl2 1,5 mM 3 ul
dNTP 0,2 mM 1ul
ddH.O ad 50 pl 30 pl
Primer A (20 uM) 50 pmol bzw. 1 pM 5ul
Primer B (20uM) 50 pmol bzw. 1 pM 5ul
Taqg-DNA-Polymerase 1U 0,2 pl

Das Programmschema einer Standard-PCR entsprach dem in Tabelle 2.4 und 2.5

aufgefihrten Temperaturprofil. Die angegebenen Denaturierungszeiten beziehen
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sich auf plasmidare DNA als Template. Bei Verwendung genomischer DNA als

Template betrug die initiale Denaturierungsphase 10 Minuten.

Tab. 2.4: PCR-Temperaturprofil fiir DNA-Fragmente < 800 bp.

Schritt Temperatur Dauer
initiale Denaturierung 94 °C 1:00 Minuten
Denaturierung 94 °C 0:40 Minuten
Annealing (abhangig vom Primerpaar) 54 - 58 °C 0:40 Minuten
Elongation 72 °C 1:45 Minuten
Anzahl Zyklen 30

terminale Elongation 72 °C 8:00 Minuten
Kihlen 4 °C nach Bedarf

Tab. 2.5: PCR-Temperaturprofil fiir DNA-Fragmente > 800 bp.

Schritt Temperatur Dauer
initiale Denaturierung 94 °C 3:00 Minuten
Denaturierung 94 °C 1:00 Minuten
Annealing (abhangig vom Primerpaar) 54 - 58 °C 1:00 Minuten
Extension 72 °C 2:30 Minuten
Anzahl Zyklen 30

terminale Extension 72 °C 8:00 Minuten
Kuhlen 4 °C nach Bedarf

2.2.3.8 Aufreinigung von PCR-Produkten (Qiagen)

Nach einer in vitro-Amplifikation sind die hergestellten DNA-Fragmente mit Resten

der im Reaktionsansatz enthaltenen

Reagenzien verunreinigt,

die weitere

Reaktionen stérend beeinflussen kénnen. Zur Aufreinigung wurde das ,MiniElute

PCR Purification Kit“ der Firma Qiagen eingesetzt.

« FOnf Volumen Puffer PB zu einem Volumen PCR-Produkt geben und durch

Invertieren grindlich mischen.

+ Lésung auf eine QlAquick-Saule geben und 1 Minute bei 15000 g zentrifugieren.

« Saulenmatrix mit 750 ul Waschpuffer PE waschen und wieder 1 Minute bei

15000 g zentrifugieren.

« Zur Entfernung des Ethanol-haltigen Waschpuffers den Durchfluss verwerfen und

nochmals 1 Minute bei 15000 g zentrifugieren.
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+ Die Spin-Séaule in einem sauberen 1,5 ml ReaktionsgefaB platzieren und die DNA
mit 30 pl Elutionspuffer EB eluieren (Zentrifugation fir 1 Minute, 15000 Q).

2.2.3.9 Agarosegelelektrophorese

Bei einer Elektrophorese handelt es sich um ein biochemisches Trennverfahren, bei

dem die unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit geladener Molekule in einem

elektrischen Feld zu deren Trennung ausgenutzt wird (Cremer und Tiselius, 1950).

Zur Auftrennung von Nukleinsaurefragmenten unterschiedlicher Gr6Be wurde die

Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Als Matrix dient Agarose, welche in

polymerisierter Form wie ein molekulares Sieb wirkt. Die Porengr6Be und somit die

Aufldsung des Agarosegels kann gezielt durch Variation der Agarosekonzentration

verandert werden, wobei die Gr6Be der Poren mit steigender Agarosekonzentration

sinkt. Gebrauchlich sind 0,8 - 2,0 %ige Agarosegele, welche eine Auftrennung im

Bereich von 0,1 bis 20 kb erlauben (Sambrook et al., 2001).

+ 0,8 - 2 % Agarose (Seakem LE-Agarose, Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch
Oldendorf, BRD) in TBE-Puffer (1x) durch Aufkochen l6sen.

« Nach Abkihlen auf ca. 60 °C mit Ethidiumbromid versetzen (3 pl auf 100 ml
0,8 - 2 %ige Agarose).

« Die Lésung in einen Geltrager gieBen und zur Erzeugung von Probentaschen
einen Kamm in einem Abstand von 0,5 - 1,5 mm Uber dem Geltrager platzieren.

« Das erstarrte Agarosegel in eine horizontale Elektrophorese-Kammer legen und
mit TBE-Puffer (1x) Gberschichten.

- DNA-Proben mit Gelladepuffer versetzen und in die Probentaschen des Gels
pipettieren.

+ Als relatives MaB fir die GréBe der DNA-Fragmente dient ein in eine separate
Probentasche pipettierter DNA-GréBenstandard (Hyperladder | der Firma Bioline).

+ Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgt bei 80 -110 V.

« Das Gel auf einem UV-Transilluminator bei einer Wellenldnge von 312 nm
betrachten bzw. photografisch dokumentieren.
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2.2.3.10 Gelextraktion von DNA-Fragmenten (Qiagen)

Die lIsolation und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte

mittels des ,MiniElute Gel Extraktion Kit* der Firma Qiagen.

Nach erfolgter Agarosegelelekirophorese wird das die Ziel-DNA enthaltende
Agarosefragment selektiv aus dem Gel ausgeschnitten und in ein steriles
1,5 ml Reaktionsgefal3 tberflhrt.

Solubilisierung der Gelmatrix durch Zugabe von 300 ul Puffer QG pro 100 mg
Gelmatrix und nachfolgender Inkubation bei 50 °C, wobei der Ansatz gelegentlich
gemischt wurde. Dabei ist auf die Farbe der Lésung zu achten, die als Indikator fir
den pH-Wert dient; gelb zeigt einen pH von ~7,5 an, orange oder violett deutet auf
eine fir die Reaktion unginstigen pH-Wert hin, der durch die Zugaben von 10 pl
3 M Sodiumacetat wieder eingestellt werden muss.

Nach Auflésung des Gelsticks ein Gelvolumen Isopropanol zugeben und
mischen.

Maximal 700 ul der DNA-L&sung auf eine in einem 2 ml-Auffanggefa3 platzierte
QIA Gelextraktions-Saule geben und 1 Minute bei 15000 g zentrifugieren.

Das Eluat verwerfen und wenn nétig die Spin-Saule erneut beladen und
zentrifugieren (siehe oben).

Waschen der Spin-Saule durch Beladen mit 500 pl Puffer QG (entfernt
Agarosereste) und Abzentrifugieren sowie mit 750 pl Waschpuffer PE und
Abzentrifugieren.

Zur vollstdndigen Entfernung des Puffers PE den Durchfluss verwerfen und
nochmals 1 Minute zentrifugieren.

Die Spin-Saule in einem sauberen 1,5 ml-Reaktionsgefal platzieren und die DNA
mit 30 upl EB-Puffer und nachfolgende Zentrifugation (15000 g, 1 Minute,

Raumtemperatur) eluieren.

2.2.3.11 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur genauen Konzentrations- und Reinheitsbestimmung einer Nukleinsdure-

Praparation wurden 2 pl der DNA-Probe in 60 pl H,O verdinnt und die Absorption

mit einem Photometer bei 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsauren),
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280 nm (Absorptionsmaximum aromatischer Aminosauren) und 310 nm
(Basalabsorption) in einer UV-EinmalklUvette (Schichtdicke: 1 cm) gemessen. Die
Reinheit der DNA-L&sung ergibt sich aus dem Quotient OD2go/OD2sgo.

Bei reinen Proben liegt das Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,0. Bei der angegebenen
Reinheit entspricht ein OD.g-Wert von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA. Niedrigere Werte in der DNA-Reinheit sind auf
Verunreinigungen durch Proteine, hdhere auf phenolische Kontaminationen
zurtckzufihren. Die DNA-Konzentration konnte nach folgender Formel berechnet

werden:

C= (ODzeo - OD310) x 0,05 ug/pl x VF

c = Konzentration der DNA-Probe [pug/ml]
ODygo = Absorption bei 260 nm

ODgygo = Absorption bei 280 nm

OD349 = Absorption bei 310 nm

VF = Verdlnnungsfaktor

2.2.3.12 Abschatzung der Nukleinsaure-Konzentration im Agarosegel

Alternativ zur photometrischen Konzentrationsbestimmung konnte die DNA-
Konzentration im  Agarosegel durch einen direkten  Vergleich  der
Fluoreszenzintensitat der Probe mit dem standardisierten Molekulargewichtsmarker

abgeschéatzt werden.

2.2.3.13 Restriktion von DNA

DNA-Moleklle kénnen durch Restriktionsendonukleasen hydrolysiert werden (Arber,
1974 und 1978). Solche Restriktionsendonukleasen lassen sich in drei Klassen
aufteilen, wobei die Typ |- und Typ lll-Restriktionsenzyme in der Gentechnologie
keine bzw. nur eine sehr untergeordnete Rolle spielen. Dagegen werden die
Endonukleasen des Typs Il zur sequenzspezifischen Spaltung von DNA-Molekulen
bei Klonierungsexperimenten herangezogen, wobei die DNA-Hydrolyse durchweg in
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tetra- bis oktameren, palindromischen Erkennungssequenzen erfolgt. Die
Enzymaktivitdt héangt dabei von Faktoren wie der Temperatur, dem pH-Wert sowie
der lonenstarke und Magnesium-Konzentration ab (Roberts, 1983).

In dieser Arbeit wurden die Restriktionsenzyme der Firma Roche mit den
dazugehorigen Restriktionspuffern eingesetzt. Die Ansatze wurden fir 1-5 Stunden
bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert und, sofern méglich, zur
Beendigung der Reaktion fiir 25 Minuten bei 80 °C hitzeinaktiviert.

Ein typischer Restriktionsansatz wurde nach dem in Tabelle 2.6 angegebenen

Schema zusammengestellt.

Tab. 2.6: Pipettierschema fiir einen Standard-Restriktionsansatz.

Komponente Menge
DNA-L&sung (1 pg/pl) 1l
Restriktionspuffer (10x) 1l
Restriktionsenzym (10 U/pl) 0,1 pl
ddH,O ad 10 pl

Mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3.9) wurde der Erfolg der Restriktion
Uberprift und die im Gel aufgetrennten DNA-Fragmente sofern notwendig durch
Gelextraktion (2.2.3.10) isoliert.

2.2.3.14 Dephosphorylierung von 5’-DNA-Enden

Religationen von Klonierungsvektoren kdnnen durch Dephosphorylierung der
5’-endstandigen Phosphatgruppen weitestgehend verhindert werden, so dass sich
der Anteil der gewtlinschten Insertionsereignisse bei einer Ligation (2.2.3.15) deutlich
erhéht. Fur eine solche Dephosphorylierung wurde eine aus Garnelen (Pandalus
borealis) isolierte Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP; Boehringer Mannheim
GmbH) verwendet. Die Reaktion erfolgte fur 15 - 45 Minuten bei 37 °C. Durch eine
Hitzebehandlung fir 15 Minuten bei 65 °C wurde die SAP inaktiviert und der Ansatz
ohne weitere Aufreinigung =zur Ligation eingesetzt. Eine Klonierung von
PCR-Produkten ist mit dephosphoryliertem Vektors nicht méglich, da in diesem Fall
die Insert-DNA keine phosphorylierten 5’-Enden besitzt und somit eine Ligation der

beiden Produkte nicht stattfinden kann.
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Ein Reaktionsansatz zur Entfernung von endstédndigen Phosphatgruppen von
Nukleinsaurefragmenten wurde nach dem in Tabelle 2.7 angegebenen Schema

angesetzt.

Tab. 2.7: Pipettierschema fiir eine Standard-Dephosphorylierungsreaktion.

Komponente Menge
DNA-L6sung (0,1 pg/ul) 10 pl
SAP-Puffer (10x) 2l
SAP (1 U/l 8 ul

2.2.3.15 Ligation von DNA-Fragmenten

FOr Ligationen von Vektor- und Insert-DNA wurde die DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4 verwendet, welche die Bildung von Phosphodiester-Bindungen
zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl- sowie 5’-Phosphatgruppen doppelstrangiger
DNA-Molekille katalysiert. Die ATP- und Mg®*-abhédngige T4-DNA-Ligase verknipft
sowohl glatte (blunt ends) als auch Uberhdngende Enden (sticky ends) miteinander.
Zur Ligation werden der Vektor und das zu klonierende DNA-Fragment in einem
molaren Verhaltnis von 1:1 bis 1:10 eingesetzt. Bei der Restriktion des Vektors mit
nur einem Enzym wird dieser vor der Ligation zur Verhinderung einer Vektor-
Religation mit SAP (1 pg/pl Shrimp Alkalische Phosphatase) dephosphoryliert. Bei
einem Doppelverdau des Vektors mit zwei Enzymen kann auf die Phosphatase-
Behandlung verzichtet werden.

Ein Standard-Ligationsansatz wurde nach dem in Tabelle 2.8 dargestellten Muster
hergestellt.

Tab. 2.8: Schema fiir einen Standard-Ligationsansatz.

Komponente Menge

Vektor-DNA 100 ng

DNA-Fragment 1 - 10fache molare Menge
10x Ligationspuffer 2ul

T4-DNA-Ligase 1l

ddH,0 ad 20 pl

- Inkubation 2 Stunden bei 37 °C oder tiber Nacht bei 18 °C
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2.2.3.16 Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten durch das Kettenabbruchverfahren nach Sanger (1977).
Dabei wurde durch enzymatische Synthese eine markierte, komplementare Kopie
des zu sequenzierenden Matrizenstranges erstellt.

Die Sequenzierungen wurden mit dem ,DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems“ der Firma Amersham
Pharmacia Biosciences gemaB den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei der

Kapillarsequenzierer MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) verwendet wurde.

2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford

(1976).

 Verdlnnung der Bradford-Reagenz mit ddHO im Verhaltnis 1:5.

+ Aliquots dieser Lésung von je 1 ml mit 1 - 10 ul der zu testenden Proteinlésung
versetzen.

« Nach ca. 10 Minuten Inkubationszeit die Extinktion bei einer Wellenlange von
595 nm in einer Quarzkuvetten messen.

- Erstellung einer Eichgrade mit BSA als Standard zur Ermittlung der

Proteinkonzentration.

2.2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970).

Far SDS-Gele, die zur Analyse von Proteinexpressionsmustern dienen, wurden die
Reaktionsansatze nach dem Schema in Tabelle 2.9 gemischt.
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Tab. 2.9: Pipettierschema fiir ein analytisches SDS-Gel.
Angaben beziehen sich auf zwei SDS-Gele.

Reagenz Menge [ml]
Trenngel Stammlésung (30 %, w/v) 2,5
(10 %) Laufgelpuffer (4x) 1,9
SDS (10 %, w/v) 0,075
ddHO 3,03
APS (10 %, w/v) 0,05
TEMED 0,005
Sammelgel Stammlésung (30 %, w/v) 0,665
(4 %) Sammelgelpuffer (4x) 1,25
SDS (10 %, w/v) 0,05
ddH,O 3,0
APS (10 %, w/v) 0,05
TEMED 0,005

« Nach dem Polymerisationsstart der Trenngellésung durch Zugabe von APS und
TEMED das Trenngel bis auf ca. 2/3 der Gesamth6he der Gelkassette gieBen und
mit Isopropanol Uberschichten.

« Nach etwa 1 Stunde ist die Polymerisation abgeschlossen und das Isopropanol
kann abgegossen und durch die ebenfalls mit APS und TEMED versetzte
Sammelgellésung ersetzt werden.

+ In das noch flissige Sammelgel den Probenkamm einsetzen.

- Die Polymerisation des Sammelgels nimmt etwa 30 Minuten in Anspruch.

- Die Proteinproben mit Probenpuffer (1x - 5x) versetzen, 5 Minuten bei 95 °C
denaturieren und weitere 5 Minuten bei 15000 g zentrifugieren.

+ In jeder Spur des Polyacrylamidgel etwa 20 ug Protein auftragen.

+ Proteinproben innerhalb von etwa 2 - 4 Stunden bei 20 mA elektrophoretisch
auftrennen.

« Die Molekulargewichtsbestimmung der aufgetrennten Proteine erfolgt anhand
eines Protein-Molekulargewichtstandards (Roti Standard Marker der Firma Roth).

+ Die Proteinbanden kénnen auf dem SDS-Gel mit kolloidalem Coomassie (Neuhoff
et al., 1985) angefarbt oder Uber Western Blotting (2.2.4.4) auf eine PVDF-

Membran Ubertragen werden.
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2.2.4.3 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Das SDS-Gel vorsichtig aus der Gelkassette entnehmen und das Sammelgel
entfernen.

Das Trenngel in Coomassie-Farbelésung legen, so dass es vollstandig bedeckt
ist, und auf einem Schdttler inkubieren.

Sobald Banden sichtbar werden, die Farbelésung entfernen und durch
Coomassie-Entfarbelésung ersetzen.

Sind nur noch die Protein-haltigen Banden angefarbt, die Entfarbelésung
verwerfen.

Das Gel kann in H,O gelagert werden.

2.2.4.4 Western Blotting und Immunodetektion von Proteinen

Unter Western Blotting wird ein Verfahren verstanden, bei dem Proteine, die durch

Gelelektrophorese ihrer GréBe nach aufgetrennt wurden, auf eine geeignete

Tragermembran aus Nylon oder Nitrocellulose Ubertragen sowie dort immobilisiert

werden. Dabei erhédlt man ein Replik des Bandenmusters im Gel, wobei die nun frei

zuganglichen Proteine fir nachfolgende biochemische Nachweisverfahren zur

Verflgung steht.

Der Proteintransfer von SDS-Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF Membran
(Amersham) erfolgte in einer Tank-Blot-Einheit (Mighty Small Transphor Tank
Transfer Unit) der Firma Hoefer (San Francisco) fur 2 Stunden bei einer
konstanten Stromstarke von 400 mA.

Nach erfolgtem Proteintransfer die PVDF-Membran fur 10 Sekunden in Methanol
aktivieren, fur 5 Minuten in ddH,O waschen und anschlieBend fir 7 Minuten in
Transferpuffer vorinkubieren.

Die Membran anschlieBend mit Ponceau S-Lésung reversibel anfarben um die
Markerbanden markieren zu kénnen.

Die Membran mit TBS Tween entfarben und 1 Stunde in 10 % Milchpulver
blocken.

Das verwendete Antiserum ebenfalls in 10 % Milchpulver verdinnen und die

Membran in dieser Lésung bei 4 °C Gber Nacht auf einem Roller inkubieren.
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« AnschlieBend die Membran 5x 20 Minuten in TBS-Tween waschen und im
Folgenden mit einem HRP-gekoppelten sekundaren Antikérper fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubieren.

« Zur Entfernung von nicht gebundenem Sekundarantikérper die Membran
wiederum 5x 20 Minuten in TBS-Tween waschen.

+ Nachweis der Antigene mittels des ECL-Western-Blotting-Detektionssystems der
Firma Amersham.

2.2.5 Bildakquisition, -verarbeitung und -darstellung

2.2.5.1 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Alle Praparate wurden mit konfokalen Laserscanning-Mikroskopen aufgenommen
(Axiovert 200M oder Axio Imager Z.1 mit LSM 510 META Scanning-Modul).

Die fur die Aufnahmen verwendeten Einstellungen sind in Tabelle 2.10 aufgeflhrt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Aufnahmen mit einer 10x - oder 20x -
Linse bzw. einer 40x - Olimmersionslinse gemacht.

Tab. 2.10: Einstellungen fiir die Laserscanning-Mikroskopie.

VergréBerung 10x VergréBerung 20x VergréBerung 40x
Scan-Geschwindigkeit 8 8 8
Auflésung (Pixel x Pixel) | 512x 512 512 x 512 1024 x 1024
Pinhole (&/uM)) 100 100 100
Intervall (uM) 5,6 3,0 0,6

2.2.5.2 Bildverarbeitung

Zur Bestimmung der Zahl der Gliazellen in einem Praparat wurde der Stapel
konfokaler Aufnahmen dieses Praparates in das 3D-Bildbearbeitungsprogramm
,volocity 4.0 der Firma Improvision importiert. Bildausschnitte, die nicht in die
statistische Auswertung mit einbezogen werden sollten, wurden entfernt. Bei Bedarf
wurde ein feiner Filter auf den Bildstapel angewendet, um Hintergrundrauschen zu

entfernen. Danach wurde mittels der in Tabelle 2.11 angegebenen Kriterien die Zahl
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der zu zahlenden Objekte im Bildstapel bestimmt. Die Anzahl der so gezahlten

Objekte wurde mit der Zahl glialer Zellkerne gleich gesetzt.

Tab. 2.11: Kriterien zur Bestimmung der Zahl glialer Zellkerne in einem Bildstapel mit
»Volocity 4.0“ (Improvision).

Die zu z&hlenden Gliazellkerne wurden mit a-Repo immunhistochemisch markiert und mit a-Maus-568
visualisiert.

Kriterium Anregung 568 nm (griiner Kanal)
Intensitatsbereich der zu z&dhlenden Objekte 60 - 255

Trennung sich beriihrender Objekte ja

minimales Volumen zu trennender Objekte 25 uM°®

minimales Volumen der zu z&hlenden Objekte 25 uM°

2.2.5.3 Darstellung konfokaler Bildstapel

Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich bei allen in dieser Arbeit gezeigten
Abbildungen konfokaler Praparate um Projektionen von Bildstapeln auf eine Ebene.

Sofern notwendig, wurde zur Reduktion von Bildrauschen ein Schwarz- bzw.
WeiBabgleich mit ,Photoshop 7.0 (Adobe) durchgeflhrt. AuBerdem wurde bei
Bedarf die Intensitat eines oder mehrer Kanale erhéht oder verringert, um eine

bessere Darstellung der Bildinformation zu erreichen.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung von Diagrammen wurde mit
MS Excel 2000 vorgenommen. Sofern nicht anders angegeben, wurden fir die
ermittelten Daten der Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt und auf
ganze Zahlen gerundet. Abweichungen von 100 % in der Summierung der
Einzelgruppen resultieren aus dieser Rundung. Auch die Prifung der Signifikanz
erfolgte mit Excel. Dazu wurde ein zweiseitiger, ungepaarter T-Test durchgefihrt,
wobei die Signifikanz wie folgt angegeben wird: nicht signifikant, p > 0,05;
signifikant/ =, p < 0,05; sehr signifikant / *+, p < 0,005; hdchst signifikant / s,
p < 0,0005.
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2.2.7 Sicherheitsbestimmungen

Alle durchgefiihrten gentechnischen Arbeiten wurden gemaB dem ,Gesetz zur
Regelung von Fragen der Gentechnik® (Gentechnikgesetz, GenTG) vom 16.12.1993
unter Berlcksichtigung der in § 7 Abs. 1 aufgeflihrten SicherheitsmaBnahmen
durchgefihrt. Die Anmeldung der Arbeiten erfolgte gemaB § 8 Abs. 1 und § 11 des
Gentechnikgesetzes.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte zunachst die Eignung von Drosophila als Modellsystem flr die
Untersuchung von glialen Gehirntumoren des Menschen geprift werden. Im
nachsten Schritt wurden anhand dieses Modells Gene untersucht, deren humane
Homologe potentiell Einfluss auf die Pathogenese von Krebspatienten haben

kdénnten.

3.1 Etablierung von Drosophila als Modell fur die
Erforschung humaner Gliome

Die PI3K/Akt-Signalkaskade ist in vielen malignen Neoplasien des Menschen
dereguliert (Haas-Kogan et al., 1998; Vivanco und Sawyers, 2002; Sansal und
Sellers, 2004) und scheint darUber hinaus zwischen Drosophila und dem Menschen
hochkonserviert zu sein (Hay und Sonenberg, 2004; Liu und Lehmann, 2006).
Deshalb wurde hier analysiert, welche Auswirkungen die ektopische Expression
einzelner Komponenten des PI3K/Akt-Signalwegs auf die Gliazellen von Drosophila
hat.

3.1.1 Auswirkungen der Deregulation des PI3K/Akt-Sighalwegs

Die ektopische Regulation der PI3K/Akt-Signalkaskade wurde mit dem UAS/Gal4-
System durchgefihrt, das eine gezielte zeit- und gewebespezifische ektopische
Expression von Genen erlaubt. So sollte untersucht werden, ob in Drosophila eine
aberrante Regulation dieses Signalwegs einen ahnlichen Effekt auf die Migration und
Proliferation der Zellen austbt wie in humanen Tumoren. Als Ziele fur eine
ektopischen Aktivierung wurden EGFR, Ras, PISK und Akt ausgewahlt, die in
humanen Tumorzellen oft eine gesteigerte Aktivitat zeigen, sowie PTEN, das in
humanen Tumoren typischerweise einen Funktionsverlust aufweist und hier durch

Expression von doppelstrangiger RNA herunterreguliert wurde. Die eben genannten
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Gene werden im Folgenden auch zusammenfassend mit dem Begriff ,Zielgene®
bezeichnet.

3.1.1.1 Die Fehlregulation der PI3K/Akt-Signalkaskade beeinflusst die Vitalitat

Zur ektopischen Regulation der Zielgene wurden die Gal4-Treiberlinien
daughterlessGal4 (daGal4) und reversed polarityGald (repoGal4) verwendet. Da
weist ein ubiquitares Expressionsmuster, wahrend repo restriktiv in Gliazellen aktiv
ist. Die Aktivierung von Atop, ras®®, PI3K®E und Akt1 resultierte in einer hohen
Mortalitat der Versuchstiere. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse dieses Versuchs ist
in Tabelle 3.1 zu finden.

Tab. 3.1:  Einfluss der ektopischen Regulation des PI3K/Akt-Signalwegs auf die Vitalitét.

Als Gal4-Treiber wurde eine Kombination aus zwei repoGal4-Transgenen verwendet, um einen
starkeren Effekt zu erzielen. Die Insertionsorte dieser Transgene lagen auf dem zweiten und dritten
Chromosom. Der daGal4-Treiberstamm hatte nur eine einzelne Insertion des Transgens auf dem
dritten Chromosom. v = vital; (v) = weniger als 10 % der geschlipften Fliegen hatten im Genom
sowohl das UAS- als auch das Gal4-Transgen; T = letal.

Gal4-Treiber
UAS-Effektor

repoGal4

daGal4

UAS Atop

(v)

UAS ras®®

1.

UAS PI3K*E

v

UAS Akt1

UAS PTENSRNA

UAS Atop; UAS ras®®

_'.

UAS Atop; UAS PI3K*E

—
<
=

UAS Atop; UAS Akt

=

UAS Atop; UAS PTENSRNA

=

UAS ras®®: UAS PI3K*E

UAS ras®™®: UAS Akt1

UAS ras®®: UAS PTEN®SRNA

UAS PI3K®E; UAS Akt1

—+ | =+ | =+ | =+

UAS PI3K%E; UAS PTENSANA

UAS Akt1; UAS PTENSRNA

—+ | =+ | =+ | =+ | | =+ | =+ =+ | =+ ]| =+
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Die ektopische Expression der Zielgene mit daGal4 fiihrte bei fast allen untersuchten
Genkombinationen zur Letalitdt vor Erreichen des adulten Stadiums. Die einzigen
Ausnahmen bildeten die Verringerung der PTEN-Expression durch doppelstrangige
RNA, welche die Vitalitit nicht beeintrachtige, und die Expression von PI3K*E, die zu
einer Verringerung der Vitalitdt fihrte. Hier erreichten weniger als 10 % der
Versuchstiere mit dem entsprechenden Genotyp das adulte Stadium, gemessen an
der Gesamtzahl der geschlipften Fliegen (Tab. 3.1).

Die Deregulation einzelner Gene mit dem Gal4-Treiber repo war im Fall von ras®*®
letal, wahrend die Expression von Atop die Vitalitat einschrankte, und die ektopische
Regulation von PI3K*E, Akt1 und PTEN keine Auswirkungen auf die Vitalitat der
Versuchstiere hatte. Die simultane Deregulation von zwei Genen flihrte bei Tieren
mit den Genotypen repo >> PI3K*E; PTEN®FNA und repo >> Akt1; PTEN®FNA nicht
zu gesteigerter Mortalitat. In allen anderen untersuchten Fallen war hingegen die
Vitalitat erheblich reduziert (Tab. 3.1).

Im n&achsten Schritt wurde deshalb untersucht, wie sich die ektopische Regulation
des PI3K/Akt-Signalwegs auf die Morphologie des Nervensystems auswirkte. Dabei
war insbesondere von Interesse, ob infolge der genetischen Manipulation
Hyperplasien oder ektopische Migration von Zellen auftraten.

3.1.1.2 Die Fehlregulation des PI3K/Akt-Signalwegs resultiert in
morphologischen Aberrationen des Nervensystems

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen der gliaspezifischen Aktivierung der
Transgene auf das Nervensystem analysiert. Zunachst wurden die
Gehirnhemisphdren und das Ventralganglion von L3-Larven in der Ubersicht
betrachtet (Abb. 3.1). Als Gal4-Aktivatorlinie wurde ein Stamm mit Insertion des
repoGal-Transgens auf dem dritten Chromosom verwendet, der auch fir alle noch
folgenden Experimente standardmaBig zum Einsatz kam. Die Deregulation einzelner
Zielgene in Gliazellen resultierte in nur wenigen oder gar keinen offensichtlichen
Fehlbildungen des ZNS. Eine Ausnahme bildeten Larven, die ras®® in Gliazellen
exprimierten (Abb. 3.1 C). Hier waren die optischen Stiele um ein mehrfaches dicker
als im Wildtyp. Die Expression von Atop, PI3K®*E, Akt1 und PTEN*F™A in Gliazellen
ergab keine hier erkennbaren Fehlbildungen des ZNS (Ab. 3.1).



Ergebnisse 68

‘ repo >> CD8GFP ‘ _ repo >> Atop ‘ repo >> rasb4B

Abb. 3.1: Das ZNS von L3-Larven, die einzelne Transgene in Gliazellen exprimieren.

A - F Immunhistochemische Farbung der Gehirnhemisphdren und des Ventralganglions aus L3-
Larven. Die Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo) und das Zytoplasma der Gliazellen
grin (a-GFP). Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben. A WiIthB.
B, D - F Die ektopische Aktivierung von Atop, PI3K**® und Akt1 sowie die Expression von PTEN"""
durch das UAS/Gal4-System mit dem repoGal4-Treiber resultierte in keinen in dieser VergrdBerung
erkennbaren morphologischen Veranderungen des Nervensystems. C Die Expression von ras®*® in
Gliazellen flhrte zu vergrdBerten optischen Stielen (Pfeile).

Da in den Zellen eines Glioms stets mehrere chromosomale Aberrationen vorliegen
(Sehgal, 1998), wurden in Drosophila ebenfalls die Auswirkungen der simultanen
ektopischen Regulation von zwei Genen untersucht. Generell lasst sich dazu sagen,
dass hier im Kontrast zu der ektopischen Expression der einzelnen Transgene sehr
deutlich ausgepragte morphologische Veranderungen beobachtet wurden (Abb. 3.2).
Die ektopische Aktivierung von ras®*® mit Atop, ras®® mit PI3K®F und Atop mit
PI3K*E im Expressionsmuster von repo filhrte zu massiven Wucherungen in den
optischen Loben (Abb. 3.2 A, B, D). Insbesondere die simultane Expression von

ras®*® mit Atop sowie von ras®*®

mit PI3K®*E resultierte in Gehirnen mit stark
asymmetrischen optischen Loben, die Wucherungen und Ausbeulungen aufwiesen

(Abb. 3.2 A - B). Bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, ras®*® waren auBerdem
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massive Fehlbildungen der optischen Stiele zu beobachten, die stark vergréBert
erschienen und ballonartig aufgeblédhte Abschnirungen zeigten (Abb. 3.2 A). Die
simultane Expression von ras®® und Akt1 fihrte zu stark angeschwollenen optischen
Stielen, wahrend die Gehirnhemisphdren und das Ventralganglion wildtypisch
aussahen (Abb. 3.2 C). Tiere mit den Genotypen repo >> Atop, Akt1 sowie
repo >> PI3K®E, Akt1 zeigten keine auffalligen Fehlbildungen des ZNS (Abb. 3.2 E
und F).

‘ repo >> Atop, rasb4B ‘ repo >> ras®4B, PI3K92E ‘ repo >> rasb4B, Akt1

Abb. 3.2: Das ZNS von L3-Larven mit simultaner Deregulation von zwei Genen.

A - F Das ZNS von L3-Larven wurde einer immunhistochemischen Farbung mit a-Repo (rot) und
a-GFP (griin) unterzogen. Bei den Abbildungen handelt es sich um konfokale Bildstapel, die auf eine
Ebene projiziert wurden. Anterior ist oben. A, B, D Larven mit den Genotypen repo >> Atop, ras™®,
repo >> ras®*®, PI3K*E und repo >> Atop, PI3K%E hatten deutlich vergréBerte optische Loben. Bei der
simultanen Aktivierung von Atop mit ras®*® waren auBerdem die optischen Stiele extrem stark
vergroBert (Pfeilkdpfe in A). Zur Verdeutlichung der Morphologie des optischen Stiels der in A
dargestellten Augenimaginalscheibe wurde dessen Form durch eine gestrichelte Linie hervorgehoben.
In der VergréBerung (kleine Abbildung in A) wurden auBerdem die Neurone der
Augenimaginalscheibe dargestellt (a-HRP, blau). C Die simultane Aktivierung von ras®*® mit Akt1
fihrte zu einer Verdickung der optischen Stiele (Pfeilkopf), die Gehirnhemispharen und das
Ventralganglion hingegen wirkten wildtypisch. E, F Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, Akt1 und
repo >> PI3K*F, Akt1 zeigten keine morphologischen Defekte des ZNS.
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Die ektopische Regulation einzelner Gene fihrte also nur im Fall der Aktivierung von
ras®*® zu Fehlbildungen des ZNS, wahrend die simultane Deregulation von zwei
Genen bei drei der untersuchten Genotypen in ausgepragten morphologischen
Aberrationen der optischen Loben resultierte. Da das larvale Gehirn allerdings ein
vergleichsweise komplexes System ist, wurde flr weitere Untersuchungen die

Augenimaginalscheibe verwendet.

3.1.1.3 Analyse der Morphologie der Augenimaginalscheibe bei Fehlregulation
eines einzelnen Gens

Eine  Augenimaginalscheibe besteht aus einem einschichtigen Epithel
undifferenzierter Zellen, aus denen sich wahrend des dritten Larvenstadiums
sukzessiv in einem stereotypen Muster die Photorezeptorneurone entwickeln. Die
Gliazellen wandern wahrend dieses Stadiums aus dem optischen Stiel in die Scheibe
ein, und beenden ihre Migration entlang einer Grenze posterior der
morphogenetischen Furche. In der Augenimaginalscheibe sind deutlich weniger
Zellen vorhanden als im Gehirn, und darUber hinaus sind Abweichungen von der
typischen Anordnung und Anzahl der Zellen leicht in den zu untersuchenden
Praparaten zu identifizieren (Abb. 3.).

Die genaue Anzahl der Gliazellen in der Augenimaginalscheibe und im optischen
Stiel von Larven wurde mit dem 3D-Bildbearbeitungsprogramm ,Volocity*
(Improvision) bestimmt. Es zeigte sich, dass die Anzahl der Gliazellen wahrend des
dritten Larvenstadiums deutlich zunimmt, wobei das Alter einer Larve anhand der
Reihen an Photorezeptorneuronen (RP) bestimmt wurde. So waren in den
Augenscheiben von jungen L3-Larven zunachst 155 Gliazellen vorhanden (0 - 5 RP).
Diese Zahl stieg Uber 234 (6 - 10 RP) und 288 (11 - 15 RP) auf 345 am Ende des
dritten Larvenstadiums an (16 - 20 RP) (Abb. 3.5).

Die ektopische Expression der Zielgene in Gliazellen resultierte in den meisten
Fallen in einer deutlichen Varianz der Phanotypen der Augenimaginalscheiben.
Diese Phéanotypen lieBen sich in drei Gruppen einteilen. Zunéchst zeigten viele
Praparate einen verdickten optischen Stiel. Weiterhin wurde in einigen
Augenimaginalscheiben eine ektopische Migration von Gliazellen beobachtet. In
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diesen Féllen lagen Repo-positive Zellkerne zusammen mit Axonen apikal in der
Scheibe. Im Wildtyp ist die einzige vergleichbare neuronale Struktur an dieser Stelle
der Bolwig-Nerv (BN). Deshalb werden im Folgenden entsprechende Strukturen als
BN bezeichnet, obwohl nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, dass es sich
tatsédchlich um diesen Nerv handelt. SchlieBlich gab es noch Praparate, die
morphologisch unauffallig waren und als wildtypisch bezeichnet werden konnten.

Die Expression von UAS Atop mit dem Treiber repoGal4d ergab in 63 % der
untersuchten Praparate eine VergréBerung des optischen Stiels. Insgesamt wurden
48 Augenimaginalscheiben dieses Genotyps untersucht. In 10 % der untersuchten
Scheiben erfolgte ektopischer Migration glialer Zellen apikal in die Augenscheibe,
wahrend 27 % der Praparate aus Larven mit dem Genotyp repo >> Atop keine
offensichtlichen Aberrationen zeigten (Abb. 3.3 C - E und Abb. 3.4).

Durch die gliale Expression von Atop erfolgte eine Zunahme der Gliazellzahl in der
Augenimaginalscheibe im Vergleich zum Wildtyp. So waren bei jungen L3-Larven
(0 - 5 RP) 39 % bzw. 61 Repo-positive Zellkerne mehr vorhanden als im Wildtyp.
Diese Zahl steigerte sich wahrend des dritten Larvenstadiums kontinuierlich auf 372
(6 - 10 RP), 402 (11 - 15 RP) und schlieBlich 565 Gliazellen (16 - 20 RP) bzw.164 %
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.5). Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den
beobachteten Phanotypen und der Anzahl glialer Zellen konnte aber nicht festgestellt
werden. So hatten zwar Praparate mit einem verdickten optischen Stiel oder
ektopischer Migration glialer Zellen in den meisten Fallen Gberdurchschnittlich hohe
Gliazellzahlen, jedoch wurden auch bei Scheiben mit wildtypischer Morphologie
mitunter Gliazellzahlen gefunden, die Uber dem Durchschnitt lagen. Andererseits
wurde bei Praparaten mit verdicktem optischen Stiel und ektopischer Migration
gelegentlich auch eine unterdurchschnittliche Anzahl glialer Zellen festgestellt, so
dass sich die morphologischen Veranderungen nicht pauschal mit einer Zunahme
der Zellzahl in Zusammenhang bringen lassen.

Bei der Expression von PI3K®%F war in 24 % bzw. 11 Préparaten eine VergréBerung
des optischen Stiels und in 7 % bzw. 3 Augenimaginalscheiben Migration von
Gliazellen entlang des BN zu beobachten, wobei im Vergleich zu repo >> Atop stets
deutlich weniger Repo-positive Zellkerne apikal in der Scheibe lagen. 69 % der
Praparate bzw. 31 Scheiben zeigten keine morphologischen Verédnderungen im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.3 F - H und Abb. 3.4).
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Die gliaspezifische ektopische Aktivierung von PI3K®E resultierte insgesamt in einer
Reduktion der Gliazellzahl im Vergleich zum Wildtyp. So hatten Larven mit dem
Genotyp repo >> PI3K*F zu Beginn des dritten Larvenstadiums (0 - 5 RP) nur 127
Gliazellen in der Augenimaginalscheibe. In Préaparaten mit 6 - 10 RP wurden
durchschnittlich 193 gliale Zellen gezahlt, wahrend es in Scheiben mit 11 - 15 RP
229 und bei 16 - 20 252 Zellen waren, was pauschal einer Reduktion der Gliazellzahl
um 21 % im Vergleich zum Wildtyp entsprach (Abb. 3.5).

Die ektopische Aktivierung von Akt1 in Gliazellen verursachte keine offensichtliche
Zunahme der glialen Proliferation oder Migration, vielmehr zeigten alle 50
untersuchten Scheiben eine wildtypische Morphologie (Abb. 3.3 | und Abb. 3.4). Die
Augenimaginalscheiben von Larven mit dem Genotyp repo >> Akt1 wiesen jedoch im
Durchschnitt 41 % weniger Gliazellen als im Wildtyp auf. In Praparaten mit 0 - 5 RP
wurden 90 Repo-positive Zellkerne gezéhlt, wahrend Larven mit 6 - 10 RP 126, mit
11 - 15 RP 158 und mit 16 - 20 RP 234 gliale Zellkerne hatten (Abb. 3.5).

Auch bei der Verringerung der PTEN-Expression in Gliazellen durch RNA Interferenz
sahen die meisten der Praparate wildtypisch aus (98 % von 48 betrachteten
Augenimaginalscheiben). 2 % bzw. eine Scheibe zeigte einen schwach
ausgepragten Migrationsphanotyp. DarlUber hinaus waren oft Defekte in der
Verteilung der Gliazellen basal in der Augenimaginalscheibe zu beobachten
(Abb. 3.3. J - Kund Abb. 3.4). Insgesamt flhrte die Deregulation von PTEN zu einer
Verringerung der Gliazellzahl um 39 %. So wurde fur Augenimaginalscheiben mit
0 - 5 RP eine Anzahl von 85 Gliazellen ermittelt, bei 6 - 10 RP waren es 177, bei
11 - 15 RP 176 und bei 16 - 20 RP 185 Repo-positive Zellkerne (Abb. 3.5).
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repo >> CD8GFP

0s

‘ wildtypische Morphologie H verdickter optischer Stiel H ektopische Gliamigration

repo >> Atop

repo >> PI3K92E

keine Praparate keine Praparate
mit verdicktem mit ektopischer
optischen Stiel Gliamigration

repo >> Akt1

keine Praparate
mit verdicktem
optischen Stiel

repo >> PTENdsRNA H

Abb. 3.3: Augenimaginalscheiben aus Larven mit Deregulation einzelner Gene in Gliazellen.

A - K Anhand der immunhistochemischen Farbung mit a-Repo (rot), a-GFP (griin) und a-HRP (blau)
wurde die Morphologie der Praparate analysiert. Obwohl a-GFP und a-Repo im Praparat nicht
kolokalisieren, sind in den Abbildungen gelbe Bereiche sichtbar. Diese entstehen durch die Projektion
mehrerer konfokaler Schnittebenen in ein Bild. Anterior ist oben. Die Expression der Transgene
UAS CD8GFP, UAS Atop, UAS PI3K*E, UAS Akt1 und UAS PTEN"™A wurde mittels repoGald
induziert. B Schematische Darstellung der Augenimaginalscheibe. Die Augenscheibe (AS) ist Uber
den optischen Stiel (OS) mit der Gehirnhemisphére (optischer Lobus, OL) verbunden. Anterior schlie 3t
sich an die AS die Antennenscheibe (AnS) an. Apikal in der Scheibe liegt der Bolwig-Nerv (BN), der
zum larvalen Sehsinnesorgan flhrt. Die ektopische Genexpression resultierte entweder in einer
wildtypischen Morphologie (C, F, I, J), in einer Verdickung des optischen Stiels (D, G, Pfeilkopf) oder
in ektopischer Migration von Gliazellen entlang des BN (E, H, K, Pfeilkopf; die kleinen Abbildungen in
E und H zeigen die apikal in der Scheibe liegenden Axone).



Ergebnisse 74
A100 %
80 % 7
S 60% -
o
2 L
Hy)
& 40% —
20 % o
0% A
JoP ‘ﬁ;fo N 6?\@ nc P\“\'\ %@P %@\P 9?3\%
077 \D -7 \\(6 ?\3 x \\9 6@ ‘@
(G‘) -7 (GQO ?"e o x S '}\,\0‘) . ?"6 ?’( . ?16
(09 7 S X o7 (o0 o< \A’\
(P 6907 (e® 77“‘ ?\3‘£ -7 P
{ (090 (690
(GQ
Genotyp
[] wildtyisch M verdickter optischer Stiel B ektopische Migration von Gliazellen
B
Genotyp Phénotyp [absoluten Zahlen (Prozent)] Gesamtzahl der
. . verdickter ektopische Priparate
repo == ... wildtyisch optischer Stiel| Gliamigration
Atop 13 (27%) 30 (63 %) 5(10 %) 48
PI3K92E 31 (69 %) 11 (24 %) 3 (7 %) 45
Akt1 50 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 50
PTENdsRNA 48 (98 %) 0 (0 %) 1(2 %) 48
\op + PI3K92E 19 (37 %) 19 (37 %) 13 (25 %) 51
Atop + Akt1 19 (37 %) 15 (29 %) 17 (33 %) 51
AMop + PTENAsRNA 7 (14 %) 41 (82 %) 2 (4 %) 50
PI3K92E + PTENISRNA | 22 (51 %) 16 (37 %) 5(12 %) 43
Akt1 + PTEN9ISRNA 43 (100 %) 0 (0 %) 0(0 %) 43

Abb. 3.4:
mit Deregulation der Zielgene.

Die aus der

Fehlregulation der Genotypen

resultierenden Phé&notypen wurden

Statistische Verteilung der Phanotypen von Augenimaginalscheiben aus Larven

in die drei

verschiedenen Kategorien ,wildtypische Morphologie®, ,verdickter optischer Stiel und ,ektopische
Gliamigration® eingeteilt. Im Diagramm A sind die prozentualen Anteile der einzelnen Phanotypen bei
den untersuchten Genotypen graphisch dargestellt, wahrend die Tabelle B einen Uberblick Uber die
genauen prozentualen Anteile der Phanotypen bei den einzelnen Genotypen sowie die absolute
Anzahl der Augenimaginalscheiben gibt.
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Abb. 3.5: Anzahl der Gliazellen verschiedener Genotypen in Augenimaginalscheiben
unterschiedlichen Alters.

Die Zahl der Gliazellen in den Augenscheiben der verschiedenen Genotypen wurde mit Hilfe des
3D-Bildbearbeitungsprogramms ,Volocity* (Improvision) bestimmt. Die Imaginalscheiben wurden
anhand der Reihen an Photorezeptorneurone, die als MaBstab fir das Alter dienten, in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt (0 - 5, 6 - 10, 11 - 15 und 16 - 20 Reihen an Photorezeptorneurone).
Fir jede Altersgruppe eines Genotyps wurden zwischen 10 und 15 Imaginalscheiben ausgewertet. Im
Diagramm ist die Anzahl der Gliazellen dargestellt. Die Resultate sind in Bezug auf die fir den Wildtyp
ermittelten Werte von unterschiedlicher Signifikanz (nicht signifikant, p > 0,05; signifikant / *, p < 0,05;
sehr signifikant / **, p < 0,005; héchst signifikant / ##*, p < 0,0005).
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Die ektopische Regulation der Zielgene beeinflusste nicht nur das
Migrationsverhalten und die Anzahl der Gliazellen, sondern auch die Anordnung
dieser Zellen im Verhéltnis zu den Axonen der Photorezeptorneurone. Dies wurde
besonders deutlich bei Betrachtung des optischen Stiels.

Die Markierung der Gliazellen der Augenimaginalscheibe mit GFP zeigte im
konfokalen Laserscanning-Mikroskop feine gliale Auslaufer zwischen den Axonen
des optischen Stiels. Weitere Gliazellen bildeten eine gleichméaBige Schicht um den
inneren Kern aus Axonen und die sie umhullenden Gliazellen (Abb. 3.6 A). Die
Deregulation der Zielgene fuhrte zu Verédnderungen dieser regelmaBigen Anordnung.
Die Expression von Atop mit dem Treiber repoGal4 resultierte in sehr vielen glialen
Zellkernen um das Axonblindel herum (Abb. 3.6 B). Im optischen Stiel von Larven,
die PI3K®E, Akt1 oder PTEN®"™™* im repoGal4-Muster exprimierten, zeigten sich
zwischen den Axonen deutlich sichtbare gliale Auslaufer (Abb. 3.6 C - E). Diese
waren bei Larven mit dem Genotyp repo >> Akt1 allerdings wesentlich starker
ausgepragt als bei repo >> PI3K®**E oder repo >> PTEN®"™A. Die Gliazellen lagen

hier als kompakte Strukturen zwischen den Axonen.

repo >> CD8GFP | repo >> \top | repo >> PI3K92E repo >> Akt1  |Irepo >> PTEN“SRNﬂ
A ‘I,e:’\ B ok |C D E
s - -

- -

merge

Abb. 3.6: Querschnitt durch den optischen Stiel von L3-Larven, die einzelne Transgene mit
dem Gal4-Treiber repo exprimieren.

A - E Immunhistochemische Farbung des optischen Stiels aus L3-Larven. In den Praparaten sind die
Zellkerne der Gliazellen mit a-Repo (in rot dargestellt), das Zytoplasma der Gliazellen mit a-GFP (griin
bzw. weiss) und die Nervenzellen mit a-HRP (blau) markiert. Bei den Abbildungen handelt es sich um
orthogonale Rekonstruktion konfokaler Bildstapel. A, A Wildtyp B, B" Die Axone des optischen Stiels
von Larven mit dem Genotyp repo >> Afop waren von mehr glialen Zellen umgeben als im Wildtyp. C,
C’ - E, E’ Die Aktivierung von PI3K und Akt1 sowie die Expression von PTEN"™A mit dem Gal4-
Treiber repo resultierte in prominenten glialen Strukturen zwischen den Axonen, die vor allem bei der
Expression von Akt1 einen groBen Teil des normalerweise Neurone enthaltenden Bereich des Nervs
beanspruchten (Pfeilkdpfe).
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Die ektopische Regulation einzelner Gene flhrte also bei einem Teil der Larven zu
morphologischen Veranderungen der Augenimaginalscheibe. Die Penetranz war
allerdings meist nur gering und viele der untersuchten Praparate sahen wildtypisch
aus. Im optischen Stiel wurden deutliche Verédnderungen in der Struktur der
Gliazellen beobachtet.

3.1.1.4 Analyse der Morphologie der Augenimaginalscheibe bei simultaner
Fehlregulation von zwei Genen

Im Folgenden wurde untersucht, welche Effekte die simultanen Deregulation von
zwei Genen auf die Morphologie der Augenimaginalscheibe hatte.

Von Larven mit den Genotypen repo >> Atop, PI3K®F wurden insgesamt 51
Augenimaginalscheiben untersucht. Von diesen zeigten 13 Scheiben (25 %)
ektopische Migration glialer Zellen entlang des BN. Oft traten auch Fehlbildungen
des optischen Stiels auf, der wesentlich dicker erschien als im Wildtyp (in 19
Praparaten bzw. 37 %). In beiden Fallen schien die Migration der Gliazellen basal in
die Scheibe eingeschrankt zu sein. Weitere 37 % der untersuchten Scheiben wiesen
keinen offensichtlich von der Morphologie des Wildtyps abweichenden Phanotyp auf
(Abb. 3.7 A - C und Abb. 3.4). Im Gegensatz zu der Expression von Atop oder
PI3K*E, bei denen 10 % bzw. 7 % der untersuchten Scheiben ektopische
Gliamigration gezeigt hatten, flhrte die simultane Fehlregulation dieser beiden
Transgene also zu einer Steigerung des prozentualen Anteils von Augenscheiben mit
ektopischer Migration von Gliazellen auf die apikale Seite der Scheibe.

Die Anzahl der Gliazellen in den Augenimaginalscheiben von Larven, die PI3K*%F mit
Atop Uberexprimierten, war zu Beginn des dritten Larvenstadiums etwas hoher als im
Wildtyp und lag bei 199 (0 - 5 RP), wéhrend Larven mit 6 - 10 RP 216, mit 11 - 15 RP
231 und mit 16 - 20 RP 336 Repo-positive Zellkerne hatten (Abb. 3.5). Die simultane
Expression von PI3K®E und Atop fiihrte also einerseits zu haufigerem Auftreten
ektopischer Gliamigration im Vergleich zur Aktivierung der einzelnen Transgene.
Andererseits entsprach die Anzahl der Repo-positive Kerne in den
Augenimaginalscheiben im Durchschnitt der Gliazellzahl des Wildtyps, wéhrend die
Deregulation von Atop zu einer Zunahme der Gliazellzahl geflhrt hatte, und die
ektopische Expression von PI3K* zu einer Verringerung.
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Die Augenimaginalscheiben von Larven, die UAS Atop mit UAS Akt1 im repoGal4-
Muster exprimierten, zeigten zu 33 % (17 von 51 analysierten Praparate) ektopische
Migration von Gliazellen entlang einer neuronalen Struktur apikal in der
Augenimaginalscheibe. Gleichzeitig waren oftmals basal in der Scheibe weniger
gliale Zellen vorhanden. 29 % bzw. 15 der betrachteten Scheiben zeigten eine
Verdickung des optischen Stiels und 37 % (19 Praparate) keine Abweichungen von
der Morphologie des Wildtyps (Abb. 3.7 D - F und Abb. 3.4). Damit war hier ein
ahnliches Phanomen zu beobachten wie bei der simultanen Expression von Atop und
PI3K®*, bei der ektopische Gliamigration deutlich haufiger auftrat als bei der
ektopischen Aktivierung der einzelnen Konstrukte.

Bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, Akt1 wurde eine Gliazellzahl ermittelt, die
durchschnittlich 96 % des Wildtyps entsprach. Augenscheiben aus Larven mit 0 - 5
RP wiesen 147 Repo-positive Zellkerne auf, wahrend in Praparaten mit 6 - 10,
11 - 15 und 16 - 20 RP 265, 245 und 316 Gliazellen gezahlt wurden (Abb. 3.5). Wie
auch bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, PI3K*F entsprach hier die Anzahl
der glialen Zellkerne in der Augenscheibe im Durchschnitt dem Wildtyp, wahrend die
Expression von Atop zu einer gréBeren und die Aktivierung von Akt1 zu einer
geringeren Anzahl Repo-positiver Zellkerne gefuhrt hatte. Die Phanotypen von
Larven mit den Genotypen repo >> Atop, PI3K*?E und repo >> Atop, Akt1 zeigten also
deutliche Parallelen zueinander, die sich in verstarkitem Auftreten von
Augenscheiben mit ektopischer Migration von Gliazellen entlang des BN und einer

dem Wildtyp entsprechenden Gliazellzahl auBerten.

Die gliale Verringerung der PTEN-Expression in Kombination mit der Aktivierung von
Atop fUhrte zu einer starken Proliferation der Gliazellen, die sich in 82 % bzw. 41 von
50 Praparaten in einer Verdickung des optischen Stiels auspragte. 2 der Praparate
(4 %) wiesen ektopische Migration von Gliazellen auf, wahrend 7 Augenscheiben
(14 %) keine morphologischen Aberrationen zeigten (Abb. 3.7 G - | und Abb. 3.4).
Die simultane Expression von Atop und PTEN®F™ fiihrte also zu einer Reduktion der
Praparate mit Migrationsphanotyp um 6 % und einem Anstieg der Scheiben mit
verdicktem optischen Stiel um 19 % gegeniber der alleinigen Aktivierung von Atop.

SRNA wurde eine deutlich hdhere

Far Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, PTE.
Anzahl glialer Zellen ermittelt als im Wildtyp. So wurden in den vier verschiedenen

Altersgruppen (0 - 5, 6 - 10, 11 - 15 und 16 - 20 RP) 295, 334, 384 und 543
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Gliazellen gezahlt, was gegenlber dem Wildtyp im Durchschnitt 56 % mehr Repo-
positiven Zellkernen entsprach und den Zahlen der alleinigen Aktivierung von Atop
glich (Abb. 3.5). Die Expression des Transgens UAS PTEN®"NA schien also nur
geringe Auswirkungen auf den Phanotyp zu haben.

Bei der simultanen Deregulation von PTEN und PI3K*F mit dem Gal4-Treiber repo
war die Migration der Gliazellen in die Augenimaginalscheibe beeintrachtigt.
Insbesondere bei Scheiben aus alteren Larven war der optische Stiel dicker (16 von
43 Praparaten bzw. 37 %). Gelegentlich kam es auch zu ektopischer Migration von
Gliazellen (5 Augenscheiben, entsprechend 12 %), wahrend 22 (51 %) der Praparate
keine Aberrationen aufwiesen (Abb. 3.7 J - L und Abb. 3.4). Hier nahm also die Zahl
der Scheiben mit ektopischen Gliamigration um 5 % gegenlber der alleinigen
Expression von PI3K®*® zu, und es traten 13 % mehr Priparate mit einem
veranderten optischen Stiel auf.

Bei der simultanen ektopischen Regulation von PI3K®*® und PTEN waren in
Augenimaginalscheiben mit 0 - 5 RP 81 Gliazellen vorhanden, wahrend es in
Scheiben mit 6 - 10 RP 130 und bei 11 - 15 RP 177 Zellen waren. In Praparaten mit
16 - 20 RP wurden 213 Gliazellen gezahlt (Abb. 3.5). Somit waren bei der simultanen
Expression PI3K**E und PTEN®"™A im Durchschnitt 42 % weniger Gliazellen als in
Augenimaginalscheiben des Wildtyps vorhanden. Dies entsprach etwa der
durchschnittlichen Gliazellzahl von Larven mit dem Genotyp repo >> PTEN®™N* Bei
diesen wurden in den Augenimaginalscheiben 39 % weniger Gliazellen gefunden als
im Wildtyp, wohingegen bei der alleinigen Expression von PI3K*F eine Reduktion um
21 % festgestellt wurde.

Die Augenimaginalscheiben aus Larven mit dem Phanotyp repo >> Akt1, PTENSRNA
wirkten wildtypisch. Insgesamt wurden hier 43 Praparate analysiert (Abb. 3.7 M und
Abb. 3.4). Bei Tieren mit dem Genotyp repo >> Akt1, PTEN®™* wurden 98, 127,
200 und 221 Gliazellen ermittelt (bei Praparaten mit0-5,6 - 10, 11 - 15 und 16 - 20
RP) (Abb. 3.5). Ebenso wie die ektopische Expression von Akt! oder PTENSRNA
alleine fuhrte auch die simultane Deregulation beider Transgene zu einer
Verringerung der Gliazellzahl um durchschnittlich 37 % im Vergleich zum Wildtyp.
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Abb. 3.7: Augenscheiben aus Larven mit simultaner Deregulation von zwei Genen.

A - M Die Praparate wurden mit a-Repo (rot), a-GFP (grin) und a-HRP (blau) angefarbt. Die
Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben. Die Augenimaginalscheiben
von Larven mit den Genotypen repo >> Atop, PI3K®*E, repo >> Atop, Akt1, repo >> Atop, PTEN" VA,
repo >> PI3K*E, PTEN®“™" und repo >> Akt1, PTEN™" zeigten variable Phanotypen. Linke Spalte
Ein Teil der untersuchten Praparate zeigte eine wildtypische Morphologie. Mittlere Spalte Abgesehen
von Larven, die UAS Akt1 mit UAS PTEN® " unter der Kontrolle von repoGal4 exprimierten, wiesen
alle untersuchten Genotypen in einem Teil der Praparate eine Verdickung des optischen Stiels auf
(Pfeilkbgfe). Rechte Spalte Wiederum abgesehen von Larven mit dem Genotyp repo >> Akti,
PTEN""™" kam es bei allen untersuchten Genotypen gelegentlich zu ektopischer Migration von
Gliazellen entlang des BN (Pfeilkopfe; die kleinen Abbildungen zeigen die apikal in der Scheibe
liegenden Axone). Darliber hinaus war mitunter eine verringerte Gliazellzahl basal in der Scheibe zu
beobachten (C, F, K, L, Sterne).
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Insgesamt resultierte also die simultane Deregulation von zwei Genen in deutlich
starker ausgepragten und héaufiger auftretenden Defekten als die ektopische
Regulation eines einzelnen Gens. Es konnte sowohl eine Stimulation der glialen
Proliferation als auch ektopische Migration beobachtet werden. Letztere trat vor
allem bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, PI3K®*F und repo >> Atop, Akt1 auf.
Die Deregulation von PTEN durch Expression von doppelstrangiger RNA hatte nur
schwache Auswirkungen auf die Phanotypen, so dass anzunehmen ist, dass durch

SRNA

die Expression des Transgens UAS PTE nur eine geringe Funktionsreduktion

von PTEN erreicht wurde.

3.1.2 Carpet Glia zeigen in Augenscheiben mit Migrationsphanotyp
eine aberrante Morphologie und Lokalisation

Die Gliazellen in Augenimaginalscheiben des Wildtyps nehmen verschiedene
Aufgaben wahr, und lassen sich anhand ihrer Morphologie und Lokalisation sowie
ihres Genexpressionsmusters in verschiedene Subtypen einteilen (Rangarajan et al.,
1999; Hummel et al., 2002, Silies et al., 2007). Eine wichtige Funktion bei der
normalen Entwicklung der Augenimaginalscheibe hat die Carpet Glia, welche die
Migration anderer Gliazellen in die Augenscheibe reguliert (Silies et al., 2007).

Die Zellkerne der Carpet Glia lassen sich aufgrund ihrer GréBe identifizieren und
befinden sich meist am Ubergang vom optischen Stiel zur Augenscheibe (Abb. 3.8
A - C). Auch bei Augenimaginalscheiben mit ektopischer Migration von Gliazellen
entlang des BN war in vielen Fallen zumindest ein vergréBerter Zellkern zu
erkennen, der jedoch apikal in der Scheibe entlang des BN lag (Abb. 3.8 D - G).
Allein anhand der Gr6Be der glialen Zellkerne lasst sich allerdings nicht sicher
bestimmen, ob ein gréBer erscheinender Zellkern tatsédchlich einer Carpet Glia
zugehorig ist. Ebenso wenig lasst sich eine Aussage Uber die Morphologie oder
Position der Zelle machen. Eine gute Md&glichkeit dazu bietet die Verwendung der
GFP Exon Trap-Linie #261 (Abb. 3.9). Eine immunhistochemische Farbung fixierter
Augenimaginalscheiben der Exon Trap-Linie #261 zeigte wéhrend der verschiedenen
Entwicklungsstadien ein deutliches GFP-Signal im bereits differenzierten Bereich der
Augenimaginalscheibe. Zusatzlich war entlang der Axone im apikalen Teil der
Scheibe ein GFP-Signal zu detektieren (Abb. 3.9).
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‘ repo >> CD8GFP

Abb. 3.8: In der Augenimaginalscheibe gibt es zwei gliale Zellkerne, die sich von den librigen
aufgrund ihrer GroBe unterscheiden.

A - G Konfokale Analyse des Musters von Gliazellen und Neuronen in Augenimaginalscheiben aus
Larven des dritten Larvalstadiums. C und G sind konfokale Einzelbilder, die Gbrigen Abbildungen sind
Projektionen konfokaler Bildstapel. Die Praparate wurden einer immunhistochemischen Farbung
unterzogen (rot, a-Repo; griin bzw. weiss, a-GFP; blau bzw. weiss, a-HRP). Anterior ist oben. A - C In
Augenimaginalscheiben des Wildtyps befanden sich am Ubergang vom optischen Stiel zur Scheibe
zwei gliale Zellkerne, die grdBer waren als die Ubrigen (Pfeilképfe). D - G Auch in
Augenimaginalscheiben mit Migrationsphéanotyp, hier vor dem genetischen Hintergrund der
ektopischen Expression von Atop und Akt1 in Gliazellen, waren vergrdBerte Repo-positive Kerne zu
sehen. Diese lagen oft apikal in der Scheibe, wo sie mit neuronalen Strukturen kolokalisierten.
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\ Piggy Bac #261

merge

merge

Abb. 3.9: Visualisierung der Morphologie und Position der Carpet Glia durch ektopisch
exprimiertes GFP.

A - F Immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten
Larvalstadiums. Die Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der
Gliazellen griin bzw. weiss (a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP). Die Abbildungen A - F sind
Projektionen konfokaler Bildstapel, und C” ist ein konfokales Einzelbild, in dem Zellkerne dargestellt
sind, die wahrscheinlich zu den Carpet Glia gehéren (Pfeilképfe). Anterior ist oben.
A - F Augenimaginalscheiben verschiedenen Alters aus Larven der Piggy Bac-Linie #261. Die
Pfeilkdpfe in F weisen auf den Verlauf des GFP-Signals hin, das sich weiter apikal in der Scheibe
entlang des BN fortsetzt.
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Anhand der zytoplasmatischen Markierung der Carpet Glia mit GFP zeigte sich, dass
die Position und Morphologie dieser Zellen in Augenimaginalscheiben mit
Migrationsphanotyp variabel war (Abb. 3.10). Dieser Sachverhalt soll anhand von
Larven mit dem Genotyp Piggy Bac #261, repo >> Atop, Akt1 verdeutlicht werden.
Insgesamt wurden 30 Augenscheiben aus Larven mit diesem Genotyp betrachtet. Elf
der Scheiben zeigten einen Migrationsphanotyp, wahrend in den restlichen 19
Praparaten keine ektopische Migration von Gliazellen zu beobachten war. Bei
letzteren war die Morphologie der Carpet Glia immer dem Wildtyp &hnlich (Abb. 3.10
A - C). Der Migrationsphénotyp war in den untersuchten Préaparaten unterschiedlich
stark ausgepragt, wobei ein Zusammenhang zwischen der Position der Carpet Glia
und der Anzahl ektopisch migrierender Gliazellen bestand. So war in drei
Praparaten, bei denen die vergrdoBerten Zellkerne der Carpet Glia am Ubergang vom
optischen Stiel zur Augenimaginalscheibe lagen, entlang des BN ein GFP-Signal zu
sehen, dass mit den Axonen kolokalisierte. Gleichzeitig waren nur wenige gliale
Zellkerne entlang des BN zu detektieren (Abb. 3.10 D - F). In den (brigen acht
Praparaten mit Migrationsphanotyp war in einem breiten Bereich um den BN herum
eine GFP-Farbung erkennbar. In diesen Féllen lag auch zumindest einer der Carpet
Glia-Zellkerne in dem entsprechenden Gebiet, ebenso wie eine groBe Anzahl
weiterer glialer Zellkerne (Abb. 3.10 G - I). In allen Augenimaginalscheiben mit
Migrationsphanotyp waren basal in der Scheibe nur einige dinne zellulare Fortséatze
der Carpet Glia zu sehen (Abb. 3.10 E und H). Es scheint also einen Zusammenhang
zwischen der Position der Carpet Glia und der Anzahl der ektopisch migrierenden

Zellen zu geben.
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| Piggy Bac # 261, repo >> Atop, Akt1

merge

Abb. 3.10: Morphologie und Position der Carpet Glia sind in Augenscheiben mit
Migrationsphanotyp anders als im Wildtyp.

A - | Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten Larvalstadiums mit dem Genotyp Piggy Bac
#261, repo >> Atop, Akt1 wurden zur Visualisierung der Morphologie mit Antikdrpern markiert. Die
Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen griin bzw. weiss
(a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel,
abgesehen von C, F und |, die VergréBerungen konfokaler Einzelbilder der in A, C und G durch
Rahmen angedeuteten Bildausschnitte sind. Anterior ist oben. A - C In Augenimaginalscheiben mit
wildtypischer Morphologie entsprach die Form und Position der Carpet Glia dem Wildtyp (A, B). Die
vergréBerten Gliazellkerne lagen am Ubergang vom optischen Stiel zur Augenscheibe (C, Pfeilkdpfe).
D - F Von den Carpet Glia waren basal in der Scheibe nur einige dinne Auslaufer zu sehen (D, E).
Die vergréBerten Gliazellkerne lagen am Ubergang vom optischen Stiel zur Augenscheibe
(F, Pfeilkdpfe). G - I Auch hier waren basal in der Scheibe nur einige Auslaufer der Carpet Glia
vorhanden. In einem breiten Bereich um die apikal Gber die Scheibe verlaufenden Neurone war
jedoch ein GFP-Signal zu sehen (G, H). Auch einer der vergréBerten Gliazellkerne lag hier
(1, Pfeilkopf).
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3.1.3 Einfluss von Akt auf die Gliazellen der Augenimaginalscheibe

Die Akt-Kinase phosphoryliert ein breites Spekirum verschiedener Ziele, darunter
GSK3, P21/Waf1/Cip1, P27/Kip2, Tor, TSC2, FKHR, Bad oder NFkB, durch die sie
auch Einfluss auf die Zellmatilitdt nimmt (Manning und Cantley, 2007). Nachfolgend
sollte untersucht werden, ob Akt1 stimulierend oder inhibierend auf die Migration von
Zellen wirkt (Abb. 3.11).

‘ repo >> Akt19SRNA ‘ repo >> Atop, Akt19SRNA

Abb. 3.11: Akt1 beeinflusst die Gliazellzahl in der Augenimaginalscheibe.

A - B Konfokale Analyse von Augenimaginalscheiben aus Larven mit dem Genotyp repo >> Akt1. Die
Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen grin (a-GFP) und
die Nervenzellen blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildst%pel. Anterior ist
oben. Larven mit den Genotypen repo >> Akt1®"™ und repo >> Atop, Akt1™™* zeigten eine
drastische Reduktion der Gliazellen in der Augenimaginalscheibe (Pfeilképfe).

Die RNA Interferenz-vermittelte Verringerung der Akt1-Expression in Gliazellen
resultierte in einer extremen Abnahme der Anzahl glialer Zellen in der Augenscheibe.
Ebenso fiihrte auch die simultane Expression von UAS Akt1%FNA und UAS Atop mit
repoGal4 zu einer dhnlichen drastischen Reduktion der Gliazellzahl (Abb. 3.11 A und
B). Von beiden Genotypen wurden zehn Augenimaginalscheiben analysiert. FUr

repo >> Akt19RNA

wurde eine durchschnittliche Anzahl von 24 Gliazellen festgestellt,
wahrend es bei repo >> Atop, Akt1%FNA 39 waren (bei 10 - 20 Reihen an
Photorezeptorneuronen).

Akt1 scheint also fur die Regulation der Zellzahl wichtig zu sein. Darlber hinaus wirkt
es in Kombination mit aktiviertem Atop stimulierend auf die Migration von Gliazellen

(Abb. 3.7 und 3.4).
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3.1.4 Untersuchung der Funktion von PTEN

Etwa 30 % aller Glioblastome weisen Deletionen des PTEN-Locus auf. Eine
Konsequenz daraus ist die Stimulation der zellulédren Proliferation (Li et al., 1997). In
dieser Arbeit wurde bisher gezeigt, dass ein gliaspezifischer knock down von PTEN
durch RNA Interferenz in der Augenimaginalscheibe zu einer Reduktion der
Gliazellen um etwa 40 % flhrte. Die Morphologie der Scheibe blieb dabei
weitgehend unbeeintrdchtigt. Allerdings wurden morphologische Defekte in der
Struktur des optischen Stiels nachgewiesen (Abb. 3.3 - 3.6).

Fir eine weitere Charakterisierung der Auswirkungen, die sich aus der Deregulation
von PTEN ergeben, wurden nun die peripheren Nerven untersucht (Abb. 3.12).

\ repo >> CD8GFP

merge merge

Abb. 3.12: RNA Interferenz-vermittelte Verringerung der Expression von PTEN in Gliazellen
resultiert in morphologischen Aberrationen der peripheren Nerven.

A - F Periphere Nerven aus Larven des dritten Larvalstadiums wurden mit verschiedenen Antikérpern
markiert. Die glialen Zellkerne sind rot (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen griin bzw. weiss
(a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP) dargestellt. Die Abbildungen links sind einzelne
konfokale Schnittebenen, wahrend in der Mitte und rechts orthogonale Rekonstruktionen konfokaler
Bildstapel dargestellt sind. A - C Wildtyp. D - F Die Pfeilképfe weisen auf Stellen in den peripheren
Nerven der Larven mit dem Genotyp repo >> PTEN" " hin, an denen die Hiille aus Gliazellen um die
Axone herum besonders dick ist.

In den peripheren Nerven sind die Axone mit verschiedenen Arten von Gliazellen
assoziiert und von diesen in unterschiedlichen Schichten umgeben (Stork et al.,
2008). Bei wildtypischen Larven bildeten die Gliazellen eine gleichmaBige, relativ
dinne Hulle um das Axonbindel (Abb. 3.12 A - C). Die peripheren Nerven von



Ergebnisse 88

Larven mit dem Genotyp repo >> PTEN*FNA zeigten hingegen eine Schicht aus
Gliazellen um die Axone herum, die teilweise wesentlich dicker als im Wildtyp
erschien (Abb. 3.12 D - F).

Da die verringerte Expression von PTEN offenbar in morphologischen
Veranderungen der Gliazellen in den peripheren Nerven resultierte, wurde im
nachsten Schritt Gberprift, ob dieses Phdnomen auf eine Zunahme der Gliazellzahl
zurtickzufthren ist. Dazu wurde zunéchst die Anzahl der Gliazellen in den peripheren
Nerven von Larven des Wildtyps bestimmt (Abb. 3.13 und 3.14).

A

L)L

repo >> GFP

Abb. 3.13: Das Nervensystem einer Larve von Drosophila des dritten Larvenstadiums als
schematische Darstellung und in einer mikroskopischen Aufnahme.

A Das Schema stellt eine Larve mit Gehirn, Imaginalscheiben und peripheren Nerven dar. Jedes
Segment wird von zwei Nerven innerviert, welche die Muskeln mit dem Gehirn verbinden. In rot
eingezeichnet sind die Nerven, fir die die Anzahl der glialen Zellkerne bestimmt wurde.

B Mikroskopische Aufnahme des frei préparierten Nervensystems einer Larve des dritten
Larvalstadiums. Die glialen Zellkerne wurden mit a-GFP (griin) markiert.
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Die Bestimmung der Gliazellzahl in den peripheren Nerven des Wildtyps wurde
sowohl anhand von endogen exprimiertem GFP als auch mittels einer
immunhistochemischen a-Repo-Farbung durchgefihrt. Die einzelnen Zellkerne
waren allerdings anhand der Antikdrper-Markierung wesentlich besser zu
identifizieren (Abb. 3.14).

repo >> stingerGFP
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Abb. 3.14: Statistische Bestimmung der Gliazellzahl in den peripheren Nerven des Wildtyps
mit verschiedenen Methoden.

A, B Konfokale Einzelbilder von peripheren Nerven aus Larven mit dem Genotyp repo >> stingerGFP.
Anterior ist links. A Die Abbildung zeigt periphere Nerven, die einer immunhistochemischen Farbung
mit a-Repo (rot) und a-HRP (blau) unterzogen wurden. Die einzelnen Zellkerne waren eindeutig zu
identifizieren. Das HRP-Signal verdeutlichte auBerdem den Verlauf des Nervs. B Anhand des
endogenen GFP-Signals lieBen sich ebenfalls die glialen Zellkerne erkennen. Allerdings waren die
einzelnen Signale unterschiedlich stark (Pfeilkbpfe @ und @). Gelegentlich war eine eindeutige
Identifikation eines GFP-Signals als Zellkern nicht méglich (Pfeilkopf ®). C Zur Ermittlung der Anzahl
glialer Zellkerne in den peripheren Nerven wurden je 25 Larven untersucht und die Zellkerne in den
Nerven einer Korperhélfte gezahlt, die die Segmente A2 - A5 innervierten. Im Diagramm ist die
durchschnittliche Anzahl der glialen Zellkerne in den Nerven der Segmente A2 - A5 dargestellt, die
einerseits bei Larven des dritten Larvenstadiums aufgrund ihres endogenen GFP-Signals zu erkennen
waren, und andererseits anhand einer immunhistochemischen a-Repo-Markierung. Die Tabelle stellt
eine Zusammenfassung der Werte dar. Die Resultate waren hdchst signifikant (+**, p < 0,0005).
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Anhand des endogenen GFP-Signals konnte fir den Nerv, der das Segment A2
innervierte, eine Anzahl von 8 Gliazellkernen ermittelt werden (Abb. 3.14). In Nerven,
die in die Segmente A3, A4 und A5 flihrten, wurden im Durchschnitt 11, 12 und 15
gliale Zellkerne gezahlt. Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit
dem a-Repo Antikdrper ergab fir alle betrachteten Segmente eine héhere Anzahl
glialer Zellkerne. In dem im Segment A2 terminierenden Nerv wurden 13
Gliazellkerne gezahlt. Bei dem im Segment A3 terminierenden Nerv waren es 19,
wahrend fir die Nerven, welche die Segmente A4 und A5 innervierten, 21 bzw. 23
Repo-positive Zellkerne ermittelt wurden (Abb. 3.14).

Fir die weiteren Experimente wurde als Indikator fir die Zahl der Gliazellen in den
peripheren Nerven die immunhistochemische a-Repo Farbung verwendet, da diese
Methode als zuverlassiger erachtet wurde.

Larven, die in Gliazellen repo >> PTEN®SRNA

exprimierten, hatten in ihren peripheren
Nerven insgesamt eine &hnliche Anzahl Repo-positiver Zellkerne wie der Wildtyp

(Abb. 3.15)
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repo >> CD8GFP 13 19 21 23 B repo >> PTEN4sRNA
repo >> PTENAIsRNA 12 16 22 27

Abb. 3.15: Quantifikation der Gliazellkerne in den peripheren Nerven von Wildtyp und Larven
mit einer RNA Interferenz-induzierten verringerten Expression von PTEN.

Zur Ermittlung der Anzahl glialer Zellkerne in den peripheren Nerven wurden je 25 Larven untersucht
und die Zellkerne in den Nerven einer Kdérperhalfte gezéhlt, die die Segmente A2 - A5 innervierten. Im
Diagramm A ist der Durchschnitt der glialen Zellkerne des Wildtyps und von Tieren mit dem Genotyp
repo >> PTEN®“™* dargestellt. Die ermittelten Werte waren nicht signifikant (p > 0,05), mit Ausnahme
der Gliazellzahl des Nervs, der das Segment A3 innervierte (x*, p < 0,05). In der Tabelle B ist eine
Zusammenfassung der ermittelten Zahlen zu finden.
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FOr genetisch nicht manipulierten L3-Larven wurde fiur die Nerven, welche die
Segmente A2 - A5 innervierten, 13, 19, 21 und 23 gliale Nuklei ermittelt, wahrend bei

der Expression von PTENSRNA

im repoGal4-Muster flr den Nerv, der im Segment A2
terminierte, eine Anzahl von 12 Gliazellkernen gezahlt wurde. Bei A3 waren es 16,

bei A4 22 und A5 27 (Abb. 3.15).

Die Zunahme der Dicke der Gliazellschicht in den peripheren Nerven infolge der
RNA Interferenz-induzierten verringerten Expression von PTEN ist also nicht auf eine
gesteigerte Gliazellzahl zurlickzufihren. Eine mdgliche Erklarung fir diesen
Phéanotyp kénnte somit sein, dass die einzelnen Zellen an GréBe zunehmen. So ist in
der Literatur beispielsweise beschrieben, dass verstarkte Aktivitat von PI3K zu einer
Zunahme der Dicke der Perineuralgliaschicht um die peripheren Nerven fuhrt (Lavery
et al, 2007). Analog dazu kbénnte die Deregulation von PTEN in einem

vergleichbaren Effekt resultieren.

3.1.5 Ektopische Expression von Ras

In den vorangegangenen Experimenten wurden die morphologischen Effekte der
ektopischen Regulation von EGFR, PI3K*E, Akt1 und PTEN durch das UAS/Gal4-
Systemanalysiert, welche von zentraler Bedeutung fir die Aktivierung,
Signalweiterleitung und Termination der PI3K/Akt-Signalkaskade sind. Neben
Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGFR ist jedoch auch Ras ein wichtiger Aktivator
dieses Signalwegs. Ras stabilisiert PISK nahe der Plasmamembran und aktiviert
dessen katalytische Untereinheit, p110 (Rodriguez-Viciana et al., 1994; Orme et al.,
2006).

Die ektopische Aktivierung von ras®® in Gliazellen resultierte in heterogenen
Phanotypen. So wurde in drei von insgesamt elf untersuchten Scheiben ektopische
Migration von Gliazellen und in sechs eine VergréBerung des optischen Stiels im
Vergleich zum Wildtyp beobachtet. In beiden Féllen waren weniger Gliazellen an
ihrer normalen Position basal in der Augenimaginalscheibe (Abb. 3.16 B und C).
Darlber hinaus gab es zwei Préaparate, die nur marginale Fehlbildungen aufwiesen,
wie etwa Licken zwischen den Gliazellen basal in der Scheibe (Abb. 3.16 A).
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Abb. 3.16: Augenimaginalscheiben aus Larven mit ektopische Expression von ras®*® alleine
und in Kombination mit Atop, PI3K*F und Akt1.

A - F Immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus L3-Larven. In den Praparaten
sind die Zellkerne der Gliazellen mit a-Repo (rot), das Zytoplasma der Gliazellen mit a-GFP (grtin) und
die Nervenzellen mit a-HRP (blau) markiert. Bei den Abbildungen handelt es sich um Probjektionen
konfokaler Bildstapel auf eine Ebene. Anterior ist oben. A - C Die Aktivierung von ras®® fiihrte
entweder zu marginalen Defekten der Gliazellen basal in der Augenscheibe, die sich in Llcken
zwischen den einzelnen Zellen duBerten (A, Pfeilkopf), zu einer Verdickung des optischen Stiels (B,
Pfeilkopf) oder zu ektopischer Migration von Gliazellen entlang des BN (C, Pfeilkopf).
D - F Koexpression von ras®*® mit Atop, PI3K®®* oder Akt1 stimulierte die Proliferation von Gliazellen
im optischen Stiel (Pfeilkdpfe). B - F Die Expression von ras®*® beeintrachtigte die Migration von
Gliazellen basal in die Augenscheibe (Sterne).

Die simultane Expression von ras®*® mit Atop, PI3K®*F oder Akt1 stimulierte die gliale
Proliferation, wobei die Anordnung der Photorezeptorneurone in der
Augenimaginalscheibe im Wesentlichen erhalten blieb (Abb. 3.16 D - F). Die
Zunahme der glialen Proliferation war bei der Kombination repoGal4 >> Atop, ras®®
am starksten. Der optische Stiel dieser Larven erschien als ballonartig
angeschwollene Struktur (Abb. 3.16 D). Larven mit dem Genotyp repoGal4 >> ras®®,
PI3K%E zeigten im Vergleich dazu eine deutlich geringere Proliferation glialer Zellen

B

(Abb. 3.16 E). Bei einer Koexpression von ras®*® und Akt1 mit repoGal4 war die
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Zunahme der Gliazellzahl noch einmal geringer als bei den beiden eben genannten
Genotypen (Abb. 3.16 F).

Diesen drei Genotypen war jedoch nicht nur die gesteigerte Proliferation gemeinsam,
sondern auch ein Migrationsdefekt der Gliazellen, der sich in einer Beeintrachtigung
der Migration glialer Zellen in die Augenimaginalscheibe auspragte. So waren bei
simultaner Expression von Atop und ras®® die Gliazellen unregelméaBig in der
Scheibe verteilt (Abb. 3.16 D). Larven, die ras®*® und Akt1 bzw. ras®*® und PI3K®%E im
repoGal4-Muster Uberexprimierten, hatten in der Augenscheibe fast keine Gliazellen
(Abb. 3.16 E und F). In keiner der untersuchten Scheiben wurde eine ektopische
Migration von Gliazellen entlang des BN beobachtet. Fir jeden Genotyp wurden

zwischen zehn und flinfzehn Scheiben analysiert.

3.1.6 Medikamenten-induzierte Inhibition ektopisch aktivierter Gene

Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die ektopische Regulation
des PI3K/Akt-Signalwegs bei Drosophila zu Hyperplasie und ektopischer Migration
fuhrt, sollte im Folgenden untersucht werden, ob sich der Einfluss der ektopisch
exprimierten Gene durch die Applikation von fiir den Menschen entwickelten
Medikamenten supprimieren Iasst.

Fir diesen Versuch wurden UAS Atop und UAS PI3K*?E mit dem Gal4-Treiber repo
exprimiert (Abb. 3.17 C - E). Diese Kombination wurde gewahlt, da 25 % aller
Augenscheiben aus Larven mit diesem Genotyp ektopische Migration von Gliazellen
entlang des BN zeigten (Abb. 3.4). Darlber hinaus waren die morphologischen
Veranderungen bei diesem Genotyp oft wesentlich ausgepréagter als etwa bei der
Gal4-vermittelten Expression von UAS Atop und UAS Akt1 in Gliazellen.

Wahrend das Gehirn im Wildtyp insgesamt eine relativ symmetrische Form aufwies,
waren die optischen Loben bei Expression von Atop und PI3K®*F in Gliazellen
deformiert und unregelmaBig (Abb. 3.17 A und C). Im Wildtyp wanderten die
Gliazellen basal in die Augenimaginalscheibe ein und blieben ein Stiick hinter der
von den Photorezeptorneuronen vorgegebenen Grenze zuriick, wahrend bei Larven
mit dem Genotyp repo >> Atop, PI3K®%F ektopische Migration von Gliazellen entlang
des BN auftrat und der optische Stiel dicker war als im Wildtyp (Abb. 3.17 B, D
und E).
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repo >> CD8GFP

repo >> Ltop, PI3K92E
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Abb. 3.17: Simultane Expression von Afop und PI3K** in Gliazellen resultiert in
morphologischen Defekten des Nervensystems.

A - E Immunhistochemische Farbung von Gehirnen und Augenimaginalscheiben aus Larven des
dritten Larvalstadiums. Die Praparate sind mit a-Repo (rot), a-GFP (griin bzw. weiss) und a-HRP
(blau) markiert. Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben.
A, B Wildtyp. C - E Die Expression von Atop und PI3K*F in Gliazellen fiihrte zu deformierten optischen
Loben mit beulenartigen Ausbuchtungen (C, Pfeil) und Fehlbildungen der Augenimaginalscheiben, die
sowohl ektopische Migration (D und E, Pfeile) als auch vermehrte Proliferation (D und E, Sterne) von
Gliazellen aufwiesen.

Zunéachst wurde der Effekt von Gefitinib auf das ZNS von Larven mit dem Genotyp
repo >> Atop, PI3K*E  getestet. Fiir jede Konzentration des Inhibitors wurden
zwischen acht und zehn Augenscheiben und Gehirne untersucht. Gleiches gilt auch
fir die Analyse der Effekte von Wortmannin und Triciribine, die im Anschluss
beschrieben werden. Bei einer Gefitinib-Konzentration von 0,5 uM im Futter war der
optische Stiel verdickt, und viele Gliazellen migrierten entlang des BN. Das Gehirn
war stark asymmetrisch, mit knotenartigen Ausbeulungen der Loben (Abb. 3.18
A - C). Diese Fehlbildungen konnten mit steigender Konzentration des EGFR-
Inhibitors verringert werden. Applikation von 5 uM Gefitinib flihrte zur Reduktion der
glialen Proliferation. Die optischen Loben waren jedoch noch immer deformiert
(Abb. 3.18 D - F). Bei einer Konzentration von 50 uM Gefitinib zeigten die Scheiben
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eine weitere Normalisierung hin zum Wildtyp, und auch das Gehirn war weniger stark
fehlgebildet (Abb. 3.18 G-I). Bei 250 uM Gefitinib im Futter schien die Proliferation
der Gliazellen auf ein normales MaB reduziert. Allerdings erfolgte nach wie vor
ektopische Migration von Gliazellen entlang des BN, wenn auch deutlich weniger als
ohne Inhibitor. Das Gehirn erschien wildtypisch (Abb. 3.18 J - L). Da Gefitinib jedoch
nur EGFR und nicht PI3K inhibiert, wurde keine vollstdndige Rettung des Phanotyps
erreicht.

Die Imaginalscheiben aus Larven, denen Wortmannin gefittert wurde, zeigten schon
bei niedrigen Konzentrationen des Inhibitors eine Rettung zum Wildtyp.

So waren 0,5 uM Wortmannin im Futter ausreichend, um die durch Aktivierung von
Mop und PI3K®E induzierte gesteigerte Proliferation und ektopische Migration in
Augenimaginalscheiben zu inhibieren und die Symmetrie des Gehirns wieder
herzustellen. Auch bei héheren Konzentrationen des Inhibitors trat der gleiche Effekt
auf. Die betrachteten Gehirne waren bei allen Wortmannin-Konzentrationen denen
des Wildtyps identisch. (Abb. 3.19 A - H).

Der Akt-Inhibitor Triciribine konnte die durch die Expression von Atop und PI3K%%F mit
dem Treiber repoGal4 hervorgerufenen Defekte in geringen Konzentrationen (0,5 uM
bzw. 5 uM Triciribine) nur unvollstédndig inhibieren. So war zwar die Morphologie der
Gehirnhemisphéren und des Ventralganglions wildtypisch, und die Proliferation der
Gliazellen in der Augenimaginalscheiben war stark reduziert. Es wurde allerdings
auch ektopische Migration von Gliazellen entlang des BN beobachtet. Dieser
Migrationsphanotyp konnte aber durch hohe Konzentrationen des Inhibitors (50 puM
oder 250 puM Triciribine) gehemmt werden (Abb. 3.20). Obwohl Triciribine weder
EGFR noch PI3K inhibiert, sondern deren Effektor Akt, konnte hier also eine

Verbesserung der morphologischen Defekte erreicht werden.

Die Applikation von fir den Menschen entwickelten Medikamenten konnte also in
Drosophila morphologische Defekte verringern. Dabei hatten nicht nur Gefitinib und
Wortmannin eine positive Wirkung, die direkt gegen die deregulierten Genprodukte
gerichtet waren, sondern auch Triciribine, welches die downstream von EGFR und
PI3K agierende Akt-Kinase hemmt.
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0,5 uM Gefitinib

5 uM Gefitinib

merge

repo >> Atop, PI3K92E

merge

Abb. 3.18: Der EGFR-Inhibitor Gefitinib reduziert die durch die ektopische Expression von
Atop und PI3K**€ in Gliazellen induzierte Proliferation, aber nicht die Migration.

Die Beschreibung der Abbildung ist dem Text zu entnehmen.
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Abb. 3.19: Der EGFR-Inhibitor Wortmannin unterdriickt den Effekt von simultan in Gliazellen
exprimiertem Afop und PI3K*F,

Die Beschreibung dieser Abbildungen ist im Text zu finden.
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‘ 0,5 uM Wortmannin

‘ 5 uM Wortmannin

repo >> \top, PI3K92E

Abb. 3.20: Die Verabreichung des Akt-Inhibitors Triciribine reduziert den Effekt von simultan
in Gliazellen exprimiertem Afop und PI3K*,

Eine Beschreibung der dargestellten Abbildungen ist dem Text zu entnehmen.
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3.2 Einfluss verschiedener Rezeptortyrosinkinasen auf
Gliazellen

Samtlichen Rezeptortyrosinkinasen stehen potentiell dieselben Signalkaskaden zur
Signalweiterleitung zur Verfligung. Trotzdem sind RTKs nicht beliebig austauschbar.
Durch zeit- und gewebespezifische Regulation werden bestimmte Effektoren
bevorzugt aktiviert und l6sen damit genau definierte zellulare Reaktionen aus
(Marshall, 1995; Murphy et al., 2002).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des EGFR die Migration
von Gliazellen stimuliert. Im Folgenden wurde nun der Fragestellung nachgegangen,
ob die ektopische Regulation anderer RTKs zu einer noch starker ausgepragten
ektopischen Migration flhrt. Dazu wurden als Kandidaten PVR (PDGFR - and
VEGFR Receptor Homologue) und Htl (Heartless) ausgewahlt, da deren humane
Homologe haufig in Tumorzellen gesteigerte Aktivitat zeigen (Morrison et al., 1994;
Valentinis und Baserga, 2001; Lokker et al., 2002).

Augenimaginalscheiben aus Larven, die Afop im repo-Muster exprimierten, zeigten
ektopische Migration von Gliazellen entlang des BN (Abb. 3.21 A). Die ektopische
Expression von Apvr in Gliazellen wurde mit dem repoGal4-Treiber mit Insertion auf
dem zweiten Chromosom durchgefiihrt, da bei der Verwendung des repoGal4-
Stamms mit Insertion auf dem dritten Chromosom die Larven vor Erreichen des
dritten Larvenstadiums starben. Larven mit dem Genotyp repo >> Apvr zeigten einen
Phanotyp vergleichbar mit repo >> Afop. Auch hier migrierte eine groBe Zahl
Gliazellen entlang des BN. Insgesamt wurden 16 Préaparate betrachtet, von denen 14
einen Migrationsphéanotyp aufwiesen. Die Expression von Apvr mit dem Gal4-Treiber
repo schien sich dariber hinaus negativ auf die Gliazellzahl in den
Augenimaginalscheiben auszuwirken (Abb. 3.21 B). Eine quantitative Bestimmung
wurde jedoch nicht durchgefiihrt, da nur sehr wenige Larven mit dem Genotyp
repo >> Apvr das dritte Larvenstadium erreichten. Die Aktivierung von Ahtl mit
repoGal4 resultierte in den insgesamt neun untersuchten Augenimaginalscheiben in
einer drastischen Zunahme der Proliferation von Gliazellen im optischen Stiel
(Abb. 3.21 C).

Von den hier ektopisch aktivierten RTKs hatten also der EGFR und der PVR einen
stimulierenden Einfluss auf die Migration von Gliazellen der Augenimaginalscheibe,
wahrend Htl die Proliferation férderte.
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repo >> Apvr repo >> Ahtl

Abb. 3.21: Ektopische Aktivierung verschiedener Rezeptortyrosinkinasen in Gliazellen mit
dem UAS/Gal4-System.

A - C Neurone und Gliazellen von Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten Larvalstadiums
wurden mittels einer immunhistochemischen Farbung visualisiert. Die Zellkerne der Gliazellen sind rot
dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen grin bzw. weiss (a-GFP) und die Nervenzellen
blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben.
A Ektopische Expression von Atop mit repoGald resultierte in ektopische Migration von Gliazellen
entlang einer neuronalen Struktur. B Aktivierung von Apvr zeigte einen Phénotyp vergleichbar mit
Atop. Auch hier erfolgte ektopische Migration von Gliazellen. C Die Expression von aktiviertem
heartless mit repoGal4 fiihrte zu einer Zunahme der glialen Proliferation im optischen Stiel.

3.2.1 Ektopische Expression von EGFR und PVR in Gliazellen

3.2.1.1 Die Aktivierung von EGFR und PVR in Gliazellen reduziert die Vitalitat

Die Expression der zu untersuchenden Transgene Atop, pvr und Apvr mit dem
Treiber daGal4 flhrte in allen Fallen zur Letalitat bereits vor Erreichen des adulten
Stadiums. Die Aktivierung von Atop mit repoGal4 zeigte eine Reduktion der Vitalitat,
wahrend sowohl die gesteigerte Aktivitat des wildtypischen pvr als auch von
konstitutiv aktivem Apvrin Gliazellen letal war (Tab. 3.2).
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Tab. 3.2:  Einfluss der ektopischen Expression von Atop, pvr und Apvr auf die Vitalitat.

Als repoGal4-Treiber wurde eine Kombination aus zwei repoGal4-Transgenen verwendet, um einen
starkeren Effekt zu erzielen. Die Insertionsorte dieser Transgene lagen auf dem zweiten und dritten
Chromosom. (v) = weniger als 10 % der geschlipften Fliegen hatten die Allelkombination aus UAS-
und Gal4-Transgenen; 1 = letal.

Gal4-Treiber
UAS-Effektor
repoGal4 daGal4
UAS Afop (v) T
UAS pvr = T
UAS Apvr T t

Der Zeitpunkt in der Entwicklung, an dem die gliale Expression von Apvr zur Letalitat
fihrte, variierte in Abhangigkeit von der Temperatur und dem repoGal4-Treiber. Bei
Verwendung des repoGal4-Transgens auf dem zweiten Chromosom starben die
Larven bei 18 °C im dritten Larvalstadium, und bei 25 °C im zweiten Larvenstadium,
wahrend Tiere, die Apvr mit dem repoGal4-Treiber mit Insertion auf dem dritten
Chromosom exprimierten, bei 18 °C als L1-Larven starben, und bei 25 °C bereits als
Embryonen (Tab. 3.3).

Tab.3.3: Die durch Expression von Apvr in Gliazellen induzierte Letalitat variiert in
Abhéangigkeit von der AuBentemperatur und dem Gal4-Treiber.

E = embryonal letal, L1 / L2 / L3 = letal im ersten / zweiten / dritten Larvenstadium. repoGal4 (Il) =
repoGal4-Transgen mit Insertion auf dem zweiten Chromosom, repoGal4 (lll) = repoGal4-Transgen
mit Insertion auf dem dritten Chromosom.

Gal4-Treiber bei 18°C bei 25°C
repoGal4 (11) >> Apvr L3 L2
repoGal4 (1) >> Apvr L1 E

Generell ist zu sagen, dass die Larven in den angegebenen Entwicklungsstadien
starke Bewegungsdefekte aufwiesen. Wahrend beispielsweise Wildtyp-Larven des
dritten Larvenstadiums den Futterbrei verlassen und an den Wanden des Réhrchens
hochkriechen, lagen Larven mit dem Genotyp repoGal4 (lll) >> Apvr meist
unbeweglich auf der Oberflache des Futterbreis.
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3.2.1.2 Analyse der morphologische Defekte bei Fehlregulation von EGFR und
PVR

Im Folgenden wurden die phanotypischen Veranderungen des ZNS von Larven
verglichen, die Atop bzw. Apvr exprimierten. Dabei wurden zunachst die
Augenimaginalscheiben betrachtet (Abb. 3.22).

‘ repo >> CD8GFP ‘ ‘ repo >> Atop ‘ ‘ repo >> Apvr

merge

Abb. 3.22: Einfluss von ektopisch in Gliazellen exprimiertem Aftop und Apvr auf die
Augenimaginalscheiben von L3-Larven.

A - C Immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus L3-Larven. Die Zellkerne der
Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen griin (a-GFP) und die
Nervenzellen blau bzw. weiss (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen konfokaler Bildstapel.
Anterior ist oben. A Wildtyp. B, C In den Augenimaginalscheiben von Larven, die Atop und Apvr
exprimierten, lagen Gliazellkerne apikal in der Scheibe entlang des BN (Pfeilkopfe). Bei Expression
von Apvr befanden sich basal in der Augenscheibe weniger Gliazellen als im Wildtyp (C, Stern).

In der Augenimaginalscheibe von Larven mit dem Genotyp repo >> Atop lagen viele
gliale Zellen entlang des BN, wéahrend sich ein weiterer Teil der Gliazellen basal in
der Scheibe befand (Abb. 3.22 B). Die Augenimaginalscheiben von Larven, die Apvr
in  Gliazellen exprimierten, zeigten einen noch starker ausgepragten
Migrationsphanotyp als bei repo >> Atop. Die Gliazellen wanderten nahezu
ausschlieBlich entlang des BN, und nicht basal in die Scheibe (Abb. 3.22 C).
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Die Expression von Atop und Apvr beeintrachtig jedoch nicht nur die Lokalisation der
Gliazellen in der Augenimaginalscheibe, sondern auch die Morphologie der
Gehirnhemisphéaren und der peripheren Nerven (Abb. 3. 23).

Das Gehirn von Larven, die Afop in Gliazellen exprimierten, erschien weitgehend
dem Wildtyp zu entsprechen (Abb. 3.23 B). Die Expression von Apvr mit dem Gal4-
Treiber repo flhrte hingegen zu extremen Defekten der Gehirnhemisphéaren, die
kleiner und miteinander fusioniert schienen (Abb. 3.23 C).

Die peripheren Nerven des Wildtyps hatten vom Gehirn bis hin zu den Stellen, an
denen sie sich verzweigen, um die einzelnen Muskeln zu innervieren, einen nahezu
konstanten Durchmesser. Auch die Zellkerne der Gliazellen waren relativ
gleichmaBig verteilt (Abb. 3.23 D und G). Infolge der gliaspezifischen Expression von
Atop und Apvr hatten die peripheren Nerven einen variablen Durchmesser mit
knotenartige Verdickungen. Bei Atop traten diese Ausbeulungen nur an ein bis zwei
Stellen im Nervensystem jeder Larve auf, und die Nerven waren meist nur wenig
dicker als im Wildtyp. Insgesamt schienen jedoch mehr Gliazellkerne vorhanden zu
sein (Abb. 3.23 E und H). Bei der Expression von Apvr war eine deutlich starkere
Abweichung von der Morphologie des Wildtyps zu beobachten. Die Nerven waren
vor allem nahe des Ventralganglions um ein mehrfaches dicker als im Wildtyp, und
jeder Nerv hatte mehrere knotenartige Ausbeulungen, die jedoch nicht mit einer
erhdhten Anzahl Repo-positiver Zellkerne korrelierten (Abb. 3.23 F und I).

Da die Expression von Atop und Apvr die Gliazellzahl in den peripheren Nerven zu
verandern schien, wurde deren genaue Anzahl bestimmt. Im Nervensystem von
wildtypischen Larven des dritten Larvenstadiums waren in den Segmenten A2 - A5
pro Nerv 13, 19, 21 bzw. 23 Repo-positive Zellkerne zu finden (Abb. 3.24). Larven
mit dem Phanotyp repo >> Afop dagegen hatten in allen untersuchten Nerven
deutlich mehr gliale Zellkerne. So waren in Nerven, die im Segment A2 terminierten,
20 Repo-positive Zellkerne vorhanden. Die Nerven, die die Segmente A3, A4 und A5
innervierten, hatten durchschnittlich 35, 39 bzw. 44 gliale Zellkerne (Abb. 3.24).

Die Expression von UAS Apvr im repoGal4-Muster resultierte dagegen in einer
Reduktion der glialen Zellkerne in den peripheren Nerven. Der Nerv, der das
Segment A2 innervierte, hatte 10 Repo-positive Zellkerne. In dem Nerv, der in das
Segment A3 flihrte, wurden 13 Gliazellen gezéahlt, wahrend es fir die Segmenten A4
und A5 13 bzw. 15 gliale Zellkerne waren (Abb. 3.24).
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‘ repo >> CD8GFP ‘ repo >> Atop ‘ ‘ repo >> Apvr

merge /i merge

Abb. 3.23: Die Expression von Atop und Apvr in Gliazellen fiihrt zu Defekten des Gehirns und
der peripheren Nerven.

A - | Konfokale Analyse der Morphologie von Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten
Larvalstadiums. Die Zellkerne der Gliazellen sind mit a-Repo (rot), das Zytoplasma der Gliazellen mit
a-GFP (grin) und die Nervenzellen mit a-HRP (blau) markiert. Die Abbildungen sind Projektionen
konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben. Dargestellt sind larvale Gehirne in der Ubersicht (A - C), der
posteriore Teil des Ventralganglions mit den davon ausgehenden Nerven (D - F) und periphere
Nerven im Bereich des zweiten bzw. dritten Abdominalsegments (G - I). Linke Spalte Wildtyp.
Mittlere Spalte Der Durchmesser der peripheren Nerven war bei Larven mit dem Genotyp
repo >> Atop gréBer als im Wildtyp (E, Pfeilkdpfe). Auch die Anzahl der Gliazellkerne schien gréBer zu
sein (H). Gelegentlich waren ballonartig aufgeblahte Abschnitte zu beobachten (H’). Rechte Spalte
Infolge der ektopischen Expression von Apvr mit dem Gal4-Treiber repo zeigten die Nerven einen sehr
groBen Durchmesser (F, Pfeilkdpfe) und relativ wenige Zellkerne (I). Die gestrichelten Linien in G - |
deuten die Umrisse einzelner Nerven an.
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Abb. 3.24: Anzahl Repo-positiver Zellkerne in den peripheren Nerven des Wildtyps und bei
Expression von Atop und Apvr.

Zur Ermittlung der Anzahl glialer Zellkerne in den peripheren Nerven wurden je 25 Larven untersucht
und die Zellkerne in den Nerven einer Kdérperhalfte gezéhlt, die die Segmente A2 - A5 innervierten. Im
Diagramm A ist der Mittelwert der glialen Zellkerne des Wildtyps und von Tieren mit dem Genotyp
repo >> Atop und repo >> Apvr dargestellt. Die ermittelten Werte sind in Bezug auf die fir den Wildtyp
ermittelten Zahlen hdchst signifikant (p =2 0,0005), mit Ausnahme der Gliazellzahlen, die flr die Nerven
ermittelt wurden, die das Segment A2 inervierten (p = 0,005). Die Tabelle B gibt einen Uberblick tber
die Werte.

Die ektopische Aktivierung von Atop und von Apvr stimulierte die Migration von
Gliazellen entlang des BN und flihrte zu einem gréBeren Durchmesser der
peripheren Nerven. Die Expression von Apvrin Gliazellen resultierte jedoch in einer
weitaus gréBeren Verdickung der peripheren Nerven, als das bei Atop der Fall war.
Dariliber hinaus ging die Expression von Atop mit einer Zunahme der Gliazellzahl in
den peripheren Nerven einher, wahrend bei Apvr weniger Gliazellen als im Wildtyp
vorhanden waren.

3.2.1.3 Einzelzellanalyse

Um besser beurteilen zu kdnnen, welche Auswirkungen die ektopische

Genexpression auf die einzelnen Zellen hat, wurde die Expression der Transgene
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Atop und Apvr nur in wenigen Gliazellen aktiviert. Dazu wurde das UAS/Gal4-System
in Kombination mit dem FRT/FLP-System verwendet.

Die Expressionsstarke des FLP-Transgens ist in Abhangigkeit vom Insertionsort im
Genom variabel. Fir die folgenden Experimente wurde eine Kombination aus zwei
FLP-Transgenen verwendet, die unter Kontrolle des repo-Promotors exprimiert
wurden (repoFLP5 in Kombination mit vasarepoFLP12). Augenimaginalscheiben von
Larven, die diese Transgene exprimierten, zeigten immer mehrere GFP-positive
Zellen, jedoch nicht so viele, dass deren Anzahl nicht mehr zu bestimmen ware.

Um zu ermitteln, welchen Einfluss die Expression von Afop oder Apvr in einzelnen
Zellen vor einem wildtypischen Hintergrund auf die Zellzahl hat, wurde zunachst die
durchschnittliche Anzahl der GFP-positiven Zellen pro Augenimaginalscheibe des
Wildtyps bestimmt (repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP) und mit der Anzahl der der
GFP-positiven Zellen von Larven verglichen, die zuséatzlich noch UAS Atop oder
UAS Apvr exprimierten (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Einfluss von Afop und Apvr auf die Anzahl GFP-markierter Gliazellklone.

Die Grafik stellt die durchschnittliche Anzahl der GFP-positiven Klone in einer Augenimaginalscheibe
des Wildtyps und von Larven dar, die Atop und Apvrin einzelnen Zellen exprimierten. Fiir den Genotyp
repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP wurden 29, fir repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP, UAS Atop
30 und fir repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP, UAS Apvr 32 Scheiben ausgewertet. Die ermittelten
Zahlen sind in Bezug auf die Werte, die fiir den Wildtyp ermittelt wurden, fir Larven mit dem Genotyp
repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP, UAS Atop sehr signifikant (+* / p < 0,005) und fir repoFLP,
tub>CD2>Gal4, UAS EGFP, UAS Apvr héchst signifikant (+#* / p < 0,0005).
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Eine Augenimaginalscheibe des Wildtyps hatte durchschnittlich 29 GFP-positive
Zellen (Abb. 3.25). Die Gal4-vermittelten Expression von UAS Atop oder UAS Apvr
fihrte zu einer deutlichen Verringerung dieser Zahl. Die Aktivierung von Afop
reduzierte die Anzahl der GFP-positiven Zellen auf sieben pro Scheibe, und von Apvr
sogar auf nur vier (Abb. 3.25). Die Expression von Atop und Apvr in einzelnen Zellen

resultierte also in einer Reduktion dieser Zellen.

Die  Gliazellen der Augenimaginalscheibe gehéren zu verschiedenen
Subpopulationen (Silies et al., 2007) (Abb. 3.26). Deshalb wurde nun analysiert, ob
die Verringerung der GFP-positiven Zellen infolge der Expression von Atop und Apvr
alle Gliazellen betrifft oder spezifisch einer bestimmten Subpopulation zuzuordnen
ist. Daflir wurde zunachst bestimmt, wie hoch der prozentuale Anteil der einzelnen
Subpopulationen im Wildtyp ist. Gliazellen, die sich noch im optischen Stiel
befanden, wurden nicht weiter bertcksichtigt.

Bei Betrachtung der einzelnen Arten von Gliazellen in der Augenimaginalscheibe
ergab sich im Wildtyp ein prozentualer Anteil von 56 % Migrating Glia, 25 %
Wrapping Glia und 13 9% Differentiating Glia. 2 % der Gliazellen in der
Augenimaginalscheibe waren Carpet Glia, und die verbleibenden 4 % der Gliazellen
Marginal Glia (Abb. 3.27). Die Resultate der ektopischen Expression von Atop und
Apvr waren einander sehr ahnlich. Wurde in den Zellklonen Apvr exprimiert, ergab
sich ein Verhaltnis von 32 % Migrating Glia, 39 % Wrapping Glia, 12 % Differentiating
Glia, 7 % Carpet Glia und 10 % Marginal Glia (Abb. 3.27). Vergleichbar war die
Situation bei der Expression von Afop, wo ein durchschnittlicher Anteil von 35 %
Migrating Glia, 43 % Wrapping Glia, 12 % Differentiating Glia, 4 % Carpet Glia und 6
% Marginal Glia festgestellt wurde (Abb. 3.27).
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Abb. 3.26: Die Gliazellen der Augenimaginalscheibe gehoéren zu verschiedenen Untergruppen.

Die linke und mittlere Spalte zeigt immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus
L3-Larven (rot: a-Repo, grin bzw. weiss: a-GFP, blau: a-HRP). Alle Abbildungen sind einzelne
konfokale Schnittebenen und zeigen Zellklone, welche die verschiedenen Klassen von Gliazellen der
Augenimaginalscheibe représentieren. Anterior ist oben. Die rechte Spalte enthalt schematische
Darstellungen von Querschnitten durch Augenimaginalscheiben, in denen die Positionen der
einzelnen Gliazellgruppen in der Scheibe eingezeichnet sind. Das Farbschema entspricht dem der
konfokalen Aufnahmen.
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Abb. 3.27: Prozentuale Anteile der Gliazellarten in der Augenscheibe des Wildtyps und bei
Expression der Transgene UAS Atop und UAS Apvr mit repoGal4.

Zur Quantifizierung der einzelnen Arten von Gliazellen in der Augenimaginalscheibe wurden pro
Genotyp etwa 50 Scheiben betrachtet, die GFP-positiven Zellen gezahlt und den verschiedenen
Gliazellarten zugeordnet. Die Grafik A stellt die prozentualen Anteile der verschiedenen Arten von
Gliazellen der untersuchten Genotypen dar, die in der Tabelle B noch einmal angegeben sind. Die
Resultate sind in Bezug auf die fur den Wildtyp ermittelten Zahlen von unterschiedlicher Signifikanz
(nicht signifikant, p > 0,05; signifikant / * = p < 0,05; sehr signifikant / ** = p < 0,005).

Die ektopische Expression von Apvr und Atop resultierte also in einer Verringerung
der GFP-positiven Zellen im Vergleich zum Wildtyp. Dartber hinaus war das
Verhaltnis der einzelnen Arten von Gliazellen zueinander bei Expression von Atop
und Apvr mit dem Gal4-Treiber repo anders als im Wildtyp. Insbesondere eine
Verringerung des prozentualen Anteils der migrierenden Gliazellen und ein Anstieg
des Anteils der umhullenden Glia war auffallend.

Méglicherweise betreffen die Auswirkungen der ektopischen Genexpression also vor
allem die migrierenden Glia, wahrend andere Gliazellarten davon weniger in
Mitleidenschaft gezogen werden. Dem entsprechend koénnte die Zunahme des
prozentualen Anteils der anderen Gliazellarten prim&r aus der Verringerung der

migrierenden Glia resultiert.
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Die meisten Zellen, die Apvr exprimierten, zeigten eine wildtypische Morphologie.
Allerdings wurden gelegentlich auch davon abweichenden Strukturen beobachtet,
vor allem bei Zellen, die basal der Photorezeptorneurone in der Scheibe lagen. Die
Zellen waren sehr lang gestreckt und bildeten an ihrem anterioren Ende Filopodien
aus. Mitunter dehnten sich die Zellen Uber die von den Photorezeptorneuronen
vorgegebene anteriore Grenze hinaus aus. Auch andere, nicht GFP-positive Zellen
migrierten zu weit (Abb. 3.28 | - L). Hingegen sahen Zellen, die den anderen
Gliazellarten der Augenimaginalscheibe zuzuordnen waren, morphologisch
weitgehend normal aus (Abb. 3.28 A - H).

Ebenso wirkten die meisten Zellen, die Atop exprimierten, wildtypisch (Abb. 3.29
A - H). Gelegentlich wurden jedoch einzelne Zellen mit einer sternférmigen
Morphologie beobachtet, die keinem der glialen Subtypen eindeutig zuzuordnen
waren (Abb. 3.29 | - J).
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‘ repoFLP, tub>CD2>Gal4, UAS EGFP, UAS \pvr

Abb. 3.28: Morphologie von Gliazellen mit repoGal4-induzierter Expression von UAS Apvr.

A - L Immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten
Larvenstadiums. Die Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der
Gliazellen grin (a-GFP) und die Photorezeptorzellen blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen
konfokaler Bildstapel. A - H Die meisten GFP-positiven Zellen entsprachen morphologisch dem
Wildtyp und waren eindeutig den Subtypen Carpet Glia (A, B), Migrating Glia (C, D), Differentiating
Glia (E, F) und Wrapping Glia (G, H) zuzuordnen. I, J Die hier dargestellten Zellen lagen basal der
Photorezeptorneurone in der Scheibe, so dass es sich wahrscheinlich um Migrating Glia handelt. Die
lang gestreckte Struktur und die Filopodien sind jedoch ungewdhnlich (Pfeilkdpfe). K, L Diese Zelle
gehort wahrscheinlich zur Gruppe der Migrating Glia, obwohl sie extrem lang gestreckt ist und
filopodienartige Auslaufer am anterioren Ende hat. Im Bereich dieses Zellklons lagen Repo-positive
Zellkerne (K, Pfeilkdpfe), die sich lber die von den anderen Gliazellkernen respektierte Grenze (hier
durch die gestrichelte Linie angedeutet) hinaus bewegt hatten.
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Abb. 3.29: Morphologie von Gliazellen der Augenimaginalscheibe bei repoGal4-induzierter
Expression von UAS Atop.

A - J Konfokale Analyse von Augenimaginalscheiben aus Larven, die Afop in einzelnen Gliazellen
exprimierten. Die Zellkerne der Gliazellen sind rot dargestellt (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen
grin bzw. weiss (a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen
konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben. A - H Die meisten GFP-positiven Zellen entsprachen
morphologisch dem Wildtyp und waren eindeutig den Subtypen Carpet Glia (A, B), Migrating Glia
(C, D), Differentiating Glia (E, F) und Wrapping Glia (G, H) zuzuordnen. |, J Eine Zuordnung der hier
gezeigten Zelle zu einer der glialen Subgruppen war nicht méglich.

3.2.2 Expressionsanalyse von PVR

Bisher wurden die Auswirkungen der ektopischen Expression von UAS Apvr im

Expressionsmuster von repoGal4 untersucht. PVR wird aber auch natdrlicherweise
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fr die Entwicklung von Gliazellen bendtigt. So wird PVR in den Mittellinienglia und
Hamozyten sowie nahezu ubiquitar in Epithelzellen des Embryos exprimiert (Rosin et
al., 2004).

Da PVR-mutante Tiere vor Erreichen des dritten Larvenstadiums sterben, wurde
ersatzweise untersucht, welchen Einfluss die Expression einer dominant negativen
Form dieses Proteins durch das UAS/Gal4-System auf die Augenimaginalscheiben
von Larven hat. Larven mit dem Genotyp repo >> pvi°" zeigten eine normale Anzahl
und Verteilung Repo-positiver Zellkerne in der Scheibe. Allerdings waren die Zellen
abgerundet, und mitunter waren auch Llicken zwischen den einzelnen Zellen zu

sehen. Die migratorische Front der Gliazellen erschien unregelmaBig (Abb. 3.30).

| repo >> CD8GFP |

merge

Abb. 3.30: Augenimaginalscheiben mit Expression einer dominant negativen Form von PVR in
Gliazellen.

A - D Augenimaginalscheibe einer L3-Larven, die einer immunhistochemischen Farbung mit a-Repo
(rot), a-GFP (griin bzw. weiss) und a-HRP (blau) unterzogen wurde. Anterior ist oben. A und C sind
Projektionen konfokaler Bildstapel, B und D VergréBerungen einzelner konfokale Schnittebenen aus
diesen Stapeln. A, B Wildtyp. C, D Die Anzahl und Verteilung der Gliazellen in der
Augenimaginalscheibe mit ektopischer Expression einer dominant negativen Form von PVR in
Gliazellen wirkte normal, die migratorische Front erschien jedoch unregelmaBig (C, Pfeilkdpfe). Bei
Betrachtung eines konfokalen Einzelbilds waren Licken zwischen den einzelnen Gliazellen zu
erkennen (D, Pfeilkdpfe), und die Zellen hatten eine abgerundete Form (D, Pfeile).
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Anhand einer immunhistochemischen Farbung mit einem a-PVR-Antikérper zeigte
sich, dass PVR in Zellen der Augenimaginalscheibe exprimiert wird. Die
immunhistochemische Farbung mit a-PVR ergab ein deutliches Signal im Epithel,
das die Augenimaginalscheibe umschlieBt (Abb. 3.31 G und H). Noch kraftiger war
das von Hamozyten ausgehende a-PVR-Signal, die an der Augenscheibe hafteten
(Abb. 3.31 C und D). Der Bereich der Augenimaginalscheibe, in dem sich die
Gliazellen befanden, zeigte allerdings keine spezifische PVR-Farbung (Abb. 3.31 E
und F). Anhand des PVR-Antikdrpers konnte also die Expression von PVR in den
Gliazellen der Augenimaginalscheibe nicht nachgewiesen werden. Da aber aufgrund
der morphologischen Defekte durch Expression von dominant negativem pvr mit dem
Gal4-Teiber repo davon auszugehen ist, dass PVR eine Funktion in den Gliazellen
der Augenimaginalscheibe hat, kdnnte eine mdgliche Ursache eine sehr schwache
Expression des Epitops sein, was ein nur schwer zu detektierendes Signal des
Antikdrpers zur Folge hatte.

In den peripheren Nerven zeigte sich dagegen ein deutliches, klar abgegrenztes
Signal des PVR-Antikérpers (Abb. 3.32). Anhand von Kofarbungen mit a-GFP, das
hier einerseits mit dem Gal4-Treiber moody ektopisch in Subperineuralzellen aktiviert
wurde, sowie mit vikingGFP, das in der neuralen Lamelle exprimiert wurde, konnte
festgestellt werden, dass das von a-PVR erkannte Epitop in den Perineuralglia der
peripheren Nerven liegt (Abb. 3.32).
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Abb. 3.31: PVR wird im Epithel der Augenimaginalscheibe und in Himozyten exprimiert.

A - H Konfokale Analyse von Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten Larvalstadiums. In rot
bzw. weiss ist das Signal des a-PVR-Antikérpers dargestellt, wahrend das Zytoplasma der Gliazellen
in grin (a-GFP) und die Neurone in blau (a-HRP) markiert sind. A, B Orthogonale Rekonstruktion
eines konfokalen Bildstapels. Anterior ist oben, apikal links. C - H Einzelne konfokale Schnittebenen
aus diesem Stapel. C, D An der basalen Seite der Scheibe haftende Hamozyten zeigten ein
deutliches a-PVR-Signal (Pfeilkopf). E, F Im Bereich der Gliazellen schien das a-PVR-Signal etwas
starker (©) als weiter anterior (@). Das Signal lie sich aber keinen zellularen Strukturen zuordnen.
G, H Im apikalen Epithel waren insbesondere die Membranen mit a-PVR markiert (Pfeilkdpfe).
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Abb. 3.32: PVR wird in den Perineuralglia der peripheren Nerven exprimiert.

A - L Immunhistochemische Farbung von peripheren Nerven aus L3-Larven mit a-PVR (rot bzw.
weiss), a-GFP (grin bzw. weiss) und a-HRP (blau). In der linken Spalte sind einzelne konfokale
Schnittebenen dargestellt, und in der rechten Spalte orthogonale Rekonstruktionen der konfokalen
Bildstapel. A - F Anhand von ektopisch mit dem Gal4-Treiber moody exprimiertem GFP wurden die
Subperineuralglia der peripheren Nerven des Wildtyps markiert. Das von a-PVR erkannte Epitop
befand sich in einer Struktur um die Subperineuralglia der peripheren Nerven herum. G - L Hier wurde
mit GFP, das unter der Kontrolle des viking-Promotors exprimiert wurde, die neurale Lamelle
gekennzeichnet. a-PVR markierte eine Struktur innerhalb der neuralen Lamelle.
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3.2.3 Identifikation von Genen mit regulatorischem Einfluss auf PVR

Die humanen Homologe von PVR, PDGFR und VEGFR, zeigen in Tumoren h&ufig
eine gesteigerte Aktivitat. Insbesondere die Aktivierung von PDGFR scheint eine
stimulierende Wirkung auf die Migration von Gliazellen zu haben (Westermark et al.,
1995). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression einer konstitutiv aktiven
Form von PVR ektopische Migration von Gliazellen in der Augenimaginalscheibe
verursacht und die Morphologie und \Vitalitdt der Gliazellen der
Augenimaginalscheibe und der peripheren Nerven beeinflusst. Darlber hinaus wird
PVR auch natlrlicherweise in Gliazellen exprimiert. Die Identifikation von
Genprodukten, die mit PVR interagieren, kénnte dabei helfen, die Entwicklung von
Gliazellen sowie die Mechanismen, welche die Migration von Gliazellen férdern,
besser zu verstehen. Solche Erkenntnisse lieBen sich eventuell auch fir die humane

Tumorforschung nutzen.

Als Basis fir einen Screen nach Proteinen mit regulatorischem Einfluss auf PVR
wurde UAS Apvr in Gliazellen mit dem Gal4-Treiber repo aktiviert. Die Versuchstiere
starben in  Abhangigkeit von der Temperatur wahrend der spaten
Embryonalentwicklung (bei 18 °C) bzw. wahrend des ersten Larvenstadiums (bei
25 °C) (Tab. 3.3 und Abb. 3.33).

repo >> Apvr repo >> Apvr, GenX
letal letal l
?
(25 oc)l l(.] 8 oC) ‘.’Ietal [
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Abb. 3.33: Die Deregulation weiterer Gene soll die Apvr-induzierte Letalitit in andere
Entwicklungsstadien verschieben.

Bei 25 °C nimmt die Entwicklung vom Embryo bis zur adulten Fliege etwa 10 Tage in Anspruch. In der
Grafik ist dargestellt, welche Stadien nach wie vielen Tagen der Entwicklung erreicht sind. Wurde
UAS Apvr mit dem Gal4-Treiber repo mit Insertion auf dem dritten Chromosom exprimiert, so starben
die Tiere in Abhangigkeit von der Temperatur am Ende der Embryonalentwicklung oder wahrend des
ersten Larvenstadiums. Die ektopische Funktionsreduktion eines weiteren Gens (,Gen X*) kénnte die
Letalitat in andere Entwicklungsstadien verschieben.
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Als Treiberlinie wurde der repoGal4-Stamm verwendet, bei dem das Transgen auf
dem dritten Chromosom inseriert ist. Vor diesem genetischen Hintergrund wurden
nun weitere Gene ektopisch reguliert. Dabei wurde angenommen, dass durch die
zusatzliche Veranderung der Genexpression eine Verschiebung der Apvr-induzierten
Letalitat in andere Entwicklungsstadien erfolgt, d.h. dass die entsprechenden Tiere
entweder fruher oder spater sterben als die Larven, die nur Apvr alleine ektopisch
exprimieren. Von besonderem Interesse waren solche Gene, deren ektopische
Regulation die Letalitat verzégerte, da eine Verringerung der Mortalitat als Indikator
fr eine genetische Interaktion aussagekraftiger ist als die Steigerung der Mortalitat.
Letztere kann leicht durch die Fehlregulation mehrerer Gene in einer Zelle erreicht
werden, auch wenn die entsprechenden Genprodukte an verschiedenen Prozessen
beteiligt sind.

Das eben beschriebene Modell erfordert die Kombination verschiedener genetischer
Elemente in einer Linie. Deshalb wurde zun&chst ein Stamm generiert, der im
Genom UAS Apvr, repoGal4 sowie den Gal4-Inhibitor Gal80 tragt (Abb. 3.34).

UASApvr ~ repoGal4 UASCD8GFP GenX  +
H X |
CyO tubGal4>>Gal80 TM6 Gen X +

v

E.- UASApvr | repoGal4 UASCD8GFP
b GenX T™6

Abb. 3.34: Kreuzungsschema fiir den Screen nach Genen mit regulatorischem Einfluss auf
PVR.

Der Ausgangsstamm trug repoGal4, UAS Apvr, UAS CD8GFP sowie den Gal4-Inhibitor Gal80 im
Genom. Da die Allele mit der UAS Apvr- bzw. der repoGald UAS CD8GFP-Insertion in Homozygose
zu Letalitat fihren, waren zusétzlich Balancerchromosomen notwendig (CyO und TM6), um einen
stabilen Stamm zu etablieren. Die Bezeichnung ,Gen X" reprasentiert die transgenen Linien, die mit
dem Ausgangsstamm verkreuzt wurden. In der F;-Generation waren Tiere mit der Allelkombination
repoGald UAS CD8GFP, UAS Apvr sowie dem Kandidatengen von Interesse.

Da die Expression von UAS Apvr mit repoGal4 in frihen Entwicklungsstadien letal ist,
wurde die Aktivitdt von Gal4 durch Gal80 inhibiert, so dass ein stabiler Stamm
etabliert werden konnte. Zusétzlich wurde UAS CDS8GFP ins Genom dieser
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Fliegenlinie eingebracht, so dass Tiere mit dem passenden Genotyp anhand des
endogenen GFP-Signals identifiziert werden konnten.

Die potentiellen Kandidatenstdmme wurden dann mit diesem Ausgangsstamm
verkreuzt (Abb. 3.34) und die Vitalitdt der Nachkommen beurteilt.

Bei den zu testenden Kandidaten handelte es sich um 270 Stdmme mit genomischen
Defizienzen (,Defizienzenkit®, Bloomington Stock Center). AuBerdem wurden
transgene Linien untersucht, in deren Genom DNA-Sequenzen unter Kontrolle von
UAS eingebracht wurden, deren Transkription zur Bildung von doppelstrangiger RNA
und Aktivierung des RNA Interferenz-Mechanismus fuhrt. Als Resultat wird die
entsprechende Genfunktion reduziert oder vollstandig gehemmt. Derartige Stdamme
kdénnen bei verschiedenen Institutionen kauflich erworben werden, wobei mittlerweile
fir nahezu alle Gene von Drosophila entsprechende Linien erhéltlich sind. Fir diese
Arbeit standen etwa 1500 transgene Linien zur Verflgung, die bereits im Institut far
Neurobiologie der Universitdt Minster vorhanden waren. Diese Stamme waren
ursprunglich fr andere in diesem Institut stattfindende Arbeiten von Bedeutung. Eine

Liste der untersuchten Linien findet sich im Anhang.

In einem ersten Ansatz wurde der Ausgangsstamm gegen etwa 400
RNA Interferenz-Linien gekreuzt. Die Inkubation der Kreuzungen erfolgte bei 25 °C
und es wurde der Genotyp der adulten Fi-Fliegen untersucht. Anhand dieser
Methode wurden jedoch keine potentiellen Kandidaten identifiziert.

Deshalb wurden in einem veranderten Versuchsansatz die Kreuzungen bei 18 °C
gehalten und der Einfluss der Kandidaten auf die Apvr-induzierte Mortalitdt anhand
des endogenen GFP-Signals der Fi-Individuen beurteilt. Darliber hinaus wurden
auBerdem nicht die adulten Tiere, sondern bereits die Larven untersucht. Zunachst
wurden daflr die einzelnen Linien des Defizienzenkits gegen den Ausgangsstamm
gekreuzt. Es konnten jedoch keine mdglichen Kandidaten identifiziert werden.
Daraufhin wurden als N&achstes weitere RNA Interferenz-Linien getestet. Dabei
wurden schlieBlich mehrere potentielle Kandidaten identifiziert und in einem zweiten
Ansatz verifiziert (Tab. 3.4).

Die Identifikation der potentiellen Kandidaten erfolgte also durch den positiven
Einfluss ihrer Funktionsreduktion auf die Apvr-induzierte Mortalitdt. Die langste
Verzégerung der Mortalitat reichte bis zur pupalen Phase, wahrend sich die

transgenen Larven bei anderen Genkombinationen lediglich bis zum zweiten oder
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dritten Larvenstadium entwickelten (Tab. 3.4). Generell waren allerdings immer
vergleichsweise wenige Tiere mit dem gesuchten Genotyp vorhanden.

Tab.3.4: Gene, deren Funktionsreduktion bei 18 °C die durch Expression von Apvr in
Gliazellen verursachte Letalitat in spatere Entwicklungsstadien verschiebt.

Larven mit dem Genotyp repo (lll) >> Apvr starben bei 18 °C wéahrend des ersten Larvenstadiums
(vgl. Tab. 3.3). Wurde zusatzlich die Funktion von einem der hier aufgelisteten Gene reduziert,
verschob sich die Letalitat in spatere Entwicklungsstadien (L2 / L3 = Letalitat im 2. / 3. Larvenstadium,
P = letal wihrend der pupalen Phase). Die Bezeichnung ,GenX® ™« steht stellvertretend fiir die
entsprechenden Kandidatengene. Zusétzlich ist angegeben, ob die alleinige Expression des
Kandidatengens zu Letalitat vor Erreichen des adulten Stadiums fiihrt (v, Versuchstiere erreichen das
adulte Stadium; t, Versuchstiere erreichen nicht das adulte Stadium).

ce R
CG16876 X L2 v
CG9494 Tetraspanin 29Fa L2/L3 v
CG5825 Histone H3.3A P %
CG11335 lysyl oxidase-like P %
CG8595 Toll-7 L3 T
CG18380 longitudinals lacking L2 v
CG6435 X L2 v
CG6518 inactivation no afterpotential C L2 %
CG6657 vegetable L2 T

Tab. 3.5: Humane Homologe der im Screen identifizierten Kandidaten.

In der Tabelle sind die Gene aufgelistet, deren Funktionsreduktion zur Verzdégerung der Apvr-
induzierten Mortalitat fihrte. AuBerdem sind potentielle humane Homologe dieser Gene angegeben,
die aufgrund von Homologien auf Ebene der Aminosauresequenz ermittelt wurden. Als Indikator fir
Homologien wurde die Identitdt der Sequenzen herangezogen, die sich aus der Anzahl gleicher
Aminosauren an der selben Position im Protein im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Aminosauren ergibt.

Identitat
CG Gen
) [Anzahl ident. AS /
(D. melanogaster) (Homo sapiens)
Gesamtzahl AS (%)]

CG16876 type A-domain of von Willebrand (vW)-factor 55/216 (25 %)
CG9494 Tetraspanin 30 76 /239 (31 %)
CG5825 Histon H3 136 /136 (100 %)
CG11335 lysyl oxidase-like 4 138 /327 (42 %)
CG8595 Toll-like receptor 3 120/ 351 (34 %)
CG18380 zinc finger and BTB domain containing 20 38/104 (36 %)
CG6435 X -
CG6518 protein kinase C f3 350/ 660 (53 %)
CG6657 mannosyltransferase 138 /429 (32 %)
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Wurden die Kandidatengene alleine mit dem repoGal4-Treiber exprimiert, war bei
Verwendung eines repoGal4-Stammes mit zwei Insertionen des Transgens auf dem
zweiten und dritten Chromosom und bei 25 °C nur die Funktionsreduktion von
CG8595 und CG6657 letal (I. Schmidt, unveréffentlichte Daten).

Durch Datenbankrecherche wund Literatursuche wurden potentielle humane
Homologe der in Tabelle 3.4 aufgelisteten Gene identifiziert (Tab. 3.5). Als Quellen
dienten die Datenbanken von SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) sowie NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi).

3.3 Gene mit potentiellem Einfluss auf die Tumorgenese im
Menschen

Das Genexpressionsprofil von Gliomzellen unterscheidet sich deutlich von dem
nichtpathogener Zellen. So wurden 2004 und 2005 vom Institut fir Neuropathologie
zwei Artikel verodffentlicht, die sich mit Veranderungen im Genexpressionsprofil von
Gliomzellen auseinandersetzten. Dabei wurden verschiedene Gene mit potentieller
Relevanz fur das Migrationsverhalten dieser Zellen beschreiben. Die Expression der
entsprechenden Gene war in schnell bzw. langsam migrierenden Gliomzellen
deutlich herauf- bzw. herunterreguliert (Tatenhorst et al., 2004 und 2005). Diese
Daten dienten als Grundlage flr die nachfolgenden Versuche.

3.3.1 Loco

Eines der in schnell migrierenden Gliomzellen heraufregulierten Gene war RGS3
(regulator of G protein signalling 3). Es zeigte gesteigerte Expression in U373fast-
und TB288fast-Zellen. AuBerdem wurde RGS4 (regulator of G protein signalling 4)
identifiziert, das in U373fast-Zellen heraufreguliert war. Das Drosophila-Homolog
dieser beiden Gene ist loco (locomotion defects), ein Gen, dass flr die Entwicklung
von Gliazellen benétigt wird (Granderath et al., 1999 und 2000; Schwabe et al., 2005;
Yu et al., 2005; Kaplow et al., 2008).

Bisher sind vier verschiedene Isoformen von loco bekannt, von denen loco-c1 in

lateralen Gliazellen, loco-c2 in Vorlauferzellen des PNS sowie Follikelzellen und
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loco-c3 in Nahrzellen exprimiert wird. Fir die Isoform Jloco-c4 wurde noch kein
funktionelles Protein beschrieben (Granderath et al., 1999 und 2000; Pathirana et al.,
2001; Yu et al., 2005; http://flybase.bio.indiana.edu).

Durch RNA in situ Hybridisierung lieB3 sich die Expression von loco in Vorlauferzellen

des PNS und in lateralen Gliazellen nachweisen (Abb. 3.35).

‘ w1118

B

0K 1K 2K 3K 4K 5K

Abb. 3.35: Loco-RNA ist in Gliazellen des Embryos zu finden.

A - C Lichtmikroskopische Aufnahmen von Embryonen. Das mRNA-Transkriptionsmuster wurde durch
Hybridisierung mit einer antisense-Sonde an whole-mount Embryonen bestimmt. Anterior ist links.
A -C Loco wird in Vorlauferzellen des PNS (A, B) und im ventralen Nervenstrang exprimiert (C).
D Genlocus von loco mit den SpleiBvarianten der vier verschiedenen Isoformen. In blau dargestellt ist
der Bereich, an den die RNA-Sonde bindet.

FUr die weitere Analyse der Funktion von /loco wurde auf einen RNA Interferenz-
vermittelten knock down des Genprodukts zuriickgegriffen (Abb. 3.36).

Daflr wurden zwei verschiedene transgene Linien getestet, von denen die eine in

dsRNA#1 25)

dieser Arbeit etabliert (loco und die andere kauflich erworben wurde

(loco™RNA#9248 "BNA| Stock Center Wien). Die Aktivierung dieser beiden Transgene

mit dem Gal4-Treiber repo beeintrachtigte bei 25 °C die Vitalitat von Larven mit dem

Genotyp  repo >> loco™RNA#125

repo >> locosFNA#9248

nicht, wahrend Tiere mit dem Genotyp
wahrend der pupalen Entwicklung starben. Larven beider
Genotypen zeigten lediglich marginale Defekte der Augenimaginalscheibe, die sich in
einer unregelmaBigen Verteilung der Gliazellen &auBerten. Der Genotyp
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dsRNA(#9248)

repo >> loco wies darlber hinaus auch leichte Veranderungen der

migratorischen Front der Gliazellen auf (Abb. 3.36).

‘ repo >> locodsRNA#9248) ‘

merge

Abb. 3.36: Verringerung der Expression von Joco in Gliazellen durch RNA Interferenz-
vermittelten knock down.

A - F Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten Larvalstadiums wurden mit verschiedenen
Antikérpern markiert. Die glialen Zellkerne sind rot (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen griin bzw.
weiss (a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP) dargestellt. Die Abbildungen in der linken und in
der mittleren Spalte sind Projektionen konfokaler Bildstapel auf eine Ebene, wahrend in der rechten
Spalte einzelne konfokale Aufnahmen dargestellt sind. Anterior ist oben. A - C Die Gliazellen der
Augenimaginalscheiben von Larven mit dem Genotyp repo>> loco™ ™ #2%) piideten eine
unregelmaBige migratorische Front (B und C, Pfeile). AuBerdem waren Licken zwischen den
einzelnen Gliazellen vorhanden, die sowohl in einzelnen konfokalen Bildebenen (C, Pfeilkopf) als auch
in einer Projektion des Bildstapels auf eine Ebene sichtbar waren (C, Pfeilkopf). D - F Larven mit dem
Genotyp repo >> loco™™ #129) zgigten zwischen den einzelnen Gliazellen ebenfalls Liicken, die zwar
bei Betrachtung der Projektion eines konfokalen Bildstapels sichtbar waren (E, Pfeilkopf), in einer
einzelnen Ebene des Préparates jedoch deutlich groBer wirkten (F, Pfeilkopf).

Die Expression von Joco®™™* in Gliazellen resultierte also in leichten

morphologischen Defekten. Da jedoch der Ausgangspunkt fir die Untersuchungen
an loco eine gesteigerte Expression in Gliomzellen war, kénnte die Betrachtung des
Phanotyps in einer gain of function-Situation weitere Erkenntnisse liefern.
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3.3.2 Pvf1

Ein Gen, das im Expressionsprofil von schnell migrierenden Gliomzellen durch eine
Funktionsreduktion aufgefallen war, ist PDGF-A. Das Drosophila-Homolog dieses
Gens ist CG7103, das fir Pvf1 codiert, einen Liganden von PVR.

Die RNA Interferenz-vermittelte Funktionsreduktion bei Larven mit dem Genotyp
repo >> CG7103™* zeigte keine Beeintrachtigung der Vitalitat. Dazu wurde der
repoGal4-Treiber mit Insertion des Gal4-Transgens auf dem dritten Chromosom
verwendet, und die Kreuzung bei 25 °C gehalten.

Trotzdem wurde im Folgenden die Morphologie der Augenimaginalscheiben dieser
Larven untersucht. Es zeigten sich groBe Licken zwischen den Gliazellen. Die
einzelnen Zellen waren mitunter stark abgerundet und bildeten keine
zusammenhangende Schicht (Abb. 3.37).

‘ repo >> CG71039sRNA ‘

Abb. 3.37: Verringerung der Expression von CG77103 in Gliazellen durch RNA Interferenz-
vermittelten knock down.

A - C Augenimaginalscheiben aus Larven des dritten Larvalstadiums wurden mit verschiedenen
Antikérpern markiert. Die glialen Zellkerne sind rot (a-Repo), das Zytoplasma der Gliazellen griin bzw.
weiss (a-GFP) und die Nervenzellen blau (a-HRP) dargestellt. A Projektion eines konfokalen
Bildstapels auf eine Ebene. Die Augenimaginalscheibe aus einer Larve des Genotyps
repo >> CG7103°™A zeigte groBe Licken zwischen den einzelnen Gliazellen (Pfeilkopfe). B Eine
einzelne konfokale Schnittebene aus dem in A dargestellten Stapel. Hier zeigte sich, dass die
Gliazellen abgerundet waren und nahezu keinen Kontakt zu den neben ihnen liegenden Zellen hatten
(Pfeilkdpfe). € Anhand der orthogonalen Rekonstruktion war zu erkennen, dass an manchen Stellen
des Praparats fast keine migrierenden Glia vorhanden waren (Pfeilkdpfe).
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Pvi1 aktiviert den in Gliazellen aktiven PVR. Da die Inaktivierung von Pvfl im
Expressionsmuster von repoGal4 zu Defekien der Gliazellen fihrte, kann davon

ausgegangen werden, dass Pvf1 hier eine autokrine Funktion hat.

3.3.3 Untersuchung weiterer Drosophila-Homologe von in schnell

migrierenden Gliomzellen herunterregulierten Genen

Im Folgenden wurden aus der Liste von Genen, die in schnell migrierenden

Gliomzellen  fehlreguliert sind, weitere Kandidatengene herausgesucht.

Auswabhlkriterien waren die Expression des betreffenden Gens im Nervensystem,
nachgewiesen anhand von RNA in situ Hybridisierung, sowie eine potentielle
Funktion des Genprodukts in Neuronen oder Gliazellen. Als Quellen wurden dazu die
Datenbanken des Berkeley Drosophila Genomprojekts (http://www.fruitfly.org) und
von Flybase (http:/flybase.bio.indiana.edu) genutzt.

Tab. 3.6: Kandidatengene fiir weitere Untersuchung in Drosophila und Einfluss des knock
downs in Gliazellen auf die Vitalitat.

Die aufgelisteten humanen Gene waren in schnell migrierenden Gliomzellen herunterreguliert. Die
Transkription der Transgene mit zwei Kopien des Treibers repoGal4 sollte zeigen, ob die RNA
Interferenz-vermittelte Verringerung der Expression der entsprechenden Genprodukte die Vitalitat der
Fliegen beeinflusste.

v = etwa 50 % aller geschlipften Fliegen exprimierten die UAS-Transgene im Muster des Gal4-
Treibers; T = keine Fliege, deren Genom die Kombination aus Gal4- und UAS-Transgen enthielt,
erreichte das adulte Stadium.

Gen CG /Gen repoGal4 (Il + ) >>
(H. sapiens) (D. melanogaster) Expression UAS dsRNA
25 °C 29 °C
proprotein convertase caio772/ ZNS
e : . (in situ-Hybridisierung, v v
subtilisin / kexin type 3 furin A. Jeibmann)
CG1771/ ZNS
inteari Itiple edemat v v
integrin, alpha 6 muttiple edsmarous (Webhrli et al.,1993)
wings
ca , ZNS
1897
msh homeo box (D'Alessio und Frasch, v v
homolog 2 drop
1996)
ZNS
lipaseA CG31871 (in situ-Hybridisierung, v t
A. Jeibmann)
CcG6622/ ZNS
protein kinase C beta pkc53E (Schaeffer et al., 1989) v %
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Die Kandidatengene wurden durch RNA Interferenz mit dem gliaspezifischen Treiber
repoGal4 in Gliazellen ausgeschaltet und der Effekt auf die Vitalitdt untersucht
(Tab. 3.6). Da bei einer Temperatur von 25 °C keines der Transgene zu Letalitat
fihrte, wurden die entsprechenden Kreuzungen bei 29 °C gehalten. Bei dieser
Temperatur war die Expression eines Transgens letal fur die Versuchstiere. Es
handelte sich dabei um CG31871%F"A (Tab. 3.6).

CG31871 war aufgrund von RNA in situ-Hybridisierungen von Interesse, die ein
Signal im ZNS von Embryonen zeigten (A. Jeibmann, unveréffentliche Daten). Der
knock down von CG31871 in Gliazellen resultierte in Defekten insbesondere der
migrierenden Glia. Diese waren unregelmaBig in den Augenimaginalscheiben der
untersuchten Larven verteilt, erschienen zum Teil abgerundet und hatten praktisch
keine Kontakte zu den umliegenden Zellen (Abb. 3.38).

| repo >> CG318714sRNA

Abb. 3.38: Verringerung der Expression von CG31871 in Gliazellen durch RNA Interferenz-
vermittelten knock down.

A - C Immunhistochemische Farbung von Augenimaginalscheiben aus L3-Larven. In den Préparaten
sind die Zellkerne der Gliazellen mit a-Repo (in rot dargestellt), das Zytoplasma der Gliazellen mit a-
GFP (griin) und die Nervenzellen mit a-HRP (blau) markiert. Bei Abbildung A handelt es sich um eine
Projektion eines konfokalen Bildstapels auf eine Ebene, bei B um eine orthogonale Rekonstruktion
desselben, und bei C um ein konfokales Einzelbild. In A und C ist anterior oben, und in B ist apikal
oben. A Bei Larven mit dem Genotyp repo >> CG31871°"™* war die migratorische Front der
Gliazellen in der Augenimaginalscheibe unregelméaBig (A, gestrichelte Linie). B, C Insbesondere die
migrierenden Gliazellen erschienen stark abgerundet (Pfeilkdpfe).

Da der RNA Interferenz-vermittelte Funktionsverlust zu offensichtlichen Defekten der
Augenimaginalscheiben fihrte, wurden im Folgenden die Auswirkungen des
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Verlustes der natidrlichen Genfunktion von CG31871 betrachtet. Der ubiquitére
Funktionsverlust von CG31871 resultierte in Letalitdt wahrend des zweiten
Larvenstadiums. Allerdings waren im Nervensystem von Embryonen lediglich
marginale Defekte zu sehen. Die Struktur des Bauchmarks und der Neurone des
PNS war normal, und auch die Verteilung und Anzahl der Glia zeigte keine

nennenswerten Abweichungen von ihren normalen Positionen (Abb. 3.39).

‘ w118

PBac{WH}CG31871102763

C

Abb. 3.39: Phéanotyp des Nervensystems von CG31871-mutanten Embryonen.

A - D Immunhistochemische Farbung von Embryonen aus Stadium 14. Die Zellkerne der Gliazellen
sind rot dargestellt (a-Repo) und die Neurone blau (a-HRP). Die Abbildungen sind Projektionen
konfokaler Bildstapel. Anterior ist oben. A, B Wildtyp. C, D Embryonen der Linie
PBac{WH}CG31871%%"% wiesen marginale Defekte des Nervensystems auf.
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Aufgrund seiner potentiellen Domanenstruktur codiert CG31871 wahrscheinlich flr
eine Triacylglycerollipase und wére damit am Lipidmetabolismus beteiligt. Die hier
gezeigten morphologischen Defekte kénnten also auf Stérungen im Energiehaushalt
der betroffenen Zellen zurlickzuflihren sein, so dass CG31871 als Kandidat flr

weitere Untersuchungen wenig attraktiv erscheint.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte zunachst die Eignung von Drosophila als Modell zur
Erforschung humaner Gliome analysiert werden. Daflr wurden die morphologischen
Veranderungen, die aus der genetischen Manipulation der Versuchstiere entstanden,
auf Kennzeichen humaner Tumore hin untersucht. DarUber hinaus wurde analysiert,
inwieweit die aus der Fehlregulation der untersuchten Signalkaskaden entstandenen
Defekte mit den Eigenschaften Ubereinstimmten, die fir diese Signalwege in der

Literatur beschrieben sind.

4.1 Mechanismen der Tumorgenese beim Menschen und
bei Drosophila

Die typischen Kennzeichen von malignen Tumoren des Menschen sind die
Autonomie von Wachstumsfaktoren, Gleichgultigkeit gegeniber
wachstumsinhibierenden  Signalen, Resistenz gegen apoptotische Signale,
unbegrenztes replikatives Potential, Angiogenese, Migration und Invasion (Hanahan
und Weinberg, 2000). Jede dieser Eigenschaften steht flr einen auBer Kraft
gesetzten Kontrollmechanismus der Zelle gegen maligne Entartung. Aberrationen in
nur einem einzigen Gen sind meist nicht ausreichend zur Induktion eines Tumors
(Baak et al., 2003; Beckman und Loeb, 2005), da der Verlust eines regulatorischen
Elements durch andere Mechanismen kompensiert werden kann (Dash und El-Deiry,
2004). So weisen die meisten soliden Tumore des Menschen drei oder mehr
genetische Defekte auf (Vogelstein und Kinzler 1993; Cahill et al., 1999). Auch gliale
Tumore des ZNS zeigen stets mehrere zellulare Veranderungen (Sehgal, 1998). Die
Entwicklung eines malignen Tumors ist meistens ein gradueller Prozess, der sich
Uber verschiedene Zwischenschritte entwickelt (Bernards und Weinberg, 2002).
Beispielsweise ist oftmals verstarkte Proliferation und abnorme Differenzierung von
Zellen zu beobachten, noch bevor tatsachlich ein maligner Tumor entsteht (Duesberg
und Li, 2003, Delaval und Birnbaum, 2007). Die Fahigkeit zu invasivem Wachstum
hingegen entsteht meist erst spater und kann als Zeichen fur die Progression eines
Tumors gesehen werden (McGregor et al., 2002).
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In D. melanogaster konnen die wesentlichen Kennzeichen von humanen
Tumorzellen kopiert werden. Dazu gehdren die Unabhéngigkeit der Tumorzellen von
Wachstumsfaktoren, Resistenz gegentber Antiproliferationssignalen und Apoptose
sowie Invasion und Bildung von Metastasen (Brumby und Richardson, 2005).

Wie auch bei humanen Tumoren fihrt eine Akkumulation von genetischen
Aberrationen in Drosophila zu einer Verstarkung der zellularen Defekte. So konnte
beispielsweise durch eine Kombination aus gesteigerter Aktivitat von Ras und einem
Funktionsverlust von Scrib in einzelnen Zellen unter Kontrolle des eyeless-Promotors
die Bildung von Metastasen induziert werden. Die entsprechenden Zellen konnten
Basalmembranen degradieren und in andere Gewebe metastasieren (Pagliarini und
Xu, 2003). Auch in dieser Arbeit waren die morphologischen Defekte starker, wenn
simultan zwei Gene fehlreguliert wurden. Ein Beispiel ist die Struktur der optischen
Loben, die bei der ektopischen Regulation eines einzelnen Gens praktisch keine
Defekte zeigte, wahrend die Fehlregulation von zwei Genen zu mitunter deutlich
ausgepragten Gewebewucherungen flhrte. Ebenso konnte ektopische Migration von
Gliazellen durch die simultane Fehlregulation von Atop mit PI3K%E oder Akt?
induziert werden. Die Zellen bewegten sich dabei in anderen Bereichen des
Gewebes als im Wildtyp und migrierten dartber hinaus Uber weitere Strecken.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zwei typische Eigenschaften von malignen
Tumoren, hyperplastisches Gewebewachstum infolge gesteigerte Proliferation und
Migration von Zellen, in Drosophila kopiert werden konnten. Es wurde jedoch nicht

untersucht, ob auch weitere Eigenschaften maligner Neoplasien auftraten.

4.2 Signalkaskaden mit Einfluss auf die Tumorgenese

Die Entstehung von Neoplasien ist mit verschiedenen genetischen Defekten
assoziiert. In vielen Tumoren wird beispielsweise eine verstarkte Aktivitat des EGFR,
des PDGFR oder von Effektoren dieser Rezeptoren gefunden. Dazu gehéren Ras,
PIBK und STAT, sowie Src und PLCy (Yarden und Sliwkowski, 2001; Hynes und
Lane, 2005).
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4.2.1 Auswirkungen der gliaspezifischen ektopischen Expression
von EGFR und PVR

Eine Gemeinsamkeit der ektopischen Expression von Atop und Apvr ist der
migratorische Phanotyp, der sich in der Augenimaginalscheibe zeigt. Abgesehen
davon wirkt sich die Expression von Atop und Apvr jedoch unterschiedlich auf die
betroffenen Zellen aus. Wahrend bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop ein
deutlicher Anstieg der Gliazellzahl zu verzeichnen war, flhrte die ektopische
Expression von Apvrin Gliazellen zu einer Verringerung dieser Zellen.

Sowohl der EGFR als auch der PVR nehmen wéahrend der normalen Entwicklung
Einfluss auf die Zellmotilitat, beispielsweise wahrend der Migration der Border Cells
(Duchek et al., 2001). DarUber hinaus ist der EGFR wéahrend der Entwicklung an der
Kontrolle der Zellproliferation beteiligt, so etwa in der Augenimaginalscheibe (Garoia
et al., 2005; Umetsu et al., 2006). Analog dazu fiihrt gesteigerte Aktivitadt von EGFR
zu neoplastischem Gewebewachstum (Politi et al., 2006).

Eine entscheidende Funktion von PVR ist seine Beteiligung an der apikobasalen
Polarisation von Epithelzellen durch die Stimulation der F-Aktin-Akkumulation (Rosin
et al., 2004). So fuhrte ektopische Expression von Apvr in Fligelimaginalscheiben zu
Phéanotypen, die mit den aus dem Funktionsverlust von Scrib oder Dlg entstehenden
Defekten vergleichbar sind. Die Zellen zeigten einen Verlust der Polaritat und die
Scheiben waren infolge gesteigerter Proliferation um ein vielfaches gréBer als im
Wildtyp. Dabei scheint die vermehrte Zellteilung ein sekundarer Effekt zu sein, der
sich aus dem Verlust der Zellpolaritat ergibt (Bilder et al., 2000). Beispielsweise kann
eingeschrankte Aktivitat von Scrib oder DIg zu einem Verlust der Zellpolaritat flhren,
ohne dass gesteigerte Proliferation erfolgt (Grzeschik et al., 2007). Analog dazu
kénnte also die ektopische Expression von Apvr mit dem Gal4-Treiber repo zu

Stérungen der Zellpolaritat flhren, ohne dass eine gesteigerte Proliferation erfolgt.

4.2.1.1 Signalspezifitat von Rezeptortyrosinkinasen

Die Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen, zu der auch EGFR und PVR gehéren,

umfasst bei Drosophila 17 verschiedene Vertreter (Amit et al., 2007), die prinzipiell
alle die gleichen zellularen Signalwege aktivieren kénnen. In vivo ist die Aktivierung
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von RTKs jedoch immer an bestimmte intrazellulare Effektoren gekoppelt. Die
Signaltransduktion durch RTKs wird somit zeit- und gewebespezifisch genau
kontrolliert und scheint auch bei ektopischer Aktivierung der Rezeptoren bestimmten
regulatorischen Mechanismen zu unterliegen.

Unter physiologischen Bedingungen ist ein zentraler Mechanismus der
Signalspezifitdt durch RTKs die kontrollierte Aktivierung der Rezeptoren durch ihre
Liganden (Schnepp et al., 1996; Urban et al., 2002; Donaldson et al., 2004; Shilo,
2005). In dem in dieser Arbeit gewahlten Modell erfolgte jedoch eine Liganden-
unabhangige Aktivierung der Rezeptoren. Trotzdem flhrte beispielsweise die
ektopische Expression von Ahtl stets zu einer drastisch erhéhten Proliferation der
entsprechenden Zellen, wahrend eine derartige Steigerung der Zellteilungen mit Atop
nie erreicht wurde. Trotz der ektopischen Liganden-unabhangigen
Rezeptoraktivierung scheint also eine Praferenz zur F&érderung bestimmter
intrazellularer Signalwege zu existieren.

Es gibt jedoch verschiedene Mechanismen, die unabhangig von Liganden zur
Signalspezifitdt beitragen. Dazu geh6rt die Induktion verschiedener zellularer
Antworten durch die Veranderung der Signaldauer oder Signalstarke. So resultiert
beispielsweise in PC12-Zellen die transienten Anregung der MAPK in verstarkter
zellularer Proliferation, wahrend eine anhaltende Aktivierung zur Translokation der
MAPK in den Nukleus und neuronaler Differenzierung fthrt. Durch die Dauer der
MAPK-Aktivitat werden also differenzierte zellulare Reaktionen ausgelést (Silar et al.,
1997; Qiu et al., 2004; Karkoulias und Flordellis, 2007).

Mitunter werden Komponenten von Signalkaskaden auch nur in bestimmten Zellen
exprimiert. Ein solches Beispiel bietet die Aktivierung intrazellularer Effektoren durch
LET-23, eine Rezeptortyrosinkinase aus Caenorhabditis elegans. Wahrend LET-23
in verschiedenen Geweben die Ras/MAPK-Kaskade stimuliert (Chamberlin und
Sternbeg, 1994; Moghal und Sternberg, 2003), erfolgt in der Keimbahn die
Aktivierung von Lfe-1 und Lfe-2 (Let-23 fertility effector 1 und 2), die restriktiv nur dort
exprimiert werden (Clandinin et al., 1998).

Darlber hinaus sind sich entwickelnde Gewebe in vivo oft vielen unterschiedlichen
extrazellularen Signalen ausgesetzt, welche die Aktivierung verschiedener
Rezeptoren bewirken. Synergistische oder antagonistische Effekte zwischen
Signalwegen fihren dabei zur Induktion spezifischer zellularer Reaktionen (Riese
etal., 1997; Rohrbaugh et al., 2002). Ein Beispiel flr eine anatagonistische
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Wechselwirkung zwischen Signalwegen ist die Interaktion zwischen EGFR und
Notch. Wahrend der Entwicklung der Photorezeptorneurone stimuliert Notch die
Expression des transkriptionellen Repressors Yan, wohingegen EGFR Uber Pointed
die Expression von Yan inhibiert (Rohrbaugh et al., 2002).

Die aus der ektopischen Rezeptoraktivierung in Gliazellen resultierenden
Phanotypen ergeben sich also wahrscheinlich durch die Interaktion mit den bereits
natirlicherweise in diesen Zellen agierenden Signalwegen sowie durch eine
unterschiedliche Signalstarke und -dauer.

4.2.2 Die simultane Aktivierung der Ras- und PI3K/Akt-
Signalkaskaden stimuliert die Proliferation

Die Signaltransduktion durch Ras wird in der Literatur vor allem mit der Regulation
der Proliferation von Zellen in Zusammenhang gebracht (Hill und Treisman, 1995),
wahrend die PI3K/Akt-Signalkaskade das Wachstum von Zellen, Resistenz
gegenilber Apoptose, Invasion und Migration vermittelt (Vivanco und Sawyers, 2002;
Shaw und Cantley, 2006; Stambolic und Woodgett, 2006). In dieser Arbeit resultierte
die simultane Deregulation von ras®® mit Atop, PI3K*® oder Akt? in allen
untersuchten Augenimaginalscheiben in einer Zunahme der glialen Proliferation. Im

Gegensatz dazu fiihrte die Expression von ras®*®

alleine nicht nur zur Stimulation der
glialen Proliferation, sondern auch zu ektopischer Migration.

Ras aktiviert verschiedene Effektoren, darunter Raf- und PI3-Kinasen (Ulki und Der,
2003; Shaw und Cantley, 2006). Dabei stabilisiert Ras die Lokalisation von PI3K
nahe der Plasmamembran und aktiviert die katalytische Untereinheit von PI3K, p110
(Rodriguez-Viciana et al., 1994; Orme et al, 2006). Die aus der alleinigen

ektopischen Expression von ras®®

resultierenden Phanotypen kdnnten sich also
einerseits aus der Raf-vermittelten Aktivierung der MAPK-Signalkaskade ergeben,
und andererseits aus der Stimulation des PI3K/Akt-Signalwegs durch Ras.

Bei der Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade durch Expression von Atop, PI3K*E
oder Akt1 in Kombination mit der ektopischen Expression von ras®*® wurde in keinem
Fall ektopische Migration von Gliazellen beobachtet. Es scheint also Mechanismen
zu geben, die wahrscheinlich aufgrund einer Dosisabhangigkeit bei der direkten

Aktivierung der Ras- und PI3K/Akt-Signalkaskaden einen anderen Phanotyp
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verursachen als bei der alleinigen Stimulation von Ras und der daraus resultierenden
Ras-vermittelten Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade. Beispielsweise konnte in
einem transgenen Mausmodell gezeigt werden, dass die simultane Aktivierung von
Akt1 und ErbB2, einem Aktivator von Ras, zu deutlich weniger Metastasen flhrte als
die Expression von ErbB2 alleine (Hutchinson et al., 2004).

4.2.3 Die Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade stimuliert die
Migration

Die simultane Aktivierung von Atop zusammen mit PI3K**® oder Akt1 fiihrte im
Vergleich zu den Phéanotypen, die aus der Expression der einzelnen Transgene
resultierten, zu einem deutlichen Anstieg der ektopischen Migration von Gliazellen in
den untersuchten Augenimaginalscheiben.

Bei Saugetieren gibt es Hinweise auf eine positive Beteiligung von Akt an der
Migration von Zellen. So aktiviert Akt die Expression der Matrix-Metalloproteinase
MMP-9, deren Funktion die Degradation der extrazelluldaren Matrix ist (Kim et al.,
2001). Ein weiteres Ziel der Regulation von Akt ist ACAP1 (ADP-Ribosylation Factor
Directed GTPase-Activating Protein 1), das durch Akt phosphoryliert wird und an
dem vesikularen Transport von Integrin B1 zur Plasmamembran beteiligt ist (Li et al.,
2005). Dartiber hinaus bindet APE (Akt Phosphorylation Enhancer) nach
Phosphorylierung durch Akt an das Aktinzytoskelett und stimuliert die Bildung von
Lamellipodien (Enomoto et al., 2005).

Im Gegensatz zu diesen Forschungsergebnissen gibt es jedoch auch Publikationen,
die eine inhibitorische Funktion von Akt bei der Zellmigration beschreiben. So
blockiert die ektopische Expression von aktiviertem Akt in Brustkrebszelllinien und
Epithelzellen die Migration der Zellen in Matrigel (Irie et al., 2005; Yoeli-Lerner et al.,
2005). Als moglicher Mediator der durch Akt inhibierten Migration wurde NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells) vermutet (Jauliac et al., 2002). Ein weiterer
Mechanismus zur Inhibition der Migration durch Akt kdnnte tGber ERK (Extracellular
Signal Regulated Kinase) vermittelt werden, das durch Akt blockiert wird (Irie et al.,
2005).

Diese gegensatzlich erscheinenden Ergebnisse sind wahrscheinlich auf Isoform-
spezifische Funktionen von Akt zurlickzuflhren. Bei S&ugetieren gibt es drei
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Akt-Gene, die als Akt1, Akt2 und Akt3 bezeichnet werden (Staal, 1987; Murthy et al.,
2000). Dabei scheinen Akt1 und Akt2 kontrare Einflisse auf das Migrationsverhalten
von Zellen auszulben, wobei Akt1 eher inhibitorisch und Akt2 vor allem stimulierend
auf die Motilitat wirkt (Toker und Yoeli-Lerner, 2006).

In Drosophila wurde bisher nur ein Akt codierendes Gen identifiziert, das zu dem
humanen Akt1 die gréBte Homologie hat. In der Literatur wird Drosophila-Akt1 vor
allem mit einer regulatorischen Funktion bei der Zell- und OrgangréBe in
Zusammenhang gebracht (Verdu et al., 1999). Da aber die ektopische Expression
von Akt! in Kombination mit Atop oder PI3K®® die Migration deutlich starker
stimulierte als die ektopische Expression von Atop oder PI3K®%F alleine, ist eine

Beteiligung von Akt1 an der Zellmotilitdt nahe liegend.

4.2.4 Die Funktion von PTEN

Die RNA Interferenz-induzierte Verringerung der Expression von PTEN unter
Kontrolle des Gal4-Treibers repo ergab eine Abnahme der Gliazellzahl in der
Augenimaginalscheibe und den peripheren Nerven.

Der Funktionsverlust von PTEN in humanen Tumoren wird vor allem mit einer
Verringerung der Apoptose und einer Stimulation der zelluldren Proliferation
assoziiert, zwei Eigenschaften, die aus dem Verlust des regulatorischen Einflusses
von PTEN auf den Zellzyklus resultieren (Sulis und Parsons, 2003). Beispielsweise
hemmt die gesteigerte Expression von PTEN in Gliomzellen den Zellzyklus. Die
Suppression der Proliferation scheint sich dabei aus der Inhibition der Gi/S-
Phasentransition zu ergeben (Furnari et al., 1998; Cheney et al., 1998). Analog dazu
fihrt bei immortalisierten Fibroblastenzellen der Funktionsverlust von PTEN zu
erhéhter Resistenz gegeniber Apoptose (Stambolic et al, 1998). Auch im
Mausmodell wird durch den Funktionsverlust von PTEN eine erhdhte Zellproliferation
induziert (Suzuki et al., 1998).

PTEN ist eine Phosphatase mit dualer Spezifitét, die zwischen dem Menschen und
Drosophila konserviert ist (Gao et al., 2000). Eine Funktion der PTEN-Phosphatase
sowohl in Drosophila als auch im Menschen ist die Dephosphorylierung des second
messenger PIP3 (Maehama and Dixon, 1998). PTEN steht also der Funktion der
PISK antagonistisch gegentber und spielt somit eine wichtige Rolle bei der
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Regulation der PI3K-vermittelten Signaltransduktion. In Drosophila ist ein wichtiger
Aktivator von PI3K der Insulinrezeptor (InR).

Wahrend die Insulinkaskade in Sdugetieren vor allem den Blutzuckerspiegel reguliert
(Saltiel und Kahn, 2001), besteht die Funktion dieses Signalwegs in Drosophila in der
Stimulation von zellautonomen GréBenwachstum (Butler und Le Roith, 2001).
Mutationen im InR, p110 oder Akt verringern das GréBenwachstum (Béhni et al.,
1999; Brogiolo et al, 2001; Rintelen et al, 2001), wahrend hypomorphe
PTEN-Mutationen eine GrdBenzunahme der gesamten Fliege verursachen, die vor
allem durch vergréBerte Zellen verursacht wird (Brogiolo et al., 2001; Oldham et al.,
2002). Bei der RNA Interferenz-induzierten Deregulation von PTEN in dieser Arbeit
schien die Schicht aus Gliazellen um die Axone der peripheren Nerven und die
Photorezeptoraxone herum dicker zu sein als im Wildtyp. Da aber gleichzeitig eine
Reduktion der Zellzahl beobachtet wurde, ist es wahrscheinlich, dass dieses
Ph&nomen durch eine VergréBerung der einzelnen Zellen entsteht.

Dariber hinaus hat PTEN in Drosophila, ebenso wie im Menschen, Einfluss auf die
Proliferation. PTEN-defiziente Klone im Komplexauge der adulten Fliege enthalten
etwa doppelt so viele Ommatidien wie die benachbarten Twinspots (Goberdhan
et al., 1999). Allerdings bleibt dabei unklar, weshalb in dieser Arbeit die Verringerung
der Expression von PTEN in einer verringerten Anzahl glialer Zellen resultiert. Eine
mdgliche Erklarung ware, dass die Deregulation von PTEN zur Induktion von
Apoptose in den betroffenen Zellen fihrt, um eine Stérung der Gewebeintegritat zu

verhindern.

4.3 Interaktionen zwischen ektopisch migrierenden

Gliazellen und Neuronen

Durch die Deregulation des PI3K/Akt-Signalwegs konnten die Gliazellen der
Augenimaginalscheibe zu ektopischer Migration apikal der Scheibe stimuliert
werden. Dabei kolokalisierten die ektopisch migrierenden Zellen stets mit
HRP-positiven Strukturen.

Wahrend der Entwicklung von Drosophila gibt es eine enge Interaktion zwischen
Neuronen und Gliazellen, wobei in vielen Fallen Neurone den migrierenden

Gliazellen als Substrat dienen. So nutzen beispielsweise wahrend der
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Embryonalentwicklung von Drosophila die peripheren Gliazellen die Motoaxone, um
von der Ubergangszone zwischen ZNS und PNS weiter in die Peripherie zu
migrieren (Sepp und Auld, 2003; Edenfeld et al., 2007). Auch wé&hrend der
Entwicklung der optischen Loben im dritten Larvenstadium sind die Gliazellen zur
Migration auf direkte Interaktion mit Neuronen angewiesen (Dearborn und Kunes,
2004). Infolge der ektopischen Regulation des PI3K/Akt-Signalwegs kdnnten also die
Gliazellen den Bolwig-Nerv als Substrat zur Migration nutzen.

Gliazellen haben auch eine wichtige Funktion bei der korrekten axonalen
Wegfindung. Bei der Musterbildung des ventralen Nervenstrangs im Drosophila-
Embryo sezernieren die Mittellinienglia Netrine, die ein attraktives Signal flr die zur
Mittellinie hinwachsenden kommissuralen Axone darstellen. Der Funktionsverlust von
Netrin flhrt zu Defekten in der Kommissurbildung (Harris et al., 1996). Auch in der
Augenimaginalscheibe bestimmt die Position der Gliazellen die Richtung, in welche
die Photorezeptoraxone projizieren. In gilgamesh-mutanten Larven migrieren
beispielsweise Gliazellen weiter als im Wildtyp nach anterior, wobei im Folgenden die
Axone der Photorezeptorneurone ebenfalls nach anterior in Richtung der ektopisch
migrierenden Glia projizieren (Hummel et al., 2002). Ein sekundarer Effekt der
Deregulation des PI3K/Akt-Signalwegs kdnnte also eine falsche Projektion der
Photorezeptoraxone sein, die sich an den ektopisch migrierenden Gliazellen

orientieren.

4.3.1 Die Funktion der Carpet Glia bei der Migration anderer

Gliazellen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Auspragung des migratorischen
Phéanotyps bei ektopischer Genexpression von der Lage und der Morphologie der
Carpet Glia abhangig ist. Die Carpet Glia regulieren die Migration der Gliazellen, die
sich aus dem optischen Stiel in die Augenimaginalscheibe bewegen. Diese
Gliazellen beenden ihre Fortbewegung entlang einer Grenze, die sich etwa drei bis
vier Reihen von Photorezeptorneuronen posterior der morphogenetischen Furche
befindet und die mit dem anterioren Rand der Carpet Glia Ubereinstimmt (Silies et al.,
2007).
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Die Deletion der Carpet Glia resultiert in verspateter Termination der glialen
Migration. Dabei migrieren die Gliazellen zwar normal auf der basalen Seite der
Augenscheibe, jedoch beenden sie ihre Migration nicht in dem differenzierten Tell
der Scheibe, sondern anterior der morphogenetischen Furche (Silies et al. 2007). In
dieser Arbeit wurde jedoch die Carpet Glia nicht deletiert, vielmehr bildete diese nur
einige dinne Auslaufer basal in der Scheibe. Trotzdem zeigten die migrierenden
Gliazellen keine Migrationsdefekte, sondern beendeten ihre Fortbewegung entlang
der gleichen Grenze, die auch von den Gliazellen in wildtypischen
Augenimaginalscheiben respektiert wird. Die Anwesenheit der Carpet Glia scheint
also ausreichend zu sein, um die Migration der Ubrigen Glia an der richtigen Stelle zu
terminieren. In einigen Praparaten befand sich die Carpet Glia apikal in der
Augenimaginalscheibe. In diesen Fallen war die ektopische Migration von Gliazellen
in diesen Bereich besonders ausgepragt. Die Carpet Glia kénnte also den Ubrigen
Gliazellen auch die Richtung der Migration vorgeben.

4.4 Medikamenten-induzierte Inhibition ektopisch

exprimierter Gene

Durch die ektopische Regulation verschiedener Gene und Genkombinationen
konnten zwei typische Kennzeichen von Tumoren induziert werden, gesteigerte
Proliferation und verstarkte Migration. Im Folgenden wurde getestet, ob diese
morphologischen Verdnderungen durch die Applikation von Medikamenten, die zur
Behandlung von humanen Tumorpatienten entwickelt wurden, inhibiert werden

kdnnen.

4.4.1 Drosophila als Modell fiir Medikamententests

Bei der Verwendung von Drosophila als Modell fir Medikamententests stellt sich die
Frage, ob Drosophila auf chemische Substanzen, die zur Behandlung humaner
Krankheiten entwickelt wurden, ebenfalls mit einer Reduktion der morphologischen
Defekte reagiert. Ein solcher Ansatz wurde beispielsweise flr bubblegum-mutante

Fliegen beschrieben, bei denen eine altersabhangige Zunahme des axonalen
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Durchmessers in der Lamina und eine Degeneration der Zellkérper in der Retina zu
beobachten ist. Das bubblegum-Gen stellt das einzige Drosophila-Homolog der
humanen VLCFA-CoA-Synthetase (Very Long Chain Fatty Acids) dar, deren
Funktionsverlust im Menschen Adrenoleukodystrophie auslést. Bei dieser Krankheit
erfolgt eine Akkumulation von VLCFA (Hein et al, 2008). Die Behandlung von
Patienten mit ,Lorenzo’s OI“ (eine Mischung aus Glycerol-Trioleat und Glycerol-
Trieruct) normalisiert die Menge an VLCFA (Deon et al., 2006). Bei Drosophila fihrt
eine Behandlung mit ,Lorenzo’s Ol zu einer Reduktion des neurodegenerativen
Phanotyps (Min und Benzer, 1999). Ein weiteres Beispiel ist die Behandlung von
Fliegen, die mutantes Huntingtin exprimieren und infolge dessen Neurodegeneration
und gesteigerte Letalitdt zeigen, mit Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC). Dieser
Ansatz wurde gewahlt, da die Expression von mutantem Huntingtin mit einer
verringerten Acetylierung der Histone H3 und H4 einhergeht. Die Applikation der
HDAC-Inhibitoren Butyrat und SAHA (Suberoylanilide Hydroxamic Acid, auch als
Vorinostat bezeichnet) resultiert in einer Normalisierung der Histonacetylierung sowie
in einer deutlichen Reduktion der Neurodegeneration und einer Verlangerung der
Vitalitat (Steffan et al., 2001).

Die Identifikation von SAHA als potentielles Therapeutikum fir Huntington hat
gezeigt, dass die Ergebnisse der Drosophila-Versuche auf Saugetiere Ubertragbar
sein kdnnen. SAHA inhibiert effizient die durch die Expression eines humanen
Huntingtin-Transgens ausgelésten Defekte in der Fliege und wurde deshalb an
transgenen Mausen getestet, wo ebenfalls eine Reduktion des neurodegenerativen
Phanotyps beobachtet wurde (Steffan et al., 2001; Ferrante et al., 2003). Auch der
Tyrosinkinase-Inhibitor ZD6474, welcher die enzymatische Aktivitat der
Rezeptortyrosinkinase RET inhibiert, konnte die Effekte der ektopischen Expression
von RET sowohl in Drosophila als auch in transgenen Mausen effektiv verringern
(Carlomagno et al., 2002; Vidal et al., 2005).

Es gibt also Beispiele, in denen Medikamente in etablierten Fliegenmodellen den
pathologischen Phéanotyp inhibieren. In dieser Arbeit wurden Chemikalien, deren
positiver Effekt bei der Behandlung humaner Krankheiten belegt ist, an Drosophila -
Larven verflttert. Das Resultat war eine deutliche Verbesserung der
morphologischen Defekte der Augenimaginalscheiben, welche durch die ektopische
Expression von Atop und PI3K*F ausgeldst wurden.
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4.4.2 Hemmung von EGFR und PI3K durch Gefitinib, Wortmannin

und Triciribine

Gefitinib, das unter dem Namen Iressa vertrieben wird, wurde zur Inhibition von
EGFR entwickelt. Gefitinib zeigt eine hohe Affinitat fir EGFR und wurde urspringlich
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu ATP selektiert. Es inhibiert kompetitiv die
Bindung von ATP an die intrazellulare Doméane von EGFR, da es eine wesentlich
héhere Affinitat fur die ATP-Bindungsstelle hat als ATP selbst (Ward et al.,1994;
Barker et al., 2001). In Drosophila fihrte die Verfutterung von Gefitinib an Larven mit
dem Genotyp repo >> Atop, PI3K**c zu einer Reduktion der morphologischen
Defekte. Die Aminosauresequenz der intrazellularen EGFR-Doméane von Drosophila
und dem Menschen ist zu 62 % identisch (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
Diese Ubereinstimmung scheint also ausreichend fiir einen inhibitorischen Effekt von
Gefitinib auf den Drosophila-EGFR zu sein.

Trotzdem konnten die Aberrationen der Augenimaginalscheiben nicht vollstandig
revertiert werden, was aber wahrscheinlich auf die zusatzliche Aktivitat von PI3K%E
zurickzufihren ist. Zur Inhibiton von PI3K wurde Wortmannin an Larven verfittert,
die wiederum Atop und PI3K®F in Gliazellen ektopisch exprimierten. Wortmannin
inhibiert alle Mitglieder der PIBK-Familie irreversibel durch kovalente Alkylierung von
Lysin-802, das am Phosphattransfer an der ATP-Bindestelle von p110 beteiligt ist.
Wortmannin wird in der ATP-Bindetasche von p110 durch eine Kombination aus
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophober Interaktion gebunden (Wymann
et al., 1996; Walker et al., 2000). Die Verfutterung von Wortmannin resultiert in einer
vollstandigen Inhibition des mutanten Phanotyps.

Durch die Applikation von Medikamenten, die fir den Menschen entwickelt wurden,
konnte in Drosophila also eine Hemmung der durch die ektopische Expression von
EGFR und PI3K induzierten Phanotypen erreicht werden. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Homologie des EGFR und der PI3K aus Drosophila bzw. dem
Menschen ausreichend groB ist, um eine derartige Wirkung der entsprechenden
Chemikalien zu ermdglichen.

Im nachsten Schritt sollte getestet werden, ob die Hemmung des PI3K-Effektors Akt
ausreichend ist fur eine Verringerung der ektopischen Migration und gesteigerten
Proliferation von Gliazellen bei Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, PI3K*E. Dazu
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wurde der Akt-Inhibitor Triciribine verwendet, der sehr selektiv die Phosphorylierung
von Akt2, aber auch von Akt1 und Akt3 hemmt (Yang et al., 2004). Der genaue
Mechanismus der Wirkungsweise von Triciribine ist allerdings noch nicht erforscht.
Die Verflitterung von Triciribine an Larven mit dem Genotyp repo >> Atop, PI3K%E
hatte eine inhibierende Wirkung auf die ektopische Migration und gesteigerte
Proliferation von Gliazellen der Augenimaginalscheibe. Dartber hinaus kann aus
diesem Ergebnis aber auch gefolgert werden, dass Akt trotz der verschiedenen
moglichen Ziele von EGFR und PI3K ein priméares Ziel der Aktivitdt von EGFR und

PI3K zu sein scheint.

4.5 ldentifikation von Genen mit regulatorischem Einfluss
auf PVR

Bei der Suche nach Genen mit regulatorischem Einfluss auf PVR wurden
verschiedene Kandidaten identifiziert, von denen CG9494, CG11335, CG8595 und
CG5825 von besonderem Interesse sind, da deren RNA Interferenz-vermittelte
Verringerung der Expression zu einer deutlichen Verlagerung der Apvr-induzierten
Letalitat in spatere Entwicklungsstadien fihrt.

CG9494 codiert fur Tetraspanin 29Fa, einem von 37 verschiedene Tetraspaninen in
Drosophila (Todres et al., 2000). Tetraspanine kdnnen untereinander oder mit
anderen Molekilen Komplexe an der Zelloberflache ausbilden, die als
Tetraspaninnetze bezeichnet werden (Claas et al., 2001; Lazo, 2007). Diese
Strukturen tragen zur Organisation verschiedener Membranproteine bei.
Beispielsweise interagiert CD9, ein Vertreter der humanen Tetraspanin-Familie, mit
EGFR. Tetraspanin beeinflusst die Lokalisation von EGFR in der Plasmamembran
und férdert so die Interaktion zwischen EGF und EGFR (Murayama et al., 2008).
CD9 vermittelt auBerdem die TGF-a-induzierte autokrine Aktivierung des EGFR,
indem es die Proteolyse der extrazelluldaren Doméne von TGF-a einschrankt, die in
der Freisetzung des I6slichen Wachstumsfaktors resultiert (Shi et al., 2000).

Dariber hinaus ist eine zentrale Funktion von Tetraspaninen die Interaktion mit
Integrinen. Beispielsweise fordern Wechselwirkungen zwischen dem humane
Tetraspanin CD151 und verschiedenen Integrinen die Adhé&sion von Zellen an die
extrazellulare Matrix und dadurch die Zellmotilitdt (Nishiuchi et al., 2005). AuBerdem
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stimuliert die Aktivierung von CD151 Uber verschiedene intrazelluldre Signalwege, an
denen wahrscheinlich FAK (Focal Adhesion Kinase) und die MAPK beteiligt sind, die
Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 (Hong et al., 2006; Liu et al, 2007).
Ebenso stimuliert auch CD9 die Adhasion und Migration von Zellen (Anton et al.,
1995; Cook et al,, 1999; Mazzocca et al., 2002), und ist darliber hinaus an der
Metastasenbildung von Tumorzellen beteiligt (Miyake et al., 1996; Hashida et al.,
2003). Es wird vermutet, dass CD9 zu gesteigerter Aktivitdt der PI3K flihrt, die
wiederum verstarkte Expression von Integrin a5p81 auslést (Somanath et al., 2007;
Kotha et al., 2008).

Tetraspanine tragen also nicht nur zur Organisation von Membranproteinen bei,
sondern beeinflussen auch die Signaltransduktion durch Rezeptortyrosinkinasen und
stimulieren die Aktivitat von RTK-Effektoren.

Ein weiterer Kandidat, der im Screen nach Genen identifiziert wurde, welche die
Apvr-induzierte Letalitat in spatere Entwicklungsstadien retten kénnen, ist CG11335,
das flir eine Lysyloxidase (LOX) codiert. Die Lysyloxidase von Saugetieren ist ein
Enzym der extrazellularen Matrix, das an der kovalenten Quervernetzung von
fibrillarem Kollagen und Elastin beteiligt ist (Kagan und Li, 2003). Gesteigerte
Aktivitat von LOX ist mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, wie etwa
Arteriosklerose oder seniler Plaquebildung bei Alzheimer (Gilad et al., 2005;
Rodriguez et al, 2008). Eine aberrante Expression von LOX ist auch fir
verschiedene Tumore beschrieben. In diesem Kontext wurde allerdings sowohl eine
Beteiligung von LOX an der Stimulation als auch an der Inhibition der Zellmotilitat
beobachtet. Beispielsweise inhibiert die ektopische Expression von LOX die Ras-
induzierte onkogene Transformation von Zellen. Die Aktivitat von Ras fihrt zur
Stimulation von NFkB, die durch den PI3K/Akt- und den MEK-Signalweg vermittelt
wird (Rodriguez-Viciana et al., 1997). Die Funktion von LOX besteht in der Inhibition
von PI3K (Jeay et al., 2002).

Kontrar dazu wird LOX verstarkt in anaplastischen Astrozytomzellen exprimiert
(Hayashi et al., 2004; Laczko et al., 2007) und tragt in Brustkrebszellen zur Invasion
und Metastasierung der Zellen bei (Kirschmann et al., 2002). Dieser Effekt scheint
durch die LOX-vermittelte Stimulation des FAK/Src-Signalwegs zu erfolgen
(Nellaiappan et al., 2000; Payne et al., 2005). Im Kontext dieser Arbeit verschiebt
LOX die PVR-induzierte Letalitat in spatere Entwicklungsstadien. Da die Expression
von Apvr auch mit einer Stimulation der Migration einhergeht, kénnte der positive
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Effekt der Funktionsreduktion von LOX auf die Vitalitat auf eine Hemmung der
Zellmotilitat zurlckzuflhren sein.

CG8595 reprasentiert Toll-7, einen Vertreter der Toll-Familie, die bei Drosophila
insgesamt acht membranstandige Rezeptoren umfasst. Beim Menschen gibt es eine
Gruppe strukturell verwandter Proteine, die TLRs (Toll-Like Receptors). TLRs haben
eine wichtige Funktion bei der angeborenen Immunantwort (Alexopoulou et al.,
2001). Die Aktivierung von TLRs stimuliert NFkB, der wiederum die Expression
verschiedener an der Immunantwort beteiligter Gene auslést, wie beispielsweise von
Interleukinen (IL) (Li und Qin, 2005). An der Regulation der IL-Expression sind auch
mTor und GSKS beteiligt, die durch PI3K reguliert werden. Die Hemmung von mTor
resultiert in einer erhéhten Expression von IL-12, wahrend GSK3 die Produktion von
IL-12 foérdert (Kuo et al, 2006; Ohtani et al., 2008). TLRs kdnnen PI3K direkt
aktiveren. Beispielsweise bindet TLR2 an PI3K, ebenso wie TLR3 (Sarkar et al.,
2004), wahrend TLR5 durch den Adaptor MyD88 zur Aktivierung von PI3K fihrt
(Rhee et al., 2006). Es ware also mdglich, dass die RNA Interferenz-vermittelte
Verringerung der Expression von CG8595 eine reduzierte Aktivitat von PI3K zur
Folge hat und so einer PVR-induzierten gesteigerten Migration entgegenwirkt. So
resultiert beispielsweise die Aktivierung der PI3K durch TLR2 nicht nur in der
Regulation der Interleukin-Expression, sondern scheint auch zu verstarkter
Expression der Integrine CD11b und CD18 zu fuhren (Harokopakis und
Hajishengallis, 2005). CD11b und CD18 sind unter anderem an der Adhasion von
Leukozyten und der transendothelialen Migration dieser Zellen beteiligt (Montecucco
et al., 2008).

CG5825, ein weiterer der identifizierten Kandidaten, codiert fir das Histon H3.3A.
Das Histon H3 ist als Teil des Nukleosoms essentiell fir die Organisation der
eukaryotischen DNA (Groth et al., 2007). Es gibt verschiedene Varianten des Histons
H3. Im Menschen werden H3.1 und H3.2 wahrend der S-Phase und H3.3 wahrend
des restlichen Zellzyklus exprimiert (Hake et al, 2006). H3.3 ist vor allem in
Bereichen aktiver Transkription zu finden (Chow et al., 2005; Mito et al., 2005). Die
N-terminalen Histonenden kénnen das Ziel kovalenter Modifikationen sein, die zur
Regulation der Genexpression beitragen (Li et al., 2007). Beispielsweise wird die
Phosphorylierung von H3 mit der Chromosomenkondensation wahrend der Mitose
assoziiert (Wei et al., 1999) und spielt dartber hinaus auch bei der transkriptionellen
Aktivierung von Genen eine Rolle (Van Hooser et al., 1998). Die MAPK-vermittelte
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Phosphorylierung von H3.3 Teil scheint Teil der Aktivierung von unmittelbar friihen
Genen zu sein (Immediate Early Genes, IE) (Cheung et al., 2000; Clayton et al.,
2000), einer Gruppe von Genen, deren Transkription bereits wenige Minuten nach
der Stimulation einer Zelle erfolgt (Sheng und Greenberg, 1990). Eine verringerte
Konzentration von H3.3 kbénnte also die Transkription verschiedener Gene

erschweren.

4.6 Untersuchung von Genen mit Deregulation in
Gliomzellen in Drosophila

Die humanen Gene RGS3 und RGS4, die im Genexpressionsprofil von in Kultur
gehaltenen Gliomzellen heraufreguliert waren (Tatenhorst et al., 2004 und 2005),
sind an der Signaltransduktion von heterotrimeren G-Proteinen beteiligt (Willars,
2006) und haben damit funktionelle Homologien zu dem Drosophila-Protein Loco.
Die Untersuchung der Funktion von Loco hat jedoch keine Hinweise auf eine
Beteiligung an der Zellmigration erbracht.

Das Genexpressionsprofil von Rattengliomzellen, das sowohl in vitro als auch in vivo
analysiert wurde, hat eine verringerte Expression der LipaseA gezeigt. Die LipaseA
agiert im Lysosom, wo sie die Hydrolyse von Cholesterinestern und Triglyeriden
katalysiert (Zhao et al., 2005). Das Drosophila-Homolog der LipaseA ist CG31871,
eine bislang nicht weiter charakterisierte Sequenz. Die aus der Verringerung der
Expression von CG31871 resultierenden Defekte kénnten auf Stdérungen in der
Lipidsynthese zurlickzufihren sein. Im Menschen wird die Fehlregulation der
humanen LipaseA mit der Wolman-Krankheit in Zusammenhang gebracht, die unter
anderem mit Triglycerid- und Cholesterinester-Ablagerung in den Eingeweiden und
im Nervensystem einhergeht (Assmann und Seedorf, 2001).

Auch die Expression von PDGF-A war im Genexpressionsprofil von
Rattengliomzellen in vitro und in vivo herunterreguliert. Das Drosophila-Homolog von
PDGF-A ist CG71083, das fur den PVR-Liganden Pvf1 codiert.

Bei Saugetieren scheint wahrend der natdrlichen Entwicklung die parakrine
Aktivierung von PDGFR durch seine Liganden der gelaufigste Weg zu sein. So wird
in Mausembryonen PDFG-A primar in Epithelzellen, Muskelgewebe und Neuronen

exprimiert, wahrend der PDGFR-a vor allem in mesenchymalen Geweben zu finden
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ist (Orr-Urtreger und Lonai, 1992; Takakura et al., 1997). In Tumoren erfolgt jedoch
oft eine autokrine Aktivierung von PDGFR, die beispielsweise zur EMT (Epithelial-
Mesenchymal Transition) beizutragen scheint (Jechlinger et al., 2006). Die autokrine
Aktivierung von PDGFR scheint aber auch fur die Proliferation und frihe
Differenzierung neuraler Stammzellen wichtig zu sein. So exprimieren neurale
Stammzellen in vitro PDGF-B und PDGFR. Die Inhibition von PDGF-B flihrt zu einer
verringerten Anzahl an Zellen, und die Blockierung von PDGFR resultiert in friiherer
Differenzierung (Erlandsson et al., 2006). Dem entsprechend waére es durchaus
moglich, dass die Gliazellen der Augenimaginalscheibe von Drosophila auf eine
autokrine Aktivierung von PVR angewiesen sind.

Trotzdem bleibt fragwirdig, weshalb die Expression von PDGF-A in schnell
migrierenden Gliomzellen reduziert war, da in Gliomen eigentlich eher mit einer
Steigerung der Aktivitat von PDGFR und seinen Liganden zu rechnen ist (Varela
et al., 2004). Die Mdglichkeit einer autokrinen Aktivierung von PVR in den Gliazellen
von Drosophila ist auf jeden Fall ein interessantes Ergebnis, wobei aber zu
hinterfragen ist, welche Aussagekraft die Identifikation von PDGF-A im
Zellkulturversuch hat.

Bei der Verwendung der Genexpressionsdaten von Zellkulturzellen ergeben sich
verschiedene Schwierigkeiten, die eine kritische Interpretation der Daten erfordern.
Beispielsweise neigen Gliomzellen in Kultur zu einem mesenchymalen Drift, d.h. sie
verlieren gliale Eigenschaften und werden stattdessen mesenchymalen Zellen
ahnlicher (Paulus et al., 1994). Dies macht sich insbesondere bei der Expression von
Genen bemerkbar, die fir Komponenten der ECM, Adhasionsmolekiile, Zytokine und
Metalloendopeptidasen codieren (Creighton et al., 2003). Das Expressionsprofil von
Zellen in Kultur ist also nicht unbedingt identisch mit dem in vivo. Es wére somit
denkbar, dass es sich bei der verdnderten Expression von RGS3 und RGS4 im
Expressionsprofil  der  Gliomzellen um ein  Artefakt der artifiziellen
Umweltbedingungen handelt, denen die Zellen in Kultur ausgesetzt sind.

Dariber hinaus ist der Phanotyp von Gliomzellen das Resultat multipler genetischer
Aberrationen (Sehgal, 1998; Baak et al.,, 2003; Beckman und Loeb, 2005), die zu
weitreichenden Stérungen der Signaltransduktionsprozesse in den betroffenen Zellen
fihren. Die Deregulation eines einzelnen Gens muss also nicht unbedingt der
unmittelbare Ausldéser von gesteigerter Migration, vermehrter Proliferation oder von

anderen Eigenschaften sein, die fir Tumorzellen kennzeichnend sind.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte zunachst die Eignung von Drosophila als Modellsystem flr die
Erforschung von humanen Gliomen untersucht werden. Dabei konnte gezeigt
werden, dass durch die Deregulation des PI3K/Akt-Signalwegs in Drosophila eine
gesteigerte Proliferation und ektopische Migration von Zellen induziert werden
konnte. Beide Eigenschaften sind typische Kennzeichen von Tumoren und treten
auch bei der Fehlregulation der humanen Homologe von EGFR, PI3K, Akt und PTEN
auf. Darlber hinaus lieB sich der aus der ektopische Genexpression resultierende
Phanotyp durch Medikamente revertieren, die zur Behandlung von Tumorpatienten
entwickelt wurden. Somit konnte erfolgreich dargelegt werden, dass Drosophila als

Modellsystem flr die Erforschung von Gliomen geeignet ist.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit Genen, die potentiell bei der
Tumorgenese von Bedeutung sein kdnnten. Die Untersuchung der Drosophila-
Homologe von Genen, die in Gliomzellen fehlreguliert waren, hat jedoch keine
verwertbaren Resultate erbracht. In einem zweiten Ansatz wurden in Drosophila
verschiedene Genen identifiziert, die fur die Migration von Zellen des Menschen von
Bedeutung sein kénnten. Fir die Effizienz dieses zweiten Ansatzes spricht, dass ein
Teil der identifizierten Kandidaten im Zusammenhang mit der Motilitdt von
Tumorzellen beschrieben ist. Folglich ist auch die Wahrscheinlichkeit gro, dass die
bisher nicht oder nur wenig charakterisierten Gene fir die Zellmotilitdt von

Bedeutung sein kénnten.
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7 Abbildungsverzeichnis

Schematische Darstellung einer Larve des dritten Larvenstadiums mit

Abb. 1.1: 9
Gehirn und Imaginalscheiben.
Abb. 1.2 Schematischer Querschnitt durch die Augenimaginalscheibe einer Larve »
" des dritten Larvalstadiums.
Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch einen peripheren 10
" Nerv einer L3-Larve.
Doménenstruktur von EGFR und PDGFR des Menschen und der
Abb. 1.4: ) 16
Drosophila-Homologe.
Abb. 1 .5: Vereinfachtes Schema der Interaktion zwischen Rezeptortyrosinkinasen 17
S und ihren Effektoren PI3K und Ras.
Abb. 2.1: Einfluss von DMSO auf die Vitalitat von Drosophila. 38
Das ZNS von L3-Larven, die einzelne Transgene in Gliazellen
Abb. 3.1: o 68
exprimieren.
Abb. 3.2: Das ZNS von L3-Larven mit simultaner Deregulation von zwei Genen. 69
Augenimaginalscheiben aus Larven mit Deregulation einzelner Gene in
Abb. 3.3: 73
Gliazellen.
Statistische Verteilung der Phanotypen von Augenimaginalscheiben aus
Abb. 3.4: 74
Larven mit Deregulation der Zielgene.
Anzahl der Gliazellen verschiedener Genotypen in
Abb. 3.5: ) . ) o 75
Augenimaginalscheiben unterschiedlichen Alters.
Querschnitt durch den optischen Stiel von L3-Larven, die einzelne
Abb. 3.6: . . o 76
Transgene mit dem Gal4-Treiber repo exprimieren.
Abb. 3.7: Augenscheiben aus Larven mit simultaner Deregulation von zwei Genen. 80
In der Augenimaginalscheibe gibt es zwei gliale Zellkerne, die sich von
Abb. 3.8: o ) - . 82
den Ubrigen aufgrund ihrer GréBe unterscheiden.
Visualisierung der Morphologie und Position der Carpet Glia durch
Abb. 3.9: 82

ektopisch exprimiertes GFP.
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Morphologie und Position der Carpet Glia sind in Augenscheiben mit

Abb. 3.10: 85
Migrationsphanotyp anders als im Wildtyp.

Abb. 3.11:  Akt1 beeinflusst die Gliazellzahl in der Augenimaginalscheibe. 86
RNA Interferenz-vermittelte Verringerung der Expression von PTEN in

Abb. 3.12:  Gliazellen resultiert in morphologischen Aberrationen der peripheren 87
Nerven.
Das Nervensystem einer Larve von Drosophila des dritten

Abb. 3.13:  Larvenstadiums als schematische Darstellung und in einer 88
mikroskopischen Aufnahme.
Statistische Bestimmung der Gliazellzahl in den peripheren Nerven des

Abb. 3.14: . ) 89
Wildtyps mit verschiedenen Methoden.

Abb. 3.15: Quantifikation der Gliazellkerne in den peripheren Nerven von Wildtyp und %

"7 Larven mit einem RNA Interferenz-induzierten knock down von PTEN.
Abb. 316 Augenimaginalscheiben aus Larven mit ektopische Expression von ras®*® -
"~ alleine und in Kombination mit Atop, PI3K*F und Akt1.

Simultane Expression von Atop und PI3**F in Gliazellen resultiert in

Abb. 3.17: ] 94
morphologischen Defekten des Nervensystems.
Der EGFR-Inhibitor Gefitinib reduziert die durch die ektopische

Abb. 3.18:  Expression von Afop und PI3K®*F in Gliazellen induzierte Proliferation, 96
aber nicht die Migration.
Der EGFR-Inhibitor Wortmannin unterdriickt den Effekt von simultan in

Abb. 3.19: ) o 92F 97
Gliazellen exprimiertem Afop und Pl .
Die Verabreichung des Akt-Inhibitors Triciribine reduziert den Effekt von

Abb. 3.20: . o o oF 98
simultan in Gliazellen exprimiertem Afop und PI3K®*.
Ektopische Aktivierung verschiedener Rezeptortyrosinkinasen in

Abb. 3.21: ) ) 100
Gliazellen mit dem UAS/Gal4-System.
Einfluss von ektopisch in Gliazellen exprimiertem Afop und Apvr auf die

Abb. 3.22: ) . ) 102
Augenimaginalscheiben von L3-Larven.
Expression von Atop und Apvr in Gliazellen fihrt zu Defekten des Gehirns

Abb. 3.23: . 104
und der peripheren Nerven.
Anzahl Repo-positiver Zellkerne in den peripheren Nerven des Wildtyps

Abb. 3.24: 105

und bei Expression von Afop und Apvr.
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Abb. 3.25:  Einfluss von Afop und Apvr auf die Anzahl GFP-markierter Gliazellklone. 106
Die Gliazellen der Augenimaginalscheibe gehéren zu verschiedenen

Abb. 3.26: 108
Untergruppen.
Prozentuale Anteile der Gliazellarten in der Augenscheibe des Wildtyps

Abb. 3.27: . 109
und bei Expression der Transgene UAS Afop und UAS Apvr mit repoGal4.
Morphologie von Gliazellen mit repoGal4-induzierter Expression von UAS

Abb. 3.28: 111
Apvr.
Morphologie von Gliazellen der Augenimaginalscheibe bei repoGal4-

Abb. 3.29: ) 112
induzierter Expression von UAS Atop.
Augenimaginalscheiben mit Expression einer dominant negativen Form

Abb. 3.30: 113
von PVR in Gliazellen.
PVR wird im Epithel der Augenimaginalscheibe und in Hamozyten

Abb. 3.31: o 115
exprimiert.

Abb. 3.32:  PVR wird in den Perineuralglia der peripheren Nerven exprimiert. 116
Die Deregulation weiterer Gene soll die Apvr-induzierte Letalitat in andere

Abb. 3.33: ) 117
Entwicklungsstadien verschieben.
Kreuzungsschema fir den Screen nach Genen mit regulatorischem

Abb. 3.34: 118
Einfluss auf PVR.

Abb. 3.35:  Loco-RNA ist in Gliazellen des Embryos zu finden. 122
Verringerung der Expression von loco in Gliazellen durch RNA

Abb. 3.36: 123
Interferenz-vermittelten knock down.
Verringerung der Expression von CG7103 in Gliazellen durch RNA

Abb. 3.37: 124
Interferenz-vermittelten knock down.
Verringerung der Expression von CG31871 in Gliazellen durch RNA

Abb. 3.38: 126
Interferenz-vermittelten knock down.

Abb. 3.39:  Phéanotyp des Nervensystems von CG31871-mutanten Embryonen. 127

Abb. 10.1:  Exonstruktur von loco und Sequenz des Exons 7. 172
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9 Abkurzungsverzeichnis

AS Aminosauren

ATP Adenosintriphosphat

BN Bolwig - Nerv

brat brain tumor

da daughterless

dlg discs large

DNA Desoxyribonukleinsaure

dpp decapentaplegic

ECM extrazellulare Matrix

EGF Epidermal Growth Factor

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
FAK Focal Adhesion Kinase

FGF Fibroblast Growth Factor

FLP Flipase

FRT Flipase Recognition Target

ft fat

Gal4 Galactose 4

GBM Glioblastoma multiform

GFP Green Fluorescent Protein

Grb2 Growth Factor Receptor-bound Protein 2
GS Goat Serum

hh hedgehog

HRP Horseradish Peroxidase

hyd hyperplastic discs

1(2)gl lethal (2) giant larvae

IL Interleukin

InR Insulin Receptor

loco locomotion defects

LOX Lysyloxidase

12)tid lethal (2) tumorous imaginal discs
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
MF morphogenetische Furche
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MPP Matrix-Metalloproteinase

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor
PISK Phosphatidylinositol-3-Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat

PLC Phospholipase C

PNS peripheres Nervensystem

PTEN Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on Chromosome 10
Pvf PDGF- and VEGF-related Factor

PVR PDGF- and VEGFR Receptor Related

ras rat sarcoma

repo reversed polarity

RGS Regulator of G-Protein Signaling

RNA Ribonukleinsaure

RP Reihen von Photorezeptorneuronen

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinase

scrib scribble

STAT Signal Transduction and Activator of Transcription
TLR Toll-like Receptor

UAS Upstream Activator Sequence

aN tber Nacht

v/v volume / volume

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
w/v weight / volume

WHO World Health Organsiation

wis warts

ZNS zentrales Nervensystem
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10 Anhang

10.1 Sequenzdaten

Abb. 10.1:Exonstruktur von loco und Sequenz des Exons 7.

Zur Generierung eine RNA Interfernz-Linie wurde ein Bereich des Exons 7 von loco in pWiz kloniert (in
der Abbildung in schwarz hinterlegt) und durch PCR mit genomischer DNA als Template amplifiziert.
Die Sequenz der Primer ist in Abschnitt 2.1.7 angegeben. Die Bindungsstellen der Primer sind durch
Pfeile markiert.

CTCAAAAAATCGGC TAGCAATGC TGAGGATAGAAGACGGAAAAGTC TGCTTCCCTGGCACCGAAAGACGCGGAGTAAGTC

GAGTTTTTTAGCCGATCGTTACGACTCC TATC TTCTGCC TTTTCAGACGAAGGGACCGTGGCTTTCTGCGCC TCATTCAG
L K K s A& 5 N A EDURRUEREIK S L L P W HR K T R S5 K 5

CCGCGACCGCACCGAGATAATGGCTGACATGCAGCACGCGCTGATGCCGGCGCCACCAGTACCACAAAATGCCCCGCTCA

GGCGCTGGCGTGGCTCTATTACCGACTGTACGTCGTGCGCGACTACGGCCGCGGTGGTCATGGTGTTTTACGGGGCGAGT
R DR T E I M &4 DM OH & L M P A& P P ¥ P 0O N A P L
loco forward

-

CCAGTGCCTCACTCAAACTTGTCTGCGGACAGAATTCCIT TGAGCGATCTGCACAGCTCTAGGTCATCTTTGTCCTCGTTT

GGTCACGGAGTGAGTTTGAACAGACGCC TGTC TTAAGGHACTCGCTAGACGTGTCGAGATCCAGTAGAAACAGGAGCAAA
T s A S L KL vy € 660WMNS|IL S DL HS S R S S L S 5 F

GATGCGGGCACAGCCAC TGGC GGACAAGGAGC CAGTACGGAGAGCGTGTATTCGTTGTGCCGGGTGATCCTCACCGATGG

CTACGCCCGTGTCGGTGACCGCCTGTTCCTCGGTCATGCCTCTCGCACATAAGCAACACGGCCCACTAGGAGTGGCTACC
DA G T A T G G OG A S T E S ¥ ¥ 5 L CR ¥ I L T D G

AGCCACCACCATAGTGC AGAC AAGACCTGGAGAAACAGTGGGAGAACTGGTCGAACGTTTGC TGGAAAAGAGGAACCTCG

TCGGTGGTGGTATCACGTCTGTTC TGGACCTC TTTGTCACCCTCTTGACCAGC TTGC AAACGACCTTTTCTCCTTGGAGC
A T T I ¥ 0 T R P G E T ¥ G E L ¥ E R L L E K R N L

TGTATCCCTACTATGACATAGTGT TCCAGGGC AGCACCAAGTCGATCGATGTGCAGC AGCCATCGCAAATCC TGGCCGGT

ACATAGGGATGATACTGTATCACAAGGTCCCGTCGTGGT TCAGCTAGCTACACGTCGTCGGTAGCGTT TAGGACCGGCC A
¥ ¥ P Y ¥ D I ¥ F 0O G S T K 5 I D ¥ 0 0 P 5 0 I L A& G

nAGGAGGTGGTAATCGﬁGCGCCGTGTGGCTTTCAAGCTGGACCTGCCCGATCCGAAGGTGATCTCGGTGAAGAGTAAQCC

TTCCTCCACCATTAGCTCGCGGCACACCGAAAGTTCGACCTGGACGGGCTAGGCTTCCACTAGAGCCACTTCTCATTTGG
K E ¥ ¥ I E R R ¥ A F K L D L P D P K ¥ I 5 ¥ K S5 K P

CAAGAAGCAACTGCACGAGGTGATCCGACCAATACTCAGCAAGTACAACTACAAGATGGAGCAGGTGCAGGTGATCATGA

GTTCTTCGTTGACGTGC TCCACTAGGCTGGTTATGAGTCGTTCATGTTGATGTTCTACCTCGTCCACGTCCACTAGTACT
K _ kK 0 L H E ¥ I R P I L 5 K Y N Y K ME 0O V¥ 0 ¥V I M

180

+H 240

| 320

+| 400

+ 480

580

+H 640
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GGGATACTCAAGTGCCA#TCGACCTCAATCQGCCGGTTACChTGGCCGATGGCCAGCGACTGCGCATCGTGATGGTGAAT

CCCTATGAGTTCACGGTTAGCTGGAGTTAGTCGGCCAATGGTACCGGCTACCGGTCGCTGACGCGTAGCACTACCACTTA
R D T OQOVY¥ P I DL NOPVY¥ T M & DG ORLRTI ¥ M ¥ N

TCGGATTTTCAGG TAGGCGGC GGC AGTAGCATGCC GCCGAAGC AAAGCAAACC TATGAAGCCAC TGCCGCAGGGTCATTT

AGCCTAARAGTCCATCCGCCGCCGTCATCGTACGGCGGC TTCGTTTCGTTTGGATAC TTCGGTGACGGCGTCCCAGTAAA
S D F O V¥ GG G S S M P P KOS K P M KP L P O G H L

GGATGAGCTAACGAACAAGGTGTTCAACGAGCTGCTGGCCAGCAAGGCTGATGCAGCGGCCAGCGAGAAGTCGCGGCCTG

CCTACTEGATTGCTTGTTCCACAAGTTGCTEGACGACCGGTCGTTCCGACTACGTCGCCGGTCGCTCTTCAGCGCCGGAC
b E L T N K ¥ FNEL L A S5 K A& D A A A S E K S R P

loco reverse

<

TCGATC TGTGCTCCATGAAGTCCAACGAGRCGCCC TCGGAGACATCATCGCTC TTTGAACGCATGCGGCGTC AGC AGCGC

AGCTAGACACGAGGTACTTCAGGTTGCTCEGC GGGAGCC TCTGTAGTAGC GAGAAAC TTGCGTACGCCGCAGTCGTCGLG
¥y D L C 5 M K 5 N E|JAP 5 E T S5 5 L F ERMZRERRDOQODOQOR

GATGGCGGCAACATTCCGGCT#GCAAGCTACCTAAGCTCAAGAAthGTCCACTAGCAGCAGCCAACAATCCGAGGAGGC

CTACCGCCGTTGTAAGGCCGATCGTTCGATGGATTCGAGTTCTTCTTCAGGTGATCGTCGTCGGTTGTTAGGCTCCTCCG
DG G N I P A S5 KL P KL KKK S5 TS5 5 5 0 05 E E A

AGCGACAACTCAAGCAGTCGCGGATCCCAAGAAGCCAATTATAGCC AAGC TAAAAGCGGGTGTGAAGC TGCAGGTGACGG

!
T

TCGCTGTTGAGTTCGTCAGCGCCTAGGGTTCTTCGGTTAATATCGGTTCGATTTTCGCCCACAC TTCGACGTCCACTGEC
A T T 0O A ¥ A D P K K P I I A K L K A& G Y K L 0O V¥ T

AGCGAGTAGCCGAGCACCAAG

t 1141
TCGCTCATCGGCTCGTGGTTC
E R ¥ & E H O

720

800

880

980

1040

1120
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10.2 Im Screen nach PVR-Interaktionspartnern untersuchte

Stamme

Die Tabellen geben eine Ubersicht {iber die Stamme, die als Kandidaten im Screen
nach Genen, welche die Apvr-induzierte Letalitdt in andere Entwicklungsstadien
verschieben, getestet wurden. Die Linien wurden vom RNAi Stock Center in
Wien/Osterreich (http://www.vdrc.at) und dem RNAi Stock Center in Mishima/Japan
(http://www.shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly) bezogen oder im im Institut fir Neurobiologie
(MUnster, Deutschland) generiert.

Tab. 10.1: Ubersicht iber die Staimme, die gegen die Linie UAS Apvr / CyO®®®; repoGald
UAS CD8GFP gekreuzt und bei 25 °C gehalten wurden.

In der Tabelle sind die CG-Nummern der Kandidatengene und die Identititsnummen (ID) der
entsprechenden Stdmme angegeben. Anhand der Identitdtsnummer erschlieBt sich die Herkunft
Linien. Aus einer Zahl bestehende ID-Nummern reprasentieren Stamme, die aus Wien bezogen
wurden, wahrend Linien, deren ID-Nummer eine Zahl in Verbindung mit dem Buchstaben ,R* aus
Japan stammen, und Stdmme aus dem Institut fir Neurobiologie die Bezeichnung ,KI&dmbt* bzw.
~-Hummel“in Verbindung mit einer Zahl tragen.

CG ID # CG13345 1335R-1 CG17245 17245R-4
CG10066 10066R-7 CG13651 13651R-2 CG1725 1725R-1
CG10079 10079R-2 CG13772 44236 CG1725 1725R-2
CG10120 10120R-3 CG13772 44237 CG1725 41134
CG10149 18021 CG1403 1403R-2 CG1725 Hummel 001
CG10149 18022 CG14064 14064R-1 CG17347 17347R-1
CG10159 10159R-1 CG14334 14334R-2 CG17348 17348R-1
CcG10287 10287R-1 CG14351 14351R-2 CG1762 1762R-1
CG10522 10522R-1 CG14351 14351R-3 CG1763 1763R-2
CG10522 10522R-2 CG14513 14513R-3 CG17724 17724R-1
CG10689 10689R-2 CG1470 1470R-1 CG1782 1782R-2
CcG1084 28294 CG14823 14823R-2 CG17943 17943R-6
CcG1084 40613 CG14900 14900R-1 CG18247 18247R-3
CG10954 10954R-1 CG14900 14900R-3 CG1825 1825R-1
CG10954 10954R-4 CG14948 14948R-1 CG18290 18290R-3
CG11207 11207R-1 CG15015 15015R-2 CG18296 18866
CG1130 1130R-2 CG15015 15015R-3 CG18296 18867
CcG11415 11415R-2 CG15015 Klambt 008 CG18405 18405R-1
CcG1167 1167R-1 CG15064 15064R-3 CG18405 18405R-3
CG1167 1167R-3 CG1536 1536R-4 CG18414 18414R-1
CcG1167 6225 CG15388 15388R-4 CG18657 18657R-2
CG11895 11895R-1 CG1560 1560R-1 CG18780 18780R-1
CG11910 14737 CG1560 1560R-2 CcG1897 7791
CG11910 14738 CG15893 15893R-1 CG1945 2955
CG11949 9787 CG1616 1616R-1 CG1945 2956
CG11949 9788 CG1634 27201 CG1945 30679
CG12072 12072R-1 CG1634 27202 CG1945 30680
CG12085 12085R-2 CG1634 6688 CG1964 1946R-3
CG1225 1225R-1 CG1651 25945 CG1977 Klambt 001
CG1225 1225R-2 CG1651 25946 CG2013 23229
CG1225 3722R-2 CG16868 16868R-2 CG2013 23230
CG12296 12296R-3 CG16980 16980R-1 CG2013 46927
CG12352 12352R-3 CG16980 16980R-3 CG2086 2086R-1
CG12369 35524 CG17077 7170 CG2248 2248R-1
CG12443 Klambt 020 CG17077 7171 CG2248 2248R-2
CG12443 Klambt 021 CG17183 17183R-4 CG2762 2762R-4
CG13345 13345R-4 CG17245 17245R-2 CG3000 25550
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CG3000 25553 CG5462 27424 CG7554 7554R-2
CG30173 10939R-1 CG5462 41440 CG7558 7558-R2
CG30173 10939R-3 CG5520 5520R-1 CG7719 7719R-2
CG3048 3048R-2 CG5661 5661R-1 CG7749 7749R-1
CG30483 Klambt 016 CG5837 22207 CG7765 7765R-1
CG31149 5449R-2 CG5837 Klambt 014 CG7776 7776R-2
CG31298 31298R-3 CG5870 Klambt 005 CG7823 7823R-2
CG31401 31401R-2 CG5870 Kldmbt 006 CG7823 7823R-4
CG31695 31695-R CG5870 Klambt 007 CG7951 Klambt 017
CG3193 Klambt 010 CG5887 5887R-4 CG7952 7952R-1
CG32120 32120R-1 CG5893 5893R-1 CG8114 34350
CG32311 32311R-2 CG5925 5925R-1 CG8114 35349
CG32315 Klambt 015 CG5972 5972R-1 CG8224 8224R-1
CG32747 Klambt 009 CG5972 5972R-3 CG8376 8376R-1
CG33208 11687R-2 CG5988 5988R-1 CG8491 8491R-1
CG33208 18667R-1 CG5993 5993R-2 CG8544 8544R-2
CG33208 18668R-2 CG6211 Klambt 011 CG8561 8561R-1
CG3373 3373R-2 CG6218 35069 CG8567 8567R-3
CG3408 36306 CGe407 6407R-2 CG8606 8606R-1
CG3629 11529 CG6418 6418R-2 CG8789 26910
CG3710 3710R-2 CG6446 6446R-4 CG8865 8865R-1
CG3722 3772R-1 CG6502 6502R-3 CG8965 23661
CG3886 30586 CG6551 6551R-3 CG8967 8967R-4
CG3886 30587 CG6575 6575R-1 CG9261 2660
CG3886 3886R-4 CG6615R-2 6615R-2 CG9346 9346R-1
CG3936 3936R-2 CG6716 6716R-1 CG9375 18129
CG4012 4012R-1 CG6827 8353 CG9495 9495R-3
CG4016 10020 CGe827 9039 CG9539 9539R-3
CG4016 10021 CG6867 37416 CG9579 9579R-2
CG4155 4155R-1 CG6867 37419 CG9623 9623R-2
CG4162 Hummel 002 CG6868 6868R-2 CG9623 T0530
CG4274 40500 CG6990 6990R-1 CG9623 T0531
CG4274 44834 CG6993 Kldmbt 018 CG9623 T0532
CG4466 4466R-1 CG7050 36326 CG9695 9695R-1
CG4636 4636R-1 CG7050 36328 CG9749 9749R-3
CG4636 Klambt 022 CG7050 4306 CG9749 Kldmbt 002
CG4684 4684R-1 CG7055 7055R-1 CG9901 9901R-1
CG4684 4684R-2 CG7223 Kldmbt 012 CG9901 9901R-2
CG4838 4838R-3 CG7223 Kldmbt 013 CG9968 Kldmbt 003
CG4931 4931R-1 CG7393 7393R-1 CG9968 Klambt 004
CG4931 4931R-2 CG7393 7393R-3

CG4931 Klambt 019 CG7462 40638

CG5055 5055R-2 CG7542 17131R-4

CG5249 5249R-2 CG7542 7541R-1

CG5433 5433R-2 CG7542 7542R-2

Tab. 10.2: Ergebnisse der Kreuzungen von UAS Apvr /| CyO®*®; repoGald UAS CD8GFP mit
RNA Interferenz-Linien bei 18 °C.

In der Tabelle sind die CG-Nummern der Kandidatengene und die Identitdtsnummen (ID) der
entsprechenden Stamme angegeben. Anhand der Identitdtsnummer erschlieBt sich die Herkunft
Linien. Aus einer Zahl bestehende ID-Nummern reprasentieren Stdmme, die aus Wien bezogen
wurden, wahrend Linien, deren ID-Nummer eine Zahl in Verbindung mit dem Buchstaben ,R* aus
Japan stammen, und Stdmme aus dem Institut fir Neurobiologie die Bezeichnung ,KI&dmbt* bzw.
-Hummel“ in Verbindung mit einer Zahl tragen. AuBerdem ist das Entwicklungsstadium angegeben, in
dem die Tiere starben, die Apvr simultan mit den verschiedenen RNA Interferenz-Konstrukten
exprimierten (E = embryonal letal; L1 / L2 / L3 = letal im ersten / zweiten / dritten Larvenstadium;
P = pupal letal).

CG ID # Ergebnis CG10069 | 6591 CG10110 | 18009

CG10001 | 1326 CG1007 1007R-1 CG10129 | 44384

CG10023 | 17957 CG10072 | 29434 CG10134 | 35715

CG10030 | 44480 CG10080 | 46133 CG10138 | 18016

CG1004 | 51952 CG10082 | 38326 CG10145 | 15194

mimym|m|mfm

mimym|m|mfm

m|im|m{mfm

CG10052 | 10052R-2 CG10101 | 44548 CG10148 | 44841
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CG10152 | 1410 F CG10975 | 942 E CG11738 | 17244 E
CG10154 | 46847 E CG11027 | 12931 E CG11779 | 16309 E
CG10163 | 15295 E CG11034 | 37941 E CG11793 | 31551 E
CG1o181 | 9019 E CG11058 | 31409 E CG11804 | 16313 E
CG10212 | 10711 E CG11059 | 37292 L1 CG11822 | 42740 E
CG10223 | 30625 E CG1106 | 37865 E CG11837 | 38573 F
CG10236 | 18873 E CG11064 | 6878 E CG11870 | 16334 E
CG10238 | 15990 E CG11081 | 27240 E CG11895 | 1665 E
CG10244 | 10244R-1 | E CG11081 | 4740 E CG11896 | 51379 E
CG10250 | 51311 E CG11100 | 37782 E CG11897 | 51382 E
CG10255 | 10255R-1 | E CG1112 | 42942 E CG11987 | 11987R-3 | E
CG10261 | 2907 E CG11120 | 18141 F CG1200 | 50007 E
CG10265 | 18602 E CG11128 | 45588 E CG12007 | 47405 E
CG10275 | 37283 E CG11136 | 44991 E CG12042 | 31623 E
CG10293 | 13756 E CG11146 | 47796 L1 CG12042 | 31624 E
CG10295 | 12553 F CG11170 | 41302 E CG12047 | 46660 E
CG10307 | 27150 E CG11177 | 45975 E CG12048 | 1345 E
CG10345 | 51536 E CG11183 | 31442 E CG12052 | 12573 E
CG10349 | 42924 E CG1119 [ 10942 E CG12058 | 31635 E
CG10359 | 4128 E CG11199 | 51707 E CG12058 | 31636 E
CG10364 | 10364R-1 | L1 CG11206 | 42945 E CG12061 | 8682 E
CG10374 | 48109 E CG11212 | 11212R-2 | E CG12092 | 35514 E
CG10388 | 37823 E CG11228 | 7823 L1 CG12108 | 5499 E
CG10393 | 11796 E CG11237 | 38462 L1 CG1212 [ 1212R2 | E
CG10405 | 43170 E CG1124 | 43210 E CG12131 | 12131R-1 | E
CG10413 | 3882 E CG11270 | 11270R-1 | E CG12132 | 31652 E
CG10443 | 36270 E CG11280 | 5242 E CG1214 | 4080 E
CG10443 | 36269 E CG11282 | 3046 E CG12147 | 31658 E
CG10479 | 45098 E CG11282 | 27097 E CG12154 | 51911 E
CG10480 | 38389 E CG11295 | 31484 E CG1216 | 17043 E
CG10483 | 33276 E CG11303 | 8846 E CG12181 | 38222 E
CG10493 | 16057 E CG11308 | 31487 F CG12199 | 47768 E
CG10497 | 13322 E CG11315 | 46905 E CG12201 | 42648 E
CG10505 | 6593 E CG11319 | 7621 F CG12205 | 12205R-2 | F
CG10580 | 51977 E CG11320 | 18054 E CG12212 | 3788 E
CG10620 | 5236 F CG11324 | 18061 E CG12244 | 20166 E
CG10653 | 35483 E CG11326 | 7535 E CG12273 | 42919 E
CG10686 | 31319 E CG11335 | 11335R-3 | P CG12283 | 36252 E
CG10698 | 44310 E CG1134 | 7481 E CG12287 | 52272 E
CG10699 | 45231 E CG11367 | 40900 E CG12290 | 1246 E
CG10699 | 15342 F CG11390 | 5622 E CG12340 | 22878 E
CG10702 | 27052 F CG11397 | 10937 E CG12340 | 23606 E
CG10719 | 31333 F CG11408 | 45394 E CG12351 | 41241 E
CG10723 | 30304 E CG11421 | 50725 E CG12358 | 46299 E
CG10724 | 22850 E CG11426 | 42599 E CG12366 | 44045 E
CG10724 | 22851 E CG11427 | 38503 E CG12397 | 47515 E
CG10726 | 26759 L1 CG11451 | 38511 E CG12399 | 12399R-2 | E
CG10742 | 10742R-3 | E CG1147 | 1147R1 | E CG12399 | 12399R-1 | E
CG10743 | 16851 E CG11489 | 47544 E CG12403 | 17102 E
CG10760 | 13996 E CG1149 | 31513 F CG1244 | 24534 E
CG10800 | 10800R-1 | E CG11502 | 37086 E CG12443 | 24536 E
CG10804 | 30225 E CG11502 | 37087 E CG1245 | 1245R1 | E
CG10816 | 42503 E CG11534 | 16216 E CG12455 | 3849 E
CG10824 | 16588 E CG11547 | 31525 E CG12497 | 24549 E
CG1084 | 40752 E CG11567 | 11567R-1 | F CG12529 | 3337 E
CG10897 | 38411 E CG11579 | 7767 F CG12559 | 43123 E
CG10898 | 13643 E CG1158 | 9455 E CG1258 | 1258R-1 | E
CG10901 | 3009 E CG11621 | 16239 L1/L2 CG12598 | 7763 E
CG1093 [ 1093R1 | E CG11621 | 16240 L1 CG12657 | 29844 E
CG10955 | 27341 E CG11637 | 9092 E CG12657 | 29843 E
CG10958 | 26763 F CG11638 | 29889 E CG12664 | 45167 E
CG10960 | 8359 E CG11641 | 30537 E CG12676 | 3087 E
CG10967 | 16133 E CG11655 | 9131 E CG1275 | 4103 F
CG10971 | 16137 E CG11670 | 16433 E CG12755 | 38185 E
CG10971 | 16138 E CG11685 | 16267 E CG12787 | 7854 E
CG10975 | 4790 E CG11687 | 46096 F CG12789 | 33153 E
CG10975 | 27090 E CG11722 | 44114 E CG12841 | 8716 F
CG10975 | 4789 E CG11738 | 16289 E CG12866 | 39545 E
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CG12869 | 4875 E CG15000 | 6273 E CG1709 | 22924 E
CG12908 | 13280 E CG15001 | 24944 E CG1713 | 5608 E
CG12919 | 45252 L1 CG15001 | 39906 E CG17142 | 8677 E
CG12926 | 32121 E CG15001 | 24943 E CG1724 | 30315 E
CG12932 | 38746 E CG15009 | 30930 E CG17245 | 8383 L1/L2
CG12943 | 6762 E CG15015 | 18492 F CG17245 | 46687 E
CG12950 | 10011 E CG1504 | 18513 E CG17245 | 27220 E
CG13020 | 17116 E CG15072 | 39866 E CG17245 | 8382 E
CG13037 | 13037R-2 | E CG15072 | 39864 E CG17245 | 27219 E
CG13109 | 15709 E CG15095 | 11117 E CG1725 | 41136 E
CG13194 | 36524 F CG15106 | 15106R-3 | E CG17320 | 49012 E
CG13194 | 36523 E CG1511 | 6545 F CG17336 | 37408 E
CG13384 | 44245 E CG15112 | 43058 E CG1743 | 32929 E
CG13399 | 13399R-1 | E CG15112 | 43056 E CG1747 | 32932 L1
CG13475 | 13475R-3 | E CG15117 | 47527 E CG17559 | 6547 F
CG13521 | 4329 E CG15154 | 52182 E CG17564 | 47271 E
CG13601 | 19953 E CG15154 | 51821 E CG17564 | 47273 E
CG13664 | 39800 E CG1520 | 13759 E CG17597 | 25276 E
CG13695 | 13695R-2 | E CG15224 | 32377 E CG1760 | 32961 F
CG13756 | 29592 E CG15257 | 3837 F CG1760 | 44374 E
CG13773 | 43011 E CG15288 | 3141 F CG1762 | 893 F
CG1378 | 6236 E CG15305 | 29622 E CG1765 | 1765R2 | E
CG13780 | 7628 E CG15306 | 43656 E CG1765 | 1765R-4 | E
CG13801 | 45925 E CG1532 | 19398 E CG1768 | 20518 E
CG13894 | 13894R-1 | E CG15355 | 32577 E CG17697 | 43075 E
CG13920 | 46993 E CG15406 | 45886 F CG17697 | 43077 E
CG1395 [ 1395R2 | E CG15427 | 3064 E CG1771 | 44890 E
CG14001 | 45028 E CG15520 | 41124 E CG17723 | 7461 E
CG14026 | 3059 E CG15555 | 30196 E CG17724 | 24971 E
CG1404 | 24835 E CG15609 | 43406 E CG17724 | 24969 E
CG14103 | 8428 E CG15609 | 43407 E CG17735 | 50189 F
CG1416 | 41548 E CG15610 | 25074 E CG17739 | 36542 E
CG14226 | 36356 E CG15611 | 8986 E CG17743 | 39529 E
CG14226 | 36355 E CG15614 | 4927 E CG1776 | 44737 E
CG14226 | 19717 E CG15614 | 4928 E CG1776 | 44736 E
CG1430 | 17473 E CG15624 | 7858 F CG17800 | 3115 E
CG1435 | 5680 E CG15762 | 29871 F CG17800 | 36233 E
CG14351 | 36220 L1 CG15780 | 35553 E CG17835 | 49950 E
CG14351 | 36221 E CG15792 | 7819 E CG17835 | 49951 E
CG14396 | 29907 E CG15831 | 28582 E CG1792 | 20569 E
CG1451 | 51468 E CG15899 | 31961 E CG17941 | 4313 E
CG14626 | 14510 E CG1594 | 40037 E CG17947 | 19182 E
CG14629 | 51648 E CG1624 | 41623 E CG1801 | 8655 E
CG1464 | 42845 E CG1632 | 5478 E CG18024 | 41079 E
CG14642 | 14047 E CG1658 | 19066 E CG18095 | 36256 E
CG1471 | 30189 L1 CG1662 | 52639 E CG18110 | 1349 E
CG1471 | 40628 L1 CG16708 | 43412 E CG18146 | 36264 E
CG14750 | 14750R-3 | E CG16708 | 43413 E CG18214 | 40138 L1
CG14762 | 31014 E CG16718 | 37472 L1/L2 CG18214 | 40137 L1
CG14767 | 50355 E CG16738 | 16738R-1 | E CG18241 | 47966 E
CG14778 | 44970 E CG16757 | 19658 E CG1826 | 33049 E
CG14781 | 51804 E CG16764 | 26976 E CG18287 | 36660 F
CG14818 | 40700 E CG16766 | 51387 E CG1830 | 33054 F
CG14869 | 33347 E CG16827 | 16827R-2 | E CG18319 | 9413 L1
CG14895 | 14895R-2 | L2 CG16827 | 16827R-3 | E CG18324 | 33234 E
CG14902 | 43028 E CG1683 | 5532 F CG18350 | 3131 E
CG14938 | 7779 E CG16833 | 32742 E CG1838 | 33132 E
CG1494 | 30320 E CG16857 | 36224 E CG18381 | 25335 E
CG14941 | 5692 E CG16876 | 36260 L2 CG18405 | 4743 E
CG14941 | 5690 F CG1688 | 30269 F CG18405 | 36148 L1
CG14945 | 13459 E CG16882 | 52426 E CG18406 | 36147 F
CG14957 | 26896 L1 CG16932 | 19164 E CG18408 | 19054 E
CG14958 | 38160 E CG16932 | 19165 E CG18414 | 10679 E
CG14962 | 39855 E CG1697 | 44416 E CG18417 | 43975 E
CG14964 | 43603 E CG16974 | 7993 E CG1848 | 25343 E
CG14965 | 31847 E CG16987 | 13418 E CG18572 | 33375 E
CG14991 | 18484 F CG17026 | 49199 E CG18578 | 8573 E
CG1500 | 39575 E CG17034 | 8136 E CG18585 | 19917 E
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CG18599 | 25363 CG30004 | 25554 E CG31121 | 43981 E
CG18630 | 25366 CG30012 | 21057 E CG31122 | 40207 F
CG18667 | 25371 CG30013 | 41415 E CG31131 | 29574 E
CG18667 | 25372 1 CG30014 | 25557 E CG31136 | 33112 E
CG18668 | 20672 CG30016 | 40488 E CG31137 | 13366 E
CG18668 | 20673 CG30017 | 44785 E CG31145 | 25036 E
CG18740 | 6969 CG30025 | 38032 E CG31146 | 42616 E
CG18803 | 43082 CG30031 | 38031 L1 CG31149 | 9869 E
CG18869 | 45926 CG30035 | 8126 F CG31163 | 25701 L3
CG1887 4100 CG30039 | 21072 E CG31163 | 25702 L4
CG1912 43711 CG30040 | 30799 E CG31164 | 7566

CG1913 33427 CG30046 | 13947 E CG31168 | 43222

CG1921 6948 CG30055 | 28827 L2 CG31170 | 25707

CG1956 33437 CG30056 | 45714 CG31174 | 24423

CG1966 33446 CG3006 38146 CG31179 | 33783

CG2025 25392 CG30065 | 28828 CG31183 | 858

CG2028 13664 CG30075 | 25563 CG31190 | 6685

CG2040 13266 CG30081 | 29984 CG31195 | 8621

CG2072 2072R-2 CG30084 | 36563 CG31198 | 8624

CG2086 27084 CG30084 | 36564 CG31213 | 40926 1/L2

CG2086 4833 CG30096 | 35788 CG31217 | 43972

—_

CG2092 33465 CG30126 | 35791 CG31223 | 40018

CG2105 39536 CG30127 | 25574 CG31235 | 45471

CG2146 16902 CG30151 | 3199 CG31240 | 10424

CG2160 33489 CG30152 | 38848 CG31247 | 10208

—_

CG2187 7576 CG30154 | 8823 CG31262 | 52605

CG2196 28349 CG30166 | 37854 CG31286 | 41155

CG2198 22945 CG30176 | 25592 CG3129 40228

CG2245 40994

—_

/L2 CG30182 | 44748 CG31315 | 42383

CG2272 33516 CG30188 | 44997 CG31317 | 21317

CG2310 1338 CG30203 | 33913 CG3132 16779

CG2446 40622 CG30284 | 21118 CG31332 | 49701

CG2520 12732 CG3029 25014 CG31347 | 38939

CG2522 14877 CG30321 | 35798 CG3135 14803

CG2534 7769 CG3036 42755 CG31352 | 49112

CG2559 14898 CG30379 | 4003 CG31385 | 27177

CG2590 2590R-1 CG3039 7136 CG31386 | 51987

CG2608 20886 CG30411 | 8843 CG31389 | 43430

CG2647 5709 CG30429 | 21175 CG3143 30556

CG2650 42825 CG30447 | 40186 CG31605 | 43306

CG2663 33548 CG30456 | 21186 CG31605 | 43307

CG2666 42611 CG30456 | 21187

—_

CG3161 49290

CG2671 51249 CG30459 | 21192 CG31619 | 33102

CG2671 51247 CG30460 | 40624 CG31634 | 2650

CG2714 6308 CG30461 | 50760 CG31638 | 33981

CG2715 32413 CG30461 | 50761 CG31638 | 33982

CG2727 12233 CG30462 | 10049 CG3164 42733

CG2736 10272 CG3047 21206 CG31640 | 3498

CG2759 30033 CG30486 | 21228 CG31665 | 8021

CG2813 44198 CG30487 | 21232 CG31697 | 10355R-3

CG2813 44197 CG30488 | 41281 CG31708 | 38261

CG2827 2827R-3 CG30493 | 43131 CG3171 3171R-2

CG2835 24958

—_

CG3064 6972 CG31729 | 7697

CG2845 20909 CG3086 3170 CG31741 | 7930

CG2857 7417 CG3091 24713 CG31763 | 31763R-2

CG2893 40987 CG3093 33733 CG31774 | 46180

CG2902 37333 CG31000 | 33735 CG31783 | 31783R-1

CG2903 20933 CG31004 | 40940 CG31795 | 7560

m|m|m{Tm|m|m|{T m|m|m{mm|m|m{mm| | m{mm|T|m{mmm|m{m{m|m|m|mm|m|m|mmm|m|{mm mm|m{mm

CG2913 7028 CG31009 | 27212 CG3180 3180R-2

T|m{m{m{m|m|m{m|m|T|m{mm|m|m{r(m|m|m|mm|m|m|m{mm|m|m{m| T m|m{m| mm{m{Tm mr|(mmm|mmmmmmm T mm T mmmmmmmm T mmm

m|m|m{m|m|m|m{m|m|m|m{mm|m|m{mm|m|m{mm|m|m{mm|m|m{m{m|m|m|mm|m|m{mmm|m{m{mmm|(m|m|m{(mmmmmmmmm

CG2922 25166 CG31012 | 38854 L2 CG31811 | 31811R-1
CG2925 20943 CG31049 | 21294 E CG31860 | 7688
CG2930 7031 CG31055 | 37893 E CG31871 | 51241
CG2969 42750 CG3106 42699 E CG31871 | 51242
CG2987 2987R-3 CG31062 | 1284 E CG31911 | 7618
CG2987 2987R-2 CG31062 | 1283 L1 CG3193 25918
CG2989 46285 CG31065 | 1268 E CG31964 | 25931
CG2999 33606 CG31088 | 29813 E CG31970 | 37842
CG30001 | 29756 1 CG31100 | 42627 E CG31999 | 29153




Anhang 179
CG32019 | 46252 E CG34415 | 15610R4 | L2 CG4290 | 26496 E
CG32030 | 34035 E CG3445 | 26196 E CG4322 | 1800 E
CG32030 | 34034 E CG3497 [ 3497R1 | E CG4353 | 2968 F
CG32079 | 39496 E CG3510 | 43772 E CG4357 | 30000 L1
CG32092 | 41785 E CG3522 | 4053 E CG4402 | 33252 E
CG32103 | 29439 E CG3523 | 29349 E CG4427 | 4427R1 | E
CG3212 | 13030 E CG3599 | 16665 E CG4482 | 33185 E
CG32120 | 11690 E CG3618 | 6977 E CG4527 | 43783 E
CG32134 | 27106 F CG3618 | 6978 E CG4536 | 7126 E
CG32138 | 34412 E CG3622 | 16906 E CG4551 | 40534 E
CG32138 | 34413 E CG3648 | 10157 E CG4587 | 3839 E
CG32146 | 10299 E CG3653 | 6695 E CG4591 | 4591R-2 | E
CG32204 | 52444 E CG3663 | 12879 E CG4591 | 4591R-1 | E
CG32221 | 21672 E CG3665 | 8393 E CG4608 | 4608R-1 | E
CG32227 | 43928 E CG3665 | 8392 E CG4619 | 2754 E
CG32263 | 45835 F CG3665 | 36350 E CG4629 | 26574 E
CG3227 | 3227R-1 | E CG3665 | 36351 E CG4629 | 26573 E
CG32372 | 18977 E CG3671 | 44000 L1 CG4681 | 40552 E
CG32377 | 46224 F CG3689 | 45281 E CG4690 | 45739 E
CG32377 | 46225 E CG3705 | 3705R-1 | E CG4696 | 4696R-1 | E
CG32377 | 32377R-2 | L2 CG3715 | 40464 E CG4698 | 4698R-3 | E
CG32377 | 32377R-3 | F CG3727 | 37525 E CG4698 | 4698R-2 | E
CG32387 | 1003 E CG3766 | 3766R-2 | F CG4698 | 38010 E
CG3242 | 3242R2 | E CG3774 | 30238 E CG4700 | 15810 E
CG32423 | 37863 E CG3777 | 34224 F CG4700 | 15811 E
CG32435 | 26051 E CG3779 [ 3779R1 | E CG4705 | 40556 E
CG32465 | 5783 E CG3791 | 41954 E CG4717 | 2980 E
CG32484 | 41905 E CG3792 | 48231 E CG4722 | 8892 E
CG32485 | 34567 E CG3796 | 7758 E CG4729 | 48592 E
CG32631 | 1733R2 | L2 CG3829 | 42872 E CG4740 | 42860 E
CG32701 | 8176 F CG3837 | 44576 E CG4755 | 34896 E
CG32750 | 52425 E CG3851 | 9647 E CG4755 | 34895 E
CG32754 | 50591 E CG3903 | 37115 E CG4778 | 7652 E
CG32770 | 7042 E CG3903 | 37116 E CG4780 | 44534 E
CG32782 | 46425 E CG3905 | 43869 E CG4797 | 10598 F
CG32792 | 47047 E CG3905 | 50368 E CG4802 | 42001 E
CG32848 | 40918 E CG3915 | 40484 E CG4821 | 45232 L1
CG32904 | 50145 L2 CG3936 | 3936R-3 | E CG4822 | 42729 E
CG32904 | 50146 E CG3938 | 47941 E CG4823 | 4823R2 | E
CG3299 [ 3299R-1 | E CG3938 | 52662 E CG4832 | 44526 E
CG33106 | 29541 E CG3953 | 16416 E CG4846 | 4544 E
CG33113 | 7866 F CG3954 | 21756 E CG4846 | 4543 L1
CG33135 | 8754 E CG3954 | 21757 E CG4921 | 24672 E
CG33166 | 7434 E CG3956 | 6232 E CG4922 | 4922R-1 | E
CG33178 | 49464 F CG3966 | 51855 E CG4926 | 932 F
CG33182 | 46444 E CG3971 | 3241 F CG4974 | 14136 E
CG3322 | 42559 E CG4006 | 2902 F CG4999 | 37252 E
CG3324 | 34594 L1 CG4019 | 6650 F CG5008 | 37255 E
CG33281 | 7273 E CG4027 | 7139 F CG5022 | 8262 E
CG33282 | 46454 E CG4032 | 2897 F CG5023 | 34914 E
CG3340 [ 3340R1 | E CG4054 | 1701 E CG5027 | 12106 E
CG33455 | 15610R-3 | F CG4082 | 4082R-2 | E CG5078 | 8085 E
CG33508 | 9494 F CG4099 | 7294 E CG5081 | 5413 E
CG33518 | 45360 E CG4109 | 42561 L1 CG5089 | 34928 E
CG3352 | 9396 E CG4114 | 22994 E CG5096 | 27059 E
CG3359 | 37888 E CG4125 | 951 F CG5108 | 5108R-1 | E
CG3359 | 37889 E CG4143 | 12752 E CG5109 | 22005 E
CG3365 | 3365R-1 | E CG4143 | 12751 E CG5109 | 22004 E
CG33715 | 25906 E CG4147 | 14882 E CG5110 | 34935 E
CG3376 | 12226 E CG4148 | 12707 E CG5123 | 5123R-3 | E
CG3376 | 12227 E CG4148 | 12706 E CG5130 | 5390 E
CG3389 | 36164 E CG4207 | 46688 E CG5133 | 16746 E
CG3397 | 34604 L1 CG4214 | 3857 E CG5149 | 34942 E
CG3401 | 34607 E CG4257 | 43867 E CG5179 | 30448 E
CG3401 | 34606 E CG4268 | 45127 E CG5185 | 36613 E
CG3412 | 3412R-1 | E CG4276 | 26480 E CG5195 | 31044 E
CG3413 | 37208 E CG4276 | 26482 E CG5201 | 42840 E
CG3427 | 50372 E CG4290 | 26497 E CG5226 | 37183 E




Anhang 180

CG5227 [ 9437 E CG6070 | 1261 E CG6713 | 27722 F
CG5248 | 9248 E CG6120 | 3422 E CG6723 | 13769 E
CG5250 | 5722 F CG6124 | 4301 E CG6736 | 6736R2 | F
CG5254 | 6887 F CG6126 | 7326 E CG6736 | 6736R3 | F
CG5304 | 6938 E CG6127 | 27172 E CG6742 | 27738 E
CG5363 | 41838 E CG6173 | 14703 E CG6749 | 44856 E
CG5370 | 5370R-1 | E CG6205 | 47864 E CG6751 | 12576 E
CG5370 | 34328 E CG6211 | Klambt E CG6773 | 50367 E
CG5372 | 5372R1 | E 023 CG6788 | 42911 E
CG5372 | 5372R2 | E CG6224 | 6224R3 | E CG6796 | 6796R-1 | E
CG5398 | 33257 E CG6225 | 8276 E CG6796 | 24470 E
CG5423 | 44702 E CG6246 | 6246R2 | E CG6796 | 6494 L1
CG5424 | 33200 E CG6251 | 6251R2 | E CG6798 | 1199 E
CG5433 | 5433R-1 | E CG6292 | 6292R-1 | E CG6803 | 34186 E
CG5462 | 17760 L1 CG6331 | 6331R2 | F CG6812 | 8534 E
CG5473 | 21567 E CG6341 | 6341R3 | E CG6829 | 35121 L1
CG5481 | 11823 F CG6341 | 22488 F CG6831 | 6831R2 | E
CG5492 | 11901 E CG6341 | 45571 E CG6831 | 40399 E
CG5505 | 11152 E CG6383 | 39178 E CG6844 | 1194 E
CG5517 | 15957 E CGe384 | 35078 E CG6851 | 44305 E
CG5532 | 30346 E CG6417 | 42805 L1 CG6871 | 6283 F
CG5535 | 42583 E CG6426 | 8805 F CG6873 | 22454 E
CG5538 | 3260 E CG6429 | 41803 E CG6875 | 2910 E
CG5545 | 13056 E CG6429 | 41804 E CG6883 | 6883R-1 | E
CG5547 | 27460 E CG6435 | 49621 E CG6890 | 9431 E
CG5580 | 41845 E CG6435 | 6435R-1 | L2 CG6898 | 37357 E
CG5595 | 27465 E CG6435 | 6435R2 | L2 CG6899 | 1012 E
CG5596 | 34331 E CG6437 | 6613 E CG6949 | 40405 E
CG5610 | 1189 F CG6437 | 44911 E CG6953 | 1530 E
CG5634 | 27198 E CG6440 | 12975 E CG6963 | 26003 E
CG5655 | 5655R-1 | E CG6443 | 15736 E CG6967 | 27768 F
CG5670 | 12330 E CG6445 | 36320 E CG6975 | 6313 E
CG5671 | 35731 E CG6449 | 5208 E CG6981 | 11906 E
CG5680 | 5680R-1 | E CG6472 | 22495 E CG6984 | 21649 E
CG5686 | 7777 E CG6484 | 4954 E CG6984 | 21650 E
CG5700 | 41320 E CG6492 | 6162 E CG6993 | Kiambt E
CG5706 42046 E CG6493 60011 E 025

CG5723 51173 E CG6493 60008 L1 CG6993 12258 E
CG5738 9573 E CG6493 60007 E CG7000 42496 E
CG5738 9571 E CG6493 60009 L1 CG7001 26006 F
CG5751 37249 E CG6493 60010 E CG7002 37005 E
CG5760 44002 E CG6502 27645 F CG7028 27808 E
CG5771 22198 E CG6502 27646 E CG7037 22335 E
CG5790 45044 E CG6518 2894 E CG7054 40416 E
CG5803 940 E CG6518 6518R-1 L2 CG7100 1092 E
CG5803 42231 E CG6521 22497 E CG7100 1093 E
CG5804 23586 F CG6546 6546R-1 F CG7103 6173 E
CG5810 44988 F CG6565 39006 E CG7103 6175 E
CG5814 22200 E CG6575 6575R-3 | E CG7109 35171 E
cG5819 27076 E CG6588 23014 E CG7115 9404 E
cG5819 7998 L1 CG6599 39276 E CG7121 7121R-3 | E
CG5819 837 F CG6622 27696 E CG7123 23119 E
CG5820 899 E CG6649 7320 E CG7134 27880 E
CG5825 5825R-3 E CG6657 6657R-1 E CG7134 27881 E
CG5825 5825R-2 | P CG6657 6657R-3 | L2 CG7166 27116 E
CG5847 3163 E CG6657 8143 E CG7180 34369 E
CG5855 37723 E CG6657 8144 E CG7199 48979 E
CG5876 3855 E CG6665 8202 E CG7227 28611 E
CG5884 19731 E CG6667 45998 E CG7228 33155 E
CG5915 40337 E CG6669 39515 E CG7229 37671 E
CG5940 32421 E CG6677 7141 E CG7250 27102 E
CG5942 37721 E CG6682 26721 E CG7251 27924 E
CG5959 43288 E CG6702 41812 F CG7251 27926 E
CG5973 24998 E CG6702 6702R-1 L1 CG7266 7266R-1 E
CG5993 3282 E CG6702 6702R-2 | E CG7271 22559 E
CcG6016 7989 E CG6702 42535 E CG7323 15631 E
CG6016 7988 E CG6703 34184 E CG7351 27966 E
CcG6027 43634 E CG6705 14429 E CG7383 7157 F




Anhang 181

CG7407 8449 CG8103 10766 CG8785 4650

CG7422 27997 CG8114 35350 CG8811 29774

CG7449 27065 CG8127 44851 CG8846 35439

CG7453 9157 CG8146 23126 CG8860 8768

CG7467 7810 CG8146 48210 CG8874 36053

CG7503 17898 CG8147 2892 CG8887 28982

CG7508 48675 CG8166 8138 CG8896 8896R-3

CG7509 51585 CG8203 35855

—_

CG8896 44386

CG7514 37233 CG8226 8747 CG8907 28986

CG7520 15927 CG8243 26953 CG8907 28987

CG7524 35252 CG8246 10844 CG8910 8910R-3

CG7527 36166 CG8256 19565 CG8912 28989

—_

CG7528 7528R-1 CG8261 28844 CG8912 28990

CG7577 36659 CG8287 28092 CG8942 40748

CG7583 37609 CG8308 24297 CG8942 40747

CG7597 25508 CG8308 24783 CG8946 37974

CG7628 19713 CG8334 18981 CG8946 37975

CG7662 46963 CG8355 20210 CG8948 42165

CG7663 31058 CG8383 35915 CG8950 36069

CG7708 30301 CG8385 23082 CG8950 8950R-2

CG7749 7749R-3 CG8390 46229 CG8950 8950R-3

CG7762 25549 CG8403 42476 CG8954 23659

CG7770 34203 CG8403 42478 CG8961 23660

CG7771 26888 CG8416 12734 CG8963 26916

CG7776 35268 CG8428 46030

—_

CG8963 26917

CG7776 35271 CG8428 3229 CG8963 42110

CG7777 8124 CG8434 42571 CG8964 3075

CG7788 7788R-2 CG8454 23769 CG8967 30834

CG7793 42848 CG8472 28242 CG8967 30833

CG7793 42849

—_

CG8491 23142 CG8967 879

CG7800 27121 CG8491 23143 CG8967 878

CG7802 46913 CG8507 42641 CG8972 45845

CG7802 33091 CG8522 37640 CG8972 45847

CG7802 33093 CG8527 39580 CG8980 42175

CG7803 37717 CG8531 24120 CG8980 42176

CG7803 37718 CG8548 8548R-2 CG8980 8980R-2

CG7809 22564 CG8548 28920 CG8980 8980R-3

CG7830 4253 CG8556 28926 CG9000 37179

CG7851 33157 CG8561 44361

—_

CG9000 9000R-1

CG7867 7867R-2 CG8581 6557 CG9000 9000R-3

CG7873 26019 CG8581 29909 CG9001 4931

m|m{m| | m{m{m|m|m|m{m|m|m|{m{m| T (m|m|mm{m|m|m|m{T|m|mmfT|m|mm{|mm|m{m{m|mim

CG7882 8101 CG8583 33281 CG9001 4932

CG7888 37263 CG8595 8595R-2 CG9002 49812

-
w

CG7892 3002 CG8595 39176 L1/L2 CG9010 40728

CG7893 6241 CG8610 35986 CG9010 40730

m

CG7896 36340 CG8625 6208 CG9010 9010R-1

CG7896 907 CG8637 35988 CG9010 9010R-2 1
CG7896 3813 CG8642 35998 CG9015 35698
CG7896 908 CG8647 38188 CG9023 51936
CG7896 36343 CG8651 37715 CG9025 44427 1
CG7904 848 CG8652 46514 CG9027 37794

CG7935 38963 CG8660 35432 CG9033 44288

CG7940 22633 CG8666 37127 CG9035 8759

m|m{m{m|m|m{m{mm|m|m{m|m|m|m{m| m|m|m{mm|m|m{m|m|m{mm|m|m{mfm|m|m|mm|m|m{m{mmm|Tm T m|Tmmmmmm

CG7951 Klambt CG8676 37694 CG9090 44297

—_

/L2

024 CG8709 36006 CG9093 9093R-3

CG7981 | 22642 CG8717 | 8739 CG9098 | 27001

CG8013 | 42423 CG8727 | 8727R-1 CG9100 | 27002

CG8013 | 42422 CG8727 | 8727R-3 CG9100 | 27004

CG8028 | 9163 CG8727 | 11765 CG9126 | 47074

CG8049 | 22675 CG8732 | 3222 CG9138 | 1047

CG8053 | 26022 CG8739 | 47750 CG9151 | 47881

CG8062 | 51156 CG8771 | 36023 CG9151 | 9827

CG8065 | 28186 CG8772 | 7192 CG9153 | 36090

CG8oe8 | 30710 CG8774 | 5861 CG9163 | 30076

CG8068 | 30709 CG8776 | 40803 CG9195 | 9130

| m{mfm|m|m{mfm|m|m T

—_

CG8085 | 28194 CG8776 | 7909 CG9211 | 29897

CG8085 | 28192 L1/12 CG8779 | 979 CG9222 | 27010

mim{m{mm|m|m{mm|T|m{mmm||(mmm | mm|mmmmmmm m T mm mmmm T T mmmm|mmmmmmm mmmm T mrmmmmm mmmmmm

m|m|m{m{m|m| T m|m|m|Tmm|m|m|{m{m| m|m|mf{mm|m

CG8095 | 8095R-2 | E CG8780 | 28947 CG9233 | 9233R-3




Anhang 182

CG9330 44649 E CG9501 7903 E CG9659 45161 E
CG9335 12814 E CG9507 12370 F CG9670 24085 E
CG9364 30730 E CG9508 24052 F CG9696 7787 E
CG9379 22823 E CG9509 6336 E CG9699 7742 E
CG9393 44400 E CG9528 44686 E CG9704 8495 E
CG9398 29110 E CG9537 29374 E CG9710 9710R-1 E
CG9412 29113 F CG9554 43911 E CG9739 44390 E
CG9413 45180 E CG9559 28667 E CG9749 36142 F
CG9426 10843 E CG9579 36107 E CG9774 3793 E
CG9431 914 E CG9611 36120 L1/L2 CG9936 13777 F
CG9431 915 E CG9620 42623 E CG9951 36172 E
CG9453 40973 F CG9623 44885 E CG9952 9952R-2 E
CG9483 2821 F CG9637 9073 E CG9968 29693 E
CG9494 9494R-1 E CG9640 24077 E CG9968 36186 F
CG9494 9494R-2 L2/L3 CG9640 9640R-1 E CG9968 36185 F
CG9495 3796 E CG9640 9640R-2 E CG9977 49572 E
CG9495 3795 E CG9642 40744 L1 CG9984 9984R-4 L1
CG9496 2824 E CG9655 37308 E CG9990 30032 E
CG9499 7900 E CG9657 43922 E




Erkl&rung 183

Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und keine
anderen als die angegebenen Hilfsmittel und Quellen benutzt habe. Alle Stellen der
Arbeit, die dem Wortlaut oder dem Sinn nach anderen Werken enthommen sind,
habe ich in jedem Fall unter Angabe der Quelle deutlich als Entlehnung kenntlich

gemacht.

MUnster, den ..o









