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1. Einleitung 

 

Die Funktion aller adulten zentralen Nervensysteme (ZNS) basiert auf der 

Wechselwirkung eines enorm komplexen neuronalen Netzwerks. Die Grundlage 

dieser Komplexität wird bereits in der Embryonalentwicklung angelegt. Hierbei ist die 

korrekte Verknüpfung zwischen Neuronen und ihren Ziel-Zellen von entscheidender 

Bedeutung. Während der Entwicklung des embryonalen ZNS wandern die Axone 

einzelner Neurone über weite Strecken zu ihrem spezifischen Ziel. Dabei werden die 

Axone von verschiedensten Signalen navigiert (Dickson, 2002). Diese unterteilt man 

grob in attraktive und repulsive Signale, sowie in Signale die über große Distanz 

("long range" Signale) und über kurze Distanz wirken ("short range" Signale). Eine 

wichtige Struktur für die Navigation der wandernden Axone stellt der sogenannte 

Wachstumskegel dar. Als "leading edge" der Axone dient er als eine Art Sensor, der 

Signale der Umgebung detektiert und interpretiert.  

Für die Analyse der zellulären Wechselwirkungen der axonalen Wegfindung, die die 

Ausbildung der komplexen Strukturen des ZNS ermöglichen, dient Drosophila als 

Modellsystem. Zur Untersuchung dieser Vorgänge eignet sich Drosophila 

hervorragend, da die Komplexität des einfachen Strickleiter-Nervensystems 

vergleichsweise niedrig ist und die zelluläre Morpholgie und Entwicklung des 

zentralen Nervensystems im Detail bekannt sind (Campos-Ortega and Hartenstein, 

1997). Weiterhin stehen viele genetische und molekularbiologische 

Analysemethoden zur Verfügung. 

 

1.1. Die Entwicklung des embryonalen ZNS von Drosophila  

Das embryonale zentrale Nervensystem (ZNS) von Drosophila besteht aus den 

beiden Hirnhemisphären der Kopfregion und dem ventralen Bauchmark, welches 

sich aus segmentalen Ganglien, den Neuromeren, zusammensetzt. Die 

Hauptaxonbahnen des Bauchmarks sind in einem regelmäßigen, strickleiterähnlichen 

System organisiert. Diese komplexe dreidimensionale Struktur des ZNS entwickelt 

sich aus der sogenannten neurogenen Region des ventrolateralen Ektoderms (dem 

Neuroektoderm) sowie dem Mesektoderm. In der Embryogenese des ZNS entstehen 

aus den Zellen des Neuroektoderms Neurone und Gliazellen. Bei den Zellen des 
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Mesektoderms handelt es sich um Vorläuferzellen der sogenannten Mittellinie des 

ZNS (Campos-Ortega, 1993; Goodman and Doe, 1993).  

 

1.1.1. Frühe Entwicklung des ZNS 

Das Neuroektoderm wird im zellulären Blastoderm angelegt. Die  Zellen des frühen 

Neuroektoderms besitzen alle eine neuronale Kompetenz. Erst über laterale Inhibiton 

werden neuronale und epidermale Zellen determiniert. Diese neuronalen 

Vorläuferzellen des ZNS sind die sogenannten Neuroblasten. In der Gastrula, nach 

der Invagination des Mesoderms, delaminieren diese Zellen der neurogenen Region 

ins Innere des Embryos. Pro Hemisegment delaminieren 30 Neuroblasten, aus 

denen in der weiteren Embryogenese etwa 350 Neurone und 30 Gliazellen 

hervorgehen, deren Zellstammbäume vollständig beschrieben sind (Bossing et al., 

1996; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997). Aus den unterschiedlichen 

Neuroblasten entstehen entweder ausschließlich Neurone (Neuroblast), Neurone und 

Gliazellen (Neuro-Glioblast) oder ausschließlich Gliazellen (Glioblast). Alle 

Neuroblasten können entsprechend ihrer Nachkommenschaft einer dieser drei 

Kategorien zugeordnet werden (Bossing and Technau, 1994; Bossing et al., 1996; 

Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997).  

Weitere Zellen des ZNS entstehen aus dem Mesektoderm. Diese Zellen bilden die 

Vorläuferzellen der sogenannten Mittellinie. Im Blastodermstadium finden sich die 

Zellen des Mesektoderms in zwei lateralen Zellreihen, welche das präsumptive 

Mesoderm und die neurogene Region voneinander trennen (Crews et al., 1988; 

Thomas et al., 1988). Die Zellen werden durch die Expression des bHLH 

Transkriptionsfaktors single-minded (sim) spezifiziert, welches die Transkription aller 

Mittelliniengene steuert (Nambu et al., 1990; Nambu et al., 1991). 

Nach der Invagination des Mesoderms in der Gastrula kommen die beiden Zellreihen 

des Mesektoderms in der ventralen Mittellinie in Kontakt und bilden eine 

durchgehende Zellreihe von sieben bis acht Vorläuferzellen pro Segment (Bossing 

and Technau, 1994; Foe, 1989; Klämbt et al., 1991). In der weiteren Entwicklung 

wandern diese Vorläuferzellen ins Innere des Embryos, und zwar in die gleiche 

Ebene wie die Neuroblasten. Aus den Mittellinienvorläuferzellen differenzieren sich 

26 Mittellinienzellen pro Hemisegment, bestehend aus bis zu vier 

Mittelliniengliazellen sowie verschiedenen Neuronen (Bossing and Technau, 1994; 



Einleitung 

 3

Jacobs and Goodman, 1989; Klämbt et al., 1991). Die Neurone der Mittellinie lassen 

sich in die MP1-, UMI- und die VUM-Neurone, sowie die Nachkommen des medianen 

Neuroblasten (MNB) unterteilen. Die Gruppe der VUM-Neurone setzt sich aus Moto- 

und Interneuronen zusammen, deren Axone über die anteriore und posteriore 

Kommissur in die Peripherie projizieren (Bossing and Technau, 1994). Bei der 

Ausbildung der regelmäßigen Struktur des ZNS spielen die Zellen der Mittellinie des 

Nervensystems eine entscheidende Rolle (Lüer et al., 1997; Menne et al., 1997).  

 

1.1.2. Die Entwicklung des Axonmusters 

Die Axonogenese beginnt in Drosophila nach etwa acht bis neun Stunden der 

Embryonalentwicklung (Klämbt et al., 1991). Die Hauptaxonbahnen des ZNS sind in 

einem regelmäßigen, strickleiterähnlichen System organisiert. Die abdominalen und 

thorakalen Neuromere sind jeweils longitudinal durch Konnektive verbunden. Je zwei 

segmentale Kommissuren verbinden die Hemisegmente entlang der mediolateralen 

Achse (Campos-Ortega, 1993; Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; Goodman 

and Doe, 1993). In bilateralen Organismen ist die korrekte Verknüpfung der beiden 

Körperhälften von entscheidender Bedeutung. Im zentralen Nervensystem wird diese 

Verknüpfung über die Kommissuren gewährleistet. Der Großteil aller ZNS-Neurone 

sind kommissurale Interneurone, die ihr Axon auf die kontralaterale Seite des 

Nervensystems senden. Alle kommissuralen Neurone müssen während der 

Entwicklung eine sehr ähnliche Aufgabe lösen. Zunächst müssen ihre 

Wachstumskegel in Richtung Mittellinie navigieren. Anschließend müssen sie diese 

kreuzen, um dann auf der kontralateralen Seite weiter zu wachsen. Die Ausbildung 

der Kommissuren und die damit verbundene Regulation des axonalen Wachstums 

erfordert attraktive und repulsive Signale. So werden kontralateral projizierende 

Axone von Signalen der Mittellinie "angezogen", ipsilateral projizierende Axone 

werden "abgestoßen". Die Bildung der verschiedenen axonalen Trakte erfolgt in einer 

sequentiellen Abfolge. Zu Beginn des zweiten Drittels der Embryonalentwicklung wird 

die posteriore Kommissur angelegt. Anschließend wird die anteriore Kommissur in 

enger räumlicher Nachbarschaft gebildet. Erst durch eine Interkalation von zwei 

Mittelliniengliazellen werden die beiden Kommissuren in ihre endgültige 

Sprossenform gebracht (Klämbt and Goodman, 1991). 
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An der Regulation des axonalen Wachstums im ZNS sind eine Reihe 

verschiedenster Signale beteiligt, die attraktive oder repulsive Funktionen vermitteln 

(Dickson, 2002). Für die Kommissurenentwicklung sind zwei prominente Rezeptor-

Liganden-Systeme von großer Bedeutung. Eine attraktive Wirkung wird von den 

NETRINEN und deren Rezeptoren vermittelt (siehe 1.2). Im Zusammenhang mit der 

Repulsion von Axonen wurde das Rezeptor-Liganden System robo/slit beschrieben 

(siehe 1.3) (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999; Kidd et al., 1998; Kidd et al., 1998b; 

Seeger et al., 1993). 

Neben diesen beiden attraktiven und repulsiven Mechanismen wurden weitere 

Signal/Rezeptorsysteme aufgedeckt, die an der Bildung der Kommissuren oder an 

der Regulation des axonalen Wachstums im ZNS beteiligt sind. Beispielsweise 

werden Axone, die in die anteriore Kommissur projizieren, durch die Expression der 

Rezeptor-Tyrosin-kinase derailed von Wnt5 Expression (Yoshikawa et al., 2003) in 

der posterioren Kommissur abgestoßen (Callahan et al., 1995). Des Weiteren 

kontrolliert das repulsive System SEMAPHORIN-PLEXIN die Innervierung der 

somatischen Muskulatur durch Motoneurone (Winberg et al., 1998a; Winberg et al., 

1998b; Yu et al., 1998). Das ebenfalls repulsive EPHRIN-EPH System sorgt für ein 

Verbleiben der Interneurone innerhalb des ZNS (Bossing and Brand, 2002). Weitere 

Gene wurden anhand ihres mutanten Phänotyps identifiziert, eine genauere Analyse 

der jeweiligen Funktionen steht allerdings noch aus (Hummel et al., 1999). 

 

1.2. NETRIN 

Formal lösen viele Organismen in der Entwicklung ihres ZNS ähnliche Aufgaben. Ein 

funktionsfähiges Nervensystem erfordert eine korrekte und oft stereotypische 

Verschaltung der einzelnen Neurone. Dabei scheinen nicht nur die formalen Aspekte 

der axonalen Wegfindung, sondern auch die zu grunde liegenden molekularen 

Mechanismen im Tierreich konserviert zu sein (Tessier-Lavigne and Goodman, 

1996). 

NETRINE sind eine Familie von sekretierten Proteinen, die in Vertebraten und 

Invertebraten als Signalmoleküle an der axonalen Wegfindung beteiligt sind. Die N-

terminalen zwei Drittel der NETRIN-Proteine sind homolog zur γ-Kette des LAMININS, 

einem heterotrimeren Protein der Extrazellulären Matrix (ECM). Insgesamt besteht 

NETRIN aus einer N-terminalen Signalsequenz, einer Domäne VI, einer Domäne V 
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(bestehend aus drei EGF-Strukturmotiven) und einer C-terminalen Domäne C. Das 

Protein wird in den extrazellulären Raum sezerniert, wo es von den 

Wachstumskegeln wahrgenommen werden kann. NETRINE sind evolutionär 

hochkonserviert, und die Proteine dieser Familie üben in allen Organismen in denen 

sie identifiziert wurden ähnliche Funktionen aus (Harris et al., 1996; Hedgecock et al., 

1990; Ishii et al., 1992; Kennedy et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Serafini et al., 

1994; Strahle et al., 1997). 

Das erste charakterisierte NETRIN-Protein, UNC-6 aus C. elegans, wurde als 

Genprodukt identifiziert, das in unc-6 Mutanten zu Defekten in der Zellmigration und 

in der axonalen Wegfindung führt (Hedgecock et al., 1990; Hedgecock et al., 1985; 

Ishii et al., 1992). unc-6 Expression findet sich in verschiedenen Geweben und Zellen 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten der embryonalen Entwicklung. Die verschiedenen 

UNC-6 Signale sind wesentlich an der Entwicklung des ZNS beteiligt. So spielt UNC-6 

sowohl in der axonalen Wegfindung von Pionier- und kommissuralen Axonen als 

auch bei der korrekten Ausbildung einiger Nervenstränge entlang longitudinaler 

Bahnen eine Rolle (Lim et al., 1999; Ren et al., 1999). 

Nach der Aufreinigung und Charakterisierung zweier Proteine, die das Auswachsen 

kommissuraler Axone induzieren können, fand man in Vertebraten die NETRINE1 und 

2 (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994; Tessier-Lavigne et al., 1988). 

Sequenzvergleiche zeigten eine hohe Homologie zu dem aus C. elegans bereits 

bekannten UNC-6. Eine Expression der beiden NETRINE findet sich im Rückenmark, 

sie ist allerdings zwischen NETRIN1 und 2 unterschiedlich. netrin1 wird in den Zellen 

der Bodenplatte exprimiert, wohingegen netrin2-RNA im ventrolateralen 

Rückenmark, aber nicht in der Bodenplatte zu finden ist. In vitro konnten NETRIN1 

und -2 als diffusible Proteine identifiziert werden, die über eine längere Distanz 

kommissurale Axone des Rückenmarks anziehen konnten. Daraus wurde 

geschlossen, daß NETRIN von den Bodenplattenzellen des Rückenmarks sezerniert 

wird und sich über Diffusion ein Proteingradient bildet. Dieser Gradient dient dann 

den sich entwickelnden kommissuralen Axonen als Information und bewirkt ein 

Wachstum in Richtung Bodenplatte (Serafini et al., 1996). 
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1.2.1. NETRIN in Drosophila  

In Drosophila wurden zwei NETRINE, NETRINA und NETRINB charakterisiert, die 

zueinander eine größere Homologie aufzeigen als zu anderen Proteinen der NETRIN-

Familie (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996). 

Abb. 1  Protein-Struktur von NETRINA 

 

Die erste Expression von netrinA und von netrinB findet sich im zellulären 

Blastodermstadium und beschränkt sich auf das präsumptive Mesoderm. Diese 

Expression ist bis zur Gastrula zu beobachten, nimmt danach allerdings ab. In der 

weiteren Entwicklung sind netrinA und B in einer Vielzahl von unterschiedlichen 

Geweben exprimiert; im Dorsalgefäß, in einigen Imaginalscheiben, im 

Tracheensystem, in einigen dorsalen und ventralen Muskelgruppen, im visceralen 

Mesoderm und im stomatogastrischen Nervensystem. 

Die erste Akkumulation von netrin-mRNA im embryonalen ZNS beginnt im Stadium 

12. netrinA-Expression findet sich in den Mittellinienglia MGA und MGM und in den 

VUM-Neuronen, sowie in einer großen Gruppe von Zellen, die posterior von der 

posterioren Kommissur zu finden sind. Bis zum Stadium 14 unterscheidet sich die 

nertinB-Expression nicht von netrinA, allerdings findet man in der weiteren 

Entwicklung eine Expression in einer Gruppe von lateralen Neuronen, die sich nicht 

mit der netrinA-Expression deckt.  

Die Deletion von netrinA und B führt zu einem ZNS Phänotyp, in dem kommissurale 

Axone verdünnt sind oder gänzlich fehlen. Oftmals sind die Konnektive unterbrochen 

oder in ihrer Entwicklung gestört. Der kommissurale Phänotyp läßt sich durch 

ektopische Expression von netrinA als auch von netrinB im ZNS retten, was auf eine 

redundante Funktion der beiden Proteine hin deutet. Die Überexpression von NETRIN 

mit Hilfe des UAS/GAL4-Systems in wildtypischen Tieren führt ebenfalls zu Defekten 

in der Entwicklung des ZNS. Diese zeigen sich in der Verdünnung bis hin zum 
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Verlust einiger Kommissuren. Der Phänotyp prägt sich allerdings nicht so penetrant 

aus wie in der Verlustmutante.  

Dies zeigt die wichtige Funktion von NETRIN bei der Bildung der Kommissuren. Dabei 

fungiert NETRIN als ein attraktives Signal, welches von den Wachstumskegeln der 

kommissuralen Axone erkannt wird und diesen ein Kreuzen der Mittellinie ermöglicht. 

 

1.2.2. NETRIN-Rezeptoren 

Die Funktion von NETRIN als Signal für wandernde Axone wird von Rezeptoren der  

Immunglobulin-Superfamilie vermittelt. Dabei wurden in verschiedenen Organismen 

unterschiedliche NETRIN-Rezeptoren entdeckt. In den Untersuchungen, die zuerst 

eine Funktion von unc-6 im axonalen Wachstum zeigten, wurden auch die NETRIN-

Rezeptoren in C. elegans, UNC-40 und UNC-5 identifiziert (Hedgecock et al., 1990). 

Spätere Ergebnisse zeigten, daß UNC-40 in vivo für das ventrale Wachstum von 

Axonen auf die UNC-6-Quelle verantwortlich ist (Chan et al., 1996). Unc-5 hingegen 

vermittelt das Unc-6-abhängige dorsale Wachstum als repulsive Antwort auf UNC-6 

(Chan et al., 1996; Hamelin et al., 1993; Leonardo et al., 1997). 

In Vertebraten wurde ein Homolog von UNC-40, DCC (deleted in colateral Cancer), 
sowie UNC-5 identifiziert. dcc wird in der embryonalen Entwicklung auf 

kommisssuralen Axonen exprimiert, und es konnte für DCC eine NETRIN-Bindungs-

Aktivität nachgewiesen werden. Die Bedeutung von DCC für das axonale Wachstum 

wurde zunächst durch in vitro Studien aufgedeckt. So wurde gezeigt, daß durch die 

Blockierung von DCC mit Hilfe eines Antikörpers das NETRIN1 abhängige 

Auswachsen von kommissuralen und retinalen Axonen unterbleibt (de la Torre et al., 

1997; Keino-Masu et al., 1996). Mittlerweile wurde auch in vivo in knock-out Mäusen 

(Deiner et al., 1997; Fazeli et al., 1997) (Deiner and Sretavan, 1999) und in Xenopus 

(Anderson et al., 2000) die Bedeutung von DCC in der neuronalen Entwicklung 

nachgewiesen. 

In Mäusen wurden zudem drei UNC-5 Homologe identifiziert, die NETRIN binden 

können. Es wird für diese Proteine ähnlich wie in C. elegans eine NETRIN-abhängige 

repulsive Funktion vermutet (Leonardo et al., 1997). Mittlerweile wurden weitere Unc-

5 Homologe in Xenopus und in der Ratte identifiziert (Anderson and Holt, 2002; 

Barrett and Guthrie, 2001). 
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In Drosophila wird die attraktive Funktion von NETRIN von FRAZZLED vermittelt. Das 

Protein besteht aus vier extrazellulären Immunglobulin-C2-Domänen, sechs 

Fibronectin-III-Domänen sowie einer evolutionär konservierten intrazellulären 

Domäne (Bashaw and Goodman, 1999; Kolodziej et al., 1996). 

Eine frazzled-Expression findet sich im Mitteldarm, in der Epidermis und im 

Nervensystem. Im embryonalen ZNS wird frazzled in hohen Konzentrationen auf 

kommissuralen und longitudinalen Axonen des sich entwickelnden ZNS exprimiert. 

Auf den peripheren Motoneuronen, die in den intersegmentalen und segmentalen 

Nerv projizieren, ist die Expression sehr gering. In FRAZZLED-Verlustmutanten kommt 

es zu Defekten in der frühen Kommissurenentwicklung, in der diese teilweise 

verdünnt oder abwesend sind. Der Phänotyp deckt sich weitestgehend mit den für 

NETRIN beschriebenen Defekten des ZNS (Kolodziej et al., 1996). 

FRAZZLED zeigt eine hohe Homologie zum NETRIN-Rezeptor DCC in Vertebraten und 

dem C. elegans Homolog UNC-40 (Chan et al., 1996; Keino-Masu et al., 1996). Die 

attraktive Wirkung der NETRINE wird durch die intrazelluläre Domäne seines 

Rezeptors FRAZZLED vermittelt. Dies wurde durch die Expression verschiedener 

chimärer Proteine im ZNS von Drosophila nachgewiesen. So wirkt ein chimäres 

Protein mit der extrazellulären Domäne des FRAZZLED-Proteins und einer 

intrazellulären Domäne von ROBO als repulsiver Rezeptor für NETRIN. Ein chimäres 

Protein aus der extrazellulären Domäne von ROBO und der intrazellulären FRAZZLED-

Domäne wirkt als attraktiver SLIT-Rezeptor (Bashaw and Goodman, 1999).  

Neben FRAZZLED wurde ein weiterer NETRIN-Rezeptor auch in Drosophila identifiziert. 

Dabei handelt es sich um ein Homolog des aus C. elegans bekannten Proteins UNC-

5. In C. elegans und Vertebraten wurde UNC-5 als Repulsion vermittelnder NETRIN-

Rezeptor beschrieben. Auch in Drosophila deuten die Expression von UNC-5 und 

Daten aus Überexpressionsexperimenten darauf hin, dass UNC-5 hier eine repulsive 

Funktion vermittelt (Keleman and Dickson, 2001). 

 

1.2.3. Die Funktion des NETRIN-Signals 

Verschiedene Studien geben Einblick in die genauere Funktion der NETRINE und ihrer 

Rezeptoren sowie ihrer Bedeutung außerhalb der axonalen Wegfindung. Neben der 

rezeptorvermittelten Repulsion über UNC-5 ist eine repulsive Wirkung der NETRINE in 

Abhängigkeit anderer Faktoren wie der cAMP-Konzentration und LAMININ 
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beschrieben worden. Wachstumskegel von isolierten Neuronen aus dem 

Rückenmark von Xenopus wachsen in vitro auf eine NETRIN-Quelle zu. Verändert 

man die cAMP-Konzentration innerhalb des Wachstumskegel, z.B. durch Inhibition 

der Proteinkinase A (PKA), antwortet dieser mit einer Änderung seiner 

Wachstumsrichtung (Ming et al., 1997). Das attraktive Signal einer NETRIN-Quelle 

wird so durch das Herabsetzen der PKA-Aktivität in ein repulsives umgewandelt. In 

dem selben Versuchsaufbau konnte außerdem eine Abhängigkeit des NETRIN-

Signals von LAMININ gezeigt werden (Höpker et al., 1999). Eine Erhöhung der 

LAMININ-Konzentration im Medium bewirkt in vitro eine Änderung der NETRIN-

Signalwirkung von Attraktion in Repulsion. Somit wurde erstmals eine Interaktion 

zwischen NETRIN und der extrazellulären Matrix nachgewiesen. 

Außer den Rezeptoren die die attraktive oder repulsive Funktion der NETRINE 

vermitteln, wurden weitere Komponenten identifiziert die an der rezeptorvermittelten 

Funktion der NETRINE beteiligt sind. So wurde in C. elegans gezeigt, daß CED-10 

(eine Rac GTPase), UNC-34 (ein Enabled Homolog) und UNC-115 (ein putatives Aktin 

bindendes Protein) eine Funktion im UNC-40 Signalweg haben (Gitai et al., 2003). 

In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass die Reaktion eines Wachstumskegels auf 

eine NETRIN-Quelle durch Blockierung der Translation unterbleibt. Außerdem aktiviert 

NETRIN in einzelnen Neuronen Translations-Initiations-Faktoren und stimuliert 

innerhalb von Minuten die Proteinsynthese (Campbell and Holt, 2001). Dieses 

Ergebnis wird ergänzt durch die Tatsache das Dcc den MAP-Kinase Signalweg 

aktiviert (Forcet et al., 2002). 

Erste Ergebnisse deuten außerdem auf eine neue Funktion der NETRINE hin. In 

Vertebraten konnte gezeigt werden, dass NETRIN1 in Abhängigkeit seiner Rezeptoren 

Dcc und UNC-5 als eine Art "Überlebens-Faktor" für Neurone fungiert (Llambi et al., 

2001; Mehlen and Mazelin, 2003). 

Für die axonale Wegfindung kommissuraler Axone ist es von Bedeutung, dass nach 

dem Passieren des NETRIN-Signals die Wachstumskegel von der Quelle abgestoßen 

werden. In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass dieser Wechsel von Attraktion zu 

Repulsion in Abhängigkeit zur Aktivierung des SLIT-Rezeptors ROBO steht. Für dieses 

"Silencing" des NETRIN-Signals ist vermutlich die direkte Bindung von Dcc und ROBO 

verantwortlich (Stein and Tessier-Lavigne, 2001). Eine weitere direkte Verbindung 

zwischen UNC-40/Dcc und dem SLIT-Rezeptor ROBO findet sich in C. elegans. Dort 

konnte für UNC 40 eine SAX3 (das ROBO Homolog in C. elegans) abhängige repulsive 

Funktion nachgewiesen werden (Yu et al., 2002). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
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Rezeptor-Liganden Systeme Netrin/Dcc und Slit/Robo nicht strikt voneinander zu 

trennen sind. Ausserdem weisen sie darauf hin, dass trotz der relativ geringen 

Anzahl von bekannten Wegfindungsfaktoren eine grosse Variabilität in der 

Kombination für unterschiedlichste Informationen sorgt. So kann die hohe 

Komplexität des ZNS auch durch wenige Faktoren in seiner Entwicklung gesteuert 

werden. 

 

1.3. SLIT 

Die SLIT-Proteine gehören zu einer hoch konservierten Familie von sekretierten 

Proteinen, die eine bedeutende Rolle in der axonalen Wegfindung spielen. SLIT 

wurde als erstes in Drosophila entdeckt (Rothberg et al., 1988). Der Verlust von slit 

führt im Drosophila Embryo zum kompletten Kollaps aller ZNS-Axone an der 

Mittellinie. In weiteren Analysen stellte sich heraus, daß SLIT eine Bedeutung in der 

axonalen Wegfindung hat (Rothberg et al., 1990). Erst nach Identifzierung von 

roundabout (Robo) (Kidd et al., 1998; Seeger et al., 1993) und dem späteren 

Nachweis der Bindung von ROBO und SLIT (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999) 

wurde SLIT als Ligand von ROBO identifiziert und eine Funktion als repulsives Signal 

in der axonalen Wegfindung nachgewiesen. 

 

 

Abb.2   Protein-Struktur von Drosophila-SLIT 

 

Die SLIT-Proteine bestehen aus einer putativen Signalsequenz, vier aufeinander 

folgenden LRR-Repeats, einer Reihe EGF-Repeats, einer Laminin-G-Domäne sowie 

einem Cystein"-Knot" der in verschiedenen sekretierten Wachstumsfaktoren 

identifiziert wurde. Die Proteine der SLIT-Familie sind evolutionär hochkonserviert und 

üben in allen Organismen in denen sie identifiziert wurden eine ähnliche Funktion 
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aus (Brose et al., 1999; Hao et al., 2001; Holmes and Niswander, 2001; Kidd et al., 

1999; Li et al., 1999; Yeo et al., 2001). 

Genau wie die NETRINE und dessen Rezeptoren ist auch das Rezeptor-Liganden-

System SLIT/ROBO im Tierreich hoch konserviert.  Die Proteine der SLIT- und ROBO-

Familie wurden sowohl in unterschiedlichen Vertebraten-Spezies als auch in C. 

elegans charaktarisiert. In Vertebraten wurden drei SLIT-Proteine (Holmes et al., 

1998; Itoh et al., 1998; Wang et al., 1999; Yuan et al., 1999), sowie drei Proteine der 

ROBO Familie identifiziert (Brose et al., 1999; Fricke et al., 2001; Li et al., 1999; Yuan 

et al., 1999). In vitro konnte für SLIT1 und SLIT2 eine repulsive Funktion 

nachgewiesen werden. SLIT1 und SLIT2 reprimieren das Auswachsen olfaktorischer 

Neurone (Li et al., 1999; Nguyen Ba-Charvet et al., 1999; Yuan et al., 1999), 

während SLIT2 alleine in der Repulsion von Motoraxonen des Rückenmarks (Brose et 

al., 1999), von hypocampalen Axonen (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999) sowie 

retinaler Axone (Erskine et al., 2000; Niclou et al., 2000; Ringstedt et al., 2000) 

beschrieben wurde. Zusätzlich reprimieren SLIT1 und SLIT2 in vitro die Migration 

neuronaler Vorläuferzellen (Hu, 1999; Wu et al., 1999; Zhu et al., 1999) und 

aufgereinigtes SLIT2 stimuliert Axon-Verlängerung und -Verzweigung (Wang et al., 

1999). Durch das Ausschalten aller slit und robo Allele in Vertebraten konnte zudem 

die Bedeutung der Proteine im ZNS nachgewiesen werden. So haben SLIT und ROBO 

auch in Vertebraten eine Schlüsselrolle im axonalen Wachstum kommissuraler 

Axone an der Mittellinie (Long et al., 2004). 

In C. elegans wurde ein Protein der SLIT-Familie (SLT1) sowie ein ROBO-Homolog 

(SAX3) charakterisiert (Hao et al., 2001; Zallen et al., 1998a). Auch hier zeigt sich 

eine eindeutige Funktion von SLIT und ROBO im Zusammenhang mit der axonalen 

Wegfindung von ventralen und kommissuralen Axonen (Zallen et al., 1998b). Für 

SAX-3 konnte zudem neben der SLIT-abhängigen Funktion eine SLIT-unabhängige 

Funktion in der Entwicklung nachgewiesen werden (Hao et al., 2001). 

SLIT wurde zunächst als Signal der axonalen Wegfindung charakterisiert. Neben 

dieser Funktion spielt SLIT eine bedeutende Rolle bei einer Reihe weiterer nicht 

neuronaler Zellmigrationsprozesse (Piper and Little, 2003). In Drosophila ist SLIT 

unter Anderem an der Mesoderm-, Muskel- und Tracheenentwicklung beteiligt 

(Englund et al., 2002; Kidd et al., 1999; Kramer et al., 2001; Schimmelpfeng et al., 

2001). Neben der neuronalen Funktion der SLIT-Proteine wurden auch in Vertebraten 

weitere Funktionen in anderen Prozessen nachgewiesen. Beispielsweise dient SLIT 

im Zebrafisch während der Gastrulation als Regulator der mesodermalen 
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Zellmigration (Yeo et al., 2001). Zudem wird SLIT während der Embryonalentwicklung 

in den unterschiedlichsten Geweben exprimiert. So findet sich eine SLIT-Expression 

auch im Auge, im Herz, in den Extremitäten, in den Somiten sowie im Urogenital-

System (Holmes and Niswander, 2001; Holmes et al., 1998; Piper et al., 2000; 

Vargesson et al., 2001). 

 

1.3.1. SLIT in Drosophila  

In Drosophila wurde ein Protein der SLIT-Familie identifiziert und in der Funktion und 

Expression eingehend beschrieben (Kidd et al., 1999; Rothberg et al., 1988; 

Rothberg et al., 1990). Die erste SLIT-Expression im zellulären Blastoderm findet sich 

im Ektoderm. Erst nach der Gastrulation während der Keimstreif-verlängerung findet 

sich eine Expression in den Zellen des Mesektoderms. Nach dem Keimstreifrückzug 

und der Kondensation des ZNS beschränkt sich die SLIT Expression auf die 

Mittelliniengliazellen. Während dem dorsalen Schluss findet sich eine weitere 

schwache Expression in den Cardioblasten, den Vorläuferzellen des Dorsalgefässes. 

Eine weitere Expression findet sich in den Muscle-Attachement-Sites (Rothberg et 

al., 1988; Rothberg et al., 1990). Die ersten Expressionsstudien zeigten zudem eine 

schwache Expression von SLIT auf kommisuralen und longitudinalen Axonen (Kidd et 

al., 1999; Rothberg et al., 1990).  

Der Ausfall von slit führt im Drosophila Embryo zum kompletten Kollaps der Axone an 

der ZNS-Mittellinie. Anstatt des regelmässigen ZNS-Musters findet man ein 

durchgehendes Axonbüdel in der Mittellinie. Die ipsilateral und kontralateral 

projizierenden Neurone wachsen auf die Mittellinie zu, können diese aber nicht 

verlassen (Jacobs, 2000; Kidd et al., 1999; Rothberg et al., 1988). Dies zeigt die 

Bedeutung des SLIT-Proteins als repulsives Signal für kommissurale Axone. 

Die Struktur von SLIT weisst darauf hin, dass es sich bei SLIT um ein sezerniertes 

Protein handelt. Die Expression in einer Drosophila-Zellinie (Schneiderzellen) und die 

anschließende Aufreinigung des Überstandes zeigte experimentell die Sezernierung 

von SLIT (Rothberg et al., 1990). Dies wurde später durch Ergebnisse in Vertebraten 

untermauert (Brose et al., 1999).  

Die SLIT-Proteine werden proteolytisch gespalten. Western-Blot-Analysen haben 

gezeigt, dass SLIT-Proteine proteolytisch in ein ca. 140kDa großes N-terminales 

Fragment und ein ca. 55-60kDa großes C-terminales Fragment gespalten werden 
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(Brose et al., 1999). Zellkultur-Experimente in Vertebraten zeigen zudem 

verschiedene wachstums-fördernde Eigenschaften der unterschiedlichen Fragmente 

(Nguyen Ba-Charvet et al., 2001). Auch Drosophila-SLIT wird in zwei Fragmente 

gespalten, die in vivo nachweisbar sind. Genetische Analysen deuten darauf hin, daß 

SLIT in Drosophila von KUZBANIAN, einer Protease der ADAM-Famile, gespalten wird 

(Schimmelpfeng et al., 2001). 

Neben der Funktion in der axonalen Wegfindung ist SLIT in Drosophila an weiteren 

Prozessen der Embryogense beteiligt. So zeigt sich SLIT in der Muskelentwicklung 

verantwortlich für das Wachstum von Muskelvorläuferzellen weg von der Mittellinie. 

In slit-mutanten Embryonen wächst die laterale Muskulatur im Gegensatz zur 

wildtypischen Situation über das ZNS (Jacobs, 2000; Kidd et al., 1999). In der 

Migration mesodermaler Zellen hat SLIT neben einer repulsiven Funktion zudem eine 

attraktive Wirkung auf ROBO-exprimierende Zellen (Kramer et al., 2001). Auch in der 

Entwicklung der embryonalen Kopfentwicklung scheint SLIT eine attraktive Funktion 

zu haben (Schimmelpfeng et al., 2001). Desweiteren ist eine Funktion von SLIT in der 

Tracheenentwicklung beschrieben. Auch hier wirkt SLIT als repulsives oder 

attraktives Signal auf unterschiedliche Tracheenäste (Englund et al., 2002).   

 

1.3.2. SLIT-Rezeptoren 

Ähnlich den NETRINEN wird auch die repulsive Funktion von SLIT von seinen 

Rezeptoren vermittelt. Dabei stellen die Proteine der Robo-FAMILIE die Rezeptoren 

für ihren Liganden SLIT dar (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999). Als erstes wurde 

roundabout (robo; robo1) identifiziert (Seeger et al., 1993). roundabout kodiert einen 

Transmembranrezeptor, bestehend aus fünf Immunglobulin (Ig)-Domänen, drei 

Fibronectin-Typ-III-Domänen, einer Transmembran-Domäne und einer großen 

cytoplasmatischen Domäne (Kidd et al., 1998). Das Protein wird in lateralen 

Neuronen exprimiert und findet sich in hoher Konzentration auf ipsilateral 

projizierenden Axonen (Kidd et al., 1999). roundabout-mutante Embryonen zeigen 

einen charakteristischen ZNS Phänotyp, bei dem das kommissurale Wachstum 

dahingehend gestört ist, daß zu viele Axone die Mittellinie kreuzen (Kidd et al., 1998; 

Seeger et al., 1993). Neben roundabout wurden zwei weitere Proteine der ROBO-

Familie in Drosophila identifiziert, ROBO2 und ROBO3. Die genaue Analyse der 

Expression der verschiedenen ROBO´s sowie ihrer Ausfall-Phänotypen zeigt deren 
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Bedeutung in der Musterbildung der longitudinalen Axontrakte im ZNS (Rajagopalan 

et al., 2000; Rajagopalan et al., 2000b; Simpson et al., 2000; Simpson et al., 2000b). 

Dabei werden die ROBO´s in unterschiedlichem Ausmaß auf den longitudinalen 

Axontrakten des ZNS exprimiert. ROBO1 findet sich auf allen Axontrakten, ROBO3 auf 

intermedialen sowie lateralen und ROBO2 findet sich ausschließlich auf lateralen 

Axontrakten. Über die unterschiedliche Expression der ROBO´s werden die 

kontralateral projizierenden Axone in ihre jeweiligen longitudinalen Axontrakte 

sortiert. Diese Ergebnisse zeigen zudem in vivo, daß SLIT neben der "short-range" 

Funktion für kommissurale Axone auch eine "long-range" Funktion für longitudinale 

Axone vermittelt. Dies erfordert die Sezernierung des SLIT-Signals und weißt auf eine 

graduelle Verteilung des SLIT-Proteins im ZNS hin. 

Für ROBO1 konnte zudem nachgewiesen werden, wie das Protein in seiner 

Expression durch COMMISSURELESS (COMM) reguliert wird. So konnte gezeigt werden, 

daß COMM die intrazelluläre Verteilung von ROBO1 reguliert. Dabei fungiert COMM als 

eine Art Rezeptor der seine Liganden für die intrazelluläre Degradation sortiert 

(Keleman et al., 2002).  

 

1.4. Die Extrazelluläre Matrix (ECM) 

In der Regulation der axonalen Wegfindung spielen sezernierte Signalmoleküle eine 

bedeutende Rolle. In Drosophila und Vertebraten wurde für NETRIN und SLIT eine 

"long range" Funktion gezeigt. Sie werden von den exprimierenden Zellen in den 

extrazellulären Raum sezerniert und wirken über eine größere Distanz auf 

wandernde Axone. In verschiedenen Organismen wurde vermutet, dass die 

sezernierten Signale durch die Extrazelluläre Matrix (ECM) reguliert werden können. 

Die Extrazelluläre Matrix (ECM) ist ein wichtiger Bestandteil der basalen zellulären 

Umgebung. Sie setzt sich aus großen Glykoproteinen, Proteoglycanen und 

Glykosaminglycanen zusammen. Die ECM bildet ein organisiertes Netzwerk, 

welches an vielen Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt ist (Adams 

and Watt, 1993; Gullberg and Ekblom, 1995; Pires Neto et al., 1999). Viele der 

bekannten ECM-Proteine sind evolutionär hoch konserviert. Man findet sie in 

Vertebraten und in Invertebraten. Die Bedeutung der ECM während der Entwicklung 

wurde durch die Charakterisierung von Mutationen, die die ECM und deren 

Rezeptoren betreffen, in einer Vielzahl von Organismen nachgewiesen. So sind in C. 
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elegans über 50 Mutationen bekannt, die zu einem Großteil die Morphologie des 

Organismus beeinträchtigen und deren betroffene Gene für Proteine der ECM 

kodieren. Der überwiegende Teil an ECM-Mutationen in Vertebraten wurde im 

Menschen identifiziert, wo eine Vielzahl von Erbkrankheiten auf Defekte in der ECM 

zurückzuführen sind (Adams and Watt, 1993).  

Die am besten verstandene zelluläre Interaktion mit der ECM ist die Zelladhäsion. 

Sie wird durch die Bindung spezifischer Zelloberflächen-Proteine an bestimmte 

zellbindende Domänen der ECM-Komponenten vermittelt. Diese Adhäsion ist für 

viele zelluläre Migrationsprozesse von großer Bedeutung, wie zum Beispiel bei der 

Wanderung von Neuralleistenzellen oder Keimzellen (Adams and Watt, 1993; 

Letourneau et al., 1994). Auch bei der Wanderung neuronaler Zellen und ihrer 

Vorläufer sowie beim Auswachsen von Axonen und Dendriten spielt die ECM eine 

entscheidende Rolle. So findet man in der embryonalen Entwicklung eine Vielzahl 

verschiedener ECM-Komponenten im neuronalen Gewebe. Dazu zählen Proteine der 

LAMININ-, TENASCIN-, COLLAGEN- und THROMBOSPONDIN-Familien, sowie FIBRONECTIN, 

VITRONECTIN und einige Proteoglycane. Für alle diese Proteine konnte außerdem in 

vitro gezeigt werden, daß sie Neuritenwachstum modulieren können (Letourneau et 

al., 1994; Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Desweiteren konnte eine Interaktion 

von SLIT mit den Heperan-Sulfat-Preteoglycanen, GLYPICAN und SYNDECAN 

nachgewiesen werden (Johnson et al., 2004; Liang et al., 1999; Ronca et al., 2001). 

Die Funktionen der ECM werden oftmals durch entsprechende Rezeptoren vermittelt. 

Man unterscheidet zwei Klassen von Rezeptoren. Die Integrin- und die Nicht-Integrin-

Rezeptoren. Während man in der Klasse der Nicht-Integrine diverse Moleküle wie 

Zelloberflächen-Proteoglycane oder einige LAMININ-bindende Proteine 

zusammenfaßt, stellen die Integrine eine große Gruppe von α/β-heterodimeren 

Transmembranproteinen dar. Verschiedene α/β-Kombinationen haben eine eigene 

Bindungsspezifität, wobei die meisten Integrine mehrere unterschiedliche ECM-

Proteine binden (Bokel and Brown, 2002; Tarone et al., 2000). Die zeitliche und 

gewebespezifische Expression von Integrinen in der neuronalen Entwicklung 

verschiedener Organismen weist auf eine mögliche Bedeutung in der Neurogenese 

hin (Letourneau et al., 1994). Für Integrine wurde außerdem in verschiedenen 

zellulären Prozessen der Wirkmechanismus über diverse Signaltransduktionswege 

aufgedeckt (Giancotti and Ruoslahti, 1999). 
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1.4.1. ECM in Drosophila 

In Drosophila wurde eine Vielzahl von ECM-Proteinen identifiziert, die hauptsächlich 

von Makrophagen/Haemozyten und glialen Zellen sezerniert werden (Fessler et al., 

1994). Eine Reihe von Proteinen wurde charakterisiert und teilweise in ihrer Funktion 

für die embryonale Entwicklung beschrieben. Man fand drei verschiedene LAMININ-

Untereinheiten, die an unterschiedlichen morphogenetischen Prozessen beteiligt sind 

wie beispielsweise der Darm- und Herz-Entwicklung (Garcia-Alonso et al., 1996; 

Garrison et al., 1991; Henchcliffe et al., 1993; Martin et al., 1999; Montell and 

Goodman, 1989; Yarnitzky and Volk, 1995). Bekannt sind TIGGRIN, ein neuartiges 

sezerniertes Protein, daß von Integrinen gebunden wird, M-SPONDIN, ein Drosophila-

Homolog zum Vertebraten-F-SPONDIN, und Proteine der TENASCIN-FAMILIE 

(Baumgartner and Chiquet-Ehrismann, 1993; Baumgartner et al., 1994; Fogerty et 

al., 1994; Umemiya et al., 1997). PAPILIN, SYNDECAN und DALLY sind Beispiele für 

Proteoglycane in Drosophila (Campbell et al., 1987; Nakato et al., 1995; Spring et al., 

1994). Es wurden eine Reihe von Sequenzen mit Ähnlichkeit zu COLLAGEN IV 

identifiziert (Le Parco et al., 1986). Die Analyse der Genom-Sequenz von Drosophila 

ergab allerdings, daß es nur drei verschiedene COLLAGENE in Drosophila gibt (Rubin 

et al., 2000). Die Funktion von COLLAGEN IV während der Muskel-Entwicklung wurde 

bereits untersucht (Borchiellini et al., 1996). Interessanterweise befinden sich im 

Drosophila-Genom zwei COLLAGEN Typ IV Gene in unmittelbarer Nachbarschaft 

(Yasothornsrikul et al., 1997).  

Verschiedene Untersuchungen zeigen den Beitrag der ECM in der neuronalen 

Musterbildung von Drosophila. Zum einen wird für SYNDECAN und DALLY-LIKE eine 

Funktion in der Regulation des SLIT-Signals vermutet (Johnson et al., 2004). Zum 

anderen deutet beispielweise die Expression von Collagen TypIV auf eine 

Beteiligung von COLLAGEN an der axonalen Musterbildung hin. COLLAGEN kann 

bereits sehr früh im ZNS auf den sich entwickelnden Axonbahnen nachweisen 

werden (Mirre et al., 1992). 

Neben den Proteinen der ECM wurden auch einige Integrine in Drosophila 

charakterisiert. Für diese Rezeptoren der ECM wird ebenfalls eine Bedeutung in der 

axonalen Wegfindung vermutet (Brabant and Brower, 1993; Brown, 1993; Bunch and 

Brower, 1992; Gotwals et al., 1994; Hoang and Chiba, 1998; Stevens and Jacobs, 

2002). 
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1.5. Ziel der Arbeit 

In der axonalen Wegfindung spielen sezernierte Signalmoleküle eine bedeutende 

Rolle. Für viele Prozesse dieser axonalen Wegfindung ist eine Sezernierung der 

Signale erforderlich. In dieser Arbeit sollten die sezernierten Proteine NETRIN und 

SLIT in ihrer Funktion und insbesondere in ihrer Verteilung genauer betrachtet 

werden. Dafür wurden verschiedene modifizierte NETRIN- und SLIT-Konstrukte 

generiert und in vitro und in vivo exprimiert. 

Zudem wurde die Bedeutung der Extrazellulären Matrix (ECM) in der Entwicklung 

des embryonalen ZNS von Drosophila analysiert. Die ECM hat vermutlich einen 

Einfluß auf die Verteilung sezernierter Signalmoleküle, was im Rahmen dieser Arbeit 

genauer untersucht werden sollte. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Chemikalien 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalen von den folgenden Firmen 

in der Qualität pro-analysis bezogen. 

 

Aldrich (Steinheim) Baker (Groß-Gerau) Biomol (Hamburg) 

Biozym (Hameln) Fluka (Neu Ulm) La Roche (Mannheim) 

GIBCO/BRL (Eggenstein) Merck (Darmstadt) Pharmacia/LKB (Freiburg) 

Roth (Karlsruhe) Serva (Heidelberg) Sigma (Deisenhofen) 

 

Lösungen für molekularbiologische Arbeiten und Zellkulturarbeiten wurden mit 

Reinstwasser angesetzt und autoklaviert oder sterilfiltriert. 

2.1.2. Puffer, Medien und Lösungen 

 

Apfelsaftagarplatten 18 g Agar/500 ml H2O autoklavieren,  

150 ml H2O zugeben, aufkochen,  

3 ml Eisessig zugeben. 

 

BCIP-Lösung 50 mg/ml BCIP in 100 % Dimethylformamid 

 

Coomassie-Färbelösung 0,25% (w/v) Coomasssie R250  

10% (v/v) Essigsäure  

 

Coomassie-Entfärbelösung 30% (v/v) Essigsäure 

10% (v/v) Methanol  

DAB 0,3 mg/ml DAB in PBS 

 

DEPC-H2O 0,1 % (v/v) DEPC in H2O ü. N. lösen und autoklavieren.
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Drosophila Standardmedium 

(pro Liter Leitungswasser) 

8,5 g Agar und 

77 g Maismehl aufkochen, 

18 g Trockenhefe,  

10 g Sojamehl,  

82 g Malzextrakt  

41 g Rübensirup hinzugeben,  

auf 60 °C abkühlen lassen,  

4,5 ml Propionsäure und 

1/5 Eßlöffel Nipagin hinzugeben. 

 

Ethidiumbromid 10 mg/ml (Stocklösung) davon 4 µl/100ml Agarosegel 

 

Gelladepuffer (10 x) 4 M Harnstoff 

50 % Saccharose 

50 mM EDTA 

Spatelspitze Xylencyanol 

Spatelspitze Bromphenolblau 

 

Heptan-Fixans 

Glutaraldehyd 

(Antikörperfärbung) 

4 % Glutaraldehyd in PBS 1:1 mit Heptan auffüllen, 

schütteln, nach Phasentrennung die gesättigte 

Heptanphase zur Fixierung verwenden. 

(kann wiederverwendet werden) 

 

Heptan-Fixans 

Formaldehyd 

5% Formaldehyd in PBS 1:1 mit Heptan auffüllen, 

schütteln, nach Phasentrennung die gesättigte 

Heptanphase zur Fixierung verwenden. 

 

Heptankleber Zerkleinertes Klebeband (Tesapack; Beiersdorff, 

Hamburg) wird in einer Weithalsflasche (500 ml) mit 

150 ml Heptan überschichtet. Durch Schütteln (ca. 5 h) 

den Kleber in Heptan lösen. Den Überstand für 20 min 

bei 10.000 rpm zentrifugieren. Den Überstand als 

Kleber verwenden. 
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Hitzefixierungs-Lösung 3ml Triton 

40g NaCl 

ad 1l H2O 

Hybridisierlösung 

(in situs) 

Hinzugabe von 100 µg/ml denaturierter Lachssperma-

DNA zum Hybridisierungspuffer. 

  

Hybridisierungspuffer 50 % Formamid,  

5 x SSC, 

0,1 % Tween 20 

 

Injektionsansatz 5 µg Vektor-DNA,  

1,5 µg Helper-DNA (Laski et al., 1986), 

1 µl Lebensmittelfarbe,  

1,5 µl 10 x Injektionspuffer 

ad 15 µl H2O 

 

Injektionspuffer (10 x) 1 mM PO4-Puffer (pH 7,4), 50 mM KCl 

 

IPTG zur blau-weiß Selektion 

100 mM IPTG in ddH2O 

bei -20°C lagern 

 

LB-Medium 10 g Bacto Trypton,  

5 g Bacto Yeast Extract, 

10 g NaCl  

ad 1 l H2O (auf pH 7 einstellen) und autoklavieren. 

 

LB-Agarplatten  24 g Agar/l Medium 

 

Lysispuffer (genom. DNA) 0,1 M Tris pH 9 

0,1 M EDTA 

1 % Natriumlaurylsulfat (SDS) 
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Lysispuffer (Proteinextrakte ) 1% NP40 in ddH2O 

1 mM DTT 

1 mM PMSF 

 

Mowiol 12 g Mowiol in 30 g Glycerin (floureszenzfrei) 2 h unter 

intensivem Rühren lösen. Dabei leicht erwärmen. 30 ml 

ddH20 zugeben und 5 min rühren. 60 ml 0,2 M Tris/HCl 

pH 8,5 zugeben. 10 min bei 56°C leicht rühren. 15 min 

bei 5000 g zentrifugieren. Den klaren Überstand 

portionieren und bei -20°C aufbewahren 

 

Natriumhypochloritlösung 10-15 % aktives Chlor (Chlorbleichlauge Schindler & 

Co.) 1:1 mit H2O verdünnen. 

 

NBT-Lösung 75 mg/ml NBT in 70 % Dimethylformamid 

 

NBT-Puffer 100 mM NaCl  

50 mM MgCl2  

100 mM Tris/HCl (pH 9,5) 

 

PBS 130 mM NaCl 

7 mM Na2HPO4 

3 mM KH2PO4 

2,7 mM KCl (pH 7,6) 

 

PBT 0,1 % Triton X-100 in PBS 

 

Phosphatpuffer, 1 M, pH 7,2 68,4 ml 1M Na2HPO4  

31,6 ml 1M NaH2PO4 

 

Phosphatpuffer, 1 M, pH 7,4 77,4 ml 1M Na2HPO4  

22,6 ml 1M NaH2PO4 
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Ponceau S Färbelösung 3 % Essigsäure 

0,3 % Ponceau S 

 

QBT 750 mM NaCl 

50 mM MOPS, pH 7,0 

15% Isopropanol 

0,15% Triton X-100 

 

QC 1 mM NaCl 

50 mM MOPS, pH 7,0 

15% Isopropanol 

 

QF 1,25 mM NaCl 

50 mM MOPS, pH 8,5 

15% Isopropanol 

 

RNase-Wasser 0,2 µg/ml RNase in sterilem H2O 

 

SDS (10 %) 10% Natriumdodecylsulfat in ddH2O 

SM-Puffer 10 mM NaCl 

10 mM MgSO4 

10 mM 1 M Tris/HCl, pH 7,5 

 

SDS-Page 

 

 

 2 x SDS-Probenpuffer 0,125 M Tris-Cl  

4 % SDS 

20 % Glycerol 

0,02 % Bromphenolblau 

0,2 M Dithiothreitol, auf pH 6,8 einstellen. 

 

 4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
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 4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 

 

 Sammelgel 4 % (10ml) 1,33 ml Acrylamid-Lösung 

2,5 ml 4 x Sammelgelpuffer 

0,1 ml 10 % SDS 

6 ml H2O 

100 µl 10 % APS 

10 µl TEMED 

 

 Trenngel 7,5 % (30 ml) 

 

 

7,5 ml Acrylamid-Lösung  

7,5 ml 4 x Trenngelpuffer 

0,3 ml 10 % SDS 

14,6 ml H2O 

200 µl 10 % APS 

15 µl TEMED 

 

 Elektrodenpuffer 25 mM Tris 

192 mM Glycin 

0,1 % SDS, auf pH 8,3 einstellen. 

 

 

SB Medium 

 

35 g Trypton 

20 g Yeast Extract 

5 g NaCl 

ad 1l H2O, pH 7,5 einstellen und autoklavieren. 

 

SOC Medium 2 % Bacto Trypton 

0,5 % Bacto Yeast Extract 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4  

autoklavieren, dann auf 20 mM Glucose einstellen. 

 



Material und Methoden 

 24

SSC (20x) 3 M NaCl 

0,3 M Na-Citrat 

 

STET-Puffer  8 % Saccharose 

5 % Triton X-100 

50 mM EDTA 

50 mM Tris/HCl, pH 8,0 

 

TBE 50 mM Tris/HCl, pH 8,2 

50 mM Borsäure 

5 mM EDTA 

 

TBS/Tween 20 20 mM Tris/HCl, pH7,6 

137 mM NaCl 

0,1% Tween 20 

 

TE 10 mM Tris/HCl, pH 8,2 

1 mM EDTA 

 

Transferpuffer (Western Blot) 25 mM Tris 

129 mM Glycin 

10% MetOH 

pH 8,2 - 8,4 

 

Tris/HCl 1 M Trisbase 

mit HCl auf gewünschten pH-Wert einstellen. 

 

X-Gal (40%) zur blau - weiß Selektion 

400 mg X-Gal in 10 ml DMF lösen 

Bei - 20°C lagern  
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2.2. Vektoren 

 
Bezeichnung Verwendungszweck Herkunft 

pBlueskript SK+ Standardklonierungen Stratagene, Heidelberg 

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

pUAST P-Element Transformationsvektor (Brand and Perrimon, 

1993) 

pWIZ Generierung von RNAi Konstrukten (Lee and Carthew, 2003) 

pKK 31 8 fach MYC-Vektor B.Dickson unveröffentlicht 

pP{AcBam} Klonierungsvektor für 

Zellkulturtransfektionen 

mit dem Actin 5C Promotor 

Kraznow, 1989 

 

2.2.1. Verwendete cDNAs 

 

slit (LD 39407) BDGP 

slit (gH09454) BDGP 

slit (pcDNA3-slit) B. Dickson unveröffentlicht 

Netrin A (Mitchell et al., 1996) 

Netrin B (Mitchell et al., 1996) 

 

2.2.2. Verwendete Oligonukleotide 

Eine Liste der verwendeten Oligonukliotide findet sich im Anhang 

2.2.3. Bakterienstämme 

 

Bezeichnung Herkunft 

DH5α GIBCO/BRL, Eggenstein 

XL1 blue GIBCO/BRL, Eggenstein 
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2.2.4. Antikörper 

2.2.4.1. Primäre Antikörper 

 
Bezeichnung Typ Verdünnung Referenz/Herkunft 

1D4 (anti fasII) Maus 1:5 Helt & Goodman, unveröffentlicht

BP102 Maus 1:50 
Patel & Goodman, 

unveröffentlicht 

22C10 (anti-FUTSCH) Maus 1:50 (Fujita et al., 1982) 

anti-β-Galaktosidase Kaninchen 1: 5000 Cappel 

anti-HRP-FITC 

(-Cy3; -Cy5) 

Ziege 1:100 Dianova 

anti-SLIT (C555.6D) Maus 1:5 Developmental Studies 

Hybridoma Bank 

anti-MYC (9E10) Maus 1:50 Developmental Studies 

Hybridoma Bank 

anti-MYC (c-myc) Kaninchen 1:1000 Santa Cruz 

anti-FLAG M2 Maus 1:5000 Sigma 

anti-FLAG M5 Maus 1:1000 Sigma 

anti-α-SPECTRIN (3A9) Maus 1:100 Developmental Studies 

Hybridoma Bank 

anti-DISCS-LARGE 

(4F3E3) 

Maus 1:100 Developmental Studies 

Hybridoma Bank 

anti-Drab4 Rabbit  1:500 Gonzales-Gaitan, unveröffentlicht

anti-Drab5 Rabbit 1:1000 Gonzales-Gaitan, unveröffentlicht

anti-Drab7 Rabbit 1:1000 Gonzales-Gaitan, unveröffentlicht

anti-Drab11 Rabbit 1:1000 Gonzales-Gaitan, unveröffentlicht
 

2.2.4.2. Sekundäre Antikörper 

 
Spezifität Konjugation Verdünnung Herkunft 

Ziege anti-Maus HRP 1:500 Dianova GmbH 

Ziege anti-Maus alkalische Phosphatase 1:1000 Dianova GmbH 

Ziege anti-Kaninchen HRP 1:500 Dianova GmbH 
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Ziege anti-Kaninchen alkalische Phosphatase 1:1000 Dianova GmbH 

Ziege anti-Kaninchen Cy2, Cy3 oder Cy5 1:200 Dianova GmbH 

Ziege anti-Maus Cy2, Cy3 oder Cy5 1:200 Dianova GmbH 

Ziege anti-Ratte Cy2, Cy3 oder Cy5 1:200 Dianova GmbH 

Ziege anti-Kaninchen Alexa 488, 568 oder 

647 

1:500 Molecular Probes 

Ziege anti-Maus Alexa 488, 568 oder 

647 

1:500 Molecular Probes 

Ziege anti-Ratte Alexa 488, 568 oder 

647 

1:500 Molecular Probes 

anti-Digoxigenin alkalische Phosphatase 1:2000 Roche 
 

2.2.5. Verwendete Fliegenstämme 

 

2.2.5.1. Balancer- und Wildtypstämme 

 
Stamm Beschreibung Referenz/Herkunft 

OregonR Wildtyp (Lindsley and Zimm, 

1992) 

w1118 w- (Lindsley and Zimm, 

1992) 

w-;;π∆2-3, Ki, pp/ TM3 Transposase 

3. Chromosom 

(Robertson et al., 1988)

Cyobb [w+, elav-lacz] Balancer 2. Chromosom Klämbt, unveröffentlicht

Cyobb [ry+, ftz-lacz] Balancer 2. Chromosom Hiromi, unveröffentlicht 

w-;ln[2LR]Gla,wg / Cyo, P[w+;[Gal4-

twi]2.2],P[UAS-2xEGFP] 

GFP-Balancer 2. 

Chromosom 

Bloomington 

TM2, Ubx Balancer 3. Chromosom (Lindsley and Zimm, 

1992) 

MKRS, Sb Balancer 3. Chromosom (Lindsley and Zimm, 

1992) 

TM3bb, Sb P[ry+, ftz-lacZ] Balancer 3. Chromosom Klämbt, unveröffentlicht
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TM6bb, Tb P[w+, Ubx-lacZ] Balancer 3. Chromosom Vässin, unveröffentlicht

w-; ; TM3, Sb/TM6B, Hu Tb Doppelbalancer 3. 

Chromosom 

Klämbt, unveröffentlicht

w-; CyO/Sp; MKRS/TM2 Doppelbalancer 2./3. 

Chromosom 

Klämbt, unveröffentlicht

FM7cbb P[ry+, ftz-lacZ] Balancer X Chromosom Hiromi, unveröffentlicht 

w-; CyObb P[ry+, elav-lacZ]/Sp; 

TM2/TM6Bbb P[w+, Ubx-lacZ] 

Doppelbalancer 2./3. 

Chromosom 

Klämbt, unveröffentlicht

brkF124/FM7cbb P[ry+, ftz-lacZ]; 

CyObb P[ry+, ftz-lacZ]/Tft 

Doppelbalancer X/2. 

Chromosom 

Lammel, 

unveröffentlicht 

brkF124/FM7cbb P[ry+, ftz-lacZ]; 

TM3bb,Sb P[ry+, ftz-lacZ]/Scr 

Doppelbalancer X/3. 

Chromosom 

Lammel, 

unveröffentlicht 
 

2.2.5.2. Verwendete Deletions- und Einzelmutationen 

Eine genaue Auflistung der Einzel- und Deletionsmutationen in bezug auf 

betroffenes Genprodukt, Letalität und cytologische Kartierung findet sich im Anhang. 
 

2.2.5.2.1. X-chromosomale Mutanten 

 
Stammnummer Einzelmutation Allel Referenz 

59 myospheroid (mys) 1 (Digan et al., 1986) 

1483 multiple edematous 

wings (mew) 

M6 (Roote and Zusman, 1995) 

2176 inflated (if) B2 (Brabant and Brower, 1993)

4284 terribly reduced optic 

lobes (trol) 

13 (Shannon et al., 1972) 

 

Deletionsmutationen Bruchpunkte Referenz 

Df(1)RK2 12 D2-E1;13 A2-A5 (Drysdale et al., 1991) 

Df(1) KA 9 12 E2- F7;13 A2-A5 (Livingstone, 1985) 
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2.2.5.2.2. Zweitchromosomale Mutanten 

 
Stammnummer Einzelmutationen Allel Referenz 

499 Collagen Typ IV 

(Cg25C) 

A109.1F2 

 

(Rodriguez et al., 1996) 

DCg 234- Collagen Typ IV 

(Cg25C) 

234-9 (Gellon et al., 1997) 

DCg 412 Collagen Typ IV 

(Cg25C) 

412 (Gellon et al., 1997) 

- M-Spondin(mspo) C 26 (Umemiya et al., 1997) 

3098 scab (scb) 2 (Stark et al., 1997) 

- Slit (sli) Slit550 (Battye et al., 2001) 

- Slit (sli) SlitB1-32 (Schimmelpfeng et al., 

2001) 

BL-12377 syndecan (sdc) l(2)10608 (Spradling et al., 1999) 

BL-10431 syndecan (sdc) l(2)k10215 (Spradling et al., 1999) 

- Tiggrin (tig) x (Bunch et al., 1998) 

P404 viking (vkg) k07138 (Rodriguez et al., 1996) 

P473 viking (vkg) K00236 (Spradling et al., 1999) 

vkg 228 viking (vkg) 228-20 (Gellon et al., 1997) 

vkg 177 viking (vkg) 177-27 (Gellon et al., 1997) 

P2362 wing blister (wb) 09437 (Martin et al., 1999) 
 

2.2.5.2.3. Drittchromosomale Mutanten 

 
Stammnummer Einzelmutationen Allel Referenz 

P1685 divison abnormally 

delayed (dally) 

06464 (Nakato et al., 1995) 

Lan A 9-32 Laminin A (lanA) 9-32 (Henchcliffe et al., 1993)

P1657 Tenascin major (ten a) 05309 (Baumgartner et al., 

1994) 
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2.2.5.3. GAL4 Aktivatorlinien 

 

Stamm Expressionsmuster/ 
Promotor 

Chromosom Referenz/Herkunft 

24B GAL4 myosin-heavy chain 3. (Schuster et al., 1996) 

rho GAL4 rhomboid 2. bzw. 3. Ip and Levine, unveröffentlicht 

da GAL4 daughterless 3. (Wodarz et al., 1995) 

sim GAL4 single-minded 2. bzw. 3. (Scholz et al., 1997) 

sli GAL4 slit 2. bzw. 3. (Scholz et al., 1997) 

elav GAL4 elav X (Lin et al., 1994) 

sca GAL4 scabrous 2. (Hinz et al., 1994) 

dpp GAL4 decapentaplegic 3. Bloomington 

GMR GAL4 glass Multimer 

Reporter 

2. Ellis, 1993  

ey GAL4 eyeless 2. Bloomington 

en GAL4 engrailed 3. Bloomington 

ML Gal4 ZNS Mittellinie 3. Urban, unveröffentlicht 

Kr Gal4 Krüppel 2. (Hinz et al., 1994) 

117B Gal4 futzi taratzu 3. Grewe, unveröffentlicht 

ap-Gal4 apteruos 2. Bloomington 

btl GAL4 breathless 2. Schilo, unveröffentlicht 
 

2.2.5.4. UAS Effektorlinien und EP-Linien  

 

Stamm Gen Chromosom Referenz 

UAS NetrinA Netrin A 2. bzw. 3. (Mitchell et al., 1996) 

UAS Netrin B Netrin B 2. bzw. 3. (Mitchell et al., 1996) 

UAS dally dally 3. (Jackson et al., 1997) 

UAS infCG inflated 3. (Martin-Bermudo et al., 

1997) 

UAS MMP1.1 matrix 

metalloprotease 1.1

2. bzw. 3. (Page-McCaw et al., 2003) 
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UAS MMP1.2 matrix 

metalloprotease 1.2

2. bzw.3. (Page-McCaw et al., 2003) 

UAS MMP2 matrix 

metalloprotease 2 

2. bzw. 3. (Page-McCaw et al., 2003) 

UAS TIMP tissue inhibitor of 

metalloproteases 

2. Bloomington 

EP 3678 laminin α 3,5 3. Bloomington 

EP 903 laminin α 3,5 3. Bloomington 

EP 664 laminin α 3,5 3. Bloomington 

EP 2178 laminin β 2. Bloomington 

EP 2553 collagen IV α1 

(CgC25) 

2. Szeged Stock Center 

EP 2181 collagen IV α2 

(viking) 

2. Szeged Stock Center 

EP 3051 tenascin-m 3. Bloomington 

EP 1447 troll X Bloomington 

EP 1619 troll X Bloomington 

EP 634 dally 3. Bloomington 

EP 581 dally 3. Bloomington 

EP 1365 integrin α PS1 

(mew) 

X Bloomington 

EP 2235 integrin β-new PS 2. Szeged Stock Center 

EP 439 integrin β PS (mys) X Bloomington 

EP 1033 integrin β PS (mys) X Bloomington 

EP 2591 integrin α PS 3 

(scab) 

2. Bloomington 

EP 2410 syndecan 2. Szeged Stock Center 

EP 2641 syndecan 2. Szeged Stock Center 

EP 2047 syndecan 2. Szeged Stock Center 

EP 2218 syndecan 2. Szeged Stock Center 
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2.3. Methoden 

 

2.3.1. Genetische Methoden  

2.3.1.1. Fliegenzucht 

Alle Fliegenstämme wurden auf Drosophila Futtermedium in Standardplastiktöpfen 

bei 25 °C gehalten. Für Kreuzungen wurden frisch geschlüpfte jungfräuliche 

Weibchen und Männchen verschiedener Altersstufen verwendet. 

 

2.3.1.2. Sammeln von Embryonen 

Für Einzel-Eiablagen wurden die Fliegen in ein leeres, mit Luftlöchern versehenes 

Plastikgefäß überführt, das mit einer Apfelsaftagarplatte verschlossen wurde. Diese 

wurde zuvor mit etwas frisch angerührter Bäckerhefe bestrichen. Die 

Apfelsaftagarplatte wurde alle 12 h gewechselt und für maximal 2 Tage bei 4°C bis 

zur Fixierung gelagert.  

Für Massen-Eiablagen wurde das Färbeblocksystem verwendet (Hummel et al., 

1997). Dabei besteht ein Plexiglasblock aus Boden- und Deckelteil mit je 30 

Bohrungen mit einem Durchmesser von 1,6 cm, die mit einer engmaschigen Gaze 

verschlossen werden. Boden- und Deckelteil zusammengesetzt bilden so 30 

Ablageröhrchen für Fliegenstämme. Der Block wird in eine CO2-Kammer gestellt und 

die Fliegen werden mit Trichtern in die einzelnen Kammern eingefüllt und gleichzeitig 

narkotisiert. Der Block wird danach mit der anderen Hälfte verschlossen. Nach dem 

Erwachen der Fliegen wird die Gaze einer Seite von außen mit Bäckerhefe 

bestrichen und der Block wird mit der bestrichenen Seite nach unten auf eine 

Apfelsaftagarplatte aufgesetzt. Die Eiablagen werden alle 12 h gewechselt, wobei 

nur die behefte Seite der Ablagen gegen eine neue getauscht wird. Die Hefe wird 

von den Ablagen mit kaltem Leitungswasser abgespült und die Ablagen werden 

maximal 2 Tage bei 4 °C in einer feuchten Kammer gelagert. 
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2.3.1.3. Keimbahntransformation 

Zur Keimbahntransformation wurde ein Eppendorf Transjektor 5246 eingesetzt. Für 

die Injektionen wurden nachgeschliffene femtotipII-Kanülen verwendet. Vor dem 

Einsetzen in das Injektionssystem wird die femtotipII-Kanüle mit 5 µl Injektionsmix 

befüllt. 
 

2.3.1.3.1. Präparation der Embryonen 

Zur Injektion werden w1118-Embryonen verwendet. Dazu werden w1118-Fliegen auf 

Apfelsaftagarplatten zur Ablage gesetzt. Die Platten werden ein- bis zweimal pro 

Stunde gewechselt und die Embryonen direkt zur Injektion verwendet. Zur 

Dechorioniesierung werden die Embryonen in 2,5 % NaOCl für 2 min inkubiert und 

dann - gründlichst mit Wasser gewaschen - auf einen Apfelsaftagarblock transferiert. 

Mit einer Präpariernadel werden die Embryonen in einheitlicher Orientierung auf dem 

Apfelsaftagarblock aufgereiht. Etwa 50 bis 70 Embryonen werden dann mit einem 

Heptankleber bestrichenem Deckglas aufgenommen, indem das Deckglas ohne 

Druck auf die Embryonen aufgelegt und wieder abgehoben wird. Die Embryonen 

wurden nun für 5-15 min (abhängig von der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit) 

luftgetrocknet, bis sich beim vorsichtigen Berühren mit der Präparationsnadel Falten 

in der Vitellinmembran zeigen. Dann werden die Embryonen mit 10S Öl (Voltalef) 

überschichtet, das Deckglas wird mit 10S-Öl auf einem Objektträger montiert, und 

die Embryonen werden zur Injektion verwendet. 
 

2.3.1.3.2. Injektion der Embryonen 

Embryonen und Injektionskanüle werden im Gesichtsfeld eines Mikroskops in einer 

Ebene ausgerichtet. Injektionen erfolgen nur in Embryonen, die sich noch im 

syncytialen Blastoderm Stadium befinden. Die Kanüle wird in den posterioren Pol 

des Embryos gestochen und durch Betätigen der Injektionstaste des Transjektors 

wird eine kleine Menge des Injektionsmixes in den Embryo injiziert. Die erfolgreiche 

Injektion kann anhand der roten Farbe des Injektionsmixes nachvollzogen werden. 

Nach der Injektion wird das Deckglas in ein Wägeschälchen überführt und mit 3S Öl 

(Voltalev) überschichtet. Die Embryonen werden bis zum Schlüpfen bei RT gehalten. 
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Geschlüpfte L1 Larven werden mit einer Präparationsnadel in ein Fliegenröhrchen 

mit Drosophila Standardmedium überführt. 
 

2.3.1.3.3. Selektion transgener Fliegen 

Die geschlüpften Fliegen werden einzeln gegen Doppelbalancer (w-; Sp/CyO; 

TM2/MKRS) gekreuzt. In der F1 Generation können die transgenen Tiere anhand 

der Augenfarbe (w+) identifiziert werden. Die Stärke der Expression des w+-Gens 

hängt vom Insertionsort ab, so daß die Augenfarbe zwischen gelb und rot variieren 

kann. 
 

2.3.1.3.4. Lokalisation der Insertionen 

Zur Bestimmung des Chromosoms, auf dem die Insertion stattgefunden hat, werden 

die Transgene erneut gegen Doppelbalancer gekreuzt. Anhand der Segregation der 

dominanten Marker und der w+-Markierung der transgenen Fliegen kann das 

Chromosom, das die Insertion des jeweiligen Konstruktes trägt, identifiziert werden.  
 

2.3.2. Histologische Methoden 

 

2.3.2.1. whole mount Antikörperfärbung von Drosophila Embryonen 

2.3.2.1.1. Antikörperfärbung von Einzelablagen 

Für Antikörperfärbungen an Embryonen aus Einzelablagen wurden die Embryonen 

auf verschiedene Arten fixiert. Zunächst wird die Standardmethode, Fixierung mit 

Formaldehyd beschrieben.  

• Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten 

(MWP) überführt 

• Dechorionisierung mit 5 % NaOCl für 5 min 

• Waschen mit Leitungswasser (mind. fünfmal) 

• Trocknen auf Papierhandtüchern 

• Überführen der MWP in Heptan 
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• Überführen der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 

Mikroreaktionsgefäße (1,5 ml)  

• Zugabe des gleichen Volumens an Fixans (4 % Formaldehyd/PBS) 

• Fixierung der Embryonen für 20 min bei RT auf einem Schüttler 

• Abnahme der wässrigen (unteren) Phase und Zugabe von Methanol 

• Devitellinisierung der Embryonen durch Vortexen für ca. 30 sek 

• Abnahme der organischen (oberen) Phase, erneute Zugabe von Methanol 

und kurzes Schütteln 

• Abnahme des Methanols und einmaliges Waschen mit 96 % Ethanol  

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Inkubation in 10 % Goatserum (GS)/PBT für 1 h bei RT auf einem Schüttler 

• Inkubation des primären AK (Antikörper) in geeigneter Verdünnung in 10 % 

GS/PBT ü. N. bei 4 °C auf einem Schüttler 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Inkubation des sekundären AK in geeigneter Verdünnung in 10 % GS/PBT für 

2-3 h bei RT auf einem Schüttler 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Antikörperspezifische Nachweisreaktionen folgen 
 

Fixierung mit Paraformaldehyd: 

• Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten 

(MWP) überführt 

• Dechorionisierung mit 5 % NaOCl für 5 min 

• Waschen mit Leitungswasser (mind. fünfmal) 

• Trocknen auf Papierhandtüchern 

• Überführen der MWP in Heptan 

• Überführen der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 

Mikroreaktionsgefäße (1,5 ml)  

• Zugabe des gleichen Volumens an Fixans (4 % Paraformaldehyd/PBS) 

• Fixierung auf 37°C für 20 min 

• Abnahme der wässrigen (unteren) Phase  
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• Zugabe von mind. -20 °C kaltem 80% Ethanol 

• 30 sec Vortexen 

• erneute Zugabe von -20°C kaltem 80% Ethanol und erneutes Vortexen 

• Rehydrierung über eine Ethanolreihe 

• Überführung der Embryonen in PBT 

• weiteres Vorgehen siehe oben 
 

Hitzefixierung: 

• Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten 

(MWP) überführt 

• Dechorionisierung mit 5 % NaOCl für 5 min 

• Waschen mit Leitungswasser (mind. fünfmal) 

• Aufheizen von Hitzefixierungs-Lösung im Wasserbad in einem 

verschliessbaren Gefäss 

• Überführung der dechorionisierten Embyonen in die heisse Fixierungs-Lösung 

• kurzes Schütteln 

• unmittelbar eisgekühlte Fixierungslösung hinzugeben 

• Inkubation auf Eis für ca. 1min 

• Fixierungs-Lösung abnehmen 

• Methanol und Heptan im gleichen Verhältnis auf die Embryonen geben 

• Devitelinisierung durch kurzes Schütteln 

• weiteres Vorgehen siehe oben 

2.3.2.1.2. Antikörperfärbung von Massen-Eiablagen (Hummel et al., 1997) 

• Entfernen der Hefe durch Waschen der Plexiglasbox mit Leitungswasser 

• Dechorionisierung mit 5 % NaOCl für 5 min 

• Waschen mit Leitungswasser (mind. fünfmal) 

• Trocknen auf Papierhandtüchern 

• Überführen der Plexiglasbox in Heptanfix und Fixierung für 10-15 min 

• Überführen der Plexiglasbox in eine Schüttelbox mit Heptanfixans und 

Methanol (1:1) 

• Devitellinsierung der Embryonen durch kräftiges Schütteln der 

verschlossenen Schüttelbox für ca. 20 sek 
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• Waschen der Plexiglasbox in Methanol für ca. 20 sek, danach für ca. 1 min in 

96 % Ethanol 

• Überführen der Plexiglasbox in PBT und gründliches Waschen mit PBT 

• Absaugen der Vitellinmembranen an der Oberfläche mit der 

Wasserstrahlpumpe 

• Umspülen der Embryonen mit Leitungswasser in eine flache 

Inkubationsschale 

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Inkubation in 10 % GS/PBT (15 ml) für 1 h bei RT auf einem Schüttler 

• Inkubation des primären AK in geeigneter Verdünnung in 10 % GS/PBT ü.N 

bei 4 °C auf einem Schüttler 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Inkubation des sekundären AK in geeigneter Verdünnung in 10 % GS/PBT für 

2-3 h bei RT auf einem Schüttler 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Antikörperspezifische Nachweisreaktionen folgen 

 

2.3.2.2. Antikörperfärbung von Flügelimaginalscheiben 

 

Mit zwei Pinzetten wird am Mundhaken sowie am hinteren Ende des vorderen 

Drittels einer L3 Larve angesetzt und die Larve wird vorsichtig auseinandergezogen. 

Der Epidermis der Kopfregion der Larve wird anschliessend umgestülpt und Reste 

des Darms, die Speicheldrüsen sowie Fettgewebe werden entfernt. Idealerweise 

bleiben die Flügelimaginalscheiben (FIS) mit der Epidermis assoziert. In diesem 

Verband sind die FIS schwer genug, um während der Waschschritte abzusinken und 

gleichzeitig ausreichend für die Fixierung exponiert. Die so präparierten Scheiben 

werden auf Eis in PBS gesammelt. 
 

• Überführen der FIS in Reaktionsgefäße mit Fixans (4 % Formaldehyd/PBS) 

• Fixierung in 4 % Formaldehyd/PBS für 20-30 min bei RT auf einem Schüttler 

• Abnahme des Fixans und Waschen dreimal kurz mit PBS 
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• Waschen dreimal für 20 min in PBT auf einem Schüttler 

• Fortführung des Protokolls siehe Anitkörperfärbung an Embryonen (ab: 

Inkubation in 10% GS/PBT) 
 

Nach der antikörperspezifischen Nachweisreaktion werden die FIS in entsprechende 

Medien eingebettet. Dann erst werden die eigentlichen FIS mittels Präpariernadeln 

ausgerichtet und von dem übrigen Geweben getrennt. Die FIS werden mit einem 

Deckglas eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. 
 

2.3.2.3. Antikörperspezifische Nachweisreaktionen 

2.3.2.3.1. Alkalische Phosphatase (AP) Färbung 

• Waschen der Embryonen zweimal 5 min in NBT Puffer auf einem Schüttler 

• Inkubation in 3,5 µl/ml BCIP und 4,5 µl/ml NBT in NBT-Puffer  

• Stoppen der Färbereaktion mit PBT, wenn gewünschte Intensität erreicht ist  

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Überführen der Embryonen in 70 % Glycerin 
 

2.3.2.3.2. Meerrettichperoxidase (HRP) Färbung 

• Waschen der Embryonen einmal kurz in PBT 

• Inkubation der Embryonen in 0,3 mg/ml DAB-Lösung in PBS und 1,5 µl/ml 

H2O2 

• Stoppen der Färbereaktion mit PBT, wenn gewünschte Intensität erreicht ist  

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Überführen der Embryonen in 70 % Glycerin 
 

2.3.2.3.3. Präabsorption des anti-β-Galaktosidase Antikörpers 

• Fixierung der Embryonen wie bei der whole mount Antikörperfärbung 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 

• Inkubation in 10% GS/PBT für 1 h bei RT auf einem Schüttler 



Material und Methoden 

 39

• Inkubation des anti-β-Galaktosidase AK (Verdünnung 1:500) in 10 % GS/PBT 

ü. N. bei 4°C auf einem Schüttler 

• Sterilfiltration des Überstandes, bei 4°C lagern (größere Aliquots bei –20 °C 

einfrieren) und bei Bedarf in einer Verdünnung von 1:10 einsetzen 
 

2.3.2.4. whole mount in situ Hybridisierung an Drosophila Embryonen 

 
Ab dem Schritt der Hybridisierung bis zum Stoppen der Färbereaktion wird DEPC-

PBT/PBS und DEPC-NBT Puffer verwendet. 
 

2.3.2.4.1. Fixierung der Embryonen 

• Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten 

(MWP) überführt 

• Dechorionisierung mit 5 % NaOCl für 5 min 

• Waschen mit Leitungswasser (mind. fünfmal) 

• Trocknen auf Papierhandtüchern 

• Überführen der MWP in Heptan 

• Überführen der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 5 ml 

Glasröhrchen 

• Zugabe des gleichen Volumens an Fixans (4 bis 8 % Formaldehyd/PBS) 

• Fixierung der Embryonen für 30 min bei RT auf einem Schüttler (1. Fixierung) 

• Abnahme der wässrigen (unteren) Phase und Zugabe von 2 ml Methanol 

• Devitellinisierung der Embryonen durch kräftiges Schütteln für ca. 20 sek 

• Abnahme der organischen (oberen) Phase, erneute Zugabe von Methanol 

und kurzes Schütteln 

• Waschen der Embryonen mit 96 % Ethanol (nach diesem Schritt können die 

Embryonen bis zu einer weiteren Verwendung in Ethanol bei –20 °C gelagert 

werden) 
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2.3.2.4.2. Hybridisierung der Embryonen 

• Waschen zweimal 5 min in PBT 

• Inkubation in 95 °C – 100 °C heißem Wasser für 6 min, dabei zwei- bis 

dreimal invertieren 

• Inkubation für 15 min auf Eis 

• Waschen zweimal kurz in PBT 

• Fixierung für 20 min in 5% Formaldehyd/PBT bei RT auf einem Schüttler (2. 

Fixierung) 

• Waschen dreimal 2 min mit PBT 

• Waschen für 5 min mit PBT/Hybridisierungspuffer im Verhältnis 1:1 

• Waschen für 5 min mit Hybridisierungspuffer 

• Vorhybridisierung in Hybridisierungslösung bei 60 °C für mind. 80 min  

• RNA-Probe in 30 µl Hybridisierungslösung für 2 min bei 90° denaturieren, 

dann direkt auf Eis stellen 

• Abnehmen der Hybridisierungslösung von den Embryonen 

• Zugabe der denaturierten RNA-Probe, Inkubation bei 60 °C ü. N. 

• Waschen für 30 min in Hybridisierungspuffer bei 60 °C  

• Waschen für 30 min in Hybridisierungspuffer/PBT bei 60 °C  

• Waschen der Embryonen fünfmal 20 min mit PBT 60°C  

• Waschen für 10 min in PBT bei RT auf einem Schüttler 

• Inkubation mit anti Digoxigenin AP Antikörper/PBT (1:2000) für 2 h bei RT auf 

einem Schüttler 

• Waschen der Embryonen fünfmal 20 min mit PBT bei 60 °C  
 

2.3.2.4.3. Nachweisreaktion 

 

• Waschen zweimal für 5 min in NBT Puffer auf einem Schüttler bei RT 

• Embryonen in 3,5 µl/ml BCIP und 4,5 µl/ml NBT in NBT Puffer inkubieren 

• Stoppen der Färbereaktion mit PBT, wenn gewünschte Intensität erreicht ist 

• Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT  

• Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schüttler bei RT 
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2.3.2.4.4. Einbetten der Embryonen  

• Entwässern der Embryonen in einer Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90 %, 95 %, 

100 % Ethanol) für je 2 min 

• Ein Tropfen Kanadabalsam-Methylsalicylat (4:1) wird auf einen Objektträger 

gegeben 

• Embryonen werden in 100 % Ethanol in eine Pipette aufgenommen und zügig 

werden einige in die Mitte des Kanadabalsam-Methylsalicylat Tropfens 

plaziert und ggf. mit einer Präpariernadel schnell verteilt  

• Deckglas auflegen 
  

 

2.3.3. Molekularbiologische Methoden 

2.3.3.1. Herstellung einer Digoxigenin markierten RNA Sonde 

• In ein eisgekühltes Reaktionsgefäß werden gegeben: 

• 1 µg linearisierte Plasmid DNA (mit RNA Polymerasepromotoren) 

• 2 µl 10 x DIG RNA Labeling Mix (Roche) 

• 2 µl 10 x Transkriptionspuffer (Roche) 

• ad 18 µl RNase-freies ddH2O 

• 2 µl RNA Polymerase (SP6, T7 oder T3) (Roche) 

 

• Mischen und kurz abzentrifugieren 

• Inkubation für 2 h bei 37 °C  

• Zugabe von 2 µl DNaseI, RNase-frei, zur Entfernung der Template-DNA 

• Inkubation für 15 min bei 37 °C  

• Abstoppen der Reaktion mit 2 µl 0,2 M EDTA, pH 8,0 

• Zugabe von 2,5 µl 4 M LiCl und 75 µl EtOH (-20°C) 

• Mischen und bei –20 °C 2 h (oder –70°C 30 min) fällen 

• Zentrifugation bei 4 °C für 30 min bei 12.000 g  

• Waschen mit 50 µl 70 % EtOH, trocknen und in 100 µl RNase-freiem H2O 

aufnehmen 

• Einfrieren bis zur Verwendung bei –20 °C 
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2.3.3.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen (XL-1blue oder DH5-alpha 
Escherichia coli) 

• Animpfen von sechsmal 0,5 l LB Medium mit 5 ml einer frischen ü. N. Kultur  

• Inkubation im Schüttler bei 37°C (3-5 h) bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,6  

• Lagerung der Kultur 15-20 min auf Eis 

• Zentrifugation in einem vorgekühlten Rotor (GSA) bei 5.000 rpm für 15 min 

bei 4 °C  

• Überstand verwerfen und Pellet in kaltem ddH2O resuspendieren 

• Zentrifugation in einem vorgekühlten Rotor (GSA) bei 5.000 rpm für 15 min 

bei 4 °C 

• Überstand verwerfen und Pellet erneut kaltem ddH2O resuspendieren 

• Zentrifugation in einem vorgekühlten Rotor (GSA) bei 5.000 rpm für 15 min 

bei 4 °C  

• Überstand verwerfen und Pellet in 20 ml kaltem 10 % Glycerin/ddH2O 

resuspendieren 

• Zentrifugation in einem vorgekühlten Rotor (GSA) bei 5.000 rpm für 15 min 

bei 4 °C 

• Überstand verwerfen und Pellet in ca. 2 ml kaltem 10 % Glycerin/ddH2O 

resuspendieren (entspricht einer Zellkonzentration von ca. 1-3 x 108 

Zellen/ml) 

• Aliquotieren der Suspension in je 50 µl Einheiten und sofort bei –70 °C lagern 
 

2.3.3.3. Bakterientransformation (Elektrotransformation) 

 

Die Transformationen von DNA in elektrokompetente Escherichia coli Stämme 

wurden mit dem Gene-Pulser der Firma BIORAD nach den Empfehlungen des 

Herstellers durchgeführt. 
 

• Auftauen kompetenter Zellen auf Eis  

• Mischen der 50 µl Zellsuspension mit geeigneter DNA Menge  

• Überführen in eine gekühlte 0,1 cm Elektroporationsküvette  

• Einsetzen der Küvette in Gene Pulser (BIORAD)  
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• Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstärke von 12,5 KV/cm (Einstellungen am 

Gene Pulser: Kapazität -25 µF, Spannung -1,8 KV, Widerstand -200 Ω) 

• Küvette schnell entnehmen und 300 µl vorgewärmtes SOC-Medium zugeben 

• Inkubation im Schüttler bei 37 °C für 30 min  

• Ausstreichen auf einem geeigneten Selektionsmedium und bei 37 °C ü.N. 

kultivieren 
 

 

2.3.3.4. DNA Restriktionen 

Die DNA Restriktionen erfolgten gemäß Herstellerangaben (Roche). 
 

2.3.3.5. Gelelektrophorese 

Die Trennung der DNA Fragmente erfolgte bei 100 - 150 V durch 

Horizontalgelelektrophorese in Agarosegelen (0,8 bis 1,2 % in TBE) mit 

Ethidiumbromid (Stammlösung: 10 mg/ml H2O davon 4 µl Ethidiumbromid-

lösung/100ml Agarosegel). Als relatives Maß für die Größe der DNA Fragmente 

diente eine 1 kb-Leiter (GIBCO/BRL). 
 

2.3.3.6. Elution von DNA-Fragmenten aus einem präparativen Gel 

Die Agarosegelelektrophorese wurde bei niedriger Spannung durchgeführt. Die 

Elution erfolgte mit einem Kit der Firma Qiagen. Die Arbeiten wurden entsprechend 

dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. 
 

2.3.3.7. Konzentrationsbestimmung von DNA Lösungen 

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA Lösungen wurde ein zweckmäßiges 

Volumen auf ein Agarosegel aufgetragen. Als Standard diente 1 µg einer 1 kb-Leiter 

(Gibco/BRL). Die Konzentration der DNA Lösung wird durch einen Vergleich der 

relativen Fluoreszenzintensitäten unter UV-Licht bestimmt. Alternativ erfolgte die 

Konzentrationsbestimmung mit Hilfe eines Photometers (Eppendorf).  
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2.3.3.8. Ligation von DNA Fragmenten 

 

Zur Ligation wurden der Vektor und das zu klonierende Fragment in einem molaren 

Verhältnis von 1:1 bis 1:4 eingesetzt. Bei einer Restriktion des Vektors mit nur einem 

Enzym muß dieser vor der Ligation zur Verhinderung einer Vektorreligation mit SAP 

(1 µg/µl Shrimps Alkaline Phosphatase, Roche) dephosphoryliert werden. Bei einer 

Doppelrestriktion kann darauf verzichtet werden. 
 

Ligationsansatz: 100 ng Vektor DNA 

 1-4fache  molare Menge des DNA Fragments 

 2 µl 10 x Ligationspuffer (Promega) 

 1 µl  T4 DNA Ligase (Promega) 

 ad 20 µl H2O  

 Inkubation 1 h bei 37 °C oder ü.N. bei 16 °C 

 

2.3.3.9. Mini-Präparation von Plasmid DNA 

• Animpfen von 2 ml LB-Medium (mit Antibiotikum zur Selektion) mit 

Einzelkolonien  

• Inkubation ü.N. bei 37 °C im Schüttler  

• Überführen von ca. 1,5 ml Bakterienkultur in ein Reaktionsgefäß, den Rest 

kühl lagern 

• Zentrifugation in einer Tischzentrifuge 10 sek bei 13.000 rpm und den 

Überstand abnehmen 

• Pellet durch Vortexen lösen 

• Zugabe von 400 µl STET zum gelösten Pellet  

• Kochen für 1 min, anschließend in einer Tischzentrifuge 7 min bei 13.000 rpm 

zentrifugieren 

• Überstand zu 400 µl Isopropanol in ein neues Reaktionsgefäß schütten und 

kurz invertieren 

• Fällung in einer Tischzentrifuge für 8 min bei 13.000 rpm  

• Pellet mit 70 % EtOH waschen  

• Pellet trocknen und in 20-100 µl RNase-H2O resuspendieren 



Material und Methoden 

 45

 

2.3.3.10. Midi-Präparation von Plasmid DNA 

Die Präparation größerer DNA Mengen erfolgte aus einer 50 ml ü.N. Kultur. Hierfür 

wurde ein DNA Präparationskit der Firma Qiagen entsprechend den Angaben des 

Herstellers verwendet. 
 

2.3.3.11. Standard PCR 

Für Standard Amplifikationen wurde Plasmid DNA nach Mini oder Midi Präparation 

eingesetzt. Für die Amplifikation wurde folgender Reaktionsansatz (50 µl) angesetzt: 
 
 Template ca. 0,1 mg/ml 1 µl

 10 x Puffer 1x 5 µl

 dNTP 0,2 mM 1 µl

 MgCl2 1,5 mM 3 µl

 Primer A (20 µM)  50 pmol bzw. 1 µM 5 µl

 Primer B (20 µM)  50 pmol bzw. 1 µM 5 µl

 TaqDNA Polymerase 1U 0,2 µl

 steriles ddH20  ad 50 µl

 
Alle Amplifikationen wurden auf einem MJ Research PTC 200 DNA-Engine (Fa. 

Biozym) im „calculated“ Temperaturmodus durchgeführt.  

Das verwendete Temperaturprofil richtet sich nach der Länge des PCR Produktes, 

den Annealing-Temperaturen der Primer und nach der Menge der eingesetzten 

Template DNA. Die Temperaturprofile werden entsprechend variiert. 

Standard-Temperaturprofil: 
 
 Initiale Denaturierung 94 °C  3:00 min 

 Denaturierung 94 °C  0:30 min 

 Annealing (je nach Primerpaar) 60 °C (variabel) 0:15 min 

 Extension 72 °C  2:30 min (variabel) 

 Wiederholung der Schritte 2 - 4  30x 
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 finale Extension 72 °C  10:00 min 

 Kühlen 4 °C  nach Bedarf 

 

2.3.3.12. Sequenzierung 

 

Die meisten Sequenzierungen wurden mit dem Amersham Sequenzierungskit 

(Thermo Sequenase II Dye Terminator Cycle Sequencing Premix Kit) gemäß 

Herstellerangaben durchgeführt. Die Auswertung der Sequenzreaktionen erfolgte mit 

dem ABIPRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Neuere 

Sequenzierungen erfolgten mit dem Sequenzierungskit DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequenzing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems 

(Amersham, Biosciences). Die Auswertung dieser Sequenzreaktionen wurden mit 

dem MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech) 

durchgeführt. Zur Analyse der Sequenzdaten wurde das Programm Lasergene DNA 

STAR Software Package (GATC, Konstanz) verwendet. 
 

2.3.4. Biochemische Methoden 

2.3.4.1. Gewinnung von embryonalen Proteinextrakten  

Embryonen werden mit PBT in MWP überführt mit 5 % NaOCl für 4 min 

dechorionisiert, dann gründlich mit Wasser gewaschen und in Reaktionsgefäße 

überführt. Nach Abnahme des Überstandes wird das doppelte Volumen der 

Embryonenmenge in Lysispuffer zugegeben. Unter Hinzugabe von 0,5 % Triton 

werden die Embryonen auf Eis mit einem Pistill zerkleinert und anschließend bei 4 

°C und 14.000 rpm für 15 min zentrifugiert. Nach Zentrifugation wird die Phase 

zwischen Pellet und entstandener Fettschicht in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

(der Zentrifugationsschritt kann bei ungenügender Trennung wiederholt werden). 

Alternativ werden Embryonen nach der Dechorionisierung in 5% NaOCl direkt in 

SDS-Probenpuffer mit einem Pistill zerkleinert. Die Embryonen wurden zuvor 

sortiert, beispielsweise mittels eines GFP-Balancers, und es werden ca. 30 

Embryonen in 50 µl SDS-Probenpuffer aufgenomen. Anschließend werden die 
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Embryonen zerkleinert und die Probe direkt aufgekocht. Die Proteinextrakte können 

direkt weiterverarbeitet werden.  

 

2.3.4.2. Gewinnung von Schneiderzell Proteinextrakten 

Zur Gewinnung von Proteinextrakten aus Drosophila Schneiderzellen werden 

transfizierte oder untranfizierte Zellen aus 6fach Multiwellplatten geerntet. 

• Überstand mit S2-Zellen ernten und in 5ml Zentrifugengefässe überführen 

• Zentrifugation bei 1000 rpm für 5 min 

• Überstand verwerfen 

• pro well 150µl Lysispuffer hinzugeben 

• Zellen in Lysispuffer resuspendieren und in ein Mikroreaktionsgefäss 

überführen 

• mit Pistill Zellen auf Eis zerkleinern 

• kurz stehen lassen 

• Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm für 10min 

• Überführung des Überstandes in ein neues Mikroreaktionsgefäss und 

Aufbewahrung bei -20°C 

 

2.3.4.3. Konzentrationsbestimmung und Vorbereitung von Proteinextrakten 
für die Gelelektrophorese 

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinlösung erfolgte nach der Bradford-

Methode. Hierzu wird das Bradfordreagenz 1:5 mit ddH2O verdünnt. 1 bis 10 µl der 

zu testenden Lösung werden mit je 1 ml des Reagenz gemischt und nach 10 min 

Inkubationszeit photometrisch gemessen (Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 

nm). Pro Gelspur sollten etwa 20 µg Protein aufgetragen werden. Zur Vorbereitung 

der Proben werden diese mit Probenpuffer verdünnt (je nach Konzentration des 

Probenpuffers; meistens wurde ein 5fach Puffer verwendet) und für 5 min bei ca. 

100 °C denaturiert. Vor dem Gelauftrag werden die Proben 1min bei 13.000 rpm 

zentrifugiert. 
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2.3.4.4. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen 

Die Auftrennung erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlichen 

SDS-Polyacrylamidgelen. Es wurden Gelelektrophorese-Apparaturen der Firma 

Hoefer verwendet. Für die Gelelektrophorese wurden die SE 20 Mini-Zellen mit 0,75 

mm dicken Spacern benutzt. Nach dem Polymerisationsstart des Trenngels durch 

Zugabe von APS und TEMED wird es bis auf 2/3 der gesamten Höhe der 

Gelkassette gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach ca. 1 h wird das 

Isopropanol abgegossen und durch die Sammelgellösung (plus APS und TEMED) 

ersetzt. Der Probenkamm wird direkt danach eingesetzt. Die Polymerisation des Gel 

erfolgt für ca. 30 min.  

Nach dem Auftrag der Proben erfolgt die Gelelektrophorese bei 20 mA für ca. 2 h. 

Die Molekulargewichtsbestimmung der aufgetrennten Proteine erfolgt durch einen 

Vergleich mit standardisierten Markerproteinen. Die Proteinbanden auf dem SDS 

Gel können mit kolloidalem Coomassie angefärbt oder über Western-Blotting auf 

eine PVDF-Membran übertragen werden.  
 

2.3.4.5. Western-Blotting und Immunodetektion von Proteinen 

Der Proteintransfer von SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran erfolgte 

in einer Tank-Blot-Einheit der Firma Hoefer gemäß Herstellerangaben. Die PVDF-

Membran wird 10 sek in Methanol aktiviert, 5 min in ddH2O gewaschen und für 7 min 

in Transferpuffer vorinkubiert. Der Transfer geschieht für 2 h bei einer konstanten 

Stromstärke von 400 mA. Die Membran wird anschließend mit Ponceau S Lösung 

reversibel gefärbt, um signifikante Größen des Markers anzuzeichnen. Die Membran 

wird mit TBS Tween entfärbt und 30 min in 10 % Milchpulver geblockt. Der 

verwendete Antikörper wird in geeigneter Konzentration in 10 % Milchpulver 

verdünnt, und die Membran wird in dieser Lösung bei 4 °C ü.N. auf dem Rolltaumler 

inkubiert. Die Membran wird fünfmal 15 min in TBS Tween gewaschen und mit 

einem HRP gekoppelten Zweitantikörper für 1-2 h bei RT inkubiert. Danach wird 

dieser fünfmal 15 min in TBS Tween heruntergewaschen. Zum Nachweis der 

Antigene wurde das ECL-Western-Blotting-Detektionssystem der Firma Amersham 

gemäß Herstellerangaben verwendet. 
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2.3.5. Zellkultur 

Zellkulturexperimente wurden an Drosophila Schneider-2plus-Zellen (S2+) 

(Invitrogen) durchgeführt. 
 

2.3.5.1. Kultivierung von S2 Zellen 

Die S2 Zellen wurden in 10 ml Schneiders Drosophila Medium mit 10 % 

hitzeinaktiviertem FBS bei 25 °C kultiviert. Das Medium enthielt zudem 50 Units 

Penicillin und 50 Units Streptomycin-Sulfat pro ml. Bei einer Zelldichte von 6 x 106 

bis 20 x 106 wurden die Zellen 1:5 verdünnt in eine neue Kulturflasche passagiert. 
 

2.3.5.2. Antikörperfärbung an S2 Zellen 

Um die Adhärenz der Zellen zu verbessern, wurden die Deckgläschen mit 

Fibronectin (1:100 in PBS) beschichtet. 

Die Saat der Zellen erfolgte in 24 Well Platten auf den beschichteten Deckgläschen 

mit 1 x 106 Zellen pro ml Medium. Die Zellen werden ü.N. bei 25 °C kultiviert. Nach 

Abnahme des Mediums erfolgt die Fixierung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd in 

PBS (500 µl/Well) für 15 min. Die Zellen werden dreimal für 5 min mit PBS 

gewaschen und dann 3 min mit 0,5% Triton X-100/PBS (500 µl/Well) permeabilisiert. 

Es folgt zweimaliges Waschen mit PBS für 5 min und Blocken für 1 h in 3 % BSA in 

PBS. Die Inkubation des primären Antikörpers in geeigneter Verdünnung in 3 % BSA 

in PBS geschieht für 2 h bei RT (500 µl/Well). Dieser wird anschließend dreimal für 

10 min mit PBS heruntergewaschen. Der sekundäre Antikörper (1:100 bis 1:2000) in 

3 % BSA in PBS folgt für 1 h bei Raumtemperatur. Danach werden die 

Deckgläschen mit PBS dreimal für 5 min gewaschen, einmal mit ddH2O gewaschen 

und umgekehrt in entsprechendes Medium auf einem Objektträger eingebettet. 
 

2.3.5.3. Transfektion von S2 Zellen 

Die Zellen werden wie beschrieben gesät und ü.N. bei 25 °C inkubiert. Pro Well wird 

ein Transfektionsansatz vorbereitet:  

• 100 µl Schneiders Medium (--),  

• 3 µl Fu Gene 6s / µg DNA,  
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• je 0,5 µg der zu transfizierenden DNA (z.B. UAS Konstrukt und actGAL4 

mischen und zugeben). 

• 15 min bei RT stehen lassen.  

Nach Abnahme des Überstands werden 100 µl des Transfektionsansatzes mit 400 µl 

Schneiders Medium (++) pro Well zugegeben und ü.N. bei 25 °C inkubiert. Die 

transfizierten Zellen werden nach zwei Tagen fixiert und gefärbt (siehe oben). 
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3. Ergebnisse 

 

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Bedeutung von sezernierten Signalmolekülen 

in der Entwicklung des embryonalen zentralen Nervensystems (ZNS) von Drosophila. 

Hierzu wurde, ausgehend von eigenen Vorarbeiten, zunächst die Rolle der 

Extrazellulären Matrix (ECM) für die ZNS-Entwicklung untersucht. Desweiteren 

wurde die Funktion der sezernierten Signalmoleküle, NETRIN und SLIT, genauer 

betrachtet.  

 

3.1. Extrazelluläre Matrix (ECM) 

In der Entwicklung des ZNS von Drosophila spielen die sezernierten Proteine NETRIN 

und SLIT eine bedeutende Rolle. Die Sezernierung dieser Proteine erfolgt in den 

extrazellulären Raum (Brose et al., 1999; Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996; 

Rothberg et al., 1990). Daher ist bei der Wirkung des NETRIN- und SLIT Signals eine 

Interaktion mit der ECM zu vermuten. So konnte bereits in Vertebraten und 

Drosophila eine Interaktion einiger ECM-Proteine mit SLIT nachgewiesen werden 

(Johnson et al., 2004; Liang et al., 1999; Ronca et al., 2001). 

Aus diesem Grund wurde die Bedeutung der ECM in der Entwicklung des ZNS 

untersucht. Es standen mehrere Mutanten einiger ECM-Komponenten und ECM 

assoziierter Proteine zur Verfügung, die zunächst phänotypisch charakterisiert 

wurden. Zudem dienten RNAi-Konstrukte einiger ECM-Komponenten dazu, definierte 

Genfunktionen zu bestimmten Zeitpunkten auszuschalten. Desweitern dienten 

Überexpressionstudien von ECM-Proteinen und ECM modifizierenden Proteinen 

dazu, die Auswirkung dieser auf die Entwicklung des ZNS zu analysieren.  

 

3.1.1. Phänotypische Charakterisierung von ECM-Mutanten 

In eigenen Vorarbeiten wurden die unterschiedlichen ECM-Mutanten mit dem 

monoklonalen Antikörper (MAb) BP102 auf Defekte in der neuronalen Entwicklung 

hin untersucht. MAb BP102 markiert alle Axone und Dendriten des zentralen 

Nervensystems. Diese phänotypische Charakterisierung zeigte nur für wenige ECM-

Mutanten einen abnormen Phänotyp. Lediglich Mutanten einiger Integrine, die 
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Rezeptoren der ECM, sowie eine Mutation im Gen dally, ein Protein der Glypikan-

Familie, zeigen leichte Defekte in der Entwicklung des ZNS (Abb. 3). In dally 

Mutanten sind die Kommissuren verdickt und der interkommissurale Raum ist 

deutlich verringert (Abb. 3C, Pfeilkopf). Die Mutanten der Integrine αPS2 (inflated) 

und βPS (myospheroid) zeigen in frühen Entwicklungsstadien leichte Defekte im 

ZNS. In lateralen Bereichen der Neuromere wachsen einige Axone in untypischen 

Bahnen und die Bereiche wirken "ausgefranzt" (Abb. 3D/F, Pfeilkopf).   

In dieser Arbeit wurde die phänotypische Charakterisierung mit weiteren neuronalen 

Markern wiederholt, die im Gegensatz zu MAb BP102 nur einen Teil der Axone des 

ZNS markieren. Dazu wurden die monoklonalen Antikörper anti-FASII (MAb 1D4) und 

anti-FUTSCH (MAb 22C10) verwendet. Dabei markiert anti-FASII die longitudinalen 

Axonbahnen des ZNS, die sich in späteren Entwicklungsstadien in drei distinkte 

Faszikel unterteilen lassen (Abb. 4A). Man unterscheidet zwischen den lateralen, 

intermedialen und medialen Faszikeln. Anti-FUTSCH färbt alle Axone und Somata der 

Motoneurone des peripheren und zentralen Nervensystems. Zur phänotypischen 

Charakterisierung wurden Embryonen der mutanten Stämme gesammelt und 

anschliessend immunohistochemisch untersucht. Durch die Verwendung eines 

"blauen Balancers" konnten homozygot mutante Embryonen eindeutig identifiziert 

werden. Die gefärbten Embryonen wurden anschliessend auf Defekte in der ZNS 

Entwicklung hin untersucht. 

Die phänotypische Charakterisierung ergab, dass der Grossteil der untersuchten 

Mutanten sowohl mit anti-FASII als auch mit anti-FUTSCH keine Defekte in der 

Entwicklung des embryonalen ZNS zeigte. Tabelle 1 listet die analysierten Mutanten 

auf und gibt einen Überblick über die Ergebnisse der phänotypischen 

Charakterisierung.  

Lediglich mit anti-FASII konnten Defekte in der Entwicklung bei wenigen Mutanten 

identifiziert werden. Dabei handelt es sich um Mutationen einiger Gene der Integrin-

Familie sowie um die Heparan-Sulfat-Proteoglycane (HSPG) DALLY und SYNDECAN . 

Abb. 4 zeigt die Defekte in der Entwicklung des ZNS, die nach einer 

Antikörperfärbung mit anti-FASII beobachtet werden konnten. Für die Integrin-

Mutanten αPS2- (inflated), αPS3- (scab) und βPS-Integrin (myospheroid) zeigt sich 

ein deutlicher Phänotyp im embryonalen ZNS. Die longitudinalen Axontrakte 

erscheinen im Vergleich zum Wildtyp desorganisiert und teilweise ist eine deutliche 

Defaszikulation der Axontrakte zu beobachten (Abb. 4B, Pfeilkopf). Die 

Desorganisation der anti-FASII positiven Faszikel zeigt sich zum einen im 



Abb.  3  Defekte in der Organisation des ZNS durch Mutationen der ECM
Präparation des ventralen ZNS in verschiedenen Entwicklungsstadien;
Antikörperfärbung mit MAb BP102, anterior ist links; (A/B) ZNS im Wildtyp, im (A)
Stadium 12 und (B) Stadium 16. (C-F) Präparation des ZNS homozygoter Embryonen
verschiedener ECM Mutanten; (C) ZNS Defekte in der dally06464 Mutante; in einigen
Neuromeren ist eine Fusion der Kommissuren zu beobachten (Pfeilkopf); (D/E)
Mutation des ß-PS Integrins (myospheroid1); in frühen Stadien (E) ist eine
Desorganisation der ZNS Axone zu erkennen (Pfeilkopf). (F) Die Mutante des α-PS2
Integrins (inflatedB2) zeigt ebenfalls in der frühen ZNS Entwicklung eine Desorganisation
der Axontrakte (Pfeilkopf).
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unterschiedlichen Abstand der medialen Faszikel zueinander (Abb. 4D). Zum 

anderen ist die Projektion der longitudinalen Axontrakte gestört, die hier wellenförmig 

verlaufen. Innerhalb der Integrin Mutanten prägt sich der beobachtete Phänotyp in 

der scab-Mutante am stärksten aus. Mutationen von myospheroid und inflated haben 

hingegen einen geringeren Einfluss auf die Entwicklung des ZNS. 
 
Tab. 1: Auflistung der phänotypisch charakterisierten ECM-Mutanten. Weitere 
Informationen über die verwendeten Stämme finden sich im Anhang. 
 

Gene Genprodukt Defekte ? 

ECM-Proteine 

laminin A LAMININ A nein 

wing blister LAMININ α 2 nein 

collagen Typ VI COLLAGEN IV α1 nein 

m-spondin SPONDIN nein 

tenascin major TENASCIN nein 

tiggrin TIGGRIN nein 

viking COLLAGEN IV α2 nein 

syndecan HEPARAN-SULFAT-PROTEOGLYCAN anti-FASII 

perlecan / terribly reduced 

optic lobes (trol) 

HEPARAN-SULFAT-PROTEOGLYCAN nein 

ECM-Rezeptoren 

dally PROTEOGLYCAN der GLYPICAN-

Familie 

anti-FASII & 

MAb BP102 

inflated INTEGRIN α PS2 anti-FASII & 

MAb BP102 

multiple edematous wings INTEGRIN α PS1 nein 

myospheroid INTEGRIN β PS anti-FASII & 

MAb BP102 

scab INTEGRIN α PS3/4 anti-FASII 
 
Neben den Integrin-Mutanten zeigt auch eine Mutation im Gen dally einen deutlichen 

Phänotyp im embryonalen ZNS. Auch hier ist im Vergleich zum Wildtyp in anti-FASII-

Färbungen eine Desorganisation der longitudinalen Axontrakte zu beobachten (Abb. 

4E). Der Phänotyp der syndecan-Mutante fällt im Vergleich zu den Integrinen und 



A

C

B

E F

D

Abb.  4  Defekte in der Organisation des ZNS durch Mutationen der ECM
Präparation des ventralen ZNS im Entwicklungsstadium 16; Antikörperfärbung mit
MAb 1D4 (anti-FasII), anterior ist links; (A) ZNS im Wildtyp. (B-F) Präparation des
ZNS homozygoter Embryonen verschiedener ECM Mutanten; (B) Die ß-PS Integrin
Mutante (myospheroid1) zeigt deutliche Defekte im ZNS; die Axontrakte sind
defaszikuliert (Pfeilkopf) und verlaufen in untypischen Bahnen. (C) Mutante des α-
PS2 Integrins (inflatedB2). (D) ZNS-Defekte in der α-PS3 Integrin (scab2) Mutante;
die longitudinalen Faszikel verlaufen untypisch und der Abstand der Faszikel zueinander
variiert (Pfeilkopf). (E) Auch die dally06464 Mutante zeigt Defekte im ZNS. (F) ZNS
Phänotyp der syndecank10215 Mutante.
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dally deutlich schwächer aus, in einigen Neuromeren ist aber auch in syndecan-

Mutanten eine Desorganisation der longitudinalen Axontrakte zu beobachten. 

 

3.1.1.1. RNAinterference 

Für viele der untersuchten ECM-Moleküle wurde eine maternale Komponente 

nachgewiesen. Um diese maternale Komponente zu umgehen, wurden RNAi-

Konstrukte für einige ECM-Moleküle generiert. Eine Weiterentwicklung der 

ursprünglichen RNAi-Methode ermöglicht es, einzelne Gene durch Nutzung des 

UAS/Gal4-Systems zellspezifisch auszuschalten. So ist es möglich den Verlust einer 

Genfunktion zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung und in beliebigen Geweben 

zu analysieren. Die neuesten RNAi-Vektoren verwenden ein Intron als „Spacer“ 

zwischen den gegenläufig ausgerichteten Sequenzen. In der Zielzelle kommt es zur 

Ausbildung von „loopless hairpin“ Doppelstrang RNA-Produkten, die durch einen 

enzymatischen Mechanismus die Zerstörung der äquivalenten, endogenen mRNA 

bewirkt (Carthew, 2001; Kennerdell and Carthew, 2000; Lee and Carthew, 2003). 

Mit Hilfe des pWiz-Vektors (Lee and Carthew, 2003) wurden für LAMININ A, COLLAGEN 

(Cg25C; COLLAGEN IV α1), DALLY, MYOSPHEROID (β-PS Integrin) und INFLATED (α-PS2 

Integrin) RNAi-Konstrukte generiert. Abb. 5 gibt schematisch die Klonierungsstrategie 

zur Klonierung von RNAi-Konstrukten mit Hilfe des pWiz-Vektors wieder. 

Leider konnte nur das inflated RNAi-Konstrukt getestet werden. Für laminin A, 

collagen, dally und myospheroid konnten RNAi-Konstrukte generiert werden, jedoch 

war bis jetzt die Etablierung transgener Fliegen nicht erfolgreich. Nach erfolgter 

Keimbahntransformation des inflated RNAi-Konstruktes (If-RNAi) wurden transgene 

Fliegenstämme etabliert. Anschließend wurde die Funktionlität des Konstruktes 

getestet. Mutante inflated Zellklone im Flügel führen zu einer Blasenbildung, da sich 

die Epithelschichten von einander lösen (Brower et al., 1995). 

Daher wurde, um die Funktionalität von If-RNAi zu testen, If-RNAi im Drosophila 

Flügel exprimiert. Hierzu wurden die Gal4-Stämme ap-Gal4 (apterous) und en-Gal4 

(engrailed) verwendet. Beide Gal4-Treiberlinien erlauben eine Expression in der 

Flügelimaginalscheibe. Dabei exprimiert ap-Gal4 im dorsalen Kompartiment und en-

Gal4 im posterioren Kompartiment der Flügelimgainalscheibe. Mittels der Expression 

der Gal4-Treiberlinien konnte eine Phänokopie des beschriebenen inflated 
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Treiberlinien ektopisch exprimiert werden. (Schema modifiziert nach Lee & Carthew, 2002)
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Phänotyps generiert werden (Abb. 6A/B; en-Gal4 nicht gezeigt). Somit ist 

anzunehmen, dass das klonierte If-RNAi Konstrukt funktional ist. 

Anschließend wurde die Expression von If-RNAi im embryonalen ZNS untersucht. 

Hierzu wurden folgende Gal4-Treiberlinien verwendet: ML-Gal4, sca-Gal4 

(scabrous), sim-Gal4 (single minded), slit-Gal4 (slit) und rho-Gal4 (rhomboid). Dabei 

erlauben die Gal4-Linien ML-Gal4, sim-Gal4 und slit-Gal4 eine Expression in der 

ZNS-Mittellinie. sim-Gal4 wird in allen Mittellinienzellen exprimiert, die slit-Gal4 

Expression beschränkt sich auf die Mittelliniengliazellen und ML-Gal4 exprimiert in 

einem Grossteil der Mittellinienzellen sowie im Ektoderm. Die Treiberlinien sca-Gal4 

und rho-Gal4 erlauben eine panneurale Expression. scabrous wird im kompletten 

Neuroektoderm und damit in allen Neuroblasten und deren Nachkommen in den 

Neuronen des embryonalen ZNS, exprimiert. Rho-Gal4 exprimiert im Neuroektoderm 

sowie in Mittelliniengliazellen. Die Embryonen der Kreuzungen von If-RNAi gegen 

unterschiedliche Gal4-Treiber wurden gesammelt und mit anti-FASII auf Defekte in 

der Entwicklung des ZNS hin untersucht. 

Eine embryonale Expression von If-RNAi führt nur in wenigen Fällen zu Defekten im 

ZNS. Lediglich nach Expression mit Hilfe der Gal4-Linien ML-Gal4 und rho-Gal4 

konnte ein schwacher ZNS Phänotyp beobachtet werden (Abb. 6D/E).  Die 

longitudinalen Axontrakte sind desorganisiert, was anhand der Welligkeit einiger 

Faszikel zu erkennen ist. Zudem erscheint der Abstand zwischen den medialen 

Faszikeln im Vergleich zum Wildtyp geringer zu sein und das ZNS wirkt schmaler. 

Insbesondere nach einer Expression mittels ML-Gal4 zeigt sich in den lateralen 

Faszikeln ein deutlicher Phänotyp. Dieser macht sich in einer bogenförmigen 

Projektion der Faszikel in einigen Neuromeren bemerkbar (Abb. 6E, Pfeilkopf). 

Die ektopische Expression von If-RNAi mittels verschiedener Gal4-Treiberlinien 

führte zu keiner Letalität. Auch eine Expression mittels da-Gal4 war lebensfähig. 

 

3.1.2. Ektopische Expression von ECM-Proteinen 

Neben der Charakterisierung von Verlustmutanten wurde zudem die Auswirkung der 

ektopischen Expression einiger ECM-Proteine auf die Entwicklung des ZNS 

untersucht. Dabei standen einige UAS-Konstrukte sowie zahlreiche EP-Linien zur 

Verfügung (Rorth et al., 1998). Im Anhang findet sich eine komplette Liste der 

verwendeten EP-Linien und UAS-Konstrukte. Die unterschiedlichen EP- und UAS-



Abb. 6 Ektopische Expression von If-RNAi
(A/B) Drosophila Flügel; (C-E) Präparation des ventralen ZNS im
Entwicklungsstadium 16; Antikörperfärbung mit MAb 1D4 (anti-FasII), anterior
ist oben. (A/B) Die Expression von If-RNAi in der Flügelimaginalscheibe, mittels
ap-Gal4, resultiert in einer Blasenbildung auf dem adulten Flügel (A, Pfeilkopf).
Eine Expression mittels rho-Gal4 (D) und ML-Gal4 (E) im Embryo führt zu
einem Phänotyp im embryonalen ZNS. Im Vergleich zum Wildtyp (C) erscheinen
die Axontrakte desorganisiert. (E) Bogenförmige Projektion einiger Axontrakte
nach ektopischer Expression mittels ML-Gal4 (Pfeilkopf).
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Stämme wurden gegen verschiedene Gal4-Stämme gekreuzt. Dabei wurden für eine 

embryonale ektopische Expression die folgenden Gal4-Treiberlinien verwendet. btl-

Gal4 (breathless), da-Gal4 (daughterless) und en-Gal4 exprimieren vornehmlich in 

nicht neuronalen Geweben. breathless exprimiert in den Tracheen, dem Mitteldarm 

sowie in den VUM-Neuronen und Mittelliniengliazellen des ZNS. da-Gal4 wird 

ubiquitär in allen Geweben des Embryo exprimiert. Eine Expression von en-Gal4 

findet sich im Embryo in segmentalen Streifen entlang der dorsoventralen Achse 

sowie in einigen Neuroblasten. Für eine panneurale Expression im ZNS wurden die 

Gal4-Linien elav-Gal4, rho-Gal4 und sca-Gal4 verwendet. Dabei exprimiert elav-Gal4 

in allen postmitotischen Neuronen (sca-Gal4 und rho-Gal4 Expression s.o). Eine 

ektopische Expression in der ZNS Mittellinien erlauben die Treiberlinien sim-Gal4 

und slit-Gal4.  

Nach erfolgter ektopischer Expression wurden die Embryonen gesammelt und mit 

unterschiedlichen neuronalen Markern (MAb BP102, anti-FASII und anti-FUTSCH) auf 

Defekte in der Entwicklung des ZNS hin untersucht.  

Alle Kombinationen von EP/UAS-Stämmen und den unterschiedlichen Gal4-

Treiberlinien zeigen mit den neuronalen Markern MAb BP102 und anti-FUTSCH keine 

Defekte in der Entwicklung des ZNS. Lediglich in anti-FASII Färbungen konnten für 

wenige EP/UAS-Gal4-Kombinationen Defekte in der neuronalen Entwicklung 

nachgewiesen werden. So findet sich, ähnlich den Ergebnissen der phänotypischen 

Charakterisierung von Einzelmutanten, nach ektopischer Expression von Integrinen 

und Proteoglycanen ein ZNS Phänotyp (Abb. 7).  

Die ektopische Expression von βPS Integrin (myospheroid) in der Mittellinie führt zu 

einer Desorganisation der longitudinalen Axontrakte. Insbesondere die intermedialen 

und lateralen Faszikel sind betroffen und verlaufen in untypischen Bahnen. Teilweise 

lassen sich diese beiden Faszikel nicht mehr deutlich voneinander trennen (Abb. 7B, 

Pfeilkopf). Auch die Überexpression von αPS3 Integrin (scab) mittels der Gal4-Linien 

sim-Gal4 und slit-Gal4 macht sich in einem deutlichen ZNS Phänotyp bemerkbar. Die 

longitudinalen Faszikel projizieren sehr unregelmäßig, was sich in der Welligkeit der 

Faszikel sowie im unterschiedlichen Abstand der einzelnen Faszikel zueinander 

zeigt. Zudem findet sich nach Expression im sim-Gal4 Muster eine deutliche 

Defaszikulation einiger Axontrakte (Abb. 7D, Pfeilkopf). Auch eine ektopische 

Expression von αPS2-Integrin (inflated) in der Mittellinie resultiert in einer 

Defaszikulation der longitudinalen Faszikel (Abb. 7E, Pfeilkopf). Die Expression des 

Integrins βnuPS führt im Vergleich zu den anderen Integrinen zu einem schwächeren 



Abb. 7  Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer 
  Expression von ECM-Molekülen

Präparation des ventralen ZNS im Entwicklungsstadium 16; Antikörperfärbung mit
anti-FasII; anterior ist links; (A) ZNS im Wildtyp. (B-H) Präparation des ZNS nach
ektopischer Expression von ECM-Molekülen. Ektopische Expression von: (B)
myospheroid (EP439) mittels slit-Gal4,  scab (EP 2581) mittels (C) slit-Gal4 und (D)
sim-Gal4, (E) inflated (UAS-infcg) mittels sim-Gal4, (F) ßnu-Integrin (EP2235) mittels
slit-Gal4, (G) UAS-dally mittels sim-Gal4 und (H) syndecan (EP 2641) mittels sim
Gal4. Beschreibung der Phänotypen siehe Text (Ergebnisse 3.1.2.)
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Phänotyp (Abb. 7E/F). Zwar zeigt sich auch hier eine Desorganisation der 

longitudinalen Axontrakte, diese fällt allerdings wesentlich schwächer aus.  

Neben der ektopischen Expression von Integrinen führt auch die Expression einiger 

Proteoglycane in der Mittellinien zu einem abnormen ZNS Phänotyp. So zeigt sich 

nach Überexpression von dally und syndecan ebenfalls eine Desorganisation der 

longitudinalen Faszikel (Abb. 7G/H).  Die ektopische Expression von dally führt zu 

Defekten der lateralen Faszikel. Diese projizieren in untypischen Bahnen und der 

Abstand zu den intermedialen Fasziklen variiert. Eine Expression von syndecan  

mittels sim-Gal4 resultiert in einer Desorganisation aller longitudinalen Axontrakte. 

Der Abstand zwischen den drei Faszikeln variiert und teilweise ist keine Trennung 

der einzelnen Faszikel mehr zu erkennen (Abb. 7H, Pfeilkopf). 

Die durchgeführten Überexpressionsstudien zeigen, dass lediglich eine ektopische 

Expression in der ZNS-Mittellinie (sim-Gal4 und slit-Gal4) zu einem Phänotyp führt. 

Eine panneurale Expression von ECM-Molekülen im embryonalen ZNS hat hingegen 

keinen Einfluss auf die neuronale Entwicklung. 

Zur Analyse möglicher adulter Defekte nach ektopischer Expression von ECM-

Molekülen, wurden die Nachkommen der EP/UAS-Gal4-Kreuzungen untersucht. 

Diese Analyse zeigte allerdings keinerlei adulte Defekte. Zusätzlich wurde eine 

ektopische Expression im adulten Komplexauge mittles der Gal4-Treiberlinien 

eyeless-Gal4 und GMR-Gal4 durchgeführt. eyeless exprimiert in der kompletten 

Augenimaginalscheibe. GMR-Gal4 erlaubt eine Expression in der 

Augenimaginalscheibe in allen Zellen posterior der morphogenetischen Furche. Die 

Analyse der adulten Tiere zeigte, daß die ektopische Expression von ECM-Molekülen 

im adulten Komplexauge ebenfalls zu keinerlei Defekten führt. 

 

3.1.3. Matrix-Metalloproteasen als ECM modifizierende Proteine  

Neben dem direkten Ausfall einiger ECM-Proteine ist es denkbar, dass auch ECM 

modifizierende Proteine einen Einfluss auf die Entwicklung des ZNS haben. Matrix-

Metalloproteasen (MMP´s) sind aktiv an der Modellierung der ECM beteiligt 

(McCawley and Matrisian, 2001; Sternlicht and Werb, 2001). In Drosophila sind zwei 

MMP´s bekannt, MMP1 und MMP2, wobei für MMP1 zwei verschiedene Transkripte 

nachgewiesen wurden (MMP1.f1 und MMP1.f2). Desweiteren wurde in Drosophila 
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ein Mitglied der TIMP-Familie (Tissue Inhibitor of Mettaloproteases) identifiziert , die 

die Aktivität der MMP´s regulieren (Llano et al., 2000; Page-McCaw et al., 2003). 

Um die Auswirkungen der MMP´s auf die Entwicklung des ZNS zu untersuchen, 

wurden die verschiedenen MMP´s sowie TIMP ektopisch im embryonalen 

Nervensystem exprimiert. Dabei wurden die Gal4-Treiber rho-Gal4, sca-Gal4, sim-

Gal4 und slit-Gal4 verwendet. Nach ektopischer Expression wurden die Embryonen 

gesammelt und mit dem MAb BP102 auf Defekte in der ZNS Entwicklung untersucht. 

Die ektopische Expression von MMP2 und TIMP führt zu keinerlei Defekten in der 

Entwicklung des ZNS. Lediglich eine ektopische Expression von MMP1.f1 und 

MMP1.f2 resultiert in einem Phänotyp. Eine panneurale Expression von MMP1.f1 

mittels rho-Gal4 und sca-Gal4 führt zu massiven Defekten in der Embryogenese. 

Zum einen ist der Keimstreifrückzug betroffen, der nach ektopischer Expression 

nahezu vollständig unterbleibt. Auch in späten Entwicklungsstadien ist der Keimstreif 

noch deutlich gestreckt (Abb. 8D, Pfeilkopf). Zum anderen ist die Darmentwicklung 

gestört. In der lateralen Ansicht sind die typischen Darmschlingen nicht erkennbar 

(Abb. 8D, Stern). Zudem sind massive Defekte im ZNS zu beobachten. Die typische 

Struktur des ZNS geht verloren und es werden weder Kommissuren noch Konnektive 

ausgebildet. Eine ektopische Expression von MMP1.f1 in der ZNS Mittellinie 

hingegen resultiert lediglich in einem deutlichen ZNS Phänotyp. Die Entwicklung der 

Konnektive ist dabei besonders betroffen, da diese in fast allen Neuromeren nicht 

mehr vorhanden sind (Abb. 8H, Pfeilkopf). Die ektopische Expression von MMP1.f2 

führt im Vergleich zu MMP1.f1 zu schwächeren Phänotypen. Nach einer Expression 

mittels rho-Gal4 ist auch hier ein Defekt im Keimstreifrückzug zu erkennen (Abb. 9D, 

Pfeilkopf), der allerdings deutlich schwächer ausfällt. Auch die Defekte in der 

Darmentwicklung sind im Vergleich zur ektopischen Expression von MMP1.f1 

schwächer. In der Entwicklung des ZNS zeigen sich Defekte die hauptsächlich das 

kommissurale Wachstum betreffen. Die Kommissuren gehen verloren und die 

Konnektive werden nur rudimentär ausgebildet. Eine Expression von MMP1.f2 mittels 

sca-Gal4 führt lediglich zu einem ZNS-Phänotyp. Dabei ist vornehmlich das 

kommissurale Wachstum betroffen. In einigen Neuromeren wird nur eine Kommissur 

ausgebildet und auch die Konnektive projizieren in untypischen Bahnen (Abb. 9E). 

Eine ektopische Expression in der ZNS-Mittellinie führt zu Defekten in der 

Entwicklung der Konnektive. Diese sind deutlich reduziert, wobei im Vergleich zu 

MMP1.f1 fast in allen Neuromeren ein Rest der Konnektive zu erkennen ist.  

 



Abb. 8  Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer 
 Expression von MMP1.f1

Whole mount Präparate und Präparationen des ventralen ZNS; Antikörperfärbung
mit MAb BP102; anterior ist links; (B/D/F) ventral ist unten; (A/C/E/G/H) ventrale
Ansicht. (A/B) Wildtyp. (C/D) Eine ektopische Expression von MMP1.f1 mittels rho-
Gal4 resultiert in Defekten im Keimstreifrückzug (D,Pfeilkopf), in der Darmentwicklung
(D, Stern) sowie in der ZNS Entwicklung (C,Pfeilkopf). (E/F) Die Expression im
sca-Gal4 Muster zeigt ähnliche Defekte. (G/H) Eine ektopische Expression in der
ZNS Mittellinie mittels slit-Gal4 führt zu ZNS Defekten; die Konnektive gehen
verloren (G, Pfeilkopf).
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Abb. 9  Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer 
 Expression von MMP1.f2

Whole mount Präparate und Präparationen des ventralen ZNS; Antikörperfärbung
mit MAb BP102; anterior ist links; (B/D) ventral ist unten; (A/C/E-H) ventrale Ansicht.
(A/B) Wildtyp. (C/D) Eine ektopische Expression von MMP1.f1 mittels rho-Gal4
resultiert in Defekten im Keimstreifrückzug (D,Pfeilkopf), in der Darmentwicklung
(D, Stern) sowie in der ZNS Entwicklung (C,Pfeilkopf). (E/F) Die Expression im
sca-Gal4 Muster zeigt deutliche Defete in der ZNS Entwicklung. Dabei ist
hauptsächlich das kommissurale Wachstum betroffen; teilweise kommt es zum
Verlust der Kommissuren (F,Pfeilkopf). (G/H) Eine ektopische Expression in der
ZNS-Mittellinie mittels slit-Gal4 führt zu Defekten in den Konnektiven, die deutlich
verringert sind (G, Pfeilkopf).
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3.2. Untersuchungen zur Funktion des NETRIN-Proteins in der neuronalen 
Entwicklung von Drosophila  

 

Um die Bedeutung einer Sezernierung von NETRIN zu untersuchen, wurde ein 

modifiziertes, transmembrangebundenes NETRIN Protein generiert. Dieses Konstrukt 

wurde in eigenen Vorarbeiten erstellt und in vivo getestet. In dieser Arbeit wurden die 

gewonnen Erkenntnisse verifiziert und eingehend untersucht. Zum einen wurden die 

Phänotypen nach ektopischer Net-TM Expression im ZNS genauer untersucht, zum 

anderen sollte ein weiteres modifiziertes Konstrukt generiert werden. 

 

3.2.1. NETRIN in Drosophila 

Abb. 10(A/B) zeigt die charakteristische Expression von Netrin im Drosophila 

Embryo. Zum einen findet sich eine Expression in Zellen der ZNS Mittellinie (Abb. 

10A/B, Pfeilkopf), zum anderen wird Netrin im Mesoderm (Abb. 10B; viscerales 

Mesoderm, Stern) exprimiert. Die Deletion beider NETRINE durch die Defizienzen 

Df(1)RK 2 und Df(1)KA 9 führt zu deutlichen Defekten in der axonalen Organisation 

des ZNS (Abb. 10D/E). Das kommissurale Wachstum ist dabei am stärksten 

betroffen. Im embryonalen ZNS kommt es meistens zum Verlust der Kommissuren, 

allerdings sind vereinzelt noch verdünnte Kommissuren zu erkennen. Die Konnektive 

sind unterbrochen oder verdünnt und wachsen oftmals in untypischen Bahnen. 

Die ektopische Expression von NETRINA führt ebenfalls zu einem ZNS Phänotyp. 

Dabei führt eine panneurale Expression mittels der Gal4-Treiberlinie elav-Gal4 zu 

einer schwachen Phänokopie der Deletionen. In einigen Neuromeren ist deutlich der 

Velust, bzw. eine Verdünnung der Kommissuren zu beobachten (Abb. 10F, 

Pfeilkopf). 

 

3.2.2. NETRINA-TM 

Um die Bedeutung einer Sezernierung von NETRINA zu untersuchen wurde das 

NETRINA-Protein dahingehend modifiziert, daß am C-Terminus eine 

Transmembrandomäne eingefügt wurde. Dieses Konstrukt wurde mittels 

Keimbahntransformation in die Fliege gebracht und mit Hilfe des UAS/Gal4-Systems 

ektopisch im ZNS exprimiert. Die eingefügte Transmembrandomäne sollte dabei die 



Abb. 10 Netrin in Drosophila
(A/B) Whole mount in situ Hybridisierung an Drosophila Embryonen; (A) laterale
Ansicht, (B) ventrale Ansicht; anterior links. (C-F) Präparation des ventralen ZNS
im Stadium 16; Antikörperfärbung mit MAb BP102; anterior links. (A/B) netrin
Expression im Stadium 13, in der ZNS-Mittellinie (Pfeilkopf) und im visceralen
Mesoderm (Stern). (C) ZNS im Wildtyp. (D/E) Defekte in der Organisation des
ZNS in den Defizienzen (D) Df(1)KA-9 und (E) Df(1)RK-2. Der Ausfall von netrinA
und B in den Defizienzen führt zum Verlust der Kommissuren. (F) Die ektopische
Expression von NetrinA im elav-Gal4-Muster führt zu einer schwachen Phänokopie
des Ausfallphänotyps; einige Kommissuren sind deutlich reduziert (Pfeilkopf).
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Sezernierung des modifizierten NETRINA-Proteins unterbinden. So konnte die 

Bedeutung der Sezernierung des Proteins untersucht werden. In Vorarbeiten wurde 

ein netrinA-TM Konstrukt kloniert und erste ektopische Expressionsstudien wurden 

durchgeführt.  

 

3.2.2.1. Klonierung von NetrinA-TM 

Ausgehend von der netrinA-cDNA wurde mittels molekulabiologischer Methoden eine 

Transmembrandomäne aus dem CD2 Gen der Ratte (Dunin-Borkowski and Brown, 

1995) in  die netrinA-cDNA eingefügt. Zunächst wurde die Transmembradomäne 

mittels PCR aus dem CD2 Gen amplifiziert und anschliessend in die netrinA-cDNA 

kloniert. Das erhaltene netrinA-TM Konstrukt (NETA-TM) wurde in den pUAST-Vektor 

kloniert und per Keimbahntransformation in die Fliege gebracht. Nach der 

Etablierung transgener UAS-NETA-TM Fliegen konnte in vivo über das UAS/Gal4-

System die Auswirkung des NETA-TM Konstruktes getestet werden.  

Abb. 11 Schematische Darstellung des klonierten NetrinA-TM-Konstruktes 
 

3.2.2.2. Ektopische Expression von NETA-TM 

Nach der erfolgreichen Etablierung transgener UAS-NETA-TM Fliegen wurde in 

Vorarbeiten die Auswirkung einer ektopischen NETA-TM Expression auf das 

embryonale ZNS untersucht. Zunächst wurde getestet, ob eine ektopische NETA-TM 

Expression den Phänotyp der netrin-Defizienz Df(1)KA 9 retten kann. Die ektopische 

Expression von NETRINA mittels rho-Gal4, im Hintergrund der Defizienz Df(1)KA 9, 

führt zu einer partiellen Rettung des Ausfallphänotyps (Abb. 12C). Im Gegensatz zur 

Retung mit UAS-NETRINA zeigt die ektopische Expression von NETA-TM mittels rho-

Gal4, im Hintergrund von Df(1)KA 9, keine Rettung des Phänotyps (Abb. 12D). 
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Abb. 12 Ektopische Expression von NetA-TM im Drosophila Embryo
Präparation des ventralen ZNS im Stadium 16; Antikörperfärbung mit MAb BP102;
anterior ist links. (A) ZNS im Wildtyp; (B) Defekte in der Organisation des ZNS
in der Defizienz Df(1)KA-9. (C) Rettung des ZNS Phänotyps von Df(1)KA-9 durch
ektopische Expression von NetrinA mittels rho-Gal4. (D) Durch eine Expression
von NetrinA-TM im rho-Gal4-Muster kann der Phänotyp nicht gerettet werden.
Die ektopische Expression von NetA-TM in der ZNS-Mittellinie im wildtypischen
Embryo mittels (E) ML-Gal4 und (F) slit-Gal4 führt zu einem ZNS Phänotyp; der
interkommissurale Raum ist verringert und teilweise ist eine Fusion der
Kommissuren zu beobachten (E,Pfeilkopf).
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Anschließend wurden Überexpressionsstudien von UAS-NETA-TM mittels 

verschiedener neuronaler Gal4-Treiberlinien durchgeführt. Dabei kamen die Gal4-

Linien elav-Gal4, ML-Gal4, rho-Gal4, sca-Gal4, sim-Gal4 und slit-Gal4 zum Einsatz. 

Eine ektopische Expression von NETA-TM in der Mittellinie mittels ML-Gal4, sim-Gal4 

und slit-Gal4 führt dabei zu Defekten in der Entwicklung des ZNS. Färbungen mit 

MAb BP102 zeigen diese Defekte im ZNS (Abb. 12 E/F). Die Kommissuren sind 

verdickt, der interkommissurale Raum ist deutlich verringert und in einigen 

Neuromeren ist eine Fusion der Kommissuren zu beobachten (Abb. 12E, Pfeilkopf); 

zudem sind die Konnektive teilweise verdünnt. 

Weiterführende Analysen der ZNS Phänotypen nach ektopischer NETA-TM 

Expression ergaben, dass bereits die frühe Entwicklungsphase des ZNS betroffen ist. 

So findet sich, sowohl nach einer Expression in der Mittellinie (ML-Gal4, sim-Gal4 

und slit-Gal4), als auch nach einer panneuralen Expression (rho-Gal4), schon im 

Stadium 10 ein Defekt im embryonalen ZNS (Abb. 13). Dabei akkumulieren die 

BP102 positiven Axone an der ZNS-Mittellinie und in den lateralen Bereichen des 

ZNS sind im Vergleich zum Wildtyp kaum Axone erkennbar (Abb. 13B, Pfeilkopf). 

Dieser Phänotyp macht sich allerdings nicht in allen Neuromeren bemerkbar. Einige 

Neuromere zeigen weiterhin ein wildtypisches Axonmuster (Abb. 13C, Pfeilkopf). 

Neben der Analyse der Phänotypen durch Antikörperfärbungen mit MAb BP102 

wurden zudem konfokale Analysen mit den Antikörpern anti-HRP und anti-FASII 

durchgeführt. Abb. 14 zeigt die Defekte in der frühen ZNS Entwicklung nach 

ektopischer NETA-TM Expression mittels ML-Gal4. Im Stadium 12 zeigt sich in anti-

HRP Färbungen im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 14A) eine Verschiebung der Axone 

zur Mittellinie (Abb. 14B). In einigen Neuromeren ist eine deutliche Akkumulation von 

Axonen an der Mittellinie zu erkennen (Abb. 14B, Pfeilkopf). In anti-FASII Färbungen 

im gleichen Embryo ist eine Verschiebung zur Mittellinie auch für longitudinale 

Axontrakte zu beobachten. Die Faszikel liegen im Vergleich zur wildtypischen 

Situation deutlich näher an der Mittellinie (Abb. 14D, Stern). Zudem wachsen einige 

longitudinale Axone auf die Mittellinie zu, bzw. kreuzen diese (Abb. 14D, Pfeilkopf). 

Eine konfokale Analyse der ektopischen Expression von NETA-TM mittels sim-Gal4 

und slit-Gal4 zeigt die gleichen frühen Phänotypen in anti-HRP und anti-FASII 

Färbungen (nicht gezeigt).  

Embryonen in späteren Entwicklungsstadien zeigen in den konfokalen Analysen 

lediglich einen ZNS-Defekt in anti-HRP Färbungen. Diese entsprachen den mit MAb 



Abb. 13 Ektopische Expression von NetA-TM
Präparation des ventralen ZNS im Stadium 10; Antikörperfärbung mit MAb BP102;
anterior ist links; (A) ZNS im Wildtyp. Eine Ektopische Expression von NetA-TM
mittels (B) ML-Gal4, (C) sim-Gal4 und (D) rho-Gal4 führt zu einem Phänotyp in
der frühen Entwicklung des ZNS. Die ZNS-Axone akkumulieren an der Mittellinie;
im Vergleich zum Wildtyp sind in lateralen Bereichen kaum Axone zu erkennen
(B, Pfeilkopf). Teilweise weisen die Neuromere ein wildtypisches Axonmuster
auf (C, Pfeilkopf).
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Abb. 14 Ektopische Expression von NetA-TM; konfokale Analyse
Konfokale Analysen am whole mount; anterior ist links; ventrale Ansicht;
Fokussierung auf das embryonale ZNS. (A/C/E) Wildtyp; Antikörperfärbungen
mit anti-HRP (grün) und anti-FasII (rot); (E/F) Überlagerung der Signale (gelb).
(B/D/F) Die ektopische Expression von NetA-TM in der ZNS-Mittellinie mittels
ML-Gal4 führt zu Defekten im ZNS. (B) Akkumulation von Axonen an der
ZNS-Mittellinie (Pfeilkopf). (D) In anti-FasII Färbungen ist zu erkennen, daß
einige Axone im Vergleich zum Wildtyp in Richtung ZNS-Mittellinie projizieren
(Pfeilkopf); zudem liegen die Faszikel näher zur Mittellinie (Stern).
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BP102 analysierten Phänotypen (s.o.). In anti-FASII Färbungen war hingegen kein 

Defekt erkennbar (nicht gezeigt). 
 

3.2.2.2.1. Auszählung der Defekte nach ektopischer NETA-TM Expression 

Nach ektopischer Expression von NETA-TM mittels ML-Gal4, sim-Gal4 und slit-Gal4 

wurden die Embryonen gesammelt und mit MAb BP102 gefärbt. Um die 

beobachteten ZNS-Defekte mit der ektopischen NETA-TM Expression zu korrelieren, 

wurden die Färbungen anschließend ausgezählt. Hierzu wurden die Embryonen in 

drei verschiedene Entwicklungsstadien eingeteilt und anschließend die Embryonen 

gezählt, die einen ZNS-Defekt aufweisen, bzw. ein wildtypisches ZNS-Muster zeigen. 

Abb. 15 zeigt die vorgenommene Einteilung in die unterschiedlichen 

Entwicklungsstadien, sowie exemplarisch für die jeweiligen Stadien einen Embryo mit 

einem typischen ZNS-Defekt und einen wildtypischen Embryo.  

In den Tabellen 2-4 sind die Ergebnisse der Auszählungen aufgeführt. 

 
Tabelle 2:  Defekte nach ektopischer NETA-TM Expression mittels ML-Gal4 
 

UAS-NETA-TM / Cyo ; +/+ X +/+ ; ML-Gal4/ML-Gal4 

Stadium wildtypische 

Embryonen 

Embryonen mit 

ZNS Defekten 

Verhältnis: 

 Defekt / Widtyp 

10-12 51 26 34 % 

13/14 136 66 33 % 

15/16 163 91 36 % 

Summe 350 183 34 % 

 

Tabelle 3:  Defekte nach ektopischer NETA-TM Expression mittels sim-Gal4 
 

UAS-NETA-TM / Cyo X sim-Gal4/sim-Gal4 

Stadium wildtypische 

Embryonen 

Embryonen mit 

ZNS Defekten 

Verhältnis: 

Defekt / Widtyp 

10-12 30 14 32 % 

13/14 301 74 20 % 

15/16 128 38 23 % 

Summe 459 126 22 % 
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Tabelle 4:  Defekte nach ektopischer NETA-TM Expression mittels slit-Gal4 
 

UAS-NETA-TM / Cyo X slit-Gal4/slit-Gal4 

Stadium wildtypische 

Embryonen 

Embryonen mit 

ZNS Defekten 

Verhältnis: 

Defekt / Widtyp 

10-12 58 41 41 % 

13/14 256 111 30 % 

15/16 72 39 35 % 

Summe 386 191 33 % 
 
Die Auszählungen zeigen, daß nach ektopischer Expression von NETA-TM gehäuft 

Defekte im embryonalen ZNS zu erkennen sind. Allerdings ist der beobachtete 

Phänotyp nicht so penetrant wie erwartet, da in der Hälfte aller Embryonen ein 

Phänotyp im ZNS erwartet wurde. Zudem zeigen die Auszählungen, daß die 

ektopische Expression mittels sim-Gal4 im Vergleich zu ML-Gal4 und slit-Gal4 einen 

schwächeren Einfluss auf die ZNS Entwicklung hat. 
 

3.2.3. Klonierung eines Epitop-markierten NETA-TM Protein 

Um die Auswirkung der ektopischen Expression von NETA-TM besser bewerten zu 

können, ist es erforderlich die Expression des Konstruktes sichtbar zu machen. 

Leider steht für NETRINA kein Antikörper zur Verfügung. Daher wurde ein NETRINA-

TM Konstrukt kloniert, das am N-Terminus und am C-Terminus ein Protein-Tag trägt. 

Dafür wurde N-terminal ein FLAG-Tag und C-terminal ein MYC-Tag in die NetrinA-TM 

DNA eingefügt. 

Nach Restriktionskontrolle und Sequenzierung wurde das klonierte NETA-TM-Tag 

Konstrukt per Keimbahntransformation in die Fliege gebracht. Nach der Etablierung 

transgener NetA-TM-Tag Fliegen wurden diese auf eine Expression des Konstruktes 

getestet. Jedoch konnte nach ektopischer Expression des NetA-TM-Tag Konstruktes 

mittels verschiedener Gal4 Treiberlinien keine Expression der Proteintags 

nachgewiesen werden. Weder eine FLAG noch eine MYC Expression waren zu 

detektieren. Anschliessende genaue Sequenzierungen des Konstruktes und 

eingehende Restriktionskontrollen bestätigten die korrekte Klonierung des 

Konstruktes. Somit konnte der Grund der fehlenden Funktionalität des Konstruktes 

nicht geklärt werden. Weitere Analysen um dies zu klären stehen noch aus. 
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Abb. 15 Ektopische Expression von NetA-TM
Whole mount Präparate; Antikörperfärbung mit MAb BP102; anterior ist links;
ventrale Ansicht. (A/C/E) Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer
Expression von NetA-TM mitels ML-Gal4. (B/D/F) Embryonen mit wildtypischem
ZNS. (A/B) Stadium 11/12; (C/D) Stadium 13/14; (E/F) Stadium 15/16. Einteilung
der Embryonen in verschiedene Stadien zur Auszählung der Verteilung der
beobachteten Defekte im ZNS.
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3.3. Untersuchungen zur Funktion des SLIT-Proteins in der neuronalen 
Entwicklung von Drosophila 

Um die Funktion und die Lokalisation des SLIT-Proteins genauer zu analysieren, 

wurden verschiedene UAS-slit-Konstrukte kloniert. Diese wurden mit Hilfe des 

UAS/Gal4-Systems sowohl in Zellkultur als auch in der Fliege ektopisch exprimiert. 

So war es möglich, den postulierten SLIT-Gradienten zu untersuchen sowie die 

genauere Funktion des SLIT-Signals in der Entwicklung des embryonalen ZNS von 

Drosophila zu analysieren. Einerseits wurde SLIT mit einem MYC-Tag versehen, um 

die Sezernierung und Verteilung in vivo und in vitro zu verfolgen. Andererseits wurde 

ein slit-Konstrukt generiert, in dem die Einfügung einer Transmembrandomäne die 

Sezernierung unterbindet. 

 

3.3.1. SLIT-Expression 

Die Untersuchung der wildtypischen embryonalen Expression von SLIT erfolgte auf 

der RNA- und auf der Protein-Ebene. So wurden sowohl whole mount RNA in situ 

Hybridisierungen als auch anti-SLIT Antikörperfärbungen an wildtypischen 

Embryonen durchgeführt. 

Ab Stadium 10, nach erfolgter Keimstreifverlängerung, findet sich eine Expression in 

Zellen des Mesektoderms (Abb. 16A). In der weiteren Entwicklung, ab Stadium 12, 

beschränkt sich die slit-RNA-Expression im Nervensystem auf die 

Mittelliniengliazellen (Abb. 16B; 17C, Pfeilkopf). In frühen Stadien weisen die 

Mittelliniengliazellen lange dorsale Ausläufer auf (Abb. 16D, Pfeilkopf). Im weiteren 

Verlauf der Embryonalentwicklung wandern die Mittelliniengliazellen in die Ebene der 

Axone des ZNS (Abb. 16E). Neben der Expression im Nervensystem findet sich 

zudem eine Expression in verschiedensten anderen Geweben. In Abb. 17B-D ist 

derselbe Embryo in verschiedenen Fokusebenen dargestellt. Neben der Expression 

in den Mittelliniengliazellen ist hier zudem eine Expression im Kopfmesoderm (Abb. 

17D, weißer Pfeilkopf), im Hinterdarm (Abb. 17D, Stern) sowie in Zellen der 

Amnioserosa (Abb. 17D, schwarzer Pfeilkopf) zu finden.  

Zur Analyse der embryonalen Expression des SLIT-Proteins wurden wildtypische 

Embryonen mit dem anti-SLIT-Antikörper MAb C555.6d gefärbt. Die erste erkennbare 

Expression des Proteins findet sich im Stadium 13 und beschränkt sich auf die 
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Abb. 16  Embryonale RNA-Expression von slit.
Whole mount in situ Hybridisierung an Drosophila Embryonen; laterale Ansicht; anterior ist
links; ventral ist unten. (A) RNA-Expression von slit im Stadium 11; Expression in Zellen
des Mesektoderms. (B-F) Ab Stadium 12 (B) beschränkt sich die Expression im ZNS auf
die Mittelliniengliazellen (Pfeilkopf); (D) Vergrößerung der ZNS-Expressionsdomäne von
slit im Stadium 13; es sind die dorsalen Ausläufer der Mittelliniengliazellen zu erkennen
(Pfeilkopf). (F) zeigt die Mittelliniengliazellen im Stadium 15. Neben der ZNS-Expression
findet sich eine weitere slit-Expression im Primordium des Hinterdarm (B/C, Stern).(E) slit-
Expression im Stadium 14.

*

*
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Abb. 17  Embryonale RNA-Expression von slit.
Whole mount in situ Hybridisierung an Drosophila Embryonen; ventrale Ansicht; anterior
ist links. (A) RNA Expression von slit im Stadium 11; Expression in Zellen des Mesektoderms.
Ab Stadium 12/13 (B) beschränkt sich die Expression im ZNS auf die Mittelliniengliazellen
(Pfeilkopf); (B-D) Dynamische Expression von slit im Stadium 13; neben der Expression
in den Mittelliniengliazellen findet sich zudem eine Expression im Kopfmesoderm (D,Pfeilkopf
weiß), in Zellen der Amnioserosa (D,Pfeilkopf schwarz) und im Primordium des Hinterdarm
(D, Stern). slit-Expression in der ZNS-Mittellinie in Stadium 15 (E) und Stadium 16 (F).

*
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Abb. 18  Embryonale Expression des Slit-Proteins
Konfokale Aufnahmen am whole mount; Antikörperfärbung mit anti-Slit (MAb
c555.6d); (A/C/D/E) laterale Ansicht, ventral ist unten; (B/F) ventrale Ansicht;
anterior ist links. (A/B) Slit Expression in den Mittelliniengliazellen im Stadium
16 (Pfeilkopf). (C/D) Fokussierung in lateraler Ansicht auf das ventrale ZNS;
eine zusätzliche Färbung mit anit-HRP (grün) visualisiert die Axone des ZNS
und zeigt die Umhüllung der Kommissuren durch die Mittelliniengliazellen
(Pfeilkopf). (E) Slit-Expression im Stadium 13; Vergrößerung des ventralen
ZNS. (F) Schwache Slit-Expression auf longitudinalen Axonen in ventraler
Ansicht (Pfeilkopf).
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Mittelliniengliazellen (Abb. 18E). Auch in späteren Stadien ist eine deutliche 

Expression lediglich in den Mittellinienglaizellen erkennbar (Abb. 18A/B). Abb. 18C/D 

zeigt die typische Morphologie der Mittelliniengliazellen. In einer Doppelfärbung mit 

dem neuronalen Marker anti-HRP ist zu erkennen, wie die Mittelliniengliazellen die 

Komissuren umhüllen (Abb. 18D, Pfeilkopf). Eine genaue konfokale Analyse der 

SLIT-Verteilung im embryonalen ZNS zeigt neben der Expression in 

Mittelliniengliazellen eine zusätzliche, schwache Expression auf longitudinalen 

Axonen (Abb. 18F, Pfeilkopf).  

 

3.3.2. Phänotypische Charakterisierung der Mutation slitB1-32 

Der slit-Lokus befindet sich auf dem zweiten Chromosom bei 52C9-D1. Für diesen 

Lokus wurden verschiedene mutante Allele veröffentlicht, die zum kompletten Verlust 

der slit-Genfunktion führen. In dieser Arbeit wurde ausschließlich die Mutation slitB1-32 

verwendet (Schimmelpfeng et al., 2001). 

Um die Auswirkungen des Verlustes der Genfunktion auf die Entwicklung des ZNS 

zu untersuchen, wurde der Phänotyp der Mutation slitB1-32 charakterisiert. Hierzu 

wurden slitB1-32 mutante Embryonen mit zwei verschiedenen neuronalen Markern 

gefärbt. Dabei wurden die monoklonalen Antikörper BP102 und anti-FASII verwendet. 

Nach erfolgter Antikörperfärbung wurde das ZNS homozygot mutanter Embryonen 

analysiert. Dabei werden homozygot mutante Embryonen durch den Gebrauch von 

"blauen Balancern" identifiziert. 

Der Ausfall der slit-Genfunktion führt zu massiven Defekten in der Entwicklung des 

ZNS von Drosophila. Dabei ist sowohl in MAb BP102  (Abb. 19B/D) als auch in anti-

FASII Färbungen (Abb. 19F/H) schon in frühen Entwicklungsstadien (Abb. 19B/F) ein 

Kollaps der Axone an der ZNS-Mittellinie zu beobachten. Im Vergleich zur 

wildtypischen Situation (Abb. 19A/E) findet sich keine regelmässige Struktur des 

ZNS. Alle Axone wachsen zur Mittellinie und können diese nicht mehr verlassen. 

Dieser Phänotyp verändert sich auch im Laufe der ZNS-Entwicklung nicht. So ist zum 

Ende der Embryonalentwicklung anstatt des regelmäßigen Strickleitermusters ein 

einziges dickes Axonbündel in der Mittellinie des Embryo zu finden (Abb. 19D/H).  

Neben der Analyse des mutanten ZNS-Phänotyps von slitB1-32 wurde in 

Doppelfärbungen untersucht, inwieweit der Genverlust auch zum Verlust des 

Proteins führt. Homozygot mutante slitB1-32 Embryonen wurden mit anti-SLIT sowie 
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Abb. 19  Defekte in der Organisation des ZNS in der Mutation slitB1-32
Präparation des ventralen ZNS in verschiedenen Entwicklungsstadien; Antikörperfärbungen
mit anti-FasII ( A-D) und MAb BP102 (E-H); anterior ist links; (A/C/E/G) ZNS im Wildtyp, im
Stadium 12 (A/E) und Stadium 16 (C/G). (B/D/F/H) Präparation des ZNS homozygot mutanter
slitB1-32 Embryonen; Die Antikörperfärbungen zeigen sowohl für  anti-FasII als auch für MAb
BP102 massive Defekte in der Organisation des ZNS. Nach dem Verlust der slit-Genfunktion
kollabieren die ZNS-Axone an der Mittellinie.
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Abb. 20  Slit-Expression in der Mutation slitB1-32
Konfokale Aufnahmen am whole mount; Fokussierung auf das ventrale ZNS; (A-C)
Homozygote slitB1-32 Embryonen; (D-F) heterozygot slit-mutante Embryonen; das
ZNS der Embryonen wurde mit anti-HRP (grün) markiert; zusätzlich wurden die
Embryonen mit anti-Slit gefärbt (rot). Die Bilder zeigen Projektionen von Bildstapeln.
(A) Kollaps der ZNS-Axone an der Mittellinie in homozygot mutanten slitB1-32

Embryonen. (B) In homozygot mutanten Embryonen ist keine Slit-Expression
nachweisbar. (E) in heterozygot mutanten Embryonen ist eine Slit-Expression in der
ZNS-Mittellinie zu erkennen; (C/F) Überlagerung des anti-HRP und anti-Slit Signals.
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anti-HRP gefärbt (Abb. 20). Anti-HRP markiert dabei alle Neurone des 

Nervensystems. Die Embryonen wurden mit Hilfe konfokaler Mikroskopie analysiert, 

dies erlaubt die gleichzeitige Darstellung der anti-SLIT- und anti-HRP-Färbung. Abb. 

20A zeigt den Kollaps des ZNS in slitB1-32 mutanten Embryonen (anti-HRP). In Abb. 

20B ist zu erkennen, daß im Falle des Genverlustes kein SLIT-Protein in 

Mittellinienzellen mehr nachweisbar ist. Lediglich eine schwache Hintergrundfärbung 

ist vorhanden. Als Vergleich dient ein heterozygot slit-mutanter Embryo aus 

derselben Färbung (Abb. 20D-F).  

 

3.3.2.1. Western-Blot-Analyse der SLIT-Expression in der Mutation slitB1-32 

Um den Verlust des Proteins nach dem Ausfall der Genfunktion in der Mutation slitB1-

32 zu verifizieren wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Hierfür wurde ein 

Proteinextrakt aus homozygot mutanten Embryonen gewonnen, der mit wildtypischen 

Proteinextrakten verglichen wurde. Ein GFP markiertes Balancerchromosom erlaubt 

es dabei, am lebenden Embryo anhand der GFP-Expression eine Unterscheidung 

zwischen homozygoten und heterozygoten Embryonen zu treffen. So können 

homozygote Embryonen anhand der fehlenden GFP-Expression selektioniert 

werden. 

 

 

 

 

 

Abb. 21 Western-Blot-Analyse der 

SLIT-Expression in der Mutation slitB1-32 

 

 

 

 

Der Western-Blot zeigt einen Verlust der SLIT-Proteinexpression in homozygot 

mutanten slitB1-32 Embryonen (Abb. 21). Im Vergleich zur wildtypischen Situation 

findet sich weder das vollständige Protein (ca. 190 kD) noch der proteolytisch 
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gesplatene C-terminale Teil von SLIT (ca. 55-60 kD). In hetereozygot slitB1-32 

mutanten Embryonen ist das vollständige SLIT-Protein noch nachweisbar. 

Somit konnte sowohl in Western-Blot-Analysen als auch in Antikörperfärbungen 

nachgewiesen werden, daß der Verlust der slit-Genfunktion in slitB1-32 Embryonen 

zum kompletten Verlust des SLIT-Proteins führt. 

 

3.3.3. Klonierung eines Epitop-markierten SLIT-Proteins 

Um die Auswirkungen der Überexpression von SLIT im embryonalen Nervensystem 

zu untersuchen, wurde ein UAS-slit-Konstrukt kloniert. Bei der Klonierung wurde 

zusätzlich im N-terminalen Bereich von slit ein MYC-Tag eingefügt. So konnte ein slit-

myc-Konstrukt generiert werden, das in seiner Expression sowohl im N-terminalen 

Bereich (MYC-Tag) sowie im C-terminalen Bereich (anti-SLIT Antikörper) nachweisbar 

ist. Nach der Klonierung von slit-myc in den UAS-Vektor steht dieses Konstrukt so 

verschiedenen Applikationen zur Verfügung. Zum einen wurde das entsprechende 

DNA-Konstrukt mittels Keimbahntransformation in Drosophila transformiert und mit 

Hilfe des Gal4-Systems ektopisch exprimiert. Zum anderen wurde das Konstrukt in 

Zellkultur exprimiert, um die proteolytische Spaltung und Sezernierung von SLIT 

genauer zu studieren. 

Abb. 22   Schematische Darstellung des klonierten slit-myc-Konstruktes.   

 

3.3.3.1. Klonierungsstrategie 

Da keine komplette slit-cDNA zur Verfügung stand, wurde ein entsprechendes slit-

myc-Konstrukt mit Hilfe molekularbiologischer Methoden zusammengefügt. Abb. 23 
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Klonierungsstrategie zur Klonierung von UAS-slit-myc

1. Amplifikation des N-terminalen slit-Teils 2. Klonierung des N-terminalen slit-Teils
in  den pKK31 Vektor

MYC Tag

3. Restriktion und Aufreinigung des C-terminalen slit-Teils

4. Vervollständigung der slit-myc-cDNA
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über die Restriktionsschnittstellen Asp718 und XbaI erfolgte
die Klonierung in den pUAST-Vektor
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Abb. 23 Schematische Darstellung der Klonierung des UAS-slit-myc-Konstruktes
Das slit-myc-Konstrukt wurde aus zwei verschiedenen cDNA´s, gH09454 und pCDNA3-slit, sowie
einem 8fach myc-Konstrukt, pKK31, kloniert. Das vollständig klonierte slit-myc-Konstrukt wurde
anschließend in den pUAST-Vektor kloniert.
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gibt schematisch einen Überblick über die einzelnen Schritte der Klonierung. Dabei 

wurden zwei verschiedene cDNA-Klone (gH09454 und pcDNA3-slit) sowie ein myc-

Konstrukt (pKK-31) verwendet. Der N-terminale Teil des slit-Konstruktes wurde aus 

dem cDNA-Klon gH09454 kloniert, der C-terminale Teil stammt aus dem Klon 

pcDNA3-slit. Zunächst wurde der N-terminale slit-Teil mittels PCR aus dem Klon 

gH09454 amplifiziert und in das myc-Konstrukt pKK-31 kloniert. pKK-31 trägt nach 

einer SLIT-Signalsequenz eine Abfolge von acht myc-Repeats. Anschließend wurde 

der C-terminale slit-Teil über Restriktionen aus der cDNA pcDNA3-slit gewonnen. 

Dieser wurde dann in das bereits vorhandene slit-Nterm-myc-Konstrukt ligiert. So 

wurde eine vollständige slit-cDNA kloniert, die im N-terminalen Bereich ein MYC-Tag 

trägt. Die slit-myc-cDNA wurde anschließend in den pUAST-Vektor kloniert. 

 

3.3.3.2. Expression in Drosophila S2-Zellen 

Um das UAS-slit-myc-Konstrukt zu testen, wurde dieses zunächst in Drosophila 

Schneider-Zellen (S2-Zellen) transformiert und die Expression des MYC-Tags sowie 

der SLIT-Antikörper Erkennungssequenz kontrolliert. Durch Kotransfektion des UAS-

slit-myc-Konstruktes mit einer Actin-5C-Gal4 DNA in S2-Zellen kann das Slit-Myc-

Konstrukt exprimiert werden. Bei Actin-5C handelt es sich um einen endogenen 

Promoter aus Drosophila, der eine Expression des Gal4 in S2-Zellen ermöglicht. 

Nach erfolgter Kotransfektion wurden die Drosophila Zellen nach zweiTagen fixiert 

und die MYC- und SLIT-Expression über Antikörperfärbungen analysiert.  

Die Antikörperfärbung an Drosophila S2-Zellen zeigt eine deutliche Expression des 

MYC-Tags (Abb. 24A) sowie des anti-SLIT-Epitops (Abb. 24C). In Abb. 24E ist zu 

erkennen, daß beide Signale kolokalisieren. Eine genaue Betrachtung der 

subzellulären Lokalisation von SLIT-MYC in S2-Zellen zeigt eine ubiquitäre, 

cytoplasmatische Verteilung des ektopischen Proteins (Abb. 24A, Stern). Allerdings 

ist um den Zellkern herum eine deutlich stärkere Färbung zu erkennen (Abb. 24A, 

Pfeilkopf). Durch eine Phalloidin-Färbung wurde zusätzlich das Actin-Cytoskelett der 

S2-Zellen markiert (Abb. 24F) und so die Zellgrenzen der transfizierten Zellen 

visualisiert. In der Umgebung der Zellen ist bei einer genauen Betrachtung eine 

schwache SLIT- sowie MYC-Expression außerhalb der Zellen zu detektieren (Abb. 

24B/D, Pfeilkopf). Dieses deutet auf eine Sezernierung des ektopischen SLIT-MYC- 

Proteins hin. 
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Abb. 24  Expression von UAS-Slit-MYC in Drosophila S2-Zellen
Antikörperfärbung an Drosophila S2-Zellen nach erfolgter UAS-Slit-MYC Expression;
Antikörperfärbung mit anti-Slit (grün) und anti-MYC (PAb c-myc; rot);  Visualisierung des
Aktin-Cytoskeletts durch Phalloidin (blau). (A/C/E) Eine Expression von Slit-MYC  ist ubiquitär
im Cytoplasma zu erkennen (A, Stern); um den Zellkern herum ist die Färbung allerdings
stärker (A, Pfeilkopf); (E) Kolokalisation der Signale (Überlagerung,gelb). Zudem findet sich
sowohl eine (B) MYC- als auch eine (D) Slit-Expression außerhalb der Zellen (Pfeilkopf).

*



Ergebnisse 

 69

3.3.3.3. Etablierung transgener UAS-slit-myc Fliegen 

Um die Auswirkung einer ektopischen SLIT-Expression im Embryo in vivo zu 

studieren wurde das UAS-slit-myc-Konstrukt mittels Keimbahntransformation in die 

Fliege gebracht. Nach erfolgreicher Transformation des pUAST-Konstruktes kann so 

in nachfolgenden Generationen das eingebaute Gen mit Hilfe des UAS/GAL4-

Systems in der Fliege exprimiert werden.  

Es konnten elf transgene UAS-slit-myc Stämme etabliert werden. Dabei fanden sich 

zwei Insertionen auf dem X Chromosom, drei Insertionen auf dem 2. Chromosom 

und sechs Insertionen auf dem 3. Chromosom. 

 

3.3.3.4. Ektopische Expression von UAS-slit-Myc 

Die etablierten UAS-slit-myc Stämme wurden zunächst auf Ihre Expression hin 

untersucht. Dabei wurde getestet ob, nach Kreuzung transgener UAS-slit-myc Linien 

gegen verschiedene Gal4-Treiber eine SLIT- sowie eine MYC-Expression im 

jeweiligen Muster des Gal4-Treibers nachzuweisen ist. Anschließend wurde anhand 

von Rettungsexperimenten getestet ob ektopisches SLIT-MYC in vivo funktional ist. 

Danach wurde die Auswirkung ektopischer SLIT-MYC-Expression auf die Entwicklung 

des embryonalen ZNS analalysiert und weiterhin die Verteilung des ektopischen 

Proteins im Embryo genauer betrachtet. 

  

3.3.3.4.1. Test der UAS-slit-myc Stämme 

Zum Test der verschiedenen UAS-slit-myc Stämme wurden diese gegen 

unterschiedliche Gal4-Treiber gekreuzt. Dabei wurden Gal4-Treiber verwendet, die in 

einem Muster exprimieren, daß sich deutlich von der endogenen SLIT-Expression 

unterscheidet. Es wurden die UAS-slit-myc Stämme SLIT 1-14, SLIT 2-16, SLIT 2-7 

und SLIT 2-19 verwendet. Diese wurden gegen unterschiedliche Gal4-Treiber 

getestet, unter anderem Kr-Gal4 (Krüppel), elav-Gal4, en-Gal4 (engrailed) und sca-

Gal4 (scabrous). Nach erfolgter ektopischer Expression mittels der Gal4-Linien 

wurden Embryonen gesammelt und in Antikörperfärbungen auf ihre jeweilige SLIT-, 

bzw. MYC-Expression getestet.  
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Alle verwendeten transgenen Stämme zeigen eine Expression von MYC und SLIT im 

jeweiligen Muster des verwendeten Gal4-Stammes. Abb. 25A/B zeigt eine  MYC-

Expression im Krüppel-Muster. In frühen Stadien exprimiert Krüppel in einem breiten 

Streifen entlang der dorsoventralen Achse. In späteren Stadien findet sich eine 

Expression in der Amnioserosa (Abb. 25B). Abb. 25C/D zeigt eine ektopische 

Expression im en-Gal4 Muster. In Abb. 25E/F ist eine MYC-Expression im elav-

Muster zu erkennen. Neben einer MYC-Expression ist zudem eine schwache SLIT-

Färbung im engrailed-Muster (Abb. 25G) zu beobachten. Die im Vergleich zum MYC-

Signal recht schwache SLIT-Färbung ist allerdings nicht auf eine schwächere 

Expression, sondern auf den anti-SLIT-Antikörper zurückzuführen. Dieser ist 

methanol-sensitiv und erlaubt an nach Standardmethoden fixierten Embryonen nur 

eine schwache anti-SLIT-Färbung. 

Um eine Koexpression von SLIT und MYC nachzuweisen, wurden zudem konfokale 

Analysen nach ektopischer SLIT-MYC-Expression durchgeführt. Hierzu wurde UAS-

slit-myc mittels en-Gal4 ektopisch exprimiert und die Nachkommen auf eine MYC- 

und SLIT-Expression getestet. Die konfokalen Analysen zeigen eine Kolokalisation 

des SLIT- und MYC-Signals. Im engrailed-Muster ist eine überlappende Expression 

von SLIT und MYC zu beobachten (Abb. 25G-J). Diese Ergebnisse zeigen, daß die 

Keimbahn-transformation erfolgreich war und auch in der Fliege das klonierte UAS-

slit-myc-Konstrukt exprimiert wird. 
 

3.3.3.4.2. Rettung des slitB1-32 Phänotyps durch UAS-slit-myc 

Um die biologische Funktionalität des SLIT-MYC-Konstruktes in vivo nachzuweisen, 

wurde getestet, ob die ektopische Expression von SLIT-MYC im ZNS zu einer Rettung 

des mutanten slitB1-32 Phänoyps führt. Hierzu wurden in den Hintergrund der Mutation 

slitB1-32 verschiedene Gal4-Treiber sowie eine UAS-slit-myc Insertion gekreuzt, um im 

mutanten Hintergrund SLIT-MYC im Muster des jeweiligen Gal4-Treibers zu 

exprimieren. Dieser Ansatz wurde mit zweitchromosomalen Gal4-Treiberlinien 

durchgeführt. So wurden zunächst Rekombinanten für die Gal4-Treiberlinien sim-

Gal4 sowie slit-Gal4 und der slitB1-32 Mutation etabliert. In den Hintergrund der 

Rekombinanten wurde dann auf das dritte Chromosom eine UAS-slit-myc Insertion 

gekreuzt. Auf diese Weise konnten folgende Stämme etabliert werden: 

• slitB1-32 ; sim-Gal4 / Cyobb , UAS-slit-myc / UAS-slit-myc 

• slitB1-32 ; slit-Gal4 / Cyobb , UAS-slit-myc / UAS-slit-myc 
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Abb. 25 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC
Whole mount Präparate; anterior ist links; (A/B/C/E/G-J) ventral ist unten; (D/F) ventrale
Ansicht; Nach ektopischer Expression von UAS-Slit-MYC mittels verschiedener Gal4
Treiberlinien wurde eine Antikörperfärbung mit anti-MYC (MAb 9E10; A-F) oder anti-Slit (G)
durchgeführt; (A/B) Ektopische Expression im Krüppel Muster (Kr-Gal4); (C/D) MYC
Expression im Muster der en-Gal4 Linie; (E/F) elav-Gal4 getriebene Expression; (G)
Expression von Slit im engrailed Muster (en-Gal4); (H-J) ektopische Expression von Slit-
MYC mittels en-Gal4 und anschliessende konfokale Analyse. Eine Antikörperfärbung mit
anti-Slit (H) und anti-MYC (PAb c-myc, I) zeigt eine Kolokalisation der beiden Marker (gelb).
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In den Nachkommen dieser Stämme ist ein Viertel aller Embryonen homozygot 

mutant für die Mutation slitB1-32, sowie homozygot für die Gal4-Linie und die SLIT-MYC 

Insertion. Diese Embryonen können durch die Verwendung eines "blauen Balancers" 

eindeutig identifiziert werden.  

Die ektopische Expression von UAS-slit-myc im sim-Gal4- und slit-Gal4-Muster, im 

homozygot mutanten slitB1-32 Hintergrund, führt zu einer partiellen Rettung des slitB1-32 

Ausfall-Phänotyps. Nach einer ektopischen Expression mittels sim-Gal4 ist in anti-

FASII-Färbungen eine Trennung der longitudinalen Axontrakte an der Mittellinie zu 

erkennen (Abb. 26C/F). Zwar sind die Faszikel weiterhin unorganisiert, eine axonale 

Repulsion an der Mittellinie ist allerdings wieder zu beobachten (Abb. 26F). Auch 

eine ektopische Expression mittels slit-Gal4 führt zu einer partiellen Rettung (Abb. 27 

D-F). Das kommissurale Wachstum ist nahezu wildtypisch und im Vergleich zur slitB1-

32 Mutation erfolgt eine eindeutige axonale Repulsion an der Mittellinie. Um die 

Expression von SLIT-MYC zu zeigen, wurden konfokale Analysen der 

Rettungsexperimente durchgeführt. So wurden Embryonen nach ektopischer 

Expression mittels sim-Gal4 mit anti-HRP und anti-Myc (MAb 9E10) gefärbt und 

konfokal analysiert (Abb. 27A-C). Die konfokale Analyse zeigt, daß in partiell 

geretteten Tieren SLIT-MYC in der ZNS-Mittellinie exprimiert wird.   

 

3.3.3.4.3. Ektopische Verteilung von SLIT-MYC 

Zur Analyse der Verteilung des ektopisch exprimierten Proteins im Drosophila 

Embryo, wurden unterschiedliche UAS-slit-myc Stämme gegen verschiedene Gal4- 

Treiberlinien gekreuzt. Die Embryonen wurden gesammelt und die Expression des 

ektopischen SLIT-MYC wurde anhand verschiedener Antikörperfärbungen analysiert. 

Zunächst wurde die Verteilung in nicht neuronalen Geweben betrachtet. So wurde 

SLIT-MYC mittels en-Gal4 ektopisch exprimiert und anschließend die Expression von 

SLIT und MYC anhand von Antikörperfärbungen analysiert. Dabei zeigt sich sowohl 

eine SLIT- wie eine MYC-Färbung in den engrailed exprimierenden segmentalen 

Streifen entlang der dorsoventralen Achse (Abb. 28). In der Überlagerung der beiden 

Signale ist eine Kolokalisation von SLIT und MYC zu erkennen (Abb. 28E/F). Eine 

genaue Betrachtung der Expression in einer höheren Auflösung ziegt eine punktierte 

Verteilung der SLIT-MYC-Expression ausserhalb der engrailed Expressionsdomäne 

(Abb. 28B/D/F). Eine Vergrößerung der Bereiche außerhalb der en-Gal4 
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Abb. 26  Rettung des ZNS Phänotyps der Mutation slitB1-32 nach 
 ektopischer Slit-MYC Expression

Präparation des ventralen ZNS in verschiedenen Entwicklungsstadien;
Antikörperfärbungen mit anti-FasII; anterior ist oben; (A/D) ZNS im Wildtyp; (B/E)
slit Nullmutation slitB1-32 ; (C/F) ektopische Expression von Slit-MYC im sim-Gal4
Muster im Hintergrund der Mutation slitB1-32 . (A-C) Stadium 12, (D-F) Stadium
16. Die Antikörperfärbungen zeigen das der ZNS Phänotyp der Mutation slitB1-
32 durch eine ektopische Slit-MYC Expression in der ZNS-Mittellinie partiell gerettet
werden kann. (C/F) Nach ektopischer Expression ist eine Trennung der Faszikel
in der Mittelllinie zu beobachten.



A B C

ED F

Abb. 27  Rettung des ZNS Phänotyps der Mutation slitB1-32 nach 
 ektopischer Slit-MYC Expression

(A-C) Konfokale Analyse am whole mount; anterior ist oben; Fokussierung auf
das ventrale ZNS;  Antikörperfärbungen mit anti-HRP (grün) und anti-MYC (MAb
9E10, rot). Eine ektopische Expression von Slit-MYC im Hintergrund der Mutation
slitB1-32 , mittels sim-Gal4, führt zu einer partiellen Rettung des Ausfallphänotyps.
(B) In der ZNS-Mittellinie ist eine eindeutige Slit-MYC Expression zu erkennen.
(D-F) Präparation des ventralen ZNS im Stadium 16; anterior ist oben;
Antikörperfärbung mit MAb BP102. (D) ZNS im Wildtyp; (E) ZNS Phänotyp der
Mutation slitB1-32 . (F) Eine ektopische Expression von Slit-MYC mittels slit-Gal4
führt ebenfalls zu einer partiellen Rettung des Ausfallphänotyps.
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Abb. 28 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; anterior ist links, ventral ist unten; laterale Ansicht;
Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC mittels en-Gal4.(A/B) Antikörperfärbung mit anti-
Slit (rot) und (C/D) anti-MYC (PAb c-myc, grün); (E-H) Überlagerung der beiden Signale
(gelb).  (A/C/E) In der Übersicht des Embryo ist eine Kolokaisation des Slit- und MYC-
Signals zu erkennen; (B/D/F) Die Vergrößerung der  lateralen Ansicht zeigt eine punktierte
Expression außerhalb der wildtypischen engrailed-Expressionsdomäne (D Pfeilkopf). (H)
Die beiden punktierten Signale kolokalisieren (H, Pfeilkopf), wie in einer Vergrößerung
(Kasten markiert vergrößerten Bereich) zu erkennen ist.(G) en-Gal4 Expressionsdomäne,
visualisiert mittels UAS-lacZ; Antikörperfärbung mit anti-ßGal.
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Expressionsdomäne (Abb. 28H) zeigt, daß auch die punktierte SLIT- und MYC-

Expression kolokalisiert (Abb. 28H, Pfeilkopf). So ist anzunehmen, daß es sich bei 

dieser punktierten Färbung tatsächlich um eine SLIT-MYC Expression und nicht um 

eine Hintergrundfärbung handelt. 

Für die Expression des SLIT-MYC-Konstruktes im kompletten ZNS wurden die Gal4- 

Stämme elav-Gal4 und rho-Gal4 verwendet. Nach ektopischer Expression mittels 

elav-Gal4 findet sich eine MYC-Expression im kompletten Neuropil (Abb. 29A). In der 

Überlagerung mit anti-HRP ist eine Kolokalisation des MYC-Signals mit dem 

neuronalen Marker zu erkennen (Abb. 29C). Zudem zeigt sich eine starke MYC- 

Expression besonders in den lateralen Bereichen des Neuropils (Abb. 29C Pfeilkopf). 

Nach einer Expression im rho-Gal4-Muster zeigt sich eine MYC-Expression in Zellen 

der Mittellinie (Abb. 29D, Pfeilkopf) sowie auf einigen Axonbahnen im ZNS und PNS 

(Abb. 29D, Stern). In einer Überlagerung des MYC-Signals mit anti-FASII  ist diese 

axonale Expression zu erkennen (Überlagerung violett). In Abb. 29E ist zudem zu 

erkennen, daß die ektopische SLIT-MYC Expression mittels rho-Gal4 zu Defekten im 

ZNS führt. Die longitudinalen Faszikel liegen sehr nahe an der ZNS-Mittellinie und 

einige Axone kreuzen diese im Gegensatz zur wildtypischen Situation (Abb. 29E, 

Pfeilkopf). Eine genaue phänotypische Analyse folgt unter 3.3.3.4.4.  

Anschließend wurde UAS-SLIT-MYC mittels sim-Gal4 und slit-Gal4 in der Mittellinie 

exprimiert. Nach ektopischer Expression von SLIT-MYC im sim-Gal4 Muster zeigt sich 

eine Koexpression von MYC und SLIT in Mittellinienzellen (Abb. 30C, Pfeilkopf). Dabei 

scheint die MYC-Expression in der Mittellinie stärker zu sein als das SLIT-Signal. Dies 

ist in der Überlagerung zu erkennen, da in einigen Bereichen der Mittellinie lediglich 

eine MYC-Expression festzustellen ist.  Neben der Mittellinien-Expression findet sich 

zudem eine SLIT- und MYC-Expression lateral der Mittellinie (Abb. 30A/B, Stern). Eine 

Überlagerung mit anti-HRP deckt auf, daß diese laterale Expression in der Ebene der 

Axone des ZNS liegt (Abb. 30D-F). Eine Betrachtung der ektopischen Expression in 

einer lateralen Ansicht eines Embryo bestätigt die axonale Expression von SLIT-MYC 

(Abb. 31). Bei einer Fokussierung auf die ZNS-Mittellinie in der lateralen Ansicht 

(Abb. 31A/C/E) ist zu erkennen, daß die Expression von SLIT (rot) nicht mit dem 

neuronalen Marker anti-HRP (grün) kolokalisiert (Abb. 31E, Pfeilkopf). In lateralen 

Bereichen des ZNS (Abb. 31B/D/F) hingegen ist ebenfalls eine Kolokalisation von 

SLIT und anti-HRP zu beobachten (Abb. 31F, Pfeilkopf). Auch für eine MYC-

Expression konnte in der lateralen Ansicht eine axonale Expression bestätigt werden 

(Abb. 32). Neben der Expression an der ZNS-Mittellinie findet sich in konfokalen 



A B C

FED

Abb. 29 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Analyse am whole mount; anterior ist oben; Fokussierung auf das ventrale ZNS;
Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC mittels (A-C) elav-Gal4 und (D-F) rho-Gal4.
Antikörperfärbung mit anti-MYC (MAb 9E10,rot), anti-HRP (grün) und anti-FasII (blau).(A)
Eine ektopische Expression mittels elav-Gal4 resultiert in einer MYC-Expression im
kompletten Neuropil. (C) Insbesondere in lateralen Bereichen des Neuropils findet sich eine
starke MYC-Expression, die über das Neuropil hinausgeht (Pfeilkopf); dies ist in einer
Überlagerung mit anti-HRP zu erkennen (gelb). (D) Nach ektopischer Expression mittels
rho-Gal4 findet sich eine MYC-Expression in der ZNS-Mittellinie (Pfeilkopf) sowie auf Axonen
im ZNS und PNS (Stern); die axonale Expression zeigt eine Überlagerung mit anti-FasII
(violett). Zudem führt die Expression von Slit-MYC im rho-Gal4 Muster zu Defekten im ZNS.
(E) Die longitudinalen Axone liegen näher zur Mittellinie und einige Axone kreuzen diese
(Pfeilkopf).

*

*
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Abb. 30 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; anterior ist oben; ventrale Ansicht;
Fokussierung auf das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC
mittels sim-Gal4. Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün), anti-Slit (rot)
und anti-HRP (blau); (C) Überlagerung des MYC-und Slit-Signals (gelb); (D-F)
Überlagerungen mit anti-HRP. In der ZNS-Mittellinie findet sich eine deutliche (A)
MYC- und (B) Slit-Expression die eindeutig kolokalisiert ist. Neben der Expression
in Mittellinienzellen findet sich eine laterale Expression (C Pfeilkopf). Die Überlagerung
des Slit-MYC Signals mit anti-HRP zeigt die laterale Expression in der Ebene der
Axone des ZNS (D-F).
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Abb. 31 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Analyse am whole mount; laterale Ansicht; anterior ist links; ventral ist unten;
Fokussierung auf das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-SLIT-MYC mittels
sim-Gal4. Antikörperfärbung mit anti-HRP(grün) und anti-Slit (rot); (E/F) Überlagerung der
beiden Signale (gelb); (G/H) Schematische Darstellung der Schnittebenen, (G) für (A/C/E)
und (H) für (B/D/F). In der lateralen Ansicht ist eine axonale Expression von Slit-MYC
nachzuweisen. (A/C/E) Bei einer Fokussierung auf die Ebene der ZNS-Mittellinie (G), ist in
der Überlagerung des Slit- und HRP-Signals zu erkennen, daß keine Slit-Expression mit
einer HRP-Färbung überlappt (Pfeilkopf).(B/D/F) Dagegen ist in lateralen Bereichen des ZNS
(H) eine eindeutige Überlappung der Slit-Expression mit anti-HRP positiven Axonen zu
erkennen (gelb, Pfeilkopf).
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Abb. 32 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Analyse am whole mount; laterale Ansicht; anterior ist links; ventral ist unten;
Fokussierung auf das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC mittels
sim-Gal4.(A/B) Färbung mit anti-HRP(grün) und (C/D) anti-MYC (MAb 9E10; rot); (E/F)
Überlagerung der beiden Signale (gelb); (G/H) Schematische Darstellung der Schnittebenen,
(G) für (A/C/E) und (H) für (B/D/F). In der lateralen Ansicht ist eine axonale Expression von
MYC nachzuweisen. (A/C/E) Bei einer Fokussierung auf die Ebene der ZNS-Mittellinie (G),
ist in der Überlagerung des MYC und HRP Signals zu erkennen, daß keine Slit Expression
mit einer HRP Färbung überlappt (Pfeilkopf).(B/D/F) Dagegen ist in lateralen Bereichen des
ZNS (H) eine eindeutige Überlappung der MYC Expression mit anti-HRP positiven Axonen
zu erkennen (gelb, Pfeilkopf).
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Analysen eine weitere MYC Expression auf Axontrakten im PNS (Abb. 33). In einer 

Überlagerung mit anti-FASII kann diese axonale Expression bestätigt werden (Abb. 

33C, Pfeilkopf). In anti-SLIT-Färbungen konnte keine deutliche Expression im PNS 

beobachtet werden, was allerdings auf die starke Hintergrundfärbung des anti-SLIT-

Antikörpers zurückgeführt werden kann. 

Nach einer ektopischen Expression von SLIT-MYC im slit-Gal4 Muster zeigt sich eine 

Expression in den Mittelliniengliazellen (Abb. 34). Dabei ist eine Kolokalisation des 

MYC- und des SLIT-Signals zu beobachten (Abb. 34C, Pfeilkopf). Eine genaue 

Betrachtung der Expression von SLIT-MYC nach ektopischer Expression im slit-Gal4 

Muster, zeigt im Vergleich zur Expression mittels sim-Gal4 keine Expression in 

lateralen Bereichen des ZNS. Auch in der lateralen Ansicht ist lediglich eine 

Expression in der Mittellinie zu erkennen (Abb. 35). Zusätzlich zeigt auch die laterale 

Ansicht eine Kolokalisation der SLIT und MYC Expression (Abb. 35E). In früheren 

Stadien der Embryonalentwicklung ist ebenfalls eine Kolokalisation der MYC und SLIT 

Expression zu erkennen (Abb. 36C, Pfeilkopf). In einer ventralen Ansicht zeigt sich 

allerdings in frühen Entwicklungsstadien neben der Expression in der Mittellinie eine 

MYC Expression in lateralen Bereichen des ZNS (Abb. 36E, Pfeilkopf). 

 

3.3.3.4.4. Defekte in der ZNS Organisation nach ektopischer SLIT-MYC- 
Expression 

Die ersten Untersuchungen nach ektopischer SLIT-MYC Expression (3.3.3.4.3) 

deckten keine schwerwiegenden Defekte in der Entwicklung des ZNS auf. Lediglich 

eine Expression mittels rho-Gal4 resultierte in leichten Defekten in der Organisation 

der longitudinalen Faszikel (Abb. 29E). Erst nach Erhöhung der Dosis durch die 

Kombination zweier UAS-SLIT-MYC Insertionslinien (slit 2-16 zweitchromosomal und 

slit 2-7 drittchromosomal), konnten nach ektopischer Expression im rhomboid-Muster 

deutliche Defekte in der axonalen Organisation des ZNS identifiziert werden (Abb. 

37). Die Defekte finden sich sowohl in Färbungen mit MAb BP102 als auch mit anti-

FasII. In MAb BP102 Färbungen (Abb. 37B/C) ist zu erkennen, daß nach ektopischer 

Expression die Kommissuren verdickt, bzw. leicht fusioniert sind (Abb. 37B, 

Pfeilkopf). Der interkommissurale Raum ist im Vergleich zum Widtyp deutlich kleiner 

und das ZNS ist schmaler (Abb. 37B, Stern). In anti-FASII Färbungen zeigt sich 

ebenfalls, daß die longitudinalen Axontrakte näher beieinander liegen. Das ZNS 
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Abb. 33 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Analyse am whole mount; anterior ist oben; ventrale Ansicht; Fokussierung
auf das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC mittels sim-
Gal4. (A) Färbung mit anti-MYC (PAb c-myc, rot), (B) anti-FasII (blau) und (D) anti-
HRP (grün); (C) Überlagerung der MYC- und FasII-Signale (violett); (D) Überlagerung
der MYC- und HRP-Signale (gelb). (A) Neben der Expression in Mittellinienzellen
ist eine Expression von MYC in lateralen Bereichen des ZNS zu erkennen (Stern);
zudem zeigt sich eine Expression auf Axontrakten im PNS. (C) Kolokalisation der
MYC-Expression mit anti-FasII positiven Axonen (Pfeilkopf).

*
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Abb. 34 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; ventrale Ansicht; anterior ist oben;
Fokussierung auf das embryonale ZNS. Ektopische Expression von UAS-Slit-
MYC mittels slit-Gal4. Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün), anti-
Slit (rot) und anti-HRP (blau). (C) Überlagerung des MYC- und Slit-Signals
(gelb); (D-F) Überlagerungen mit anti-HRP. In der ZNS-Mittellinie findet sich
eine deutliche (A) MYC- und (B) Slit-Expression die eindeutig kolokalisiert ist
(C). Neben der Expression in Mittellinienzellen findet sich keine weitere
Expression von Slit-MYC.
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Abb. 35 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; anterior ist links; laterale Ansicht; Fokussierung auf
das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC mittels slit-Gal4.
Antikörperfärbung mit anti-Slit (rot), anti-MYC (PAb c-myc, grün) und anti-HRP (blau). (E/F)
Überlagerung des MYC- und Slit-Signals (gelb); (I/J) Überlagerungen des Slit-Signals mit
anti-HRP (violett). (A/C/E) Die laterale Ansicht des ZNS zeigt, daß sich die Slit-MYC-
Expression auf Mittellinienzellen beschränkt. (E) Zudem zeigt sich eine Kolokalisation des
MYC- und Slit-Signals. (B/D/F) In einer Fokussierung auf laterale Bereiche des ZNS ist
lediglich eine schwache Expression zu erkennen. Eine schematische Darstellung der
Schnittebenen findet sich in Abb.31; Abb. 31G für (A/C/E/G/I) und Abb.31H für (B/D/F/H/J).
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Abb. 36 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; Fokussierung auf das ventrale ZNS; (A-D)
laterale Ansicht, anterior ist links; (E-G) ventrale Ansicht, anterior ist oben. Ektopische
Expression von UAS-Slit-MYC mittels slit-Gal4. Antikörperfärbung mit anti-Slit (rot), anti-
MYC (PAb c-myc, grün) und anti-HRP (blau). (C) Überlagerung des MYC und Slit Signals
(gelb); (D/F) Überlagerungen mit anti-HRP. Auch in frühen Entwicklungsstadien findet
sich nach ektopischer Expression von Slit-MYC mittels slit-Gal4 eine deutliche Expression
der Signale in der ZNS-Mittellinie.(A-C) In der lateralen Ansicht ist eine Kolokalisation
von MYC und Slit in den Mittelliniengliazellen zu erkennen (C, Pfeilkopf). (E) Die ventrale
Aufsicht des ZNS zeigt eine schwache laterale MYC Expression in frühen
Entwicklungsstadien (Pfeilkopf).
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erscheint im Vergleich zum Wildtyp schmaler und die medialen Faszikel liegen sehr 

nah an der Mittellinie (Abb. 37F, Stern). Zudem ist die Organisation der Axontrakte 

gestört. So lassen sich in einigen Neuromeren die medialen und intermedialen 

Axontrakte nicht mehr voneinander trennen und die beiden Faszikel erscheinen 

fusioniert (Abb. 37E, Pfeilkopf). Auch die lateralen Axontrakte verlaufen in 

untypischen Bahnen und liegen teilweise näher zur Mittellinie (Abb. 37F, Pfeilkopf).  

Auch nach einer ektopischen Expression mittels da-Gal4 sind Defekte in der 

Entwicklung des embryonalen ZNS zu beobachten (Abb. 38). Eine konfokale Analyse 

zeigt die Defekte nach der ektopischen Expression. Dabei findet sich eine SLIT-MYC 

Expression auf den Axonen des ZNS (Abb. 38C, Pfeilkopf). Diese resultiert in einem 

deutlichen ZNS-Phänotyp. In anti-HRP-Färbungen ist eine Fusion einiger 

Kommissuren zu beobachten (Abb. 38A, Pfeilkopf). Eine Färbung mit anti-FASII zeigt, 

daß hier das ZNS ebenfalls schmaler ist und die longitudinalen Faszikel näher zur 

ZNS-Mittellinie liegen (Abb. 38B, Stern). Allerdings fällt der beobachtete Phänotyp im 

Vergleich zur ektopischen Expression mittels rho-Gal4 schwächer aus. Der Phänotyp 

macht sich nicht in allen Neuromeren bemerkbar und viele Neuromere zeigen ein 

wildtypisches Axonmuster. Zudem zeigt sich in anti-FASII-Färbungen, daß keine 

Desorganisation der longitudinalen Faszikel zu beobachten ist (Abb. 38E/F). Der 

Abstand der Faszikel zueinander ist regelmäßig und es ist lediglich eine 

Verschiebung der Axontrakte in Richtung ZNS-Mittellinie in einigen Neuromeren zu 

beobachten (Abb. 38E, Stern). 

Eine phänotypische Analyse nach Dosiserhöhung und einer anschließenden 

ektopischen Expression mittels weiterer Gal4-Treiberlinien wie z.B. en-Gal4 oder 

elav-Gal4 stehen noch aus. 

 

3.3.4. Klonierung eines transmembrangebundenen slit-myc-Konstruktes 

Um die Notwendigkeit einer Sezernierung von SLIT zu untersuchen wurde ein 

modifiziertes slit-Konstrukt kloniert. Neben dem N-terminalen MYC-Tag wurde 

zusätzlich eine Transmembrandomäne ans C-terminale Ende von slit-myc 

angehängt. Durch diese Modifizierung sollte das SLIT-Protein nach ektopischer 

Expression membrangebunden bleiben. Das klonierte SLIT-MYC-TM-Konstrukt wurde 

in den pUAST-Vektor kloniert und in Zellkultur und in der Fliege ektopisch exprimiert. 

So konnte die Auswirkung eines membrangebundenen SLIT-MYC untersucht werden. 
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Abb. 37  Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer UAS-Slit-
 MYC Expression im rhomboid Muster

Präparation des ventralen ZNS im Stadium 16;  anterior ist oben; Antikörperfärbungen
mit (A-C) MAb BP102 und (D-F) anti-FasII; (A/D) ZNS im Wildtyp. Nach ektopischer
Expression von UAS-Slit-MYC im rho-Gal4 Muster sind Defekte in der Entwicklung
des ZNS zu beobachten. (B/C) Die Kommissuren sind verdickt, bzw. leicht fusioniert
(B Pfeilkopf); die Konnektive liegen näher zur ZNS-Mittellinie und das ganze ZNS
erscheint im Vergleich zum Wildtyp schmaler (B, Stern). (E/F) Auch mit anti-FasII ist
zu erkennen, daß die longitudinalen Axontrakte näher zur ZNS-Mittellinie liegen (F,
Stern). Zudem ist der Abstand der intermedialen und medialen Faszikel zueinander
deutlich geringer als im Wildtyp (E, Pfeilkopf). Auch die lateralen Faszikel liegen in
einigen Neuromeren näher zur Mittellinie (F, Pfeilkopf).

*

*
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Abb. 38  Defekte in der Organisation des ZNS nach ektopischer UAS-Slit-
 MYC-Expression im daughterless Muster

(A-C) Konfokale Analyse am whole mount; Fokussierung auf das ventrale ZNS,
anterior ist oben; (D-F) Präparation des ventralen ZNS im Stadium 16, anterior ist
oben; Antikörperfärbungen mit (A-C) anti-HRP (grün), anti-FasII (blau) und anti-MYC
(PAb c-myc, rot); (D-F) Antikörperfärbungen mit anti-FasII;(D) ZNS im Wildtyp. Nach
ektopischer Expression von UAS-Slit-MYC im da-Gal4 Muster sind Defekte in der
Entwicklung des ZNS zu beobachten. (A) Die Kommissuren sind verdickt, bzw. leicht
fusioniert (Pfeilkopf);  (B/E/F) mit anti-FasII ist zu erkennen, daß die longitudinalen
Axontrakte näher zur Mittellinie liegen (B/E, Stern); zudem erscheint das ZNS
schmaler. (C) Die konfokale Analyse zeigt die Expression von Slit-MYC im ZNS
(Pfeilkopf).

*

*
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Abb. 39 Schematische Darstellung des klonierten slit-myc-TM-Konstruktes 

 

 

3.3.4.1. Klonierungsstrategie 

Ausgehend von der slit-myc-DNA (siehe 1.3.3.1) wurde über molekularbiologische 

Methoden eine Transmembrandomäne aus der Ratten CD2-cDNA (Dunin-Borkowski 

and Brown, 1995) eingefügt. Abb. 40 gibt schematisch die wichtigsten Schritte der 

Klonierung wieder.  

Als "Vehikel" für die Klonierung des slit-myc-TM-Konstruktes wurde zunächst eine 

verkürzte slit-DNA kloniert. Es wurde ein C-terminales Fragment der slit-myc-cDNA 

über EcoV und XbaI in einen zuvor modifizierten Bluescript-Vektor (pBS) kloniert. Der 

modifizierte pBS-Vektor weist in seiner Klonierungsregion keine XhoI-Restriktions-

schnittstelle mehr auf. So konnte ein C-terminales XhoI-Fragment der verkürzten slit-

DNA gegen ein XhoI-Fragment mit der Transmebrandomäne ausgetauscht werden. 

Ein entsprechendes Transmembran-XhoI-Fragment wurde mittels PCR aus der CD2-

cDNA herausamplifiziert, wobei am 3´- und 5´-Ende artifizielle XhoI-Schnittstellen im 

PCR-Produkt generiert wurden. Desweiteren wurde der 3´-Primer dahingehend 

modifiziert, daß dieser vor der XhoI-Schnittstelle ein Stop-Codon trägt. So wird bei 

der Translation von SLIT-MYC-TM gewährleistet, daß der Kettenabbruch in 

unmittelbarer Nähe der eingefügten Transmembrandomäne erfolgt. Nach erfolgter 

Klonierung der Transmembrandomäne in die verkürzte slit-DNA wurde das C-

terminale Fragment über EcoV und XbaI zurück in die verkürzte slit-myc-DNA 

kloniert. Das vollständige slit-myc-TM-Konstrukt wurde anschließend in den pUAST-

Vektor kloniert. 



Abb. 40 Schematische Darstellung der Klonierung des UAS-slit-myc-TM-Konstruktes
Zur Klonierung des slit-myc-TM-Konstrukt wurde in die slit-myc-DNA eine Transmembrandomäne
aus dem CD2-Gen der Ratte eingefügt (Dunin-Borkowski et. al, 1995). Das vollständig klonierte
slit-myc-TM-Konstrukt wurde anschließend in den pUAST-Vektor kloniert.
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3.3.4.2. Expression von SLIT-MYC-TM in  Drosophila S2-Zellen 

Um das klonierte SLIT-MYC-TM-Konstrukt zu testen, wurde dieses ebenfalls in 

Drosophila S2-Zellen exprimiert. Nach ektopischer Expression wurde an fixierten S2-

Zellen eine Antikörperfärbung mit anti-MYC (MAb 9E10) und anti-SLIT durchgeführt. 

Die Antikörperfärbungen zeigen eine deutliche Expression von MYC (Abb. 41A) und 

SLIT (Abb. 41C). Dabei ist eine Kolokalisation beider Signale zu beobachten (Abb. 

41E). Diese Kolokalisation läßt sich insbesondere an der Membran der Zellen 

feststellen (Abb. 41E, Pfeilkopf). Bei einer Betrachtung der subzellulären Verteilung 

des ektopischen Proteins zeigt sich hauptsächlich an der Membran eine deutliche 

Expression, die zudem punktiert auftritt (Abb. 41A, Pfeilkopf). Im Cytoplasma der 

Zelle ist lediglich eine schwache Expression (Abb. 41C, Pfeilkopf) zu erkennen. 

Zudem ist eine Expression um den Zellkern herum zu beobachten. Die SLIT- 

Expression um den Zellkern ist dabei deutlich stärker als die MYC-Expression  (Abb. 

41E Stern). Zusätzlich wurden die Zellgrenzen durch eine Phaloidin-Färbung 

visualisiert. Dabei ist keinerlei Expression von SLIT-MYC-TM  außerhalb der Zellen zu 

beobachten. Allerdings ist anhand der Phalloidin-Färbung zu erkennen, daß die 

ektopische Expression von SLIT-MYC-TM zu einer morphologischen Veränderung der 

Zellen führt. Diese kollabieren nach ektopischer SLIT-MYC-TM-Expression. 

 

3.3.4.3. Etablierung transgener UAS-slit-myc-TM Fliegen 

Auch für das slit-myc-TM-Konstrukt wurde eine Keimbahntransformation 

durchgeführt. So kann die Auswirkung einer ektopischen SLIT-MYC-TM-Expression in 

Drosophila studiert und mit den gewonnenen Erkenntnissen nach ektopischer SLIT-

MYC-Expression verglichen werden. 

Nach erfolgter Keimbahntransformation konnten sieben transgene UAS-slit-myc-TM 

Insertionslinien etabliert werden. Dabei fanden sich eine Insertionen auf dem X 

Chromosom, zwei Insertionen auf dem 2. Chromosom sowie vier Insertionen auf dem 

3. Chromosom. 

 

3.3.4.4. Ektopische Expression von UAS-slit-myc-TM 

Die erhaltenen transgenen UAS-slit-myc-TM Stämme wurden zunächst auf ihre 

Expression hin untersucht. Dabei wurde getestet ob nach ektopischer Expression mit 
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Abb. 41  Expression von UAS-Slit-MYC-TM in Drosophila S2-Zellen
Antikörperfärbung an Drosophila S2-Zellen nach erfolgter UAS-Slit-MYC-TM-Expression;
Antikörperfärbung mit anti-Slit (grün) und anti-MYC (c-myc; rot); Visualisierung des Aktin-
Cytoskeletts durch Phalloidin (blau). (A/C/E) Die ektopische Expression von Slit-MYC-TM
ist hauptsächlich an der Membran der Zellen lokalisiert (E, Pfeilkopf); dort findet sich eine
Kolokalisation beider Signale (E, Überlagerung, gelb);  zudem tritt die Expression an der
Membran punktiert auf. Außerdem findet sich eine Expression um den Zellkern (E,Stern)
sowie eine schwache cytoplasmatische Expression (C, Pfeilkopf).

*
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Hilfe unterschiedlicher Gal4-Treiberlinien im Drosophila Embryo eine ektopische 

SLIT- und MYC-Expression zu erkennen ist. Anschließend wurde in 

Rettungsexperimenten die Funktionalität des Konstruktes getestet. Desweiteren 

wurde analysiert ob eine neuronale ektopische Expression zu Defekten in der ZNS-

Entwicklung führt. Abschliessend wurde die Verteilung der Expression von SLIT-MYC-

TM im Embryo untersucht . 

 

3.3.4.4.1. Test der UAS-slit-myc-TM Stämme 

Um eine erfolgreiche Keimbahntransformation des SLIT-MYC-TM-Konstruktes zu 

kontrollieren, wurden verschiedene transgene UAS-slit-myc-TM Stämme gegen 

unterschiedliche Gal4-Treiberlinien getestet. Dabei wurden die Gal4-Treiberlinien en-

Gal4, rho-Gal4 und sim-Gal4 verwendet. Nach ektopischer Expression wurden 

Embryonen gesammelt und in Antikörperfärbungen auf eine SLIT-, bzw. MYC- 

Expression getestet. 

Abb. 42 zeigt exemplarisch einige anti-MYC-, bzw. anti-SLIT-Färbungen nach 

ektopischer SLIT-MYC-TM-Expression. Alle Embryonen zeigen eine deutliche 

ektopische Expression im Muster des verwendeten Gal4-Stammes. So findet sich 

eine MYC-Expression im Muster der Gal4-Treiberlinien sim-Gal4 (Abb. 42A/B), rho-

Gal4 (Abb. 42C/D) und en-Gal4 (Abb. 42E/F). Neben einer ektopischen MYC- 

Expression ist auch die ektopische Expression von SLIT nachweisbar. Abb. 42G zeigt 

eine SLIT-Expression im engrailed-Muster. Allerdings ist auch hier die anti-SLIT- 

Färbung im Vergleich zu anti-MYC wesentlich schwächer. Um die Koexpression der 

beiden Marker zu zeigen, wurde daher zudem eine konfokale Analyse der 

ektopischen Expression im Muster von en-Gal4 durchgeführt. Die konfokale Analyse 

zeigt eine Kolokalisation von SLIT und MYC nach ektopischer Expression (Abb. 42J). 

Beide Signale kolokalisieren in den typischen segmentalen engrailed-Streifen. 

 

3.3.4.4.2. Rettung des mutanten Phänotyps durch SLIT-MYC-TM  

Um die biologische Funktionalität des SLIT-MYC-TM-Konstruktes zu testen, wurden 

Rettungsexperimente durchgeführt. Dabei wurde analysiert ob die ektopische 

Expression von SLIT-MYC-TM zu einer Rettung des mutanten slitB1-32 Phänotyps führt. 
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Abb. 42 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM
Whole mount Präparate; anterior ist links; (A-C/E/G-J) ventral ist unten; (D/F) ventrale
Ansicht;Nach ektopischer Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels verschiedener Gal4-
Treiberlinien wurde eine Antikörperfärbung mit MAb 9E10 (anti-MYC; A-F) oder anti-Slit
(G/H) durchgeführt; (A/B) Ektopische Expression im single minded-Muster (sim-Gal4); (C/D)
MYC-Expression im Muster des rho-Gal4 Treibers; (E/F) en-Gal4 getriebene MYC-Expression;
(G) Expression von Slit im engrailed-Muster (en-Gal4); (H-J) ektopische Expression von
Slit-MYC-TM mittels en-Gal4 und anschließende konfokale Analyse. Eine Antikörperfärbung
mit anti-Slit (H) und anti-MYC (PAb c-myc, I) zeigt eine Kolokalisation der beiden Marker
(gelb, J).

I J
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Hierfür wurden die unter 3.3.3.4.2 beschriebenen Rekombinanten benutzt und auf 

das dritte Chromosom eine SLIT-MYC-TM-Insertion gekreuzt.  

So wurden die folgenden Stämme etabliert: 

• slitB1-32 ; sim-Gal4 / Cyobb , UAS-slit-myc-TM / UAS-slit-myc-TM 

• slitB1-32 ; slit-Gal4 / Cyobb , UAS-slit-myc-TM / UAS-slit-myc-TM 

In den Nachkommen dieser Stämme ist ein Viertel aller Embryonen homozygot 

mutant für die Mutation slitB1-32, sowie homozygot für die Gal4-Linie und die SLIT-

MYC-TM Insertion. Diese Embryonen können über die Verwendung eines "blauen 

Balancers" eindeutig identifiziert werden.  

Die ektopische Expression von UAS-slit-myc-TM im sim-Gal4 und slit-Gal4 Muster, 

im homozygot mutanten slitB1-32 Hintergrund, führt ebenfalls zu einer partiellen 

Rettung des slitB1-32 Ausfall-Phänotyps. Nach einer ektopischen Expression ist in anti-

FASII Färbungen eine Trennung der longitudinalen Axontrakte an der Mittellinie zu 

erkennen (Abb. 26C/F). Zwar sind die Faszikel weiterhin unorganisiert, eine axonale 

Repulsion an der Mittellinie ist allerdings wieder zu beobachten (Abb. 26G/H, Stern). 

Der Vergleich mit der SLIT-MYC Rettung zeigt, daß beide SLIT-Konstrukte den 

Ausfallphänotyp der Mutation slitB1-32 retten können. Deutliche Unterschiede in der 

Ausprägung der Rettung sind nicht zu beobachten. 

 

3.3.4.4.3. Verteilung ektopischer SLIT-MYC-TM- Expression 

Auch für SLIT-MYC-TM wurde die Verteilung nach ektopischer Expression in 

unterschiedlichen Geweben genauer betrachtet. Es wurden unterschiedliche UAS-

slit-myc-TM Insertionen gegen einige Gal4-Treiberlinien gekreuzt, die Embryonen 

wurden gesammelt und in Antikörperfärbungen auf eine SLIT-, bzw. MYC-Expression 

getestet. 

Zunächst wurde die ektopische Expression im en-Gal4-Muster analysiert (Abb. 44). 

Die konfokale Analyse zeigt eine Kolokalisation der SLIT- und MYC-Expression im 

Muster von en-Gal4 (Abb. 40E/F). Eine genaue Betrachtung der Expression zeigt, 

daß sich diese auf die Expressionsdomäne von en-Gal4 beschränkt. Außerhalb der 

Domäne ist keine ektopische Expression von SLIT-MYC-TM nachweisbar (Abb. 44H). 

Lediglich eine schwache SLIT-Hintergrundfärbung ist in einer Vergrößerung zu 

erkennen (Abb. 44H).  
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Abb. 43  Rettung des ZNS Phänotyps der Mutation slitB1-32 nach 
 ektopischer Slit-MYC-TM Expression

Präparation des ventralen ZNS in verschiedenen Entwicklungsstadien;
Antikörperfärbungen mit anti-FasII; anterior ist oben; (A/E) ZNS im Wildtyp; (B/F) slit
Nullmutation slitB1-32 .  Ektopische Expression von Slit-MYC-TM im (C/G) sim-Gal4
Muster und (D/H) slit-Gal Muster, im Hintergrund der Mutation slitB1-32 . (A-D) Stadium
12, (E-F) Stadium 16. Die Antikörperfärbungen zeigen das der ZNS Phänotyp der
Mutation slitB1-32 durch eine ektopische Slit-MYC-TM Expression in der ZNS-Mittellinie
partiell gerettet werden kann. Nach ektopischer Expression ist eine Trennung der
Faszikel in der ZNS-Mittelllinie zu beobachten (G, Stern). Allerdings sind die
longitudinalen Axontrakte weiterhin desorganisiert.

G H

*

*
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Abb. 44 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; anterior ist links, ventral ist unten; laterale Ansicht;
Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels en-Gal4.(A/B) Antikörperfärbung mit
anti-Slit und (C/D) anti-MYC (PAb c-myc, grün); (E-H) Überlagerung der beiden Signale
(gelb).  (A/C/E) In der Übersicht des Embryo ist eine Kolokalisation des Slit- und MYC-
Signals zu erkennen; (B/D/F) Die Vergrößerung der lateralen Ansicht zeigt, daß sich die
Expression auf die wildtypische engrailed-Expressionsdomäne beschränkt (F, Pfeil). (H)
Lediglich eine schwache Slit-Hintergrundfärbung ist außerhalb der en-Gal4-Domäne zu
erkennen (H Pfeil); (F) Kasten markiert den in (H) vergrößerten Bereich. (G) en-Gal4
Expressionsdomäne, visualisiert mittels UAS-lacZ; Antikörperfärbung mit anti-ßGal.
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Anschließend wurde die ektopische Verteilung nach einer panneuralen Expression 

analysiert. Hierzu wurden die Gal4-Treiberlinien elav-Gal4 und rho-Gal4 verwendet. 

Nach einer Expression mittels rho-Gal4 findet sich eine Expression in Zellen der 

Mittellinie (Abb. 45A, Pfeilkopf) sowie auf Axonbahnen des ZNS (Abb. 45A Stern). 

Die anti-HRP und anti-FASII Färbungen zeigen zudem, daß eine Expression im rho-

Gal4-Muster zu keinem abnormen ZNS-Phänotyp führt. Das Axon-Muster des ZNS 

ist wildtypisch (Abb. 45B/C). Eine ektopische Expression mittels elav-Gal4 resultiert 

in einer SLIT-MYC-TM-Expression im gesamten Neuropil (Abb. 45E, Stern). In einer 

Überlagerung mit dem neuronalen Marker anti-HRP ist zu erkennen, daß sich 

insbesonders in lateralen Bereichen des Neuropils eine starke Expression findet 

(Abb. 45G, Pfeilkopf). Zudem zeigt sich eine MYC-Expression im PNS (Abbb. 45E, 

Pfeilkopf). 

Eine ektopische Expression in der ZNS-Mittellinie wurde mit Hilfe der Gal4-

Treiberlinie sim-Gal4 durchgeführt. In der konfokalen Analyse nach ektopischer 

Expression im sim-Gal4 Muster zeigt sich eine SLIT-MYC-TM-Expression in 

Mittellinienzellen (Abb. 46). Dabei ist eine Kolokalisation des SLIT-und des MYC-

Signals zu beobachten (Abb. 46C). Zudem weist die Überlagerung der beiden 

Signale darauf hin, daß die MYC-Expression in einigen Zellen stärker ist (Abb. 46C 

Pfeilkopf). Neben der Expression in der ZNS-Mittellinie ist eine schwache MYC- und 

SLIT-Expression lateral der Mittellinie zu erkennen (Abb. 46A Stern). Im Vergleich mit 

der Expression von SLIT-MYC im sim-Gal4-Muster (1.3.3.4.3, Abb. 30) fällt diese 

Expression allerdings deutlich schwächer aus. 

Eine laterale Ansicht eines Embryo nach ektopischer SLIT-MYC-TM-Expression 

mittels sim-Gal4 zeigt ebenfalls die Expression in der Mittellinie (Abb. 47). In einer 

Fokussierung auf die ZNS-Mittellinie ist in der lateralen Ansicht zu erkennen, daß 

eine SLIT Expression nicht mit dem anti-HRP-Signal überlappt. Lediglich in der 

Fokussierung auf laterale Bereiche des ZNS ist eine Kolokalisation der SLIT-

Expression und dem HRP-Signal zu erkennen (Abb. 47F, Pfeilkopf). Im Vergleich mit 

der SLIT-MYC-Expression (1.3.3.4.3, Abb. 31) fällt diese laterale Expression ebenfalls 

deutlich schwächer aus. 

Eine Analyse der Verteilung von SLIT-MYC-TM nach ektopischer Expression mittels 

slit-Gal4 konnte nicht vollendet werden. Weitere Analysen stehen somit noch aus. 
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Abb. 45 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM; Konfokale Analyse
Konfokale Analyse am whole mount; anterior ist oben; Fokussierung auf das embryonale ZNS;
Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels (A-C) rho-Gal4 und (D-F) elav-Gal4.
Antikörperfärbung mit anti-MYC (MAb 9E10,rot), anti-HRP (grün) und anti-FasII (blau). (A)
Nach ektopischer Expression mittels rho-Gal4 findet sich eine MYC-Expression in der ZNS-
Mittellinie (Pfeilkopf) sowie auf Axonen im ZNS (Stern); die axonale Expression zeigt eine
Überlagerung mit anti-FasII (D, violett). Die Expression von Slit-MYC-TM im rho-Gal4 Muster
führt zu keinerlei Defekten im ZNS. Das Axonmuster ist wildtypisch. (A) Eine ektopische
Expression mittels elav-Gal4 resultiert in einer MYC-Expression im kompletten Neuropil. (C)
Insbesondere in lateralen Bereichen des Neuropils findet sich eine starke MYC-Expression
(Pfeilkopf); dies ist in einer Überlagerung mit anti-HRP zu erkennen (gelb). (E) Zudem findet
sich eine MYC-Expression im PNS (Pfeilkopf).

*
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Abb. 46 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; ventrale Ansicht, anterior ist oben; Fokussierung
auf das embryonale ZNS. Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels sim-
Gal4. Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün), anti-Slit (rot) und anti-HRP
(blau). (C) Überlagerung des MYC- und Slit-Signals (gelb); (D-F) Überlagerungen mit
anti-HRP. In der ZNS-Mittellinie findet sich eine deutliche (A) MYC- und (B) Slit-
Expression die eindeutig kolokalisiert ist. (C) In einigen Zellen der ZNS-Mittellinie ist
jedoch eine deutlich stärkere MYC-Expression zu beobachten (Pfeilkopf)  Neben der
Expression in Mittellinienzellen findet sich eine schwache laterale Expression (A Stern).

*
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Abb. 47 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM; Konfokale Analyse
Konfokale Aufnahmen am whole mount; laterale Ansicht; anterior ist links; ventral ist unten;
Fokussierung auf das embryonale ZNS; Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels
sim-Gal4. Antikörperfärbung mit anti-HRP (grün) und anti-Slit (rot); (E/F) Überlagerung der
beiden Signale (gelb); (G/H) Schematische Darstellung der Schnittebenen, (G) für (A/C/E)
und (H) für (B/D/F). In der lateralen Ansicht ist nur eine schwache axonale Expression von
Slit-MYC nachzuweisen. (A/C/E) Bei einer Fokussierung auf die Ebene der ZNS-Mittellinie
(G), ist in der Überlagerung des Slit- und HRP-Signals zu erkennen, daß keine Slit-Expression
mit einer HRP-Färbung überlappt.(B/D/F) Dagegen ist in lateralen Bereichen des ZNS, eine
schwache Slit-Expression im Bereich der anti-HRP positiven Axonen zu beobachten (D,
Pfeilkopf).
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3.3.4.4.4. Phänotypische Charakterisierung nach ektopischer SLIT-MYC-TM- 
Expression 

Die ektopische Expression von SLIT-MYC im embryonalen Nervensystem führt zu 

Defekten in der Entwicklung des ZNS (3.3.3.4.4). Daher wurde auch für SLIT-MYC-

TM untersucht ob eine ektopische Expression im Embryo zu abnormen ZNS-

Phänotypen führt. Verschiedene UAS-slit-myc-TM Insertionen wurden gegen 

unterschiedliche neuronale Gal4-Treiber gekreuzt und die Nachkommen auf Defekte 

in der ZNS Entwicklung hin untersucht. 

Die phänotypischen Analysen nach ektopischer Expression zeigten, daß für SLIT-

MYC-TM-Einzelinsertionen keine Defekte im ZNS beobachtet werden konnten. Weder 

eine panneurale Expression, noch eine Expression in der ZNS-Mittellinie führten zu 

abnormen Phänotypen. Eine Analyse nach Dosiserhöhung durch Doppelinsertionen 

wurde begonnen, konnte allerdings noch nicht zum Abschluß gebracht werden. 
 

3.3.5. Vergleichende Expressionsstudien von SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM  

Aus dem Vergleich der Expression von SLIT-MYC mit transmembrangebundenem 

SLIT-MYC-TM sind Erkenntnisse über die Sezernierung von SLIT zu erwarten. Die 

genauen Analysen der SLIT-MYC- und SLIT-MYC-TM-Expression in Embryonen 

zeigten teilweise Unterschiede in der Verteilung (3.3.3.4.3 und 3.3.4.4.4) der 

ektopisch exprimierten Proteine. Ergänzend sollte nun in anderen Geweben die 

ektopische Expression der beiden Konstrukte eingehend analysiert werden, um diese 

miteinander vergleichen zu können. Dazu wurden SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM in 

Imaginalscheiben ektopisch exprimert.  
 

3.3.5.1. Ektopische Expression der SLIT-Konstrukte in 
Flügelimaginalscheiben 

Mit Hilfe der Gal4-Treiberlinie en-Gal4 wurden SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM in der 

Flügelimaginalscheibe ektopisch exprimiert. Der Vorteil der ektopischen Expression 

der Konstrukte in der Flügelimaginalscheibe liegt einerseits in der Beschaffenheit der 

Imaginalscheibe und andererseits in der Expressionsdomäne von engrailed. Das 

zweischichtige Epithel der Flügelimaginalscheibe erlaubt im Vergleich zum Embryo 

eine genauere Auflösung der ektopischen Expression. engrailed wird in der 

Flügelscheibe im kompletten posterioren Kompartiment exprimiert, was eine 
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Aufteilung in einen ektopisch exprimierenden Teil und einen nicht exprimierenden 

Teil (anteriores Kompartiment) ermöglicht. Zur Analyse der ektopischen Expression 

in Flügelimaginalscheiben wurden die SLIT-Konstrukte gegen en-Gal4 gekreuzt, 

Larven im L3 Stadium gesammelt und anschliessend präpariert. Die präparierten 

Flügelimaginalscheiben wurden mit unterschiedlichen Antikörpern gefärbt. Zum einen 

wurden Doppelfärbungen mit anti-MYC (PAb c-myc) und anti-SLIT durchgeführt, zum 

anderen wurde die Verteilung der Expression in Doppelfärbungen mit anti-MYC (PAb 

c-myc) und anti-DISKSLARGE analysiert. Nach erfolgter Antikörperfärbung wurde eine 

konfokale Analyse der Imaginalscheiben durchgeführt. 
 

3.3.5.1.1. Ektopische Expression von SLIT-MYC in Flügelimaginalscheiben 

Die konfokale Analyse zeigt eine ektopische Expression von SLIT-MYC im posterioren 

Kompartiment der Flügelimaginalscheibe (Abb. 48B/D). Zusätzlich zur MYC-

Expression sind mit anti-DISCS-LARGE die apikalen Zellgrenzen der Imaginalscheibe 

markiert worden (Abb. 48C). Bei genauer Betrachtung der ektopischen MYC-

Expression ist neben der Expression im posterioren Teil eine punktierte Verteilung 

außerhalb der en-Gal4-Expressionsdomäne zu beobachten (Abb. 48D, Pfeilkopf). 

Diese punktierte Expression nimmt in Richtung anterior deutlich ab und ist somit 

graduell verteilt.  

In Abb. 49 ist ein Teil der Flügelimaginalscheibe in einer größeren Auflösung 

dargestellt. Zusätzlich zu den vorangegangenen Erkenntnissen sind folgende Punkte 

deutlich zu erkennen. Zum einen zeigt sich in der Überlagerung des MYC-Signals mit 

dem anti-DISCS-LARGE-Signal, daß die gesamten Zellvolumina des posterioren 

Kompartimentes von einer MYC-Expression ausgefüllt sind (Abb. 49D, Stern). Zum 

anderen findet sich eine punktierte Expression außerhalb des posterioren 

Kompartiments, die sowohl in den Zellkörpern als auch an den Zellgrenzen zu 

beobachten ist. 

Zudem wurde kontrolliert, ob nach ektopischer Expression sowohl das anti-MYC- 

sowie das anti-SLIT-Epitop nachweisbar ist. Hierzu wurden Doppelfärbungen an 

Flügelimaginalscheiben mit anti-SLIT und anti-MYC (PAb c-myc) durchgeführt. Abb. 

50 zeigt die Koexpression von SLIT und MYC nach ektopischer Expression mittels en-

Gal4. Dabei findet sich sowohl im posterioren Kompartiment als auch in den 

punktierten Strukturen außerhalb des Kompartiments eine Kolokalisation (Abb. 50D, 

Pfeilkopf). 



Abb. 48 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC in Flügelimaginalscheiben
Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links; Expression
von UAS-Slit-MYC mittels en-Gal4; Antikörperfärbung mit anit-MYC (PAb c-myc, grün)
und anti-Discs-Large (rot); anti-Discs-Large markiert die apikalen Zellgrenzen der
Imaginalscheibe; (A) Schematische Darstellung der en-Gal4-Expressionsdomäne in der
Flügelscheibe. (B/D) Slit-MYC wird im kompletten posterioren Kompartiment der
Flügelscheibe exprimiert; (B) Überlagerung des MYC- und Disks-Large-Signals (gelb).
Neben der Expression in der en-Gal4 Expressionsdomäne ist ein MYC-Signal außerhalb
dieser Domäne zu erkennen; diese Expression tritt punktiert auf (D, Pfeilkopf) und wird
in Richtung anterior schwächer.
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Abb. 49 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC in Flügelimaginalscheiben
Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links; Expression
von UAS-Slit-MYC mittels en-Gal4; Antikörperfärbung mit anit-MYC (PAb c-myc, grün)
und anti-Discs-Large (rot); anti-Discs-Large markiert die apikalen Zellgrenzen der
Imaginalscheibe. (A) Neben einer MYC-Expression im posterioren Kompartiment ist eine
punktierte Expression außerhalb der en-Gal4 Expressionsdomäne zu erkennen (A,
Pfeilkopf). Diese Expression wird ausgehend vom posterioren Kopartiment in Richtung
anterior schwächer. Die Expression im posterioren Kompartiment füllt die gesamten
Zellvolumina aus (D,Stern); (D) Vergrößerung der Imaginalscheibe; (C) Kasten markiert
den vergrößerten Bereich.

*
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Abb. 50 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC in Flügelimaginalscheiben
Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links; Expression
von UAS-Slit-MYC mittels en-Gal4; (A) Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün)
und anti-Discs-Large (rot); (B-D) Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün) und
anti-Slit (rot). (D) Nach ektopischer Expression von Slit-MYC findet sich eine Kolokalisation
des MYC- und Slit-Signals (Überlagerung der Signale, gelb), sowohl innerhalb als auch
außerhalb der en-Gal4 Expressionsdomäne. Beide Signale kolokalisieren auch in den
punktierten Strukturen (Pfeilkopf).
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3.3.5.1.2. Ektopische Expression von Slit-Myc-TM in Flügelimaginalscheiben 

Auch die konfokale Analyse der ektopischen Expression von SLIT-MYC-TM zeigt eine 

Expression im posterioren Kompartiment der Flügelimaginalscheibe (Abb. 51). Die 

Antikörperfärbung mit anti-MYC und anti-SLIT zeigt eine Kolokalisation der beiden 

Signale im posterioren Kompartiment (Abb. 51B). In der Übersicht der 

Imaginalscheibe ist zudem keine Expression außerhalb der en-Gal4 

Expressionsdomäne zu erkennen. Eine Anlayse der Expression von SLIT-MYC-TM in 

einer höheren Auflösung zeigt ebenfalls keinerlei Expression außerhalb des 

posterioren Teils der Flügelscheibe (Abb. 52A, Stern). In einer Überlagerung des 

MYC-Signals mit anti-DISCS-LARGE ist zu erkennen, daß die Expression nicht über 

eine distinkte Zellreihe hinausgeht (Abb. 52D, Pfeilkopf). 

 

Zum Vergleich der ektopischen Expression von SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM mit der 

wildtypischen engrailed Expression wurde die Expressionsdomäne von en-Gal4 

markiert. Hierzu wurde UAS-lacZ im Muster der Treiberlinie exprimiert und die 

Expression mittels einer Antikörperfärbung mit anti-ßGAL visualisiert. Der Vergleich 

der Expression von SLIT-MYC, SLIT-MYC-TM und LACZ mittels en-Gal4 zeigt, daß 

lediglich für SLIT-MYC eine Expression außerhalb des posterioren Kompartiments zu 

beobachten ist (Abb. 53A/B). Die SLIT-MYC-TM- und LACZ-Expressionen 

beschränken sich auf das posteriore Kompartiment und beide gehen über eine 

definierte Zellreihe nicht hinaus (Abb. 53D/F, Pfeilkopf). Dies zeigt, daß SLIT-MYC in 

der Flügelimaginalscheibe sezerniert wird. 

 

3.3.5.1.3. 3D Rekonstruktion 

Um die punktierte Expression von SLIT-MYC genauer zu analysieren, wurden mit Hilfe 

der Computersoftware Volocity 3D-Rekonstruktionen von Flügelimaginalscheiben 

erstellt. Dabei dienen konfokale Bildstapel als Grundlage, aus denen ein 

dreidimensionales Modell der untersuchten Strukturen berechnet wird. 

So wurden dreidimensionale Modelle einer Flügelimaginalscheibe nach ektopischer 

SLIT-MYC-Expression erstellt. Abb. 54 zeigt einige Bilder der 3D Modelle. Dabei 

markiert anti-DISCS-LARGE die apikalen Zellgrenzen (Abb. 54, rot). Die MYC-

Expression ist in grün dargestellt. Die Bilder in Abb. 54B-E zeigen den gleichen 

Bereich der Flügelscheibe. Abb. 54B und C zeigen eine Übersicht, in 54D ist eine 
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Abb. 51 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM in Flügelimaginalscheiben
Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links; Expression
von UAS-Slit-MYC-TM mittels en-Gal4; Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün)
und anti-Slit (rot); (A) Schematische Darstellung der en-Gal4-Expressionsdomäne in der
Flügelscheibe. (B-D) Slit-MYC-TM wird im kompletten posterioren Kompartiment der
Flügelscheibe exprimiert und beide Signale kolokalisieren (B, Überlagerung, gelb).
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Abb. 52 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC-TM in Flügelimaginalscheiben
Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links; Expression
von UAS-Slit-MYC-TM mittels en-Gal4; Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün)
und anti-Discs-Large (rot); anti-Discs-Large markiert die apikalen Zellgrenzen der
Imaginalscheibe. Die Expression von Slit-MYC-TM beschränkt sich auf das posteriore
Kompartiment (D, Pfeilkopf); außerhalb der en-Gal4 Expressionsdomäne ist keine Expression
zu detektieren (A, Stern).

*
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Abb. 53 Vergleich der Expression von Slit-MYC, Slit-MYC-TM und LacZ mittels
en-Gal4 in Flügelimaginalscheiben

Präparation von Flügelimaginalscheiben im Larvenstadium L3; anterior ist links;
Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-myc, grün) und anti-Discs-Large (rot); anti-Discs-
Large markiert die apikalen Zellgrenzen der Imaginalscheibe. (A/B) Expression von UAS-
Slit-MYC mittels en-Gal4. (C/D) Expression von UAS-Slit-MYC-TM mittels en-Gal4. (E/F)
Expression von UAS-lacZ im Muster der en-Gal4 Treiberlinie. Der Vergleich der
Expressionen zeigt, daß lediglich eine Slit-MYC-Expression außerhalb der en-Gal4
Expressionsdomäne zu detektieren ist.
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Abb. 54 Ektopische Expression von UAS-Slit-MYC in Flügelimaginalscheiben;
3D Bildbearbeitung

Konfokale Analyse nach ektopischer Expression von Slit-MYC mittels en-Gal4;
Antikörperfärbung mit anti-MYC (PAb c-ymc, grün) und anti-Discs-Large (rot). Aus den
konfokalen Bildstapeln wurden mit Hilfe der Software Volocity 3D-Modelle der
Flügelimaginalscheiben erstellt. (A) Die Kästen markieren den Bereich der 3D-Schnitte;
durchgezogene Linie (B-E), gestrichelt (F).
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seitliche Ansicht und in 54E eine frontale Ansicht des Bereiches dargestellt. Die 

Bilder zeigen die punktierte MYC Expression außerhalb der en-Gal4 

Expressionsdomäne. Diese Expression findet sich in den Zellen der Flügelscheibe. 

Anhand der Dimensionen der "Punkte" ist zu vermuten, daß es sich bei der 

punktierten Expression um kleine zelluläre Strukturen handelt, zum Beispiel Vesikel. 
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4. Diskussion 

 

In der Entwicklung eines zentralen Nervensystems ist die Verknüpfung von Neuronen 

mit ihren spezifischen Zielzellen von entscheidender Bedeutung. Diese Verknüpfung 

erfolgt über lange Zellfortsätze, den Axonen und Dendriten, die in der Neurogenese 

teilweise über weite Strecken wandern, um ihren synaptischen Partner zu finden. Bei 

dieser Wegfindung spielen sezernierte Signalmoleküle eine bedeutende Rolle 

(Dickson, 2002; Kaprielian et al., 2001; Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Der 

Wachstumskegel an der Spitze von Axonen detektiert die sezernierten Signale der 

Umgebung und findet anhand dieser den korrekten Weg und das richtige Ziel. In 

dieser Arbeit wurden die sezernierten Signalmoleküle NETRIN und SLIT untersucht. 

Zusätzlich wurde die Bedeutung der Extrazellulären Matrix (ECM) in der Entwicklung 

des ZNS analysiert, da eine Beteiligung der ECM in der Regulierung der 

Sezernierung von Signalmolekülen vermutet wird. 

 

4.1. ECM 

Die Sezernierung vieler Signalmoleküle erfolgt in den extrazellulären Raum (Dickson, 

2002; Yu and Bargmann, 2001). Auch für die Proteine NETRIN und SLIT konnte 

gezeigt werden, daß es sich um sezernierte Proteine handelt (Brose et al., 1999; 

Harris et al., 1996a; Kennedy et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Rothberg et al., 

1990). Zudem konnte für beide Proteine eine wechselseitige Interaktion mit 

Komponenten der ECM nachgewiesen werden. In in vitro Experimenten wurde für 

NETRIN gezeigt, daß LAMININ die Reaktion des Wachstumskegel auf ein NETRIN-

Signal verändert. Im sogenannten "turning assay" wachsen Axone auf eine NETRIN-

Quelle zu. Gibt man LAMININ hinzu wird die attraktive Wirkung von NETRIN in ein 

repulsives Signal umgewandelt (Höpker et al., 1999). Für SLIT konnte sowohl in 

Vertebraten als auch in Drosophila eine Interaktion mit verschiedenen Komponenten 

der ECM nachgewiesen werden. Genetische Untersuchungen in Drosophila zeigen 

einerseits eine Interaktion von SLIT mit Proteinen der Integrin-Familie (Stevens and 

Jacobs, 2002). Andererseits wurde sowohl in Vetebraten als auch in Drosophila eine 

Interaktion von SLIT mit verschiedenen Proteoglycanen nachgewiesen (Hu, 2001; 

Johnson et al., 2004; Liang et al., 1999; Ronca et al., 2001; Steigemann et al., 2004).  
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So ist anzunehmen, daß die ECM Einfluß auf die Verteilung von Signalmolekülen 

und deren Wirkung nimmt. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Auswirkung 

des Verlustes der Genfunktion verschiedener ECM-Komponenten auf die 

Entwicklung des ZNS untersucht. Dabei standen verschiedene Muntanten von ECM-

Komponenten zur Verfügung. 

 

4.1.1. Phänotypische Analyse von ECM-Mutanten 

Die phänotypische Charakterisierung der 14 untersuchten ECM-Mutanten zeigt, daß 

der Ausfall der Genfunktion nur bei wenigen ECM-Komponenten zu einem Defekt in 

der Entwicklung des ZNS führt. So hat der Ausfall von LAMININ (LAMININ-A UND 

LAMININ α1), COLLAGEN (COLLAGENIV α1 und α2), TIGGRIN, TENASCIN-M, M-SPONDIN 

und PERLECAN (TROL) keinen Einfluß auf die Entwicklung des embryonalen ZNS. 

Dies könnte einerseits auf eine funktionelle Redundanz der Proteine zurückzuführen 

sein. Bespielsweise codieren die untersuchten LAMININE und COLLAGENE für einzelne 

Untereinheiten eines Proteinkomplexes (Gellon et al., 1997; Henchcliffe et al., 1993; 

Martin et al., 1999; Yasothornsrikul et al., 1997). Fällt eine dieser Untereinheiten aus, 

kann der Verlust vermutlich durch andere Untereinheiten kompensiert werden. So 

finden sich im Drosophila Genom zwei LAMININ-α-Untereinheiten sowie eine β-

Unterheit und drei COLLAGEN-Untereinheiten (Rubin et al., 2000). Auch für TENASCIN 

wurde neben dem untersuchten TEN-M ein weiteres Protein der Familie im Genom 

analysiert, TENASCIN-A (Baumgartner and Chiquet-Ehrismann, 1993; Baumgartner et 

al., 1994). 

Andererseits könnte der Verlust der cygotischen Genfunktion auch durch maternale 

Komponenten kompensiert werden. So wurden für die Proteine LAMININ und 

COLLAGEN eine starke maternale Komponente nachgewiesen (Kusche-Gullberg et al., 

1992; Le Parco et al., 1986). 

Für Proteine der Integrin-Familie konnten nach Ausfall der Genfunktion Defekte im 

ZNS nachgewiesen werden. Integrine sind heterodimere Transmembranproteine, 

bestehend aus je einer α-Integrin- und einer β-Integrin-Untereinheit. Diese 

membranständigen Proteine spielen eine bedeutende Rolle in der Zelladhesion. Über 

die Bindung verschiedener ECM-Proteine sorgen die Integrine für eine Zelladhesion 

zwischen verschiedenen Zelltypen (Brown, 1993; Brown et al., 2000). Dabei erfolgt 

eine Bindung an Proteine der ECM, wie beispielsweise COLLAGEN und LAMININ, sowie 
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an die Proteine FIBRONECTIN in Vertebraten bzw. TIGGRIN in Drosophila. Im 

Drosophila-Genom finden sich fünf α- und zwei β-Integrin-Untereinheiten (Rubin et 

al., 2000), wobei für drei der α-Untereinheiten sowie für eine der β-Untereinheiten 

Mutanten zur Verfügung standen. So konnten Mutanten der Integrine α-PS1 (mew), 

α-PS2 (inflated), α-PS3 (scab) und β-PS (myospheroid) analysiert werden. 

Der Ausfall der Integrine α-PS2, α-PS3 und β-PS führt im embryonalen ZNS zu 

einem abnormen Phänotyp. So konnten für α-PS2 und β-PS Integrin sowohl in MAb 

BP102- als auch in anti-FASII-Färbungen Defekte in der Organisation des 

Axonmusters im ZNS beobachtet werden. Der Ausfall des α-PS3 Integrins führt 

lediglich zu Defekten im embryonalen ZNS, die in anti-FASII Färbungen zu erkennen 

sind. Dabei betreffen die beobachteten Defekte hauptsächlich die longitudinalen 

Axontrakte. Das kommissurale Wachstum ist nicht betroffen. Die longitudinalen 

Faszikel sind teilweise defaszikuliert und die lateralen Axontrakte verlaufen in 

untypischen Bahnen. Die beobachteten Phänotypen in anti-FASII-Färbungen 

beschränken sich auf die Organisation der longitudinalen Faszikel. Ein abnormes 

Kreuzen von Axonen über die ZNS-Mittellinie konnte nicht beobachtet werden. 

Neben der Analyse von Mutanten konnte für α-PS2 Integrin zusätzlich ein Genverlust 

mittels "RNA-interference" induziert werden (Lee and Carthew, 2003). Dabei führt der 

lokale Genverlust von α-PS2 Integrin im embryonalen ZNS zu vergleichbaren 

Defekten in der Entwicklung des embryonalen ZNS.  

Eine Bedeutung der Integrine in der axonalen Wegfindung wurde zunächst aus in 

vitro Experimenten abgeleitet. So wurde postuliert, daß Integrine für die Bindung des 

Wachstumskegels an ein Substrat verantwortlich sind und zwar über die 

Verknüpfung der ECM mit dem Actincytoskellet (Felsenfeld et al., 1996). So werden 

auch in Drosophila Integrine in Wachstumskegeln exprimiert (Takagi et al., 2000; 

Takagi et al., 1998). Zudem findet sich auch im Drosophila ZNS eine Expression der 

Integrin-Liganden TIGGRIN und LAMININ (Fogerty et al., 1994; Montell and Goodman, 

1989). 

Neben der Bedeutung der Integrine in der mechanischen Bindung eines 

Wachstumskegels an ein Substrat, weisen weitere Ergebnisse darauf hin, daß die 

Integrine zudem eine Rolle in verschiedenen Signalwegen spielen. Hoang et. al. 

(1998) postulieren, daß in Drosophila die Integrine kooperativ mit weiteren 

Signalmolekülen für eine Genauigkeit des axonalen Wachstum verantwortlich sind.  

Außerdem konnte in Drosophila eine genetische Interaktion von SLIT mit Integrinen 

gezeigt werden (Stevens and Jacobs, 2002). 
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Die in dieser Arbeit beobachteten Defekte nach dem Genverlust von Integrinen 

deuten sowohl auf eine Beteiligung in der mechanischen Bindung der Axone, als 

auch auf eine Bedeutung im SLIT-Signalweg hin. Zum einen weisen die 

defaszikulierten Faszikel in den Integrin-Mutanten darauf hin, daß die Bindung der 

Axone untereinander gestört ist. Zum anderen beschränken sich die beobachteten 

Defekte auf die longitudinalen Faszikel, was auf eine Bedeutung im SLIT-Signalweg 

weist (siehe 4.1.2.1). Um die Bedeutung der Integrine in der Entwicklung von 

Drosophila genauer zu verstehen sind allerdings weitere Experimente erforderlich. 

In Vertebraten gibt es eine Vielzahl von Integrinen. So bilden in der Maus 8 β- und 18 

α-Untereinheiten mindestens 24 verschiedene Integrin-Heterodimere. In der Maus 

konnten für 7 der 8 β-Untereinheiten und für 13 der 18 α-Untereinheiten Knock-outs 

etabliert werden. Die Analyse der knock-out Mäuse zeigt distinkte Phänotypen in der 

Embryogenese, wobei verschiedenste Gewebe betroffen sind (Sheppard, 2000). 

Defekte in der axonalen Wegfindung konnten allerdings nicht beobachtet werden. 

Dies könnte allerdings auf die größere Vielzahl von Integrinen zurückgeführt werden. 

In Vertebraten ist daher eine Kompensation nach dem Ausfall einer Integrin-

Untereinheit eher denkbar.  

Neben den Integrinen zeigen auch Mutanten der Heparan-Sulfat-Proteoglycane 

(HSPG) DALLY und SYNDECAN Defekte im embryonalen ZNS. Eine Mutation im Gen 

dally führt zur Fusion der Kommissuren im embryonalen ZNS sowie zu Defekten im 

Wachstum der longitudinalen Axontrakte. DALLY zählt zur Familie der Glypicane, 

einer Gruppe von membranständigen HSPGs. Für DALLY wurden Funktionen in der 

Regulation des Zellzyklus, des dpp-Signaling, der hedgehog Verteilung in der 

Flügelimaginalscheibe und eine Interaktion mit dem wingless-Signaltransduktionsweg 

nachgewiesen (Fujise et al., 2003; Han et al., 2004; Jackson et al., 1997; Lin and 

Perrimon, 1999; Nakato et al., 1995; Tsuda et al., 1999). Der Phänotyp der dpp- und 

wingless-Mutanten, der aufgrund der frühen Funktion der beiden Gene sehr drastisch 

ist, läßt sich allerdings nicht mit den dally-Phänotypen vergleichen. Daher ist fraglich, 

ob die ZNS-Defekte auf eine Bedeutung in den Signaltransduktionswegen der 

Morphogene zurück zu führen sind. In Vertebraten konnte eine Interaktion des 

DALLY-Homologs GLYPICAN-1 mit SLIT sowie eine Kolokalisation der beiden Proteine 

nachgeweisen werden (Ronca et al., 2001). So könnten die Phänotypen eher auf 

eine Bedeutung von DALLY in der SLIT-Interaktion zurückzuführen sein. Die Fusion 

der Kommissuren deutet dabei auf eine Störung in der axonalen Repulsion an der 

Mittellinie hin, da mehr Axone als im Wildtyp die Mittellinie kreuzen. Auch die Defekte 



Diskussion 

 88

der longitudinalen Axontrakte könnte auf eine Interaktion mit dem SLIT-Signal 

zurückzuführen sein (siehe 4.1.2.1). 

Neben DALLY findet sich im Drosophila Genom ein weiteres Protein der Glypican 

Familie, DALLY-LIKE (Khare and Baumgartner, 2000). Für DALLY-LIKE wurde eine 

Funktion im HEDGEHOG Signaltransduktionsweg (Desbordes and Sanson, 2003) 

sowie eine Funktion in der Verteilung des Morphogens nachgewiesen (Han et al., 

2004). Zudem konnte für DALLY-LIKE eine Bedeutung in der SLIT-Wirkung gezeigt 

werden (Johnson et al., 2004; Steigemann et al., 2004). 

Neben DALLY führt auch der Ausfall von SYNDECAN zu Defekten im ZNS. Die Proteine 

der SYNDECAN-Familie stellen neben den Glypicanen die zweite wichtige Gruppe der 

HSPGs dar. In Drosophila führt eine Mutation im Gen syndecan zu einer 

Desorganisation der longitudinalen Axontrakte. Im Vergleich zur DALLY-Mutante fallen 

die Defekte im ZNS allerdings deutlich schwächer aus. Für SYNDECAN konnte in 

Drosophila eine Bedeutung im SLIT-Signal nachgewiesen werden (Johnson et al., 

2004). Im Drosophila-Genom findet sich nur ein Protein der SYNDECAN-Familie 

(Spring et al., 1994), in Vertebraten dagegen wurden vier SYNDECANE identifiziert. Die 

gezielte Ausschaltung von SYDECAN-1 in der Maus zeigt kaum Defekte in der 

Embryogenese (Perrimon and Bernfield, 2000). Vermutlich wird der Genverlust durch 

die weiteren SYNDECANE oder andere HSPGs kompensiert. Allerdings konnte eine 

Bedeutung von Syndecan als stimulierender Faktor im Neuritenwachstum gezeigt 

werden (Akita et al., 2004). Zudem wurde eine Expression von Syndecan-3 auf 

Axonen nachgewiesen (Hsueh and Sheng, 1999). 

HSPGs bestehen aus einem Kern-Protein sowie einer spezifischen Heparan-Sulfat 

Polysacharidkette. In biochemischen Analysen sowie in Zellkulturexperimenten 

wurden HSPGs zunächst als strukturelle Proteine der extrazellulären Umgebung 

beschrieben. So wurde beispielsweise eine Funktion in der Zell-Adhesion und 

Proliferation nachgewiesen (Bernfield et al., 1999). 

Neuere genetische Untersuchungen in Vertebraten, C. elegans und Drosophila 

zeigen allerdings immer mehr die Bedeutung der HSPGs in der Interaktion zwischen 

spezifischen extrazellulären Liganden und deren Rezeptoren (Perrimon and 

Bernfield, 2000). So konnte beispielsweise in C. elegans nachgewiesen werden, daß 

die Spezifität der Heparan-Sulfat-Ketten von HSPGs eine Bedeutung in 

verschiedenen Aspekten der neuronalen Entwicklung hat (Bulow and Hobert, 2004). 

In vitro konnte zudem gezeigt werden, daß HSPGs die Bindungsaffinität von SLIT und 
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ROBO beeinflußen und eine Rolle in der repulsiven Aktivität von SLIT spielen (HU, 

2001). 

 

4.1.2. Ektopische Expression 

Neben der Analyse der unterschiedlichen ECM-Mutanten wurden zudem 

Überexpressionsstudien durchgeführt. Dabei hat die ektopische Expression der 

meisten ECM Komponenten keinen Einfluß auf die Entwicklung des ZNS. Lediglich 

die ektopische Expression einiger Integrine sowie der HSPGs DALLY und SYNDECAN 

führt zu Defekten im embryonalen ZNS. Dabei ist zu beobachten, daß lediglich eine 

ektopische Expression der Proteine in der ZNS-Mittellinie zu einem abnormen 

Phänoyp führt. 

So findet sich nach ektopischer Expression der Integrine α-PS2, α-PS3, β-PS und 

βnu-PS in der ZNS-Mittellinie ein Defekt im embryonalen Nervensystem. Die Defekte 

beschränken sich, ähnlich der Defekte in Integrin-Mutanten, auf die Entwicklung der 

longitudinalen Axontrakte. In der Entwicklung der Kommissuren konnten nach 

ektopischer Expression keinerlei Defekte beobachtet werden.  

In Drosophila wurde beschrieben das die ektopische Expression von α-PS1 und α-

PS2 Integrin im Flügel zu einer Blasenbildung und somit zu einer Phänokopie eines 

Genverlustes führt (Brabant et al., 1996). Allerdings konnte nicht geklärt werden, 

worauf der Flügelphänotyp beruht. Im Embryo hingegen konnten nach ektopischer 

Expression von α-PS1 und α-PS2 Integrin keine Defekte in der Darm- und 

Muskelentwicklung beobachtet werden (Martin-Bermudo et al., 1997). 

Um die Defekte im ZNS zu erklären bedarf es weiterer Analysen. Allerdings könnte 

die ektopische Expression einer einzelnen Integrin-Unterheit das Gleichgewicht der 

Integrine stören. Falls Integrine tatsächlich in Kooperation mit weiteren 

Signalmolekülen für die Regulierung des axonalen Wachstums verantwortlich sind, 

wäre es denkbar, daß diese Störung die Regulation beeinflußt. 

Auch die ektopische Expression der HSPGs DALLY und SYNDECAN in der ZNS-

Mittellinie führt lediglich zu Defekten im Wachstum der longitudinalen Faszikel. Das 

kommissurale Wachstum ist nicht gestört. Die Defekte nach einer ektopischen 

Expression von HSPGs im ZNS lassen sich durch eine mögliche Bindung von 

Signalmolekülen an die Proteoglycane erklären. Für die Signalmoleküle NETRIN und 

SLIT konnte gezeigt werden, daß die korrekte Verteilung des Proteins von 
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entscheidender Bedeutung ist. Eine Änderung der Dosis im ZNS führt bei beiden 

Proteine zu Defekten im ZNS (Harris et al., 1996a; Kidd et al., 1999; Mitchell et al., 

1996). Daher ist es denkbar, daß die ektopische Expression von HSPGs die 

Verteilung bzw. die Dosis von Signalmolekülen beinflußt und so die Entwicklung des 

ZNS stört. Wie bereits erwähnt, konnte für das DALLY-Homolog, GLYPICAN-3, eine 

Bindung an SLIT nachgewiesen werden (Ronca et al., 2001).  Somit wäre es möglich, 

daß die Erhöhung der HSPG-Menge in der ZNS-Mittellinie die korrekte Verteilung 

von SLIT beeinflußt und so zu Fehlprojektionen der longitudinalen Axontrakte führt. 
 

4.1.2.1. Interaktionen von Integrinen und Proteoglycanen mit SLIT 

Für einige Integrine und die HSPGs DALLY und SYNDECAN wurde gezeigt, daß sowohl 

der Verlust der Genfunktion als auch die ektopische Expression im embryonalen ZNS 

zu Defekten in der ZNS Entwicklung führt. Dabei finden sich hauptsächlich Defekte in 

der Entwicklung der longitudinalen Faszikel. 

In der Entwicklung des embryonalen ZNS von Drosophila konnte für die 

longitudinalen Faszikel gezeigt werden, daß das Rezeptor-Liganden-System 

SLIT/Robo für die korrekte Entwicklung des Axonmusters verantwortlich ist. Durch 

den sogenannten ROBO-Code werden Axone in die korrekten longitudinalen Bahnen 

"sortiert" (Rajagopalan et al., 2000b; Simpson et al., 2000). 

Da sich die beobachteten Phänotypen vornehmlich in den longitudinalen Axontrakten 

bemerkbar machen, ist anzunehmen, daß Integrine und die HSPGs DALLY und 

SYNDECAN einen Einfluß auf das Rezeptor-Liganden-System SLIT/Robo ausüben. 

Wie zuvor erwähnt konnte bereits gezeigt werden, daß SLIT sowohl mit Integrinen als 

auch mit Proteoglycanen interagiert. Für ein Vertebraten-Homolog von DALLY, 

GLYPICAN-1, konnte in der Ratte eine Kolokalisation mit SLIT im ZNS gezeigt werden. 

Zudem wurde in vitro eine Bindung von GLYPICAN-1 an den C-terminalen Teil von 

SLIT nachgewiesen (Liang et al., 1999; Ronca et al., 2001). In Drosophila wurde eine 

Interaktion von SLIT mit Integrinen (Stevens and Jacobs, 2002) sowie mit Syndecan 

und Dally-like nachgewiesen (Johnson et al., 2004; Steigemann et al., 2004). Zudem 

konnte in vitro gezeigt werden, daß HSPGs die Bindungsaffinität von SLIT und ROBO 

beeinflußen und eine Rolle in der repulsiven Aktivität von SLIT spielen (HU, 2001).  

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen diese Thesen und weisen ebenfalls auf 

eine Interaktion von Integrinen und HSPGs mit SLIT hin. Allerdings scheint nur die 

"long-range" Funktion von SLIT betroffen zu sein. In der "short-range" Funktion von 
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SLIT, der Repulsion der Axone von der ZNS-Mittellinie, konnten keine Defekte 

beobachtet werden. So wurde weder in der Analyse der Mutanten noch in den 

Überexpresionsstudien ein abnormes Kreuzen von Axone über die Mittellinie 

beobachtet. In anti-FasII-Färbungen war stets eine Trennung der Faszikel an der 

ZNS-Mittellinie zu beobachten. Dieses deutet darauf hin, daß die untersuchten 

Integrine und Proteoglycane eine Bedeutung in der Verteilung des Signalmoleküls 

SLIT haben könnten. Dieses wird durch die Erkenntnisse unterstützt, daß lediglich 

eine ektopische Expression der Proteine in der ZNS-Mittellinie zu Defekten im ZNS 

führt. Eine ektopische Expression ausserhalb der endogenen SLIT- 

Expressionsdomäne hat hingegen keinen Einfluß auf die Entwicklung des ZNS.  
 

4.2. SLIT 

SLIT vermittelt in Vertebraten und Drosophila eine repulsive Wirkung auf wandernde 

Axone (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999; Rothberg et al., 1990). Der Verlust der 

slit-Genfunktion führt im embryonalen ZNS von Drosophila zu einem Kollaps des 

ZNS an der Mittellinie (Kidd et al., 1999; Rothberg et al., 1990). Die Repulsion von 

Axonen, die nach dem Kreuzen der Mittellinie diese normalerweise verlassen, 

unterbleibt in slit-Mutanten. Die Axone verbleiben in der Mittellinie und das 

regelmäßige Axonmusters des ZNS kann nicht ausgebildet werden. 

Die Analyse der SLIT-Rezeptoren, den Proteinen der ROBO-Familie, zeigt neben der 

Funktion von SLIT als repulsives Signal für kommissurale Axone die Bedeutung von 

SLIT und ROBO in der Organisation der longitudinalen Axontrakte (Long et al., 2004; 

Rajagopalan et al., 2000b; Simpson et al., 2000). Die Rolle von SLIT in der 

Organisation der longitudinalen Faszikel deutet auf eine long-range Funktion hin. slit 

wird im ZNS in den Mittelliniengliazellen exprimiert. Um so eine Wirkung auf 

longitudinale Axone auszuüben, ist eine Sezernierung des Proteins erforderlich. Der 

Vergleich der RNA-Expression von slit mit der Protein-Expression in Drosophila zeigt, 

daß das SLIT-Protein tatsächlich auf longitudinalen Axonen nachgewiesen werden 

kann (Johnson et al., 2004) und diese Arbeit). In Zellkulturexperimenten konnte 

außerdem für SLIT eine Funktion als sezerniertes Signalmolekül gezeigt werden 

(Brose et al., 1999; Li et al., 1999). Daher wurde für die Funktion von SLIT eine 

Proteingradient postuliert. Der vorhergesagte Gradient wird von wandernden Axonen 

erkannt und interpretiert. In dieser Arbeit sollte die Sezernierung sowie eine mögliche 

Gradienten-Bildung genauer untersucht werden. 
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4.2.1. SLIT-Konstrukte 

Um die SLIT-Funktion und -Verteilung in Drosophila genauer zu betrachten, wurden 

zwei verschiedene SLIT-Konstrukte generiert. Zum einen wurde ein SLIT-Konstrukt 

kloniert, das im N-Terminus durch ein 8-fach MYC-Epitop markiert wurde (SLIT-MYC). 

Zum anderen wurde ein weiteres Konstrukt generiert, das neben dem N-terminalen 

MYC-Epitop im C-terminalen Bereich eine Transmembrandomäne trägt (SLIT-MYC-

TM). Diese beiden Konstrukte erlauben es, verschiedene Aspekte der SLIT-Funktion 

und -Verteilung in vitro und in vivo zu untersuchen.  

 

4.2.1.1. SLIT-MYC- und SLIT-MYC-TM-Expression in Schneider-Zellen 

Die beiden SLIT-Konstrukte wurden zunächst in Zellkultur getestet und in Drosophila 

Schneider-Zellen (S2-Zellen) exprimiert. Die Analyse der Protein-Verteilung in S2-

Zellen deckte dabei Unterschiede in der Expression der beiden Konstrukte auf. 

SLIT-MYC zeigt eine starke cytoplasmatische Expression, die insbesondere um den 

Zellkern lokalisiert ist. Zudem ist zu erkennen, daß SLIT-MYC sezerniert wird und sich 

sowohl eine MYC- als auch eine SLIT-Expression außerhalb der S2-Zellen befindet. 

Western-Blot-Analysen konnten nicht eindeutig zeigen, ob SLIT auch in S2-Zellen 

proteolytisch gespalten wird. Im Falle einer proteolytischen Spaltung wäre ein 

Unterschied zwischen der N-terminalen MYC und der C-terminalen SLIT-Expression 

zu erwarten. Allerdings zeigen die Antikörperfäbungen, daß sich die Expression der 

beiden Epitope nicht unterscheidet. Dies weist nach, daß SLIT in S2-Zellen nicht 

prozessiert wird. 

Vergleicht man die Expression von SLIT-MYC-TM- mit der SLIT-MYC-Expression, sind 

deutliche Unterschiede zu erkennen. Zunächst findet sich lediglich eine schwache 

cytoplasmatische Expression von SLIT-MYC-TM. Die Expression der beiden Marker 

ist hauptsächlich an der Membran lokalisiert. Auffälig ist dabei, daß die SLIT-MYC-TM- 

Expression punktiert auftritt. Dies läßt folgendes vermuten. Zum einen deutet die 

Membranexpression darauf hin, daß SLIT-MYC-TM tatsächlich an der Membran 

gebunden wird. Somit kann davon ausgegeangen werden, daß die Transmembran-

domäne funktional ist. Um eine Bindung an der Membran eindeutig nachzuweisen, 

sind weitere Untersuchungen erforderlich. Beispielsweise könnte eine Dichte-

Gradienten-Zentrifugation durchgeführt werden, um Proteinextrakte in 
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cytoplasmatische und Membran-Fraktionen zu unterteilen. In Western-Blot Analysen 

könnte anschließend die subzelluläre Lokalisation von SLIT-MYC-TM geklärt werden. 

Zum anderen gibt die punktierte Expression des Proteins erste Hinweise auf die 

subzelluläre Verteilung. So weist eine punktierte Verteilung des Proteins auf kleine 

zelluläre Strukturen, wie beispielsweise Vesikel, hin. Allerdings erlaubt dies keine 

Rückschlüsse auf die wildtypische Verteilung von SLIT, da die Expression von SLIT-

MYC nicht punktiert auftritt. Der Vergleich der MYC- und SLIT-Expression zeigt geringe 

Unterschiede in der Verteilung. An der Membran sind beide Marker eindeutig 

kolokalisiert. Allerdings findet sich um den Zellkern sowie im Cytoplasma eine 

deutlich stärkere SLIT-Expression.  

Die MYC-Expression an der Membran deutet auch hier darauf hin, daß SLIT-MYC-TM 

in S2-Zellen nicht proteolytisch gespalten wird. Da sich die Transmembrandomäne 

am C-Terminus befindet sollte nach einer Proteolyse der N-Terminus nicht mehr 

transmembran gebunden sein. 

Die Markierung des Aktincytoskeletts zeigt zudem morphologische Defekte nach der 

SLIT-MYC-TM-Expression. Die Zellen kollabieren und verlieren ihre normale Gestalt. 

Da in S2-Zellen kein Protein der ROBO-Familie exprimiert wird, ist unter Umständen 

ein bisher unbekannter SLIT-Rezeptor für den Kollaps der S2-Zellen verantwortlich.  

Genaue Analysen der morphologischen Defekte stehen allerdings noch aus. 

 

4.2.1.2. Ektopische Expression von SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM  

Die ektopische Expression der SLIT-Konstrukte in vivo, sowohl in embryonalen als 

auch in imaginalen Geweben, sollte Aufschluß über die Verteilung des SLIT-Proteins 

geben. Aus dem Vergleich der Expression der beiden Konstrukte, sowie aus dem 

Vergleich der Expression des N-Terminus (MYC) und des C-Terminus (SLIT) können 

Erkenntnisse über die wildtypische Verteilung von SLIT gewonnen werden. 

Um die Ergebnisse einer ektopischen Expression bewerten zu können ist der 

Nachweis einer biologischen Funktionalität der klonierten SLIT-Konstrukte von großer 

Bedeutung. Dies wurde zunächst durch Rettungsexperimente geklärt. So konnte 

gezeigt werden, daß durch eine ektopische Expression des SLIT-MYC-Konstruktes in 

der ZNS-Mittellinie der Phänotyp der Mutation slitB1-32 gerettet werden kann. Daher 

kann davon ausgegangen werden, daß sich SLIT-MYC genau wie wildtypisches SLIT 

verhält. Die biologische Funktionalität wird durch das MYC-Epitop nicht beeinflußt. 
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Die Rettungsexperimente für SLIT-MYC-TM zeigen ebenfalls eine Rettung des slitB1-32 

mutanten Phänotyps. Die Expression von SLIT-MYC-TM in S2-Zellen legt eine 

Bindung des Konstrukes an der Membran nahe. Bei einer Expression von SLIT-MYC-

TM in der ZNS-Mittellinie ist davon auszugehen, daß auch hier eine Sezernierung 

des ektopischen Proteins unterbleibt. Da allerdings die Expression zu einer Rettung 

des SlitB1-32 mutanten Phänotyps führt, ist zu vermuten, daß das Protein prozessiert 

wird. Der C-Terminus wird so trotz der Transmembrandomäne sezerniert und ist für 

die Rettung verantwortlich. In Drosophila konnte zudem gezeigt werden, daß der C-

terminale Teil von SLIT für die biologische Funktionalität in der axonalen Wegfindung 

verantwortlich ist (Battye et al., 2001). Um allerdings eine Prozessierung des SLIT-

MYC-TM Konstruktes eindeutig in Drosophila nachzuweisen, sind weiterführende 

Western-Blot-Analysen erforderlich. 
 

4.2.1.2.1. Embryonale Überexpression mittels en-Gal4 

Zunächst wurden beide SLIT-Konstrukte im Muster der en-Gal4 Treiberlinie 

exprimiert. Der Vergleich der Expression von SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM im en-Gal4 

Muster zeigt deutliche Unterschiede. Zunächst ist zu erkennen, daß beide Konstrukte 

im Drosophila-Embryo exprimiert werden können. So findet sich nach ektopischer 

Expression sowohl eine MYC- als auch eine SLIT-Expression im engrailed-Muster. 

Dabei ist eine Kolokalisation der beiden Marker zu beobachten. Eine genaue 

Betrachtung der Expression zeigt jedoch Unterschiede in der Verteilung. So ist nach 

Expression des SLIT-MYC-Konstruktes eine MYC und eine SLIT-Expression außerhalb 

der en-Gal4 Expressiondomäne zu erkennen. Diese Expression tritt zudem punktiert 

auf. Ein Vergleich mit der Expression des SLIT-MYC-TM-Konstruktes zeigt, daß sich 

die Expression auf die engrailed Streifen beschränkt. Daraus läßt sich ableiten, daß 

SLIT-MYC sezerniert wird. Außerdem weist die punktierte Expression auf eine 

endocytotische Verteilung des ektopischen Proteins hin. Um welche Strukturen es 

sich handelt, muß in weiterführenden Studien geklärt werden. 

Da nach ektopischer Expression von SLIT-MYC-TM keine Sezernierung des Proteins 

beobachtet werden kann, ist davon auszugehen, daß auch im Drosophila-Embryo die 

Transembrandomäne funktional ist.  
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4.2.1.2.2. Embryonale Überexpression mittels elav-Gal4 und rho-Gal4 

Nach der ektopischen Expression der SLIT-Konstrukte mittels en-Gal4 wurden diese 

im embryonalen ZNS mittels elav-Gal4 und rho-Gal4 exprimiert.  

Die ektopische Expression mittels elav-Gal4 zeigt für SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM 

eine Expression im kompletten Neuropil. Dies ist in Doppelfärbungen mit neuronalen 

Markern zu erkennen. Dabei ist auffällig, daß in lateralen Bereichen des Neuropils 

die Expression im Vergleich zur Mitte stärker ist. Zudem zeigt sich in den lateralen 

Bereichen ein Unterschied in der Expression der beiden SLIT-Konstrukte. Nach der 

ektopischen Expression von SLIT-MYC ist zu erkennen, daß sich in lateralen 

Bereichen die SLIT-MYC-Expression außerhalb der neuronal markierten Bereiche 

befindet. Der Vergleich mit der SLIT-MYC-TM-Expression zeigt, daß sich hier die 

Expression auf das Neuropil beschränkt. In allen Bereichen ist eine Kolokalisation mit 

neuronalen Markern zu beobachten. Dies zeigt ebenfalls, daß SLIT-MYC sezerniert 

wird und eine Sezernierung von SLIT-MYC-TM aufgrund der Transmembrandomäne 

unterbleibt.  

Die ektopische Expression mittels rho-Gal4 zeigt keine Unterschiede in der 

Expression von SLIT-MYC und SLIT-MYC-TM. Beide Konstrukte werden einerseits in 

der ZNS-Mittellinie exprimiert. Andererseits findet man eine Expression auf Axonen 

und im PNS. Die axonale Expression ist in Überlagerungen mit ant-FASII-Färbungen 

eindeutig zu erkennen.  

Nach ektopischer Expression von SLIT-MYC mittels rho-Gal4 konnten zudem Defekte 

in der Entwicklung des embryonalen ZNS beobachtet werden. Dabei führte die 

ektopische Expression zu einer schwachen Phänokopie der robo-Mutante. Die 

beobachteten Defekete können auf eine Störung der axonalen Repulsion 

zurückgeführt werden. Auch nach ektopischer Expression von NETRIN kann eine 

Phänokopie des Genverlustes erzeugt werden (Harris et al., 1996b; Mitchell et al., 

1996). Dies zeigt einen ähnlichen Effekt in der Überexpression der beiden 

Signalmoleküle. Kidd et. al. (1999) postulieren, daß die gleichmäßige Expression von 

Signalmolekülen einen ähnlichen Effekt zeigt wie der Genverlust. Die genaue lokale 

Verteilung des Signals ist dabei von entscheidender Bedeutung. So stört eine 

Erhöhung des SLIT-Signals im ZNS vermutlich die Verteilung des endogenen 

Proteins, was in den beobachteten Defekten resultiert. 
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Die ektopische Expression von SLIT-MYC-TM hingegen hat keinen Einfluß auf die 

Entwicklung des ZNS. Weder eine panneurale Expression noch eine Expression in 

der Mittellinie resultiert in einem abnormen ZNS-Phänotyp. Dies kann einerseits auf 

eine zu geringe Dosis zurückgeführt werden. Da für SLIT-MYC erst nach einer 

Erhöhung der Dosis ein Defekt beoachtet werden konnte, ist dies auch für SLIT-MYC-

TM zu erwarten. Andererseits kann auch die transmembrane Bindung und die damit 

verbundene Blockierung der Sezernierung für die fehlenden Phänotypen 

verantwortlich sein. Dies muß allerdings noch genauer untersucht werden. 

 

4.2.1.2.3. Embryonale Überexpression mittels slit-Gal4 und sim-Gal4 

Anschließend wurden die SLIT-Konstrukte mittels sim-Gal4 und slit-Gal4 in der ZNS-

Mittellinie exprimiert. Bei einer Expression der SLIT-Konstrukte im Bereich der 

endogenen SLIT-Expression ist besonders darauf zu achten inwieweit sich die 

Verteilung von SLIT und MYC unterscheiden. In den Mittellinienzellen ist zu erwarten, 

daß eine Prozessierung des SLIT-Signals erfolgt. Daher ist zu vermuten, daß sich die 

Expression der beiden Marker unterscheidet. 

Zunächst wurden die SLIT-Konstrukte im Muster der sim-Gal4 Treiberlinie exprimiert. 

Nach ektopischer Expression von SLIT-MYC zeigt sich im embryonalen ZNS eine 

Kolokalisation des MYC- und SLIT-Signals in den Mittellinienzellen. Zudem ist eine 

deutliche axonale Expression beider Signale in lateralen Bereichen des ZNS zu 

beobachten. Die laterale Verteilung des ektopischen SLIT-MYC-Proteins zeigt für 

beide Epitope allerdings keine Unterschiede. Dies deutet darauf hin, daß das 

vollständige Protein sezerniert wird. Auch die Expression in den Zellen der Mittellinie 

zeigt keinen deutlichen Unterschied in der Verteilung der beiden Signale. Das 

ektopisch exprimierte SLIT-MYC-Protein scheint somit im Embryo nicht proteolytisch 

prozessiert zu werden.  

Eine SLIT-MYC-TM- Expression im Muster der sim-Gal4 Treiberlinie führt ebenfalls zu 

einer deutlichen Expression in der ZNS-Mittellinie. Der Vergleich des MYC- und des 

SLIT-Signals zeigt hier einen Unterschied in der Intensität. So scheint das MYC-Signal 

in der Mittellinie deutlich stärker exprimiert zu sein. Die SLIT-Expression beschränkt 

sich auf bestimmte Bereiche der Mittellinienzellen, wohingegen eine MYC-Expression 

in der gesamten Zelle detektiert werden kann. Auch nach einer ektopischen 

Expression im sim-Gal4 Muster von SLIT-MYC-TM findet sich eine Verteilung der 
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beiden Signale auf Axonen des ZNS. Diese axonale Expression von SLIT-MYC-TM 

fällt im Vergleich zur Expression von SLIT-MYC jedoch deutlich schwächer aus. 

Allerdings zeigt auch hier die laterale Expression für die beiden Epitope keinen 

Unterschied. Somit kann für SLIT-MYC-TM ebenfalls angenommen werden, daß das 

ektopisch exprimierte Protein nicht prozessiert wird.  

Neben einer Expression im sim-Gal4 Muster wurde SLIT-MYC außerdem mittels slit-

Gal4 ektopisch exprimiert. Diese Expression von SLIT-MYC resultiert in einer 

deutlichen Expression der beiden Epitope in Mittlellinienzellen. Dabei ist eine 

Kolokalisation des MYC- und SLIT-Signals zu beobachten. Außerhalb der Mittellinie 

findet sich nach der ektopischen Expression von SLIT-MYC mittels slit-Gal4 lediglich 

eine schwache Expression. Zudem zeigen beide Marker eine gleich starke 

Expression in lateralen Bereichen des ZNS. Dies deutet ebenfalls darauf hin, daß 

das ektopisch exprimierte Protein nicht prozessiert wird. 

Die ektopische Expression der SLIT-Konstrukte in der ZNS-Mittellinie konnte keine 

Prozessierung der ektopischen Proteine nachweisen. Rettungsexperimente hingegen 

deuten darauf hin, daß SLIT-MYC-TM nach einer Expression in der Mittellinie 

proteolytisch gespalten wird. In den Western-Blot-Analysen der wildtypischen SLIT-

Expression wurde gezeigt, daß im Embryo die Proteinmenge von prozessiertem SLIT 

deutich geringer ist als die Menge des vollständigen Proteins. Somit wäre denkbar, 

daß prozessiertes SLIT in Antikörperfärbungen am whole mount Embryo nicht 

detektiert werden kann. Dies würde die Diskrepanz der Ergebnisse erklären. Für eine 

genaue Analyse der möglichen Prozessierung des ektopische exprimierten Proteins 

sind allerdings weitere Western-Blot-Analysen unbedingt erforderlich. 

 

4.2.1.2.4. Ektopische Expression in der Flügelimaginalscheibe  

Neben der ektopischen Expression der SLIT-Konstrukte im Drosophila-Embryo 

wurden die Konstrukte zusätzlich in der Flügelimaginalscheibe exprimiert. Das 

zweischichtige Epithel erlaubt dabei eine genauere Aussage über die subzelluläre 

Verteilung des ektopisch exprimierten Proteins. Die Expression erfolgte mittels en-

Gal4 und ermöglichte eine Expression im kompletten posterioren Kompartiment der 

Flügelimaginalscheibe. 

Die Analyse der SLIT-MYC Expression und der Vergleich mit SLIT-MYC-TM wies nach, 

daß SLIT-MYC auch in der Flügelimaginalscheibe sezerniert wird. So ist nach der 
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ektopischen Expression eine punktierte Verteilung des Proteins außerhalb der en-

Gal4-Expressionsdomäne zu erkennen. Diese punktierte Expression ist für SLIT-MYC-

TM nicht nachweisbar. SLIT-MYC-TM wird somit auch in der Flügelimaginalscheibe 

nicht sezerniert. 

Eine 3D-Rekonstruktion der Flügelimaginalscheiben nach ektopischer SLIT-MYC 

Expression konnte zeigen, daß es sich bei der punktierten Expression um kleine 

intrazelluläre Strukturen handelt. Diese Strukturen könnten beispielsweise Vesikel 

sein. Auch im Embryo konnte eine punktierte Expression nachgewiesen werden, die 

an Vesikel erinnert.  

 

4.2.2. Vesikuläre SLIT-Expression 

Obwohl ein Beweis der vesikulären Expression von endogenem SLIT noch aussteht, 

geben die Ergebnisse erste Anhaltspunkte über eine mögliche Verteilung des 

Proteins. Für sezernierte Signalmoleküle der axonalen Wegfindung konnten in 

Drosophila bisher keine Modelle für die graduelle Expression erstellt, bzw. durch 

Daten belegt werden. Allerdings konnten in Drosophila für eine weitere Proteinklasse, 

für deren biologische Funktionalität die graduelle Proteinverteilung ebenfalls 

essentiell ist, verschiedene Modelle der Gradienten-Bildung und -Funktion erstellt 

werden. Dabei handelt es sich um Morphogene. In Drosophila konnte für die 

Morphogene DECAPENTAPLEGIC (Dpp), HEDGEHOG (Hh) und WINGLESS (Wg) eine 

graduelle Verteilung nachgewiesen werden (Strigini and Cohen, 1999). Zudem 

geben neue Studien immmer mehr Einblicke in die Funktionsweise und Regulierung 

der Morphogengradienten. Beispielweise konnte gezeigt werden, daß die Verteilung 

einiger Morphogene vermutlich über Transcytose erfolgt. Zudem wurde die 

Bedeutung von Heparan-Sulfat-Proteoglycanen (HSPG) in der Verteilung und 

Funktion von Morphogenen nachgewiesen. 

Für die DPP-Sezernierung wurde zunächst postuliert, daß das Protein von den 

exprimierenden Zellen in den extrazellulären Raum sezerniert wird und sich durch 

eine freie Diffusion ausbreitet (Podos and Ferguson, 1999). Neuere Studien zeigen 

hingegen eine vesikuläre Verteilung des Morphogens. So konnte gezeigt werden, 

daß der DPP- Gradient in der Flügelimaginalscheibe durch endocytotische Proteine 

reguliert wird (Entchev and Gonzalez-Gaitan, 2002). Zudem zeigen neue 

Experimente eine Kolokalisation von DPP mit verschiedenen endocytotischen 
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Markern, Proteinen der RAB-Familie (Pantazis P., persönliche Kommunikation). Die 

RAB-Proteine gehören zur Familie der kleinen G-Proteine, sie sind evolutionär hoch 

konserviert und haben eine Funktion in der Endo- und Exocytose der Zelle (Zerial 

and McBride, 2001).  

Für andere Morphogene wurde ein weiteres Modell der Gradientenbildung postuliert. 

So wird WINGLESS in der Flügelimaginalscheibe in Vesikel ähnlichen Strukturen, den 

sogenannten Argosomen, exprimiert. Argosomen sind Membran-Fragmente die 

zunächst im Epithel der Flügelimaginalscheibe nachgewiesen wurden. Es konnte 

gezeigt werden, daß Morphogene über Argosomen durchs Epithel wandern und so 

einen Gradienten ausbilden (Greco et al., 2001). Auch im Embryo konnten 

Argosomen nachgewiesen werden. Zudem weisen erste Ergebnisse auf eine 

Bedeutung der Glypicane DALLY und DALLY-LIKE in der Argosomenbildung hin (Eaton 

S., persönliche Kommunikation). 

Für HSPGs konnte zudem die Bedeutung in der Funktion und Verteilung weiterer 

Morphogene nachgewiesen werden. So wurde für DALLY eine zellautonome Funktion 

im DPP-Signalweg, bespielswiese durch Stabilisierung des Proteins als Corezeptor, 

und eine nicht zellautonome Funktion in der Regulierung des DPP Gradienten 

beschrieben (Fujise et al., 2003). DALLY und DALLY-LIKE haben außerdem eine 

Bedeutung in der Verteilung des Morphogens HEDGEHOG. So konnte gezeigt werden, 

daß die Sezernierung nicht durch eine freie Diffusion sondern durch eine Bewegung 

von Zelle zu Zelle erfolgt (Han et al., 2004). Die Ergebisse weisen darauf hin, daß 

HEDGEHOG auf der Zelloberfläche, und nicht durch Endocytose, von Zelle zu Zelle 

gegeben wird. In diesem Prozeß scheinen die Zelloberflächen-HSPGs DALLY und 

DALLY-LIKE eine bedeutende Rolle zu spielen. 

Eine Bedeutung von HSPGs in der Funktion und Verteilung von Morphogenen wurde 

in Drosophila bis jetzt nur in der Flügelimaginalscheibe analysiert. Für TOUT-VELU, 

eine Glycosyl-Transferase, konnte eine Bedeutung in der Regulierung der 

HEDGEHOG-Sezernierung im Embryo nachgewiesen werden (The et al., 1999). 

Glycosyl-Transferasen spielen eine bedeutende Rolle in der Synthese von Heparan-

Sulfat-Seitenketten. Weitere Studien konnten zeigen das Dally und Dally-like das 

Substrat von TOUT-VELU sind (Han et al., 2004). Auch in Vertebraten wurde für 

HSPGs eine Funktion in der Gradientenbidung von Morphogenen beschrieben 

(Paine-Saunders et al., 2002). 

Die ektopische Expression von SLIT deutet darauf hin, daß auch SLIT vesikulär 

exprimiert wird. Zudem zeigte die Analyse von HSPG Mutaten, daß diese auch eine 
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Bedeutung in der Signalwirkung von SLIT haben. Daher wäre für SLIT eine ähnliche 

Funktion wie für die erwähnten Morphogene denkbar. So erinnert die Expression von 

SLIT-MYC in der Flügelimaginalscheibe an Argosomen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.  55 Vergleich der SLIT-MYC-Expression mit Literaturdaten 

(A) Expression von SLIT-MYC in der Flügelimaginalscheibe; Expression von Myc 

(grün); anti-DISCS-LARGE markiert die Zellgrenzen der Imaginalscheibe (rot); (B) 

Argosomen in der Flügelimaginalscheibe (Greco et al., 2001). 

 

Um eine vesikuläre Expression von SLIT nachzuweisen, wurde damit begonnen 

Doppelfärbungen mit anti-SLIT und endocytotischen Markern durchzuführen. Dabei 

wurden Anitkörper gegen RAB4, RAB5, RAB7 und RAB11 verwendet. Erste 

Voruntersuchungen ergaben kein Ergebnis, da die Drosophila anti-RAB Antikörper 

nicht einwandfrei im Embryo funktionieren. Weitere Analysen stehen somit noch aus. 

 

4.2.3. Matrix-Metallo-Proteasen 

Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) sind aktiv an der Modellierung der ECM beteiligt, da 

sie nahezu alle Proteine der ECM proteolytisch spalten können. In Vertebraten sind 

über 20 MMPs bekannt, wobei die Rolle in der Embryonalentwicklung und die 

Physiologie der Proteine noch unklar ist. So überleben viele MMP Knock-outs in der 

Maus die Embryogenese (McCawley and Matrisian, 2001; Sternlicht and Werb, 

2001). Im Drosophila-Genom finden sich lediglich zwei MMPs, MMP1 und MMP2. 
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Zudem findet sich ein Protein der TIMP-Familie (Tissue Inhibitor of Metalloproteases) 

(Page-McCaw et al., 2003). Der Ausfall der MMPs sowie von TIMP hat in Drosophila 

keinen Einfluß auf die Embryonalentwicklung. Die mutanten Tiere überleben die 

Embryogenese und der Verlust der MMP-Genfunktion führt erst in der Larve zur 

Lethalität (Page-McCaw et al., 2003). 

Allerdings findet sich im embryonalen ZNS von Drosophila eine deutliche Expression 

der MMPs in der ZNS-Mittellinie. Die Rolle der MMPs im ZNS ist bisher nicht bekannt 

und ein Genverlust führt zu keinerlei Defekten im ZNS. Wie gezeigt wird SLIT 

proteolytisch prozessiert, wobei die verantwortliche Protease noch nicht identifiziert 

werden konnte. Ein möglicher Kandidat in Drosophila ist KUZBANIAN, eine 

Metalloprotease der ADAMS-Familie, die genetisch mit SLIT interagiert 

(Schimmelpfeng et al., 2001). Zudem weisen weitere Untersuchungen in Vertebraten 

auf eine Beteiligung von Metalloproteasen in einigen Signalwegen der axonalen 

Wegfindung hin (McFarlane, 2003). So wäre denkbar, daß auch Drosophila MMPs 

eine Rolle in der Prozessierung von Signalmolekülen im ZNS spielen. Daher wurde 

untersucht ob die ektopische Expression der MMPs im embryonalen ZNS zu 

Defekten führt.  

Lediglich die ektopische Expression von MMP1 führt im embryonalen ZNS zu 

massiven Defekten in der Embryogenese. Dabei erinnern diese Defekte an den 

Verlust von NETRIN. Der Verlust der netrin-Genfunktion führt im embryonalen ZNS 

zum Verlust der Kommissuren und zu Wachstumsdefekten der Konnektive (4.3). 

Defekte die an den Verlust der slit-Genfunktion erinnern konnten nicht beobachtet 

werden. Somit ist auszuschließen, daß MMP1 eine Rolle in der Prozessierung von 

SLIT spielt. Allerdings weisen die Ergebnisse auf eine mögliche Prozessierung der 

NETRINE oder deren Rezeptoren hin. So konnte in Vertebraten nachgewiesen 

werden, daß der NETRIN-Rezeptor DCC proteolytisch prozessiert wird (Galko and 

Tessier-Lavigne, 2000). 
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4.3. NETRIN 

Wie für Drosophila und andere Organismen gezeigt wurde, vermitteln die NETRINE 

eine attraktive Wirkung für kommissurale Axone (Harris et al., 1996a; Hedgecock et 

al., 1990; Kennedy et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Serafini et al., 1994). In 

Drosophila führt der Ausfall der beiden NETRINE A und B zu deutlichen Defekten im 

embryonalen ZNS. Diese Defekte machen sich im nahezu kompletten Verlust der 

Kommissuren bemerkbar. Der beobachtete Phänotyp kann auf den Ausfall der 

NETRINE zurückgeführt werden, da eine ektopische Expression der NETRINE im 

defizienten Hintergrund zu einer Rettung des Ausfall-Phänotyps führt (Harris et al., 

1996b; Mitchell et al., 1996). Die NETRINE werden von ZNS-Mittellinienzellen 

sezerniert und wirken auf kommissurale Axone. In Vertebraten konnte eine "longe-

range" Funktion des NETRIN-Signals nachgewiesen werden (Serafini et al., 1994). Für 

Drosophila steht allerdings ein ähnlicher Beweis noch aus. So sollte in dieser Arbeit 

zum einen geklärt werden, ob für die biologische Funktionalität des NETRIN-Signals 

eine Sezernierung des Proteins von Nöten ist. Zum anderen wurde analysiert, ob die 

ektopische Expression eines modifizierten NETRIN-Proteins einen Einfluß auf die 

Entwicklung des embryonalen ZNS hat. 

 

4.3.1. Ektopische Expression von NETA-TM 

Um die Notwendigkeit und Bedeutung der Sezernierung des NETRIN-Proteins zu 

untersuchen wurde ein transmembrangebundenes NETRINA-Protein (NETA-TM) 

generiert. Nach ektopischer Expression von NETA-TM sollte eine Sezernierung des 

Proteins unterbleiben.  

Die ektopische Expression von NETRIN im embryonalen ZNS führt zu einer 

Phänokopie des Genverlustes. Nach panneuraler Expression ist in einigen 

Neuromeren ein Verlust der Kommissuren zu beobachten. Die Analyse des 

embryonalen ZNS nach einer ektopischen Expression des NETA-TM Konstruktes 

zeigt ebenfalls Defekte in der Entwicklung des ZNS. Eine Auszählung der 

beobachteten Defekte nach ektopischer NETA-TM Expression ergab, daß die 

ektopische Expression nicht mit hundertprozentiger Penetranz zu einem abnormen 

ZNS Phänotyp führt. Diese Variabilität kann allerdings auf das UAS/Gal4-System 

zurückgeführt werden. 
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In frühen Entwicklungsstadien ist zu beobachten, daß eine ektopische Expression 

von NETA-TM in der ZNS-Mittellinie zu einer Akkumulation von Axonen an der ZNS-

Mittellinie führt. Zudem ist in anti-FASII-Färbungen zu erkennen, daß Axone auf die 

Mittellinie zuwachsen, die im Wildtyp in longitudinaler Richtung projizieren und diese 

nicht kreuzen. Der Phänotyp zeigt, daß mehr Axone als im Wildtyp auf die Mittellinie 

zuwachsen. Zudem erwecken die frühen Phänotypen den Eindruck, daß Axone die 

auf die Mittellinie zuwachsen dort verbleiben. Der Phänotyp könnte durch eine starke 

Bindung von NET-TM an FRAZZLED erklärt werden. So wurde in Drosophila gezeigt, 

daß FRAZZLED neben der Vermittlung der attraktiven Wirkung auch für eine 

Weitergabe von NETRIN verantwortlich ist. Durch eine starke Bindung des NETRIN-

Signals wird dieses von FRAZZLED noch unbekannten NETRIN-Rezeptoren präsentiert 

(Hiramoto et al., 2000). So wäre es denkbar, daß NETA-TM in den Zellen der ZNS-

Mittellinie transmembran gebunden bleibt und wandernde Axone durch eine Bindung 

von FRAZZLED an NETA-TM in der Mittellinie verbleiben. Für EPHRINE, ein repulsives 

Signalmolekül der axonalen Wegfindung, konnte in Vertebraten ein ähnliches Prinzip 

beschrieben werden. EPHRINE bleiben an der Membran gebunden und erst nach der 

Bindung an den EPH-Rezeptor erfolgt eine proteolytische Spaltung und der EPHRIN-

EPH-Komplex wird frei. Durch eine Blockierung der Proteolyse von EPHRIN unterbleibt 

die Prozessierung und die axonale Repulsion wird verzögert (Hattori et al., 2000). 

Die Defekte in der frühen Entwicklung des ZNS werden anscheinend mit der Zeit 

aufgehoben. Die Phänotypen nach ektopischer NETA-TM-Expression in späteren 

Entwicklungsstadien sind vergleichsweise schwächer. Zwar zeigt sich auch dort ein 

deutlicher ZNS-Phänotyp. So ist in späteren Entwicklungsstadien eine leichte Fusion 

der Kommissuren nach ektopischer NETA-TM-Expression zu erkennen. Die Fusion 

der Kommissuren deutet darauf hin, daß die kommissuralen Axone unorganisierter 

als in der wildtypischen Situation die ZNS-Mittellinie kreuzen. Allerdings sind keine 

Hinweise auf ein Verbleiben der Axone in der Mittellinie zu erkennen. 

 

4.3.1.1. Ektopische NETA-TM-Expression im Hintergrund der Defizienz 
Df(1)KA 9  

Die Notwendigkeit einer Sezernierung für die biologische Funktionalität von NETRIN 

konnte anhand von Rettungsexperimenten geklärt werden. Die ektopische 

Expression von NETRINA und B im deffizienten Hintergrund ist in der Lage den 
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Ausfall-Phänotyp zu retten (Harris et al., 1996a; Mitchell et al., 1996). Im Gegensatz 

dazu führt eine ektopische Expression von NETA-TM zu keiner Rettung. Dies zeigt 

die Notwendigkeit einer Sezernierung des Proteins. Daher ist anzunehmen, daß 

NETRIN somit auch in Drosophila sezerniert wird und einen Gradienten ausbildet. Um 

diesen postulierten Gradienten zu untersuchen, sind allerdings weitere Experimente 

erforderlich. So ist ein Nachweis der Membranbindung von NetA-TM sowie eine 

Visualisierung des Gradienten essentiell. 

Daher wurde ein weiteres modifiziertes NETRIN-Konstrukt generiert. Durch das 

Einfügen zweier Protein-Epitope in das NetA-TM-Konstrukt konnte ein Epitop 

markiertes NetA-TM-Konstrukt erstellt werden. Die Epitop Markierung war 

erforderlich, da kein NETRINA Antikörper zur Verfügung steht.  Allerdings war ein 

einsprechendes Konstrukt nicht funktional. Die Sequenzierungen bestätigten die 

korrekte Klonierung des Konstruktes, es konnte allerdings weder in Zellkultur noch 

nach Keimbahntransformation im Drosophila Embryo exprimiert werden. 
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5. Zusammenfasung 

 

In der Entwicklung zentraler Nervensysteme spielen sezernierte Signalmoleküle eine 

entscheidende Rolle. Den wandernden Axonen dienen sie als Informationen, an 

denen sich der Wachstumskegeln orientiert und mit deren Hilfe er seinen Weg findet. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die sezernierten Signalmoleküle SLIT und NETRIN 

untersucht. 
 
SLIT wirkt in der Entwicklung des embryonalen ZNS als repulsives Signal auf ZNS-

Axone und der Verlust der slit-Genfunktion führt zum Kollaps der Axone an der ZNS-

Mittellinie. Das SLIT-Protein wird in Mittelliniengliazellen exprimiert und viele 

Literaturdaten weisen auf eine Sezernierung von SLIT hin. Bisher konnte allerdings 

nicht gezeigt werden wie die Sezernierung des Proteins erfolgt.  

Mit Hilfe verschiedener SLIT-Konstrukte konnte in vivo ein erster Hinweis erbracht 

werden, wie das SLIT-Protein sezerniert wird. So weisen die Ergebnisse auf eine 

vesikuläre Expression von SLIT hin. Der Vergleich mit Literaturdaten legt einen 

ähnlichen Mechnismus für die SLIT-Sezernierung nahe, wie er bereits für einige 

Morphogene nachgewiesen wurde. 
 
Auch das attraktive Signalmolekül NETRIN wird im ZNS von Mittellinienzellen 

exprimiert. Für die biologische Funktionalität wird eine Sezernierung des Proteins 

postuliert. In Drosophila konnte allerdings bisher kein Beweis erbracht werden, der 

eine Sezernierung des Proteins belegt.  

Mittels eines transmembrangebunden NETRIN-Konstruktes wurde gezeigt, daß eine 

Sezernierung von NETRIN für die biologische Funktionalität essentiell ist. Ein 

transmembrangebundenes NETRIN-Konstrukt war nicht in der Lage den 

Ausfallphänotyp einer netrin-Deffizienz zu retten. 
 
Die Analyse der Bedeutung von ECM-Komponenten in der axonalen Wegfindung 

zeigt, daß die ECM für die Verteilung von Signalmolekülen anscheinend keine große 

Bedeutung hat. Lediglich einige Integrine und Heparan-Sulfat-Proteoglycane 

scheinen in der Funktion des  SLIT-Signals eine Rolle zu spielen. 
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7. Anhang 

 

Abkürzungsverzeichnis 

 

aa Aminosäuren 
aCC anterior corner cell  
AK Antikörper 
AP alkalische Phosphatase 
bHLH basic Helix loop Helix (DNA Bindungsmotif) 
bp Basenpaare 
BCIP 5-Brom-4-Chloro-3-Indolylphosphat 
DAB Diaminobenzidin 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DIG Digoxigenin 
DMF Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxy-Ribonucleinsäure 
ECM Extracellular Matrix (Extrazelluläre Matrix) 
EDTA Ethyldiaminetetraactetat 
EtOH  Ethanol 
GFP Green fluorescent protein (Grün fluoreszierendes Protein) 
GMR Glass Mutimer Reporter 
GS Goat-Serum (Ziegenserum) 
h Stunde(n) 
HRP horseradish peroxidase (Meerretich-Peroxidase) 
HSPG Heparan-Sulfat-Proteoglycan 
kb kilo Basen 
kD kilo Dalton 
MAb Monoclonal antibody (monoklonaler Antikörper) 
MAPK mitogen activated protein kinase 
MetOH Methanol 
MNB median neuroblast 
MP1 midline precursor 1 
MP1 midline precursor 2 
MWP Multiwellplatte 



NBT Nitro-blautetrazolium-Chlorid 
ORF open reading frame (offenes Leseraster) 
PAb Polyclonal antibody (polyklonaler Antikörper) 
PBS Phosphatpuffer zur pH-Wert Pufferung um pH7 
PBT PBS mit 0,1% Triton X100 versetzt 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
PNS Peripheres Nervensystem 
RNA Ribonucleinsäure 
RNAse Ribonuclease A 
rpm Umdrehungen/Minute 
RT Raumtemperatur 
RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase 
SDS Natriumdodecylsulfat 
UAS upstream activating sequence 
ü. N. über Nacht 
VUM ventral unpaired median 
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranosid 
ZNS Zentrales Nervensystem 
 



Verwendete Oligonukleotide: 
 

ECM RNAi-Konstrukte 
LanA Ex 12 Xba up  GGATTGCAACCGAATCCTCTAGAGTATC 

LanA Ex 12 Xba for  CCACGTCTAGAGTCTTGCGCCAATGGTT 

Dally Ex 10 Xba up  CTGATCTAGAGCTAACAGATTTATA 

Dally Ex 10 Xba for  CACTCTAGACACAATGCTCTTTAGTA 

Cg25C Ex 7 Xba up  GCTCTAGAGACGCCAGCAGGACCAG 

Cg25C Ex 7 Xba for CGGTCTAGATGGACCTCCTGGTTTG 

Mys Ex 4 Xba up  CGGCTCTAGAAGCGTCCCTGATCGT 

Mys Ex 4 Xba for  GCGTCTAGACACAGACGATCCACAT 

If Ex 9 Xba for  GTTCTAGACTTCGGAGAGTGCCTCG 

If Ex 9 Xba up  GATCTAGACCACTCCACGACCCTCG 

 

NETA-TM 
upper Cps1   TCTTGGACGGACCGGATGTTGAACTA 

lower Cps1   GGCTTCGGTCCGCTTTCCACAG 

 
NETA-TM-TAG 
PCR MYC 8 rev  AGCTGGAGCTCGATCGCGGTGG 

PCR MYC 8 fow  CATGATGCGATCGACGCGGAA 

pKK31 HindIII up  CTGCAAGCTTCCATCCTGCTACTCCTGCGC 

pKK31 HindIII low  TCCGAAGCTTAGGCGGCCGCTCTAGAACT 

seq. MYC   CTACACACAGGATGTGGTATTG 

seq. MYC rev   TTGATCTTGGGTCGGGACTC 

FLAG Oligo    CGATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATCGGGG 

FLAG Oligo rev  CGCCCCGATCTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCAT 

seq. FLAG   CATGATCCGTGGAATCTTGCTC 

seq. FLAG rev  ACGATCCGCACGTGGAACT 

 
Sequenzierungsprimer für netrinA 
NetA Seq. 1   CATGATCCGTGGAATCTTGC 

NetA Seq. 2   GTTCTTTAGCTCCCAGTGCC 

NetA Seq. 2 rev  GGCACTGGGAGCTAAAGAAC 

NetA Seq. 3   GCTGCAAGCCATTCCACTTC 



NetA Seq. 4   CAGTCTCAGTACTATCGCAC 

NetA Seq. 5   GATCGTAATCGAATGGAAGG 

NetA Seq. 5 rev  CCTTCCATTCGATTACGATC 

 

SLIT-MYC-TM 
Xho lower CD2  CTGAGGCTCGAGTTGAGTGTCACT 

Bgl II upper CD2  ACCTGAGATCTCCGTTTAAG  

BamH1 lower SLIT  TCTTGGTGGATCCGCACTTG 

Xho upper SLIT  ACTGTCGCTCGAGGCAGCCG 

 
Sequenzierungsprimer 
pUAST for   AATTGGGAATTCGTTAACAGATCTGCG 

pBS KS   CGAGGTCGACGGTATCG 

pBS SK   TCTAGAACTAGGTGGATC 
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GAATTCGAGTGGCTGGAGTTTTGAGACGCGACGCGCGCTTCAAAAACGCCTGCGCAAACGGCTGCCAAAGCGGCGATTTC
80

CTTAAGCTCACCGACCTCAAAACTCTGCGCTGCGCGCGAAGTTTTTGCGGACGCGTTTGCCGACGGTTTCGCCGCTAAAG

 R  I  R  V  A  G  V  L  R  R  D  A  R  F  K  N  A  C  A  N  G  C  Q  S  G  D  F

E
co

R
 I

GAATTTTTTTGAGTGTTCAAGTGTGTTAACTTCAAAACTATTGGCGATTGATGAATTTTTTGTTTAGTGCGACTCTGGTG
160

CTTAAAAAAACTCACAAGTTCACACAATTGAAGTTTTGATAACCGCTAACTACTTAAAAAACAAATCACGCTGAGACCAC

  E  F  F  .  V  F  K  C  V  N  F  K  T  I  G  D  .  .  I  F  C  L  V  R  L  W  .

ACTTTTCAAACTATTGAAAATCACAGAATTTGGAGTTCTTGTTCAAATTCTAAAATTTTTGAACGGTTTTGAAAATTGCA
240

TGAAAAGTTTGATAACTTTTAGTGTCTTAAACCTCAAGAACAAGTTTAAGATTTTAAAAACTTGCCAAAACTTTTAACGT

   L  F  K  L  L  K  I  T  E  F  G  V  L  V  Q  I  L  K  F  L  N  G  F  E  N  C

AGGTATTTTTATTTGTGATTTGCCAAGACAATTAAATACCAAAAAATTAGTGATTTCCAAAACTACAGAACAGTTTTAAA
320

TCCATAAAAATAAACACTAAACGGTTCTGTTAATTTATGGTTTTTTAATCACTAAAGGTTTTGATGTCTTGTCAAAATTT

 K  V  F  L  F  V  I  C  Q  D  N  .  I  P  K  N  .  .  F  P  K  L  Q  N  S  F  K

TTTATAATTTTGAAACTACGTAATCTTACATTATCCAGTGCGTTTTTTTTTAAACTAAAAAAAACTGAAGATTTCGTTTT
400

AAATATTAAAACTTTGATGCATTAGAATGTAATAGGTCACGCAAAAAAAAATTTGATTTTTTTTGACTTCTAAAGCAAAA

  F  I  I  L  K  L  R  N  L  T  L  S  S  A  F  F  F  K  L  K  K  T  E  D  F  V  L

GTTTTGAGTGATTAAAAAAAAACCAACAATACAATACTGGCGAGTTAAGCAAGCCACTAAAATTGCAAACATGATCCGTG
480

CAAAACTCACTAATTTTTTTTTGGTTGTTATGTTATGACCGCTCAATTCGTTCGGTGATTTTAACGTTTGTACTAGGCAC

   F  .  V  I  K  K  K  P  T  I  Q  Y  W  R  V  K  Q  A  T  K  I  A  N  M  I  R

Netrin-ORF

GAATCTTGCTCCTGCTGCTGGGAACCACCAGGTTCAGCCCCATCCAGTGCATCTTCAATGACGTGTACTTCAAGATGTTT
560

CTTAGAACGAGGACGACGACCCTTGGTGGTCCAAGTCGGGGTAGGTCACGTAGAAGTTACTGCACATGAAGTTCTACAAA

 G  I  L  L  L  L  L  G  T  T  R  F  S  P  I  Q  C  I  F  N  D  V  Y  F  K  M  F

Netrin-ORF

TCGCAACAGGCGATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATCGGGGCGCCGCCGGAGGATCCGTGCTACAATAAAGCGCA
640

AGCGTTGTCCGCTACCTAATGTTCCTACTGCTGCTATTCTAGCCCCGCGGCGGCCTCCTAGGCACGATGTTATTTCGCGT

  S  Q  Q  A  M  D  Y  K  D  D  D  D  K  I  G  A  P  P  E  D  P  C  Y  N  K  A  H

N
ar

 I

B
am

H
 I

Netrin-ORF

flag-oligo

CGAGCCACGCGCCTGCATTCCGGACTTTGTGAACGCCGCCTACGATGCTCCAGTGGTGGCCAGTTCCACGTGCGGATCGT
720

GCTCGGTGCGCGGACGTAAGGCCTGAAACACTTGCGGCGGATGCTACGAGGTCACCACCGGTCAAGGTGCACGCCTAGCA

   E  P  R  A  C  I  P  D  F  V  N  A  A  Y  D  A  P  V  V  A  S  S  T  C  G  S

Netrin-ORF

Neuroriese
NetrinA-TM DNA-Sequenz

In die NetrinA-cDNA wurde eine Transmembrandomäne aus dem CD2-Gen
der Ratte eingefügt (an Position 2605 bp - 2961 bp)


Neuroriese



CGGGTGCGCAGCGATATTGCGAGTACCAGGATCACGAGCGCTCCTGCCACACCTGCGACATGACGGATCCGTTGCGCAGC
800

GCCCACGCGTCGCTATAACGCTCATGGTCCTAGTGCTCGCGAGGACGGTGTGGACGCTGTACTGCCTAGGCAACGCGTCG

 S  G  A  Q  R  Y  C  E  Y  Q  D  H  E  R  S  C  H  T  C  D  M  T  D  P  L  R  S

B
am

H
 I

Netrin-ORF

TTTCCAGCCCGCTCGCTGACCGATTTGAATAACTCGAATAATGTGACCTGCTGGCGCAGTGAGCCGGTGACCGGAAGTGG
880

AAAGGTCGGGCGAGCGACTGGCTAAACTTATTGAGCTTATTACACTGGACGACCGCGTCACTCGGCCACTGGCCTTCACC

  F  P  A  R  S  L  T  D  L  N  N  S  N  N  V  T  C  W  R  S  E  P  V  T  G  S  G

Netrin-ORF

GGACAACGTAACCTTGACCCTCTCGCTGGGCAAGAAGTTCGAGCTGACCTATGTGATCCTACAGCTGTGCCCGCATGCTC
960

CCTGTTGCATTGGAACTGGGAGAGCGACCCGTTCTTCAAGCTCGACTGGATACACTAGGATGTCGACACGGGCGTACGAG

   D  N  V  T  L  T  L  S  L  G  K  K  F  E  L  T  Y  V  I  L  Q  L  C  P  H  A

Netrin-ORF

CGCGTCCCGATTCGATGGTGATCTACAAGAGCACCGATCACGGGCTCAGTTGGCAGCCATTCCAGTTCTTTAGCTCCCAG
1040

GCGCAGGGCTAAGCTACCACTAGATGTTCTCGTGGCTAGTGCCCGAGTCAACCGTCGGTAAGGTCAAGAAATCGAGGGTC

 P  R  P  D  S  M  V  I  Y  K  S  T  D  H  G  L  S  W  Q  P  F  Q  F  F  S  S  Q

Netrin-ORF

TGCCGCCGGCTTTTCGGACGTCCCGCCCGCCAATCCACTGGACGCCACAATGAGCACGAGGCGCGCTGCAGCGATGTCAC
1120

ACGGCGGCCGAAAAGCCTGCAGGGCGGGCGGTTAGGTGACCTGCGGTGTTACTCGTGCTCCGCGCGACGTCGCTACAGTG

  C  R  R  L  F  G  R  P  A  R  Q  S  T  G  R  H  N  E  H  E  A  R  C  S  D  V  T

P
st

 I

Netrin-ORF

CAGGCCACTGGTCTCCAGAATTGCCTTCAGCACACTGGAGGGACGCCCATCGTCACGGGATCTGGACTCATCGCCGGTGC
1200

GTCCGGTGACCAGAGGTCTTAACGGAAGTCGTGTGACCTCCCTGCGGGTAGCAGTGCCCTAGACCTGAGTAGCGGCCACG

   R  P  L  V  S  R  I  A  F  S  T  L  E  G  R  P  S  S  R  D  L  D  S  S  P  V

Netrin-ORF

TGCAGGACTGGGTGACGGCCACCGATATCCGGGTGGTGTTCCATCGCCTTCAACGCCCCGATCCGCAGGCCCTGCTCTCA
1280

ACGTCCTGACCCACTGCCGGTGGCTATAGGCCCACCACAAGGTAGCGGAAGTTGCGGGGCTAGGCGTCCGGGACGAGAGT

 L  Q  D  W  V  T  A  T  D  I  R  V  V  F  H  R  L  Q  R  P  D  P  Q  A  L  L  S

P
st

 I

E
co

R
 V

Netrin-ORF

TTGGAAGCCGGAGGAGCAACGGATTTGGCCAGCGGAAAGTACAGTGTGCCCCTGGCCAATGGACCCGCTGGCAATAATAT
1360

AACCTTCGGCCTCCTCGTTGCCTAAACCGGTCGCCTTTCATGTCACACGGGGACCGGTTACCTGGGCGACCGTTATTATA

  L  E  A  G  G  A  T  D  L  A  S  G  K  Y  S  V  P  L  A  N  G  P  A  G  N  N  I

Netrin-ORF

TGAGGCGAATCTCGGTGGGGATGTGGCAACATCCGGCAGTGGATTGCACTATGCCATCTCTGACTTTTCGGTGGGCGGAC
1440

ACTCCGCTTAGAGCCACCCCTACACCGTTGTAGGCCGTCACCTAACGTGATACGGTAGAGACTGAAAAGCCACCCGCCTG

   E  A  N  L  G  G  D  V  A  T  S  G  S  G  L  H  Y  A  I  S  D  F  S  V  G  G

Netrin-ORF

Neuroriese
NetrinA-TM DNA-Sequenz





GGTGCAAGTGCAATGGACACGCCTCCAAGTGTTCCACGGACGCCAGTGGGCAGCTGAACTGCGAGTGCAGCCACAATACC
1520

CCACGTTCACGTTACCTGTGCGGAGGTTCACAAGGTGCCTGCGGTCACCCGTCGACTTGACGCTCACGTCGGTGTTATGG

 R  C  K  C  N  G  H  A  S  K  C  S  T  D  A  S  G  Q  L  N  C  E  C  S  H  N  T

Netrin-ORF

GCTGGAAGGGATTGCGAACGCTGCAAGCCATTCCACTTCGATCGTCCATGGGCCAGAGCCACCGCCAAGGAAGCCAATGA
1600

CGACCTTCCCTAACGCTTGCGACGTTCGGTAAGGTGAAGCTAGCAGGTACCCGGTCTCGGTGGCGGTTCCTTCGGTTACT

  A  G  R  D  C  E  R  C  K  P  F  H  F  D  R  P  W  A  R  A  T  A  K  E  A  N  E

P
vu

 I

N
co

 I

Netrin-ORF

GTGCAAAGAGTGCAACTGCAACAAGCACGCCCGTCAGTGCCGCTTCAATATGGAAATCTTTCGGCTTTCGCAGGGCGTCT
1680

CACGTTTCTCACGTTGACGTTGTTCGTGCGGGCAGTCACGGCGAAGTTATACCTTTAGAAAGCCGAAAGCGTCCCGCAGA

   C  K  E  C  N  C  N  K  H  A  R  Q  C  R  F  N  M  E  I  F  R  L  S  Q  G  V

Netrin-ORF

CCGGCGGAGTCTGCCAGAATTGTCGCCACTCGACTACGGGCCGGAATTGTCACCAGTGCAAGGAGGGATTCTATCGGGAC
1760

GGCCGCCTCAGACGGTCTTAACAGCGGTGAGCTGATGCCCGGCCTTAACAGTGGTCACGTTCCTCCCTAAGATAGCCCTG

 S  G  G  V  C  Q  N  C  R  H  S  T  T  G  R  N  C  H  Q  C  K  E  G  F  Y  R  D

Netrin-ORF

GCCACCAAACCACTCACCCATCGCAAGGTTTGCAAAGCCTGCGATTGCCATCCGATCGGGTCATCTGGCAAGATCTGCAA
1840

CGGTGGTTTGGTGAGTGGGTAGCGTTCCAAACGTTTCGGACGCTAACGGTAGGCTAGCCCAGTAGACCGTTCTAGACGTT

  A  T  K  P  L  T  H  R  K  V  C  K  A  C  D  C  H  P  I  G  S  S  G  K  I  C  N

P
vu

 I

B
gl

 II
Netrin-ORF

CAGCACCAGCGGTCAATGTCCCTGCAAGGACGGGGTCACCGGACTGACCTGCAACCGCTGCGCTCGAGGTTACCAGCAAA
1920

GTCGTGGTCGCCAGTTACAGGGACGTTCCTGCCCCAGTGGCCTGACTGGACGTTGGCGACGCGAGCTCCAATGGTCGTTT

   S  T  S  G  Q  C  P  C  K  D  G  V  T  G  L  T  C  N  R  C  A  R  G  Y  Q  Q

X
ho

 I

Netrin-ORF

GTCGCTCCCACATCGCCCCCTGCATAAAACAACCACCGCGTATGATCAACATGCTGGACACCCAGAATACCGCTCCCGAG
2000

CAGCGAGGGTGTAGCGGGGGACGTATTTTGTTGGTGGCGCATACTAGTTGTACGACCTGTGGGTCTTATGGCGAGGGCTC

 S  R  S  H  I  A  P  C  I  K  Q  P  P  R  M  I  N  M  L  D  T  Q  N  T  A  P  E

Netrin-ORF

CCGGATGCGCCCGAATCCTCTCCAGGATCTGGTGGCGACCGCAACGGCGCCGCGGAATGGCCGCCCAGTCTCAGTACTAT
2080

GGCCTACGCGGGCTTAGGAGAGGTCCTAGACCACCGCTGGCGTTGCCGCGGCGCCTTACCGGCGGGTCAGAGTCATGATA

  P  D  A  P  E  S  S  P  G  S  G  G  D  R  N  G  A  A  E  W  P  P  S  L  S  T  I

N
ar

 I

S
ca

 I

Netrin-ORF

Neuroriese
NetrinA-TM DNA-Sequenz





CGCACCGAGGGCGGCAGGGGTAAAATGCGGCAAATGCAGAGTCAGCACCAAAAGGCTAAACCTAAACAAGTTCTGCAAAA
2160

GCGTGGCTCCCGCCGTCCCCATTTTACGCCGTTTACGTCTCAGTCGTGGTTTTCCGATTTGGATTTGTTCAAGACGTTTT

   A  P  R  A  A  G  V  K  C  G  K  C  R  V  S  T  K  R  L  N  L  N  K  F  C  K

Netrin-ORF

GAGACTACGCAATAATGGCCAAAGTAATTGGTCGCGATACGAGCAGCGAGGCGGTCAGCAGGGAAGTTCAACGGCGCGCA
2240

CTCTGATGCGTTATTACCGGTTTCATTAACCAGCGCTATGCTCGTCGCTCCGCCAGTCGTCCCTTCAAGTTGCCGCGCGT

 R  D  Y  A  I  M  A  K  V  I  G  R  D  T  S  S  E  A  V  S  R  E  V  Q  R  R  A

Netrin-ORF

ATGGATCCCGACGTGGCGGACTACGAAATGGATCAGGTGCAGCCGGGATCGGCCCGATCTCCGATCACGGGGGTGTACGA
2320

TACCTAGGGCTGCACCGCCTGATGCTTTACCTAGTCCACGTCGGCCCTAGCCGGGCTAGAGGCTAGTGCCCCCACATGCT

  M  D  P  D  V  A  D  Y  E  M  D  Q  V  Q  P  G  S  A  R  S  P  I  T  G  V  Y  E

B
am

H
 I

Netrin-ORF

GTTTCAGGCGGCGGACTATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAGAGGCAGCGAAATGGAGCGCTTCGATCTGCAGATCCAGG
2400

CAAAGTCCGCCGCCTGATAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTCTCCGTCGCTTTACCTCGCGAAGCTAGACGTCTAGGTCC

   F  Q  A  A  D  Y  P  N  P  N  P  N  P  R  G  S  E  M  E  R  F  D  L  Q  I  Q

P
st

 I

Netrin-ORF

CCGTCTTCAAGCGCACGAGGCCAGGCGAAAGCAGCGGCGCGGGGAACGTGTACGGAATGCCGAATACAACCCTAAAACGC
2480

GGCAGAAGTTCGCGTGCTCCGGTCCGCTTTCGTCGCCGCGCCCCTTGCACATGCCTTACGGCTTATGTTGGGATTTTGCG

 A  V  F  K  R  T  R  P  G  E  S  S  G  A  G  N  V  Y  G  M  P  N  T  T  L  K  R

Netrin-ORF

GGTCCTATGACCTGGATCATACCGACTAAGGACCTGGAGTGCCGCTGCCCCAGGATCAGAGTAAACAGATCCTATTTGAT
2560

CCAGGATACTGGACCTAGTATGGCTGATTCCTGGACCTCACGGCGACGGGGTCCTAGTCTCATTTGTCTAGGATAAACTA

  G  P  M  T  W  I  I  P  T  K  D  L  E  C  R  C  P  R  I  R  V  N  R  S  Y  L  I

Netrin-ORF

CTTGGGTCGGGACTCGGAGGCGCCACCCGGTTACCTGGGCATCGGACCGGATGTTGAACTAAAGCTGTACCAAGGAAAGG
2640

GAACCCAGCCCTGAGCCTCCGCGGTGGGCCAATGGACCCGTAGCCTGGCCTACAACTTGATTTCGACATGGTTCCTTTCC

   L  G  R  D  S  E  A  P  P  G  Y  L  G  I  G  P  D  V  E  L  K  L  Y  Q  G  K

N
ar

 I

C
sp

 I

Netrin-ORF

CD2 TM region

AGCATCTCAGGAGCCTCCGTCAGAAGACCATGAGTTACCAGTGGACCAACCTGAGAGCACCGTTTAAGTGCAAGGCGGTA
2720

TCGTAGAGTCCTCGGAGGCAGTCTTCTGGTACTCAATGGTCACCTGGTTGGACTCTCGTGGCAAATTCACGTTCCGCCAT

 E  H  L  R  S  L  R  Q  K  T  M  S  Y  Q  W  T  N  L  R  A  P  F  K  C  K  A  V

Netrin-ORF

CD2 TM region

Neuroriese
NetrinA-TM DNA-Sequenz





AACAGGGTCAGCCAGGAGTCTGAGATGGAAGTTGTCAACTGTCCAGAGAAAGGTCTGCCCCTCTATCTCATAGTGGGGGT
2800

TTGTCCCAGTCGGTCCTCAGACTCTACCTTCAACAGTTGACAGGTCTCTTTCCAGACGGGGAGATAGAGTATCACCCCCA

  N  R  V  S  Q  E  S  E  M  E  V  V  N  C  P  E  K  G  L  P  L  Y  L  I  V  G  V

Netrin-ORF

CD2 TM region

CAGTGCAGGAGGACTCCTCTTGGTGTTCTTTGGGGCGCTGTTTATTTTCTGTATCTGCAAGAGGAAAAAACGGAACAGGA
2880

GTCACGTCCTCCTGAGGAGAACCACAAGAAACCCCGCGACAAATAAAAGACATAGACGTTCTCCTTTTTTGCCTTGTCCT

   S  A  G  G  L  L  L  V  F  F  G  A  L  F  I  F  C  I  C  K  R  K  K  R  N  R

Netrin-ORF

CD2 TM region

GGAGAAAAGGTGAAGAGCTGGAGATAAAAGCTTCCGAGCAGAAACTCATCTCTGAAGAGGATCTAGCTTCCAGAATGAGC
2960

CCTCTTTTCCACTTCTCGACCTCTATTTTCGAAGGCTCGTCTTTGAGTAGAGACTTCTCCTAGATCGAAGGTCTTACTCG

 R  R  K  G  E  E  L  E  I  K  A  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  A  S  R  M  S

H
in

d 
III

Netrin-ORF

CD2 TM region

myc-oligo

ACTGTGGAAAGCGGACGACCGCACTCGATCGTAATCGAATGGAAGGAGGACTGGTATCGACGCATGAAGCGCTTCCAACG
3040

TGACACCTTTCGCCTGCTGGCGTGAGCTAGCATTAGCTTACCTTCCTCCTGACCATAGCTGCGTACTTCGCGAAGGTTGC

  T  V  E  S  G  R  P  H  S  I  V  I  E  W  K  E  D  W  Y  R  R  M  K  R  F  Q  R

P
vu

 I

Netrin-ORF

GAGAGCGCGTACTTGCGCGTAATCCTCCAGCCAATAACAATACCACATCCTGTGTGTAGTCTCAAGATTCTAGAGCTAAG
3120

CTCTCGCGCATGAACGCGCATTAGGAGGTCGGTTATTGTTATGGTGTAGGACACACATCAGAGTTCTAAGATCTCGATTC

   R  A  R  T  C  A  .  S  S  S  Q  .  Q  Y  H  I  L  C  V  V  S  R  F  .  S  .

X
ba

 I

Netrin-ORF

AAATTATTAACAGCTGAAAACAATCAAATCGTGTCATTGTCTCTTAAACACAATTTTTTTGTTTTTTTTTTTTAATGTCA
3200

TTTAATAATTGTCGACTTTTGTTAGTTTAGCACAGTAACAGAGAATTTGTGTTAAAAAAACAAAAAAAAAAAATTACAGT

 E  I  I  N  S  .  K  Q  S  N  R  V  I  V  S  .  T  Q  F  F  C  F  F  F  L  M  S

TATTAACCGATTTTGTAGCAGTTAAAATCAAACTAGCTGTATTTAATTTATTTAATTAACTTCAATCGTTACAAAGCAAT
3280

ATAATTGGCTAAAACATCGTCAATTTTAGTTTGATCGACATAAATTAAATAAATTAATTGAAGTTAGCAATGTTTCGTTA

  Y  .  P  I  L  .  Q  L  K  S  N  .  L  Y  L  I  Y  L  I  N  F  N  R  Y  K  A  I

Neuroriese
NetrinA-TM DNA-Sequenz





GGTACCCAGTGGTGATTGCTGTTGACAAAGTGGATTGGCATATACGGGGGCCACTTTCAATTAGGCACGTTGCCGCTGCT
80

CCATGGGTCACCACTAACGACAACTGTTTCACCTAACCGTATATGCCCCCGGTGAAAGTTAATCCGTGCAACGGCGACGA

  G  T  Q  W  .  L  L  L  T  K  W  I  G  I  Y  G  G  H  F  Q  L  G  T  L  P  L  L

Kpn I

TCATAAATGTGCCACAATGGCCGCGCCGTCCAGGACGACGTTGATGCCACCACCATTCCGGCTCCAGCTGCGGCTACTGA
160

AGTATTTACACGGTGTTACCGGCGCGGCAGGTCCTGCTGCAACTACGGTGGTGGTAAGGCCGAGGTCGACGCCGATGACT

   H  K  C  A  T  M  A  A  P  S  R  T  T  L  M  P  P  P  F  R  L  Q  L  R  L  L

slit Signalsequ.

TACTACCCATCCTGCTACTCCTGCGCCATGATGCGGTCCACGCGGAACCGTATAGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAG
240

ATGATGGGTAGGACGATGAGGACGCGGTACTACGCCAGGTGCGCCTTGGCATATCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTC

 I  L  P  I  L  L  L  L  R  H  D  A  V  H  A  E  P  Y  R  S  E  Q  K  L  I  S  E

Bgl II

slit Signalsequ. myc1

GAGGACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGA
320

CTCCTGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCCTGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCT

  E  D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E

myc1 myc2 myc3

GGACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGG
400

CCTGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCCTGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCC

   D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E

myc3 myc4 myc5

ACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGAC
480

TGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCCTGGACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCCTG

 D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D

myc5 myc6 myc7

CTGAACGGATCTGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGAACGGATCTGGCAGCTCAGCTGTATCCAGCGGTGGACT
560

GACTTGCCTAGACTCGTCTTCGACTAGAGGCTCCTCCTGGACTTGCCTAGACCGTCGAGTCGACATAGGTCGCCACCTGA

  L  N  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  S  G  S  S  A  V  S  S  G  G  L

myc7 myc8 Sequenz aus gH09454

exBam

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz

Ein MYC-Epitop markiertes Slit-Protein wurde aus verschiedenen Slit-cDNA-Klonen kloniert. Dabei wurden die cDNA-Klone gH09454 und pcDNA3-slit sowie ein 8-fach MYC-Konstrukt (pKK31) verwendet.



GGGGTCAGTGGGCATTCACATACCCGGCGGCGGAGTGGGCGTCATCACGGAGGCCCGCTGCCCGAGGGTCTGCTCCTGCA
640

CCCCAGTCACCCGTAAGTGTATGGGCCGCCGCCTCACCCGCAGTAGTGCCTCCGGGCGACGGGCTCCCAGACGAGGACGT

   G  S  V  G  I  H  I  P  G  G  G  V  G  V  I  T  E  A  R  C  P  R  V  C  S  C

Sequenz aus gH09454

CCGGATTAAATGTGGATTGCTCGCATCGAGGACTCACCTCCGTTCCCAGGAAAATCTCAGCGGACGTGGAGCGACTCGAG
720

GGCCTAATTTACACCTAACGAGCGTAGCTCCTGAGTGGAGGCAAGGGTCCTTTTAGAGTCGCCTGCACCTCGCTGAGCTC

 T  G  L  N  V  D  C  S  H  R  G  L  T  S  V  P  R  K  I  S  A  D  V  E  R  L  E

Xho I

Sequenz aus gH09454

CTGCAGGGAAACAATTTGACCGTGATATACGAGACGGATTTCCAGCGGCTGACCAAGCTGCGAATGCTCCAACTAACTGA
800

GACGTCCCTTTGTTAAACTGGCACTATATGCTCTGCCTAAAGGTCGCCGACTGGTTCGACGCTTACGAGGTTGATTGACT

  L  Q  G  N  N  L  T  V  I  Y  E  T  D  F  Q  R  L  T  K  L  R  M  L  Q  L  T  D

Pst I

Sequenz aus gH09454

CAATCAGATCCACACGATCGAGAGGAACTCCTTCCAAGATTTGGTCTCACTCGAGCGACTACGCCTAAACAACAATCGAC
880

GTTAGTCTAGGTGTGCTAGCTCTCCTTGAGGAAGGTTCTAAACCAGAGTGAGCTCGCTGATGCGGATTTGTTGTTAGCTG

   N  Q  I  H  T  I  E  R  N  S  F  Q  D  L  V  S  L  E  R  L  R  L  N  N  N  R

Pvu I Xho I

Sequenz aus gH09454

TAAAGGCAATTCCTGAAAACTTTGTGACAAGTTCAGCGAGTCTTTTGCGATTGGACATCTCCAACAATGTCATCACGACC
960

ATTTCCGTTAAGGACTTTTGAAACACTGTTCAAGTCGCTCAGAAAACGCTAACCTGTAGAGGTTGTTACAGTAGTGCTGG

 L  K  A  I  P  E  N  F  V  T  S  S  A  S  L  L  R  L  D  I  S  N  N  V  I  T  T

Sequenz aus gH09454

GTGGGTAGACGCGTCTTCAAGGGAGCCCAATCGTTGCGGAGTCTTCAGCTGGACAATAACCAAATCACCTGCCTGGATGA
1040

CACCCATCTGCGCAGAAGTTCCCTCGGGTTAGCAACGCCTCAGAAGTCGACCTGTTATTGGTTTAGTGGACGGACCTACT

  V  G  R  R  V  F  K  G  A  Q  S  L  R  S  L  Q  L  D  N  N  Q  I  T  C  L  D  E

Sequenz aus gH09454

GCACGCCTTTAAGGGATTGGTGGAGCTGGAGATACTCACGCTGAACAACAACAACCTGACTTCCCTGCCGCACAACATCT
1120

CGTGCGGAAATTCCCTAACCACCTCGACCTCTATGAGTGCGACTTGTTGTTGTTGGACTGAAGGGACGGCGTGTTGTAGA

   H  A  F  K  G  L  V  E  L  E  I  L  T  L  N  N  N  N  L  T  S  L  P  H  N  I

Sequenz aus gH09454

TCGGCGGACTGGGACGTTTGCGGGCACTCCGGCTGTCGGACAATCCGTTCGCCTGCGACTGCCATCTGTCCTGGCTGTCG
1200

AGCCGCCTGACCCTGCAAACGCCCGTGAGGCCGACAGCCTGTTAGGCAAGCGGACGCTGACGGTAGACAGGACCGACAGC

 F  G  G  L  G  R  L  R  A  L  R  L  S  D  N  P  F  A  C  D  C  H  L  S  W  L  S

Sequenz aus gH09454

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz





CGATTCCTTCGCAGTGCCACCCGCCTGGCGCCCTACACCCGCTGCCAGTCGCCATCGCAGCTGAAGGGCCAAAACGTGGC
1280

GCTAAGGAAGCGTCACGGTGGGCGGACCGCGGGATGTGGGCGACGGTCAGCGGTAGCGTCGACTTCCCGGTTTTGCACCG

  R  F  L  R  S  A  T  R  L  A  P  Y  T  R  C  Q  S  P  S  Q  L  K  G  Q  N  V  A

Sequenz aus gH09454

GGACCTGCACGACCAGGAGTTCAAATGCTCGGGTCTGACGGAGCACGCACCGATGGAATGCGGGGCGGAGAACAGCTGTC
1360

CCTGGACGTGCTGGTCCTCAAGTTTACGAGCCCAGACTGCCTCGTGCGTGGCTACCTTACGCCCCGCCTCTTGTCGACAG

   D  L  H  D  Q  E  F  K  C  S  G  L  T  E  H  A  P  M  E  C  G  A  E  N  S  C

Sequenz aus gH09454

CGCACCCATGTCGCTGTGCGGACGGGATCGTCGATTGCCGTGAGAAGAGTCTGACCAGCGTGCCCGTCACTTTGCCCGAC
1440

GCGTGGGTACAGCGACACGCCTGCCCTAGCAGCTAACGGCACTCTTCTCAGACTGGTCGCACGGGCAGTGAAACGGGCTG

 P  H  P  C  R  C  A  D  G  I  V  D  C  R  E  K  S  L  T  S  V  P  V  T  L  P  D

Sequenz aus gH09454

GACACCACCGAGCTCCGCCTCGAGCAGAATTTCATTACGGAACTGCCGCCGAAATCGTTCTCCAGCTTTCGACGACTGCG
1520

CTGTGGTGGCTCGAGGCGGAGCTCGTCTTAAAGTAATGCCTTGACGGCGGCTTTAGCAAGAGGTCGAAAGCTGCTGACGC

  D  T  T  E  L  R  L  E  Q  N  F  I  T  E  L  P  P  K  S  F  S  S  F  R  R  L  R

Sac I Xho I

Sequenz aus gH09454

ACGCATCGACCTGTCCAACAACAACATATCCCGGATTGCCCACGATGCACTAAGCGGCCTAAAGCAGTTAACCACTCTCG
1600

TGCGTAGCTGGACAGGTTGTTGTTGTATAGGGCCTAACGGGTGCTACGTGATTCGCCGGATTTCGTCAATTGGTGAGAGC

   R  I  D  L  S  N  N  N  I  S  R  I  A  H  D  A  L  S  G  L  K  Q  L  T  T  L

Sequenz aus gH09454

TGCTGTACGGCAATAAAATAAAGGATTTACCCTCGGGCGTGTTCAAAGGACTCGGCTCGCTGCAGCTGCTGCTGCTGAAC
1680

ACGACATGCCGTTATTTTATTTCCTAAATGGGAGCCCGCACAAGTTTCCTGAGCCGAGCGACGTCGACGACGACGACTTG

 V  L  Y  G  N  K  I  K  D  L  P  S  G  V  F  K  G  L  G  S  L  Q  L  L  L  L  N

Pst I

Sequenz aus gH09454

GCCAACGGGATCTCGTGCATACGCAAGGATGCCTTTCGCGACCTGCACAGTTTGAGCCTGCTCTCCCTGTACGACAACAA
1760

CGGTTGCCCTAGAGCACGTATGCGTTCCTACGGAAAGCGCTGGACGTGTCAAACTCGGACGAGAGGGACATGCTGTTGTT

  A  N  G  I  S  C  I  R  K  D  A  F  R  D  L  H  S  L  S  L  L  S  L  Y  D  N  N

Sequenz a Sequenz aus pcDNA3

Ex Bgl II

CATCCAGTCGCTGGCTAATGGCACATTCGACGCCATGAAGAGCATCAAAACGGTACATCTGGCCAAGAATCCTTTCATCT
1840

GTAGGTCAGCGACCGATTACCGTGTAAGCTGCGGTACTTCTCGTAGTTTTGCCATGTAGACCGGTTCTTAGGAAAGTAGA

   I  Q  S  L  A  N  G  T  F  D  A  M  K  S  I  K  T  V  H  L  A  K  N  P  F  I

Sequenz aus pcDNA3

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz





GCGACTGCAATCTGCGCTGGCTGGCCGACTATTTGCACAAAAATCCCATAGAGACGAGTGGAGCCCGCTGCGAGTCACCG
1920

CGCTGACGTTAGACGCGACCGACCGGCTGATAAACGTGTTTTTAGGGTATCTCTGCTCACCTCGGGCGACGCTCAGTGGC

 C  D  C  N  L  R  W  L  A  D  Y  L  H  K  N  P  I  E  T  S  G  A  R  C  E  S  P

Sequenz aus pcDNA3

AAGCGGATGCATCGTCGTCGGATTGAATCGCTGCGCGAGGAGAAATTCAAATGCTCCTGGGATGAATTGCGGATGAAGCT
2000

TTCGCCTACGTAGCAGCAGCCTAACTTAGCGACGCGCTCCTCTTTAAGTTTACGAGGACCCTACTTAACGCCTACTTCGA

  K  R  M  H  R  R  R  I  E  S  L  R  E  E  K  F  K  C  S  W  D  E  L  R  M  K  L

Sequenz aus pcDNA3

GTCCGGCGAGTGCCGCATGGACTCCGACTGTCCGGCCATGTGCCACTGCGAGGGCACCACCGTGGATTGCACGGGCCGGG
2080

CAGGCCGCTCACGGCGTACCTGAGGCTGACAGGCCGGTACACGGTGACGCTCCCGTGGTGGCACCTAACGTGCCCGGCCC

   S  G  E  C  R  M  D  S  D  C  P  A  M  C  H  C  E  G  T  T  V  D  C  T  G  R

Sequenz aus pcDNA3

GCCTGAAGGAGATTCCGCGCGACATTCCCCTGCACACAACTGAGCTTTTGCTCAACGACAACGAACTGGGACGCATCAGT
2160

CGGACTTCCTCTAAGGCGCGCTGTAAGGGGACGTGTGTTGACTCGAAAACGAGTTGCTGTTGCTTGACCCTGCGTAGTCA

 G  L  K  E  I  P  R  D  I  P  L  H  T  T  E  L  L  L  N  D  N  E  L  G  R  I  S

Sequenz aus pcDNA3

TCCGATGGCCTCTTTGGTCGCCTGCCGCACTTGGTGAAGCTGGAATTGAAGCGCAACCAGCTGACCGGCATCGAGCCCAA
2240

AGGCTACCGGAGAAACCAGCGGACGGCGTGAACCACTTCGACCTTAACTTCGCGTTGGTCGACTGGCCGTAGCTCGGGTT

  S  D  G  L  F  G  R  L  P  H  L  V  K  L  E  L  K  R  N  Q  L  T  G  I  E  P  N

Sequenz aus pcDNA3

CGCCTTCGAGGGAGCATCCCACATCCAGGAGTTGCAGCTGGGCGAGAACAAGATCAAGGAGATATCGAACAAGATGTTCC
2320

GCGGAAGCTCCCTCGTAGGGTGTAGGTCCTCAACGTCGACCCGCTCTTGTTCTAGTTCCTCTATAGCTTGTTCTACAAGG

   A  F  E  G  A  S  H  I  Q  E  L  Q  L  G  E  N  K  I  K  E  I  S  N  K  M  F

EcoR V

Sequenz aus pcDNA3

TGGGACTGCACCAACTAAAAACGCTCAATCTGTACGACAATCAAATCTCATGCGTTATGCCCGGTTCCTTTGAGCATCTC
2400

ACCCTGACGTGGTTGATTTTTGCGAGTTAGACATGCTGTTAGTTTAGAGTACGCAATACGGGCCAAGGAAACTCGTAGAG

 L  G  L  H  Q  L  K  T  L  N  L  Y  D  N  Q  I  S  C  V  M  P  G  S  F  E  H  L

Sequenz aus pcDNA3

AACTCTCTGACGTCGCTGAACCTCGCATCGAATCCATTCAATTGCAATTGTCATTTGGCCTGGTTCGCGGAATGGCTGCG
2480

TTGAGAGACTGCAGCGACTTGGAGCGTAGCTTAGGTAAGTTAACGTTAACAGTAAACCGGACCAAGCGCCTTACCGACGC

  N  S  L  T  S  L  N  L  A  S  N  P  F  N  C  N  C  H  L  A  W  F  A  E  W  L  R

Sequenz aus pcDNA3

CAAAAAATCACTGAACGGCGGAGCGGCACGTTGTGGAGCCCCGTCGAAGGTACGTGACGTGCAGATCAAGGACTTGCCCC
2560

GTTTTTTAGTGACTTGCCGCCTCGCCGTGCAACACCTCGGGGCAGCTTCCATGCACTGCACGTCTAGTTCCTGAACGGGG

   K  K  S  L  N  G  G  A  A  R  C  G  A  P  S  K  V  R  D  V  Q  I  K  D  L  P

Sequenz aus pcDNA3



ACTCGGAATTCAAGTGTAGCAGCGAGAACAGCGAGGGCTGCCTGGGCGATGGCTACTGTCCGCCATCCTGCACCTGCACC
2640

TGAGCCTTAAGTTCACATCGTCGCTCTTGTCGCTCCCGACGGACCCGCTACCGATGACAGGCGGTAGGACGTGGACGTGG

 H  S  E  F  K  C  S  S  E  N  S  E  G  C  L  G  D  G  Y  C  P  P  S  C  T  C  T

EcoR I

Sequenz aus pcDNA3

GGCACCGTGGTCCGCTGTTCGCGTAACCAGCTGAAGGAGATACCGCGCGGCATTCCCGCCGAGACATCGGAGCTGTATCT
2720

CCGTGGCACCAGGCGACAAGCGCATTGGTCGACTTCCTCTATGGCGCGCCGTAAGGGCGGCTCTGTAGCCTCGACATAGA

  G  T  V  V  R  C  S  R  N  Q  L  K  E  I  P  R  G  I  P  A  E  T  S  E  L  Y  L

Sequenz aus pcDNA3

GGAGTCCAATGAGATCGAGCAGATTCACTACGAACGCATACGCCATTTGCGCTCCCTTACCCGACTCGATCTCAGCAACA
2800

CCTCAGGTTACTCTAGCTCGTCTAAGTGATGCTTGCGTATGCGGTAAACGCGAGGGAATGGGCTGAGCTAGAGTCGTTGT

   E  S  N  E  I  E  Q  I  H  Y  E  R  I  R  H  L  R  S  L  T  R  L  D  L  S  N

Sequenz aus pcDNA3

ACCAGATCACCATTCTCTCCAACTACACCTTTGCCAATCTGACCAAGCTGTCCACGCTCATCATCTCATACAACAAGCTG
2880

TGGTCTAGTGGTAAGAGAGGTTGATGTGGAAACGGTTAGACTGGTTCGACAGGTGCGAGTAGTAGAGTATGTTGTTCGAC

 N  Q  I  T  I  L  S  N  Y  T  F  A  N  L  T  K  L  S  T  L  I  I  S  Y  N  K  L

Sequenz aus pcDNA3

CAGTGTCTGCAGCGGCATGCGTTGTCTGGCCTGAATAACCTGCGCGTGCTTTCGCTGCACGGTAACCGCATCTCGATGCT
2960

GTCACAGACGTCGCCGTACGCAACAGACCGGACTTATTGGACGCGCACGAAAGCGACGTGCCATTGGCGTAGAGCTACGA

  Q  C  L  Q  R  H  A  L  S  G  L  N  N  L  R  V  L  S  L  H  G  N  R  I  S  M  L

Pst I Pst I Sph I

Sequenz aus pcDNA3

GCCGGAAGGCTCCTTCGAGGACCTCAAGTCGTTGACCCACATCGCACTAGGCAGCAATCCCTTGTACTGCGATTGCGGTC
3040

CGGCCTTCCGAGGAAGCTCCTGGAGTTCAGCAACTGGGTGTAGCGTGATCCGTCGTTAGGGAACATGACGCTAACGCCAG

   P  E  G  S  F  E  D  L  K  S  L  T  H  I  A  L  G  S  N  P  L  Y  C  D  C  G

Sequenz aus pcDNA3

TGAAGTGGTTCTCCGATTGGATAAAGCTGGACTACGTGGAACCGGGAATTGCACGTTGCGCCGAACCGGAACAGATGAAG
3120

ACTTCACCAAGAGGCTAACCTATTTCGACCTGATGCACCTTGGCCCTTAACGTGCAACGCGGCTTGGCCTTGTCTACTTC

 L  K  W  F  S  D  W  I  K  L  D  Y  V  E  P  G  I  A  R  C  A  E  P  E  Q  M  K

Sequenz aus pcDNA3

GATAAGCTGATCCTGTCCACACCCTCGTCGAGCTTCGTTTGCCGCGGCCGCGTGCGCAATGATATTCTGGCCAAGTGCAA
3200

CTATTCGACTAGGACAGGTGTGGGAGCAGCTCGAAGCAAACGGCGCCGGCGCACGCGTTACTATAAGACCGGTTCACGTT

  D  K  L  I  L  S  T  P  S  S  S  F  V  C  R  G  R  V  R  N  D  I  L  A  K  C  N

Not I

Sequenz aus pcDNA3

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz





CGCCTGTTTTGAGCAGCCGTGCCAGAATCAAGCGCAGTGCGTGGCCCTTCCGCAGCGAGAGTACCAGTGCCTCTGCCAGC
3280

GCGGACAAAACTCGTCGGCACGGTCTTAGTTCGCGTCACGCACCGGGAAGGCGTCGCTCTCATGGTCACGGAGACGGTCG

   A  C  F  E  Q  P  C  Q  N  Q  A  Q  C  V  A  L  P  Q  R  E  Y  Q  C  L  C  Q

Sequenz aus pcDNA3

CGGGCTATCATGGCAAACACTGTGAGTTTATGATCGATGCTTGCTACGGAAATCCGTGCCGCAACAATGCCACTTGCACG
3360

GCCCGATAGTACCGTTTGTGACACTCAAATACTAGCTACGAACGATGCCTTTAGGCACGGCGTTGTTACGGTGAACGTGC

 P  G  Y  H  G  K  H  C  E  F  M  I  D  A  C  Y  G  N  P  C  R  N  N  A  T  C  T

Cla I

Sequenz aus pcDNA3

GTGCTGGAGGAGGGTCGTTTCAGCTGTCAGTGCGCTCCGGGATACACAGGTGCCCGCTGCGAGACGAATATCGACGATTG
3440

CACGACCTCCTCCCAGCAAAGTCGACAGTCACGCGAGGCCCTATGTGTCCACGGGCGACGCTCTGCTTATAGCTGCTAAC

  V  L  E  E  G  R  F  S  C  Q  C  A  P  G  Y  T  G  A  R  C  E  T  N  I  D  D  C

Sequenz aus pcDNA3

CCTGGGCGAGATCAAGTGCCAGAACAATGCCACCTGCATCGACGGAGTGGAGTCGTACAAATGTGAGTGCCAGCCGGGAT
3520

GGACCCGCTCTAGTTCACGGTCTTGTTACGGTGGACGTAGCTGCCTCACCTCAGCATGTTTACACTCACGGTCGGCCCTA

   L  G  E  I  K  C  Q  N  N  A  T  C  I  D  G  V  E  S  Y  K  C  E  C  Q  P  G

Sequenz aus pcDNA3

TCAGTGGCGAGTTCTGCGACACCAAAATCCAGTTCTGCAGTCCGGAGTTCAATCCCTGCGCGAATGGAGCCAAGTGCATG
3600

AGTCACCGCTCAAGACGCTGTGGTTTTAGGTCAAGACGTCAGGCCTCAAGTTAGGGACGCGCTTACCTCGGTTCACGTAC

 F  S  G  E  F  C  D  T  K  I  Q  F  C  S  P  E  F  N  P  C  A  N  G  A  K  C  M

Pst I

Sequenz aus pcDNA3

GACCACTTTACCCACTACAGCTGCGATTGTCAGGCAGGTTTCCATGGCACCAACTGCACGGACAATATTGACGACTGCCA
3680

CTGGTGAAATGGGTGATGTCGACGCTAACAGTCCGTCCAAAGGTACCGTGGTTGACGTGCCTGTTATAACTGCTGACGGT

  D  H  F  T  H  Y  S  C  D  C  Q  A  G  F  H  G  T  N  C  T  D  N  I  D  D  C  Q

Ssp I

Sequenz aus pcDNA3

GAACCACATGTGCCAGAACGGTGGAACGTGCGTGGACGGCATCAACGACTACCAATGCCGCTGTCCAGACGACTATACGG
3760

CTTGGTGTACACGGTCTTGCCACCTTGCACGCACCTGCCGTAGTTGCTGATGGTTACGGCGACAGGTCTGCTGATATGCC

   N  H  M  C  Q  N  G  G  T  C  V  D  G  I  N  D  Y  Q  C  R  C  P  D  D  Y  T

Sequenz aus pcDNA3

GCAAGTACTGTGAAGGCCACAACATGATCTCGATGATGTATCCACAGACGTCGCCTTGTCAAAACCACGAGTGCAAGCAC
3840

CGTTCATGACACTTCCGGTGTTGTACTAGAGCTACTACATAGGTGTCTGCAGCGGAACAGTTTTGGTGCTCACGTTCGTG

 G  K  Y  C  E  G  H  N  M  I  S  M  M  Y  P  Q  T  S  P  C  Q  N  H  E  C  K  H

Sequenz aus pcDNA3

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz





GGTGTCTGCTTCCAACCGAACGCTCAGGGCAGCGACTACCTATGCAGGTGTCATCCGGGTTACACTGGAAAGTGGTGCGA
3920

CCACAGACGAAGGTTGGCTTGCGAGTCCCGTCGCTGATGGATACGTCCACAGTAGGCCCAATGTGACCTTTCACCACGCT

  G  V  C  F  Q  P  N  A  Q  G  S  D  Y  L  C  R  C  H  P  G  Y  T  G  K  W  C  E

Sequenz aus pcDNA3

GTACCTCACCAGCATAAGCTTTGTCCACAACAACTCGTTTGTAGAACTGGAGCCACTGCGAACACGTCCGGAGGCGAACG
4000

CATGGAGTGGTCGTATTCGAAACAGGTGTTGTTGAGCAAACATCTTGACCTCGGTGACGCTTGTGCAGGCCTCCGCTTGC

   Y  L  T  S  I  S  F  V  H  N  N  S  F  V  E  L  E  P  L  R  T  R  P  E  A  N

Hind III

Sequenz aus pcDNA3

TGACGATAGTCTTCAGTAGCGCGGAGCAGAATGGAATTCTCATGTACGACGGCCAGGATGCTCATCTTGCAGTGGAACTG
4080

ACTGCTATCAGAAGTCATCGCGCCTCGTCTTACCTTAAGAGTACATGCTGCCGGTCCTACGAGTAGAACGTCACCTTGAC

 V  T  I  V  F  S  S  A  E  Q  N  G  I  L  M  Y  D  G  Q  D  A  H  L  A  V  E  L

EcoR I

Sequenz aus pcDNA3

TTTAATGGGCGTATTCGGGTTAGCTACGATGTGGGTAATCACCCTGTGTCCACGATGTACAGCTTTGAGATGGTGGCCGA
4160

AAATTACCCGCATAAGCCCAATCGATGCTACACCCATTAGTGGGACACAGGTGCTACATGTCGAAACTCTACCACCGGCT

  F  N  G  R  I  R  V  S  Y  D  V  G  N  H  P  V  S  T  M  Y  S  F  E  M  V  A  D

Sequenz aus pcDNA3

TGGAAAGTACCATGCCGTGGAGCTTCTGGCCATCAAGAAGAATTTCACGCTGCGCGTGGATCGCGGATTGGCCCGTTCCA
4240

ACCTTTCATGGTACGGCACCTCGAAGACCGGTAGTTCTTCTTAAAGTGCGACGCGCACCTAGCGCCTAACCGGGCAAGGT

   G  K  Y  H  A  V  E  L  L  A  I  K  K  N  F  T  L  R  V  D  R  G  L  A  R  S

Sequenz aus pcDNA3

TCATCAACGAGGGCTCCAACGACTACCTGAAACTCACGACGCCCATGTTCCTGGGCGGCCTACCCGTGGATCCTGCACAG
4320

AGTAGTTGCTCCCGAGGTTGCTGATGGACTTTGAGTGCTGCGGGTACAAGGACCCGCCGGATGGGCACCTAGGACGTGTC

 I  I  N  E  G  S  N  D  Y  L  K  L  T  T  P  M  F  L  G  G  L  P  V  D  P  A  Q

BamH I

Sequenz aus pcDNA3

CAGGCGTACAAGAACTGGCAAATACGCAACCTTACCAGCTTTAAGGGCTGCATGAAGGAGGTGTGGATCAATCATAAGCT
4400

GTCCGCATGTTCTTGACCGTTTATGCGTTGGAATGGTCGAAATTCCCGACGTACTTCCTCCACACCTAGTTAGTATTCGA

  Q  A  Y  K  N  W  Q  I  R  N  L  T  S  F  K  G  C  M  K  E  V  W  I  N  H  K  L

Sequenz aus pcDNA3

GGTCGACTTTGGCAATGCCCAGCGCCAGCAAAAGATCACACCAGGATGTGCCCTGCTCGAAGGAGAGCAGCAAGAGGAGG
4480

CCAGCTGAAACCGTTACGGGTCGCGGTCGTTTTCTAGTGTGGTCCTACACGGGACGAGCTTCCTCTCGTCGTTCTCCTCC

   V  D  F  G  N  A  Q  R  Q  Q  K  I  T  P  G  C  A  L  L  E  G  E  Q  Q  E  E

Sequenz aus pcDNA3

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz





AAGACGACGAGCAGGATTTCATGGACGAGACACCGCACATCAAAGAGGAGCCGGTGGATCCTTGCCTGGAGAACAAATGC
4560

TTCTGCTGCTCGTCCTAAAGTACCTGCTCTGTGGCGTGTAGTTTCTCCTCGGCCACCTAGGAACGGACCTCTTGTTTACG

 E  D  D  E  Q  D  F  M  D  E  T  P  H  I  K  E  E  P  V  D  P  C  L  E  N  K  C

BamH I

Sequenz aus pcDNA3

CGTCGGGGCAGTCGCTGTGTGCCGAATTCCAATGCCAGGGACGGCTACCAGTGCAAGTGCAAGCACGGCCAGCGCGGCCG
4640

GCAGCCCCGTCAGCGACACACGGCTTAAGGTTACGGTCCCTGCCGATGGTCACGTTCACGTTCGTGCCGGTCGCGCCGGC

  R  R  G  S  R  C  V  P  N  S  N  A  R  D  G  Y  Q  C  K  C  K  H  G  Q  R  G  R

EcoR I Not I

Sequenz aus pcDNA3

CTACTGCGATCAAGGTGAGGGCAGCACTGAGCCCCCAACAGTCACCGCGGCGTCCACCTGTCGCAAGGAGCAGGTGCGCG
4720

GATGACGCTAGTTCCACTCCCGTCGTGACTCGGGGGTTGTCAGTGGCGCCGCAGGTGGACAGCGTTCCTCGTCCACGCGC

   Y  C  D  Q  G  E  G  S  T  E  P  P  T  V  T  A  A  S  T  C  R  K  E  Q  V  R

Sequenz aus pcDNA3

AGTACTACACGGAGAACGACTGTCGCTCGAGGCAGCCGTTGAAGTACGCCAAGTGCGTGGGCGGCTGCGGCAACCAGTGC
4800

TCATGATGTGCCTCTTGCTGACAGCGAGCTCCGTCGGCAACTTCATGCGGTTCACGCACCCGCCGACGCCGTTGGTCACG

 E  Y  Y  T  E  N  D  C  R  S  R  Q  P  L  K  Y  A  K  C  V  G  G  C  G  N  Q  C

Xho I

Sequenz aus pcDNA3

TGCGCGGCCAAAATTGTGAGACGGCGCAAGGTGCGCATGGTGTGCAGCAACAACCGCAAGTACATCAAGAACTTGGACAT
4880

ACGCGCCGGTTTTAACACTCTGCCGCGTTCCACGCGTACCACACGTCGTTGTTGGCGTTCATGTAGTTCTTGAACCTGTA

  C  A  A  K  I  V  R  R  R  K  V  R  M  V  C  S  N  N  R  K  Y  I  K  N  L  D  I

Sequenz aus pcDNA3

CGTGCGCAAGTGCGGATGCACCAAGAAATGCTACTGACTGAAAGATGCGACTACCCAATTGCTCGAACGGAGCAATAGCA
4960

GCACGCGTTCACGCCTACGTGGTTCTTTACGATGACTGACTTTCTACGCTGATGGGTTAACGAGCTTGCCTCGTTATCGT

   V  R  K  C  G  C  T  K  K  C  Y  .  L  K  D  A  T  T  Q  L  L  E  R  S  N  S

Sequenz aus pcDNA3 pcDNA3

GCTTAGATGTTAGTTTAGGAACAGGTTTATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGCGGCCGCCACCGC
5040

CGAATCTACAATCAAATCCTTGTCCAAATAGGTAGTGTGACCGCCGGCGAGCTCGTACGTAGATCTCGCCGGCGGTGGCG

 S  L  D  V  S  L  G  T  G  L  S  I  T  L  A  A  A  R  A  C  I  .  S  G  R  H  R

Not I Xho I
Sph I

Xba I Not I

pcDNA3 pBS

GGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGTTAATTTNGAGCTTGGC
5091

CCACCTCGAGGTCGAAAACAAGGGAAATCACTCCAATTAAANCTCGAACCG

  G  G  A  P  A  F  V  P  F  S  E  V  N  ?  E  L  G

Sac I

pBS

Neuroriese
Slit-MYC DNA-Sequenz
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