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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Migration

Die Entwicklung von Zellen, die sich aktiv in Richtung einer Futterquelle
bewegen oder sich selbst von ungunstigen Bedingungen entfernen kdnnen, stellt
einen grofRen Schritt der Evolution dar. Zellmigration ist verbreitet von Einzellern bis
hin zu komplexen, multizellularen Organismen. Multizellularitat bedingt gleichzeitig
die Notwendigkeit der Entwicklung selektiver Adhasionsmechanismen, um einige
Zellen an definierten Stellen verbleiben zu lassen. Tierische Organismen bedurfen
einer Reihe migratorischer Prozesse: Keimzellen und ihre Vorlaufer, Zellen des
Immunsystems mit Abwehraufgaben, mesodermale Zellen, Tracheen und Zellen des

Nervensystems - alle migrieren, um ihre Aufgaben zu erfullen.

Zellmigration innerhalb des Korpers mulf} kontrolliert werden. Nicht alle Zellen
durfen ihren angestammten Ort verlassen und die, die migrieren, mussen einem
zeitlich kontrollierten Raster folgen. Nach dem Wechsel vom statischen in einen
motilen Zustand beginnt Migration. Zellen miussen den Kontakt zu den
urspringlichen Geweben l6sen und sich in andere Richtungen fortbewegen. Hierzu
empfangen und interpretieren sie Wegweiser der Umgebung, was impliziert, dal® sie
in der Lage sind, Instruktionen von auf’en zu befolgen, die Direktionalitat,
Geschwindigkeit und Termination der Migration kodieren. Letzteres ist von
medizinischer Relevanz, da Tumorzellen sich nicht nur unkontrolliert teilen, sondern
in metastasierenden Stadien unkontrollierte, invasive Migration zeigen. Auch
wahrend der Entwicklung kann jede Migrationsfehlfunktion schwere Folgen haben.
Daher ist es wichtig, die genetischen Programme zu verstehen, die migrierende
Zellen anfangs selektionieren, die den Migrationsprozel® uberwachen und

bestimmen, wann Zellen wieder sessil werden.

Ein klassisches System, um komplexe genetische Fragestellungen zu stellen
und zu beantworten, stellt Drosophila melanogaster dar. Studien an Keimzellen,
Tracheen, Border Cells, Neuronen oder Gliazellen haben unser Verstandnis der

genetischen Kontrolle der Migration in den letzten Jahren zunehmend bereichert. Im
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folgenden werden kurz die Migration der Keimzellen, Tracheen und Border Cells
skizziert, bevor detaillierter auf das Nervensystem mit axonaler Wegfindung und die

Migrationstypen verschiedener Gliazellen eingegangen wird.
1.1.1 Keimzellen

Einer der ersten Migrationsprozesse im sich entwickelnden Embryo ist die
Migration der Keimzellvorlaufer (PGC Primordial Germ Cells) (Howard et al., 1993;
Jaglarz and Howard, 1995). PGC migrieren in einem lockeren Verband von Zellen
und werden im Blastodermstadium am posterioren Pol des Embryos gebildet. Zuerst
werden sie passiv am darunterliegenden Gewebe haftend in die invaginierende
Mitteldarmtasche befordert. Mit beginnender Gastrulation migrieren sie von dort aus
aktiv durch das Darmepithel bis zum Gonadenmesoderm, wo sie koalieren. Viele
Gene, die an diesen Vorgangen beteiligt sind, wurden bereits identifiziert (Broihier et
al., 1998; Moore et al., 1998).

R DL A N—

Abb. 1: Schema der Keimzellmigration

Das Entwicklungsalter der Embryonen steigt von links nach rechts. Die Embryonen
sind grau skizziert; anterior ist links, ventral unten. Die Keimzellen sind blau

dargestellt.

Beispiele hierfur sind wunen und wunenZ2, die redundante Lipidphosphatasen
kodieren und PGC von bestimmten Regionen des Darms fernhalten (Starz-Gaiano et
al., 2001; Zhang et al., 1997). Gegensatzliche Funktion uben hedgehog und das Gen
columbus (eine HMG-CoA Reduktase) aus, welches an der Produktion eines
attraktiven Signals im Gonadenmesoderm beteiligt ist (Deshpande et al., 2001; Van
Doren et al., 1998). Ein Gen, welches fur die Lokalisation eines solchen Signals im
Mesoderm verantwortlich sein konnte, ist slow as molasses (slam) (Stein et al.,
2002).
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trapped in endoderm 1 (tre 1) hingegen wurde beschrieben als zellautonom
fungierender G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR), der spezifisch fur die
transepitheliale Migration der PGC bendtigt wird. Die kleine GTPase Rho1 konnte
eines der vermutlichen Tre 1 Ziele sein (Kunwar et al., 2003). Interessanterweise ist
der Tre 1 Rezeptor (wenngleich entfernt) verwandt mit dem Chemokinrezeptor
CXCR4, welcher Keimzellmigration in Zebrafisch und Maus lenkt, was darauf
hindeutet, dal® dieser Prozel® hoch konserviert ist (Doitsidou et al., 2002; Knaut et
al., 2003; Molyneaux et al., 2003).

1.1.2 Tracheen

Zu einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung formiert sich - ausgehend von
zehn ektodermalen Tracheenplakoden - das Tracheensystem. Aus den je 80 Zellen
umfassenden Plakoden geht schlief3lich ohne weitere Zellteilungen durch Migrations-
und Fusionsprozesse das dreidimensionale respiratorische System hervor
(Samakovlis et al., 1996a; Samakovlis et al., 1996b).

Abb. 2: Tracheenmigration

Das Entwicklungsalter der Embryonen steigt von links nach rechts. Die Embryonen
sind grau dargestellt; anterior ist links, ventral unten. Die Tracheen sind blau

skizziert.

Der JAK/STAT Signalweg ist entscheidend fur die Spezifizierung des
Tracheenschicksals. Er induziert die Expression des Transkriptionsfaktors
trachealess (trh) in den Tracheenplakoden (Brown et al., 2001; Chen et al., 2002).
Die Migration trachealer Zellen und das Abzweigen der Tracheenaste basiert auf der
kontrollierten Aktivierung von breathless (btl), dem Drosophila FGF-Rezeptor,
dessen Expression durch trh induziert wird (Klambt et al., 1992; Reichman-Fried and

Shilo, 1995). Btl wird aktiviert durch den Liganden Branchless, welcher in einem sehr
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dynamischen Muster exprimiert wird, durch das die Tracheenaste vorskizziert
werden (Hacohen et al., 1998; Lee et al., 1996; Sutherland et al., 1996).

Die Identifizierung trachealer Migrationssubstrate wie z.B. der sog. Bridge
Cells ermoglicht, Zell-Zellkommunikation mit Migration zu verbinden (Wolf and
Schuh, 2000). Auch Slit und ,der Robocode®, welche axonale Wegfindung
bestimmen und spater noch genauer beschrieben werden, scheinen bei der
Tracheenmigration eine Rolle zu spielen. Longitudinale, Mittellinien- und
Channelgliazellen vermitteln als Migrationssubstrate entweder direkte oder indirekte
Attraktion der Tracheen im ZNS wie Ablationsstudien gezeigt haben (Englund et al.,
2002).

1.1.3 Border Cells

Einige Molekile, die die Migration der Border Cells kontrollieren, konnten
bereits identifiziert werden. Die Border Cells tragen wahrend der Oogenese zur
Bildung der Mikropyle bei, einer Struktur auf der Eihllle, die den Spermieneintritt
erlaubt. Sie sind eine Gruppe von sechs bis zehn Follikelzellen, die im anterioren
Bereich der Eikammer spezifiziert werden; ein zentrales Paar nicht-migrierender
Zellen wird von einer Reihe motiler Zellen umsaumt. Diese Gruppe migriert zwischen
den sog. Nahrzellen bis zur Oocyte. Dort wandern sie dorsal und erreichen so eine
Position unmittelbar Gber dem Nukleus der Oocyte (Duchek and Rorth, 2001;
Montell, 2001).

D SO

Abb. 3: Migration der Border Cells

Das Entwicklungsalter der Oocyten steigt von links nach rechts. Die Oocyten samt

Nahrzellen sind grau umrissen; anterior ist links. Die Border Cells sind blau

dargestellt.

Die Initiation dieser Migration, d.h. die Spezifizierung migrierender Zellen aus

dem Follikelepithel als auch die Initiation/Kompetenz der Migration steht — analog zu
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dem zuvor genannten Prozessen wahrend der Tracheenmigration — unter der
Kontrolle des JAK/STAT Signalwegs (Silver and Montell, 2001). Das Steroidhormon
Ecdyson, dessen Titer vor Beginn der Migration in der Eikammer sehr hoch ist, gibt
zusatzlich das Startsignal. So fuhrt vorzeitiges Einbringen von Ecdyson nebst
gleichzeitger Expression des Transkriptionsfaktors slow border cells (slbo) zu
verfrihter Border Cell Migration (Montell et al., 1992). slbo war die erste identifizierte
Mutation, die abnormes Migrationsverhalten zeigte. Inzwischen wurden viele
Komponenten beschrieben, die unterhalb dieses Transkriptionsfaktors (z.B.
breathless oder shotgun) fungieren (Godt and Tepass, 1998; Liu and Montell, 2001;
Montell et al.,, 1992; Murphy et al.,, 1995; Niewiadomska et al., 1999). Nach
Ligandenbindung assoziiert der Ecdysonrezeptor (Untereinheiten EcR und
Ultraspiracle) mit dem Steroidhormoncoaktivator Taiman, um Transkription zu
aktivieren (Bai et al., 2000; McDonald et al., 2003; Montell, 2001).

Auf dem Weg der Border Cells zwischen den Nahrzellen hindurch verfolgen
diese eine klare Linie zur Oocyte, was auf ein sekretiertes Richtungssignal schliel3en
lalkt. Dieses wurde zum einen hauptsachlich in PVF1 (PDGF/VEGF like factor) mit
der Rezeptortyrosinkinase PVR (Drosophila PDGF/VEGF Rezeptor) auf Seiten der
Border Cells gefunden (Duchek et al., 2001; McDonald et al., 2003). Dieser
Migrationsabschnitt steht parallel unter der Kontrolle des EGF Rezeptor Signalwegs.
Die Ubersetzung der Signale in intrazellulare Aktinzytoskellettanderungen, um
Migration zu bewerkstelligen, verlauft u.a. uber die kleine GTPase Rac (Duchek et
al., 2001; Murphy and Montell, 1996). Der EGF Rezeptor mit dem Liganden Gurken
lenkt die migrierenden Border Cells zuletzt nach dorsal, wo sie ihre finale Position
unterhalb des Nukleus der Oocyte einnehmen (Duchek and Rorth, 2001).

1.2 Migration wahrend der Entwicklung des Nervensystems von Drosophila

Im sich entwickelnden Nervensystem ist die Motilitat von Zellen von
besonderer Bedeutung. Die Migration geschieht - wie bei der axonalen Wegfindung -
beschrankt auf Zellkompartimente als auch auf der Ebene individueller, als Ganzes

migrierender Zellen.
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1.2.1 Ubersicht der Morphologie und Entwicklung des embryonalen

Nervensystems

Das embryonale zentrale Nervensystem (ZNS) besteht aus zwei
Hirnhemispharen (lateral in der Kopfregion lokalisiert) und dem Bauchmark, welches
drei Thorax- und acht Abdominalsegmente umfalt, die aus segmentalen Ganglien
(Neuromeren) bestehen. Zu Beginn der neuronalen Entwicklung kann zwischen zwei
Gruppen neuronaler Vorlaufer unterschieden werden: den Mittellinienvorlauferzellen
und den Neuroblasten. Letztere entstammen dem sogenannten Neuroektoderm.
Neuroektoderm und Mesoderm sind durch eine Zellreihe, dem Mesektoderm,

voneinander getrennt, welches spater die ZNS Mittellinie bildet.

Nach erfolgter Mesoderminvagination delaminieren Neuroblasten aus dem
Neuroektoderm in den Raum zwischen Mesoderm und Ektoderm, nachdem sie
zuvor via lateraler Inhibition selektioniert wurden. Nach der stufenweise erfolgten
Neuroblastensegregation des Bauchmarks durchlaufen die Neuroblasten eine Reihe
stammzellartiger Teilungen, durch die sie Neurone und Gliazellen generieren
(Campos-Ortega and Hartenstein, 1997). Die Stammbaume der 30 Neuroblasten
wurden identifiziert (Bossing et al., 1996; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997).
Dem Mesektoderm entstammen sieben bis acht segmental angeordnete
Mittellinienstammzellen, die nicht komplett delaminieren, sondern mit filigranen
cytoplasmatischen Fortsatzen verankert bleiben (Bossing and Technau, 1994;
Klambt and Goodman, 1991). Pro abdominalem Neuromer entstehen schliel3lich

gesamt etwa 350 Neurone und 60 Gliazellen.

Die Differenzierung der Neurone und Gliazellen beginnt ab dem Stadium des
Keimstreifrickzugs mit dem Auswachsen der Axone und der Expression neuron-
oder gliaspezifischer Marker, die durch spezifische Antikorper detektiert werden
konnen. Eine kleine Gruppe von Neuronen, die sog. Pionierneurone, legen mit ihren
Axonen die Grundverlaufe der spateren longitudinalen und transversen axonalen
Trakte fest (Jacobs and Goodman, 1989a; Jacobs and Goodman, 1989b). Die
meisten Axone sind in spateren Stadien der Entwicklung in die anteriore und die
posteriore Kommissur (ac bzw. pc) und die beiden Konnektive organisiert, die das

klassische Strickleiternervensystem der Insekten darstellen.
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Die Verbindung zwischen ZNS und dem embryonalen peripheren
Nervensystem (PNS) stellen pro Segment der intersegmentale (ISN) und der
segmentale Nerv (SN) dar; der ISN verlauft posterior der posterioren Kommissur
wahrend der SN zwischen anteriorer und posteriorer Kommissur in die Peripherie
lauft. In diesen Trakten faszikulieren Axone, die aus unterschiedlichen Richtungen
kommen, namlich die Motoaxone, die aus dem ZNS heraus projizieren, als auch die
Axone der sensorischen Organe, die sich in Richtung ZNS orientieren. In Thorax-
und Abdominalsegmenten kdonnen vier Gruppen sensorischer Organe unterschieden
werden: die ventralen Gruppen, die dorsale und die laterale Gruppe. Sensorische
Axone der dorsalen und lateralen Gruppe vereinigen sich im anterioren Faszikel,

dem ISN, und die der ventralen Gruppen laufen in ein posteriores Faszikel, den SN.

1.2.2 Migration der axonalen Wachstumskegel

Diese Art der Migration geschieht auf Ebene einzelner Zellkompartimente, der
Wachstumskegel. Der Wachstumskegel bildet den Anfang eines wachsenden
Axons, geht Interaktionen mit diversen Substraten ein und steuert so das Verhalten
der Neurone. Dies resultiert bei der endgultigen Verschaltung in hochprazisen und

spezifisch verflochtenen Netzwerken.

Wie beschrieben, senden die meisten Neurone ihre Axone Uber die Mittellinie
in die anteriore bzw. posteriore Kommissur. Ein kommissurales Axon mul} anfangs
die richtige Kommissur finden und zudem nicht ipsilateral in das Konnektiv
projizieren. Dann mul} es auf die Mittellinie zuwandern, diese nach Erreichen aber
wieder verlassen, um auf der anderen Seite den longitudinalen Axonwegen zu
folgen, die es ipsilateral ignorierte (ipsilateral navigierende Neurone durfen nie die
Mittellinie kreuzen). Erneutes Umkehren, d.h. wiederholtes Kreuzen der Mittellinie,

darf nicht geschehen.
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Abb. 4: Axonale Wegfindung an der Mittellinie

Navigation des Axons (blau) Uber die Mittellinie (grau).

Der Wachstumskegel muf} attraktive und repulsive Signale (entweder Uber
grolRe Distanzen oder zellgebunden) wahrnehmen und umsetzen um zu migrieren
(Mueller, 1999; Song and Poo, 2001; Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Die
Mittellinie exprimiert die hoch konservierten, sekretierten Netrine, die vermutlich als
Gradient eine Attraktion zur Mittellinie vermitteln (Kennedy et al., 1994; Serafini et
al., 1994). Der Netrin Rezeptor ist Frazzled, frazzled mutante Embryonen zeigen
einen Netrin-ahnlichen Phanotyp: das Fehlen von Kommissuren (Kolodziej et al.,
1996). Nach Kreuzen der Mittellinie jedoch kann das vormals attraktive Netrin Signal
durch Kombination des Unc 40/Unc 5 heterodimeren Rezeptors als repulsives Signal

aufgenommen werden (Hong et al., 1999; Leonardo et al., 1997).

Die Repulsion von der Mittellinie geschieht Uber das Slit/Robo-System. In slit
mutanten Embryonen kollabieren durch die nun vorherrschenden Attraktionssignale
alle Axone an der Mittellinie (Kidd et al., 1999; Rothberg et al., 1988). Slit ist wie
Netrin ein in den extrazellularen Raum sekretiertes Protein, welches proteolytisch
gespalten wird (Brose et al., 1999; Brose and Tessier-Lavigne, 2000; Rothberg and
Artavanis-Tsakonas, 1992; Rothberg et al., 1990). Rezeptoren fur das Slit Signal
werden codiert durch die roundabout (robo) Gene: robo 1, robo 2 (auch: leak) und
robo 3 (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999; Kidd et al., 1998a; Seeger et al., 1993).
In robo mutanten Embryonen kreuzen zu viele Axone die Mittellinie. Die Robo
Proteine sind in unterschiedlichen Subsets von Neuron lokalisiert; durch ihr
Zusammenwirken werden u.a. die Axone in die distinkten longitudinalen Faszikel

organisiert (Rajagopalan et al., 2000; Simpson et al., 2000).
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An der Mittellinie mull es einen Bereich geben, der zwischen Netrin
vermittelter Attraktion auf Slit Repulsion zum Verlassen der Mittellinie umschaltet.
Ein Gen, welches hier eine Rolle spielt, ist commissureless (comm). In comm
mutanten Embryonen fehlen alle Kommissuren. robo und comm Doppelmutanten
zeigen - ebenso wie eine (dosisabhangige) Uberexpression von comm allein - dem
robo Funktionverlust vergleichbare ZNS Phanotypen (Kidd et al., 1998b; Tear et al.,
1996). Comm scheint also die Expression von Robo zu regulieren. Weitere Studien
ergaben, dall Comm Robo Level in den Wachstumskegeln zellautonom reguliert:
Vor Kreuzen der Mittellinie wird Robo durch Comm degradiert, nach Kreuzen der
Mittellinie wird vermutlich Comm inaktiviert und Robo kann so — in den
Wachstumskegel gebracht - auf Slit reagieren (Keleman et al., 2002; Myat et al.,
2002) zur Ubersicht: (Dickson, 2002).

1.3 Gliazellen in Drosophila

Insekten besitzen im Vergleich zu den Vertebraten eine weitaus geringere
Anzahl an glialen Zellen. Bei Vertebraten kann die Anzahl der Gliazellen die der
Neurone um das Zehnfache Ubersteigen wahrend bei Drosophila etwa nur ein
Zehntel der neuronalen Zellzahl Gliazellen sind. Diese im Vergleich wenigen glialen
Zellen erfullen jedoch ahnliche Aufgaben wie bei den Vertebraten (Lemke, 2001).
Diese Aufgaben bestehen nicht nur in der Abschirmung der Neurone, der
Etablierung der Blut-Hirn-Schranke, sondern auch wahrend fruher
Entwicklungsstadien (z.B. als Migrationssubstrat fur Axone oder Tracheen) (Englund
et al., 2002; Granderath et al., 1999; Klambt et al., 1991; Takizawa and Hotta, 2001).

Die glialen Zelltypen der abdominalen Segmente in Drosophila wurden mittels
unterschiedlicher Markerlinien detailliert beschrieben und kategorisiert (Ito et al.,
1995; Klambt and Goodman, 1991). Drei Hauptkategorien sind zu unterteilen: die
oberflachenassoziierte Glia, die mit dem Neuropil assoziierte und die
cortexassoziierte Glia. Diese lassen sich nochmals in Subtypen basierend auf

Morphologie und Lokalisation in ZNS und PNS unterscheiden.

Subperineuralglia und Channelglia zahlen zu der oberflachenassoziierten

Glia. Es gibt 16-18 Subperineuralgliazellen pro abdominalem Hemisegment, die das
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ZNS in allen Richtungen umgeben. Sie sind die mengenmaRig groRte Gruppe glialer
Zellen. Die Channelglia bekleidet die vertikalen Kanale, die an den Segmentgrenzen
durch das Bauchmark ziehen. Die Cell Body Glia ist - verteilt an den Somata der
Neurone - im Cortex des Bauchmarks zu finden. Die Neuropilglia formt eine Hulle
um das gesamte Neuropil. Zu ihr gehdren die longitudinale Glia (auch Interface
Glia), die die longitudinalen Axontrakte umhdallt, die Mittellienienglia, die die
Kommissuren umhullt und die Nerve Root Glia, die die aus dem ZNS austretenden
Segmental- und Intersegmentalnerven umkleidet. Im PNS gibt es die Exit und
periphere Glia, die bis auf wenige Zellen im ZNS geboren wird und dann in das PNS
wandert. Aufgrund ihrer gcm Expression werden oft alle Gliazellen bis auf
Mittellinien- und Channelgliazellen als laterale Gliazellen zusammengefal3t
(Granderath and Klambt, 1999; Jones, 2001).

Abb. 5: Gliazellen im embryonalen Nervensystem von Drosophila
Schematische Darstellung der Lokalisation der longitudinalen Glia, der

Mittellinienglia und der peripheren Glia im Nervensystem eines Stadium 16 Embryos

1.3.1 Gliogenese

Wie beschrieben, entstammen fast alle Gliazellen der abdominalen Region
aus dem Neuroektoderm (es existieren drei verschiedene Neuroblasten:
Neuroblasten generieren nur Neurone, Glioblasten nur Gliazellen und
Neuroglioblasten Gliazellen und Neurone). Ausnahme sind die Mittelliniengliazellen,
welche sich aus dem Mesektoderm herleiten. Im PNS delaminieren SOPs vom
Ektoderm und generieren Gliazellen, Neurone und andere, sog. unterstutzende
Zellen (Lage et al., 1997; Wang et al., 1997). Neuroblasten und Neuroglioblasten

generieren im ZNS durch Zyclen von 1-12 asymmetrischen Teilungen
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Ganglionmutterzellen (GMCs — Ganglion Mother Cells), welche ihrerseits Neurone

und/oder Gliazellen hervorbringen (Campos-Ortega and Hartenstein, 1997). Alle NB
erhalten eigene ldentitdt durch spezifische Segregationsorte, Zeitpunkte der
Teilungen, und die Expression spezifischer Marker (Isshiki et al., 2001; Novotny et
al., 2002). Zellstammbaumanalysen zeigten, dal} der Grof3teil an Gliazellen von den
am weitesten dorsal am lateralen Rand des Neuroektoderms liegenden Stammzellen

generiert wird.

1.3.2 Determination und Differenzierung der Mittelliniengliazellen

Nach Delamination der sieben bis acht Vorlauferzellen teilen sich die
anteriorsten zwei bis drei erneut und differenzieren sich zu den Mittelliniengliazellen
(Kldambt et al., 1991). Die restlichen werden zu den Neuronen der Mittellinie, zu
denen u.a. auch die VUM-Neurone gehoren (Bossing and Technau, 1994). Das Gen
single minded (ein bHLH-PAS Protein) ist das Masterregulatorgen der Mittellinie und
determiniert mesektodermales Schicksal (Nambu et al., 1991). Weitere
Entscheidung zum neuronalen oder glialen Mittellinienschicksal wird durch
Kombination von Sim mit verschiedenen Segmentierungsgenen getroffen (Hummel
et al., 1999b; Menne et al., 1997).

Die Anzahl der Mittellieniengliazellen wird sekundar wieder auf drei bis vier
reduziert, u.a. geschieht dies Uber Ecdyson Signalsysteme, Argos und final durch
Apoptose (mittels der Zelltodgene head involution defective (hid) und reaper)
(Bergmann et al., 2002; Dong and Jacobs, 1997; Giesen et al., 2003; Jin et al., 2000;
Scholz et al., 1997; Stemerdink and Jacobs, 1997; Zhou et al., 1995; Zhou et al.,
1997). Sowohl diese Elimination als auch vorherige Differenzierungsschritte der
verbleibenden Gliazellen sind abhangig von der Aktivitat des Gens faint little ball,
welches das Drosophila EGF-Rezeptorhomolog DER codiert (Scholz et al., 1997;
Zak et al., 1990). Abhangig von Sim und Tango (einem weiteren bHLH-PAS Protein)
wird DER spezifisch in den Mittelliniengliazellen exprimiert (Sonnenfeld et al., 1997;
Ward et al., 1998). Spitz, der Ligand fur DER, wird wiederum abhangig von
Rhomboid und Star aktiviert (Schweitzer et al., 1995)zur Ubersicht: (Klambt, 2000).
Uber DER und Ras wird die MAPK Rolled aktiviert, welche dann den

Transkriptionsfaktor PointedP2 phoshoryliert. PointedP2 ist wie sein Antagonist Yan

11
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so an der weiteren Mittelliniengliadifferenzierung beteiligt ist (Brunner et al., 1994,
Rebay and Rubin, 1995; Scholz et al., 1997). Der Transkriptionsfaktor Tramtrack
wird gebraucht, um in den Mittelliniengliazellen neuronale Differenzierung zu

reprimieren (Giesen et al., 1997).

1.3.3 Determination und Differenzierung lateraler Gliazellen

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors glial cells missing (gcm) legt in
neuronalen Vorlauferzellen gliales Schicksal fest (Hosoya et al., 1995; Jones et al.,
1995; Vincent et al., 1996). Dies geschieht unabhangig von einer neuronalen
Vorbestimmung dieser, da eine ektopische gcm Expression in z.B. mesodermalen
Zellen dort Expression glialer Marker induzieren kann (Bernardoni et al., 1998).
reversed polarity (repo), pointed (pnt) und gcm2 sind bekannte gcm Zielgene, die
gliales Schicksal fordern und in embryonalen Gliazellen exprimiert werden (Campbell
et al., 1994; Klaes et al., 1994; Klambt, 1993; Xiong et al., 1994). Der Repressor
tramtrack (ttk) dient auch in diesem Kontext dazu, neuronale Zellschicksale zu
unterdricken (Giesen et al., 1997). Es sind bereits einige Gene als Kandidaten
beschrieben worden, die unterhalb von gcm z.B. die weitere Spezifizierung der

einzelnen Gliatypen steuern konnten (Egger et al., 2002; Freeman et al., 2003).

1.3.4 Terminale Differenzierung von Gliazellen

Es wurden einige Gene identifiziert, die am Prozel3 der terminalen glialen
Differenzierung, z.B. der Etablierung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind:
locomotion defective (loco), axotactin (axo), gliotactin (gli), frayed (fray), neurexin
(nrx) heartless (htl), draper (drpr) und wrapper (wrpr), welches allein in den
Mittellieniengliazellen exprimiert wird (Auld et al., 1995; Baumgartner et al., 1996;
Freeman et al., 2003; Granderath et al., 1999; Leiserson et al., 2000; Noordermeer
et al., 1998; Shishido et al., 1997; Yuan and Ganetzky, 1999). Exemplarisch sollen
einige der genannten Gene naher dargestellt werden. Der FGF Rezeptor Htl wird in
den longitudinalen Gliazellen exprimiert. In htl mutanten Embryonen werden die
longitudinalen Axone nicht durch die longitudinalen Gliazellen umhllt, da sie einen
vermutlich von axonaler Seite stammenden Liganden nicht empfangen konnen

(Shishido et al., 1997). Ein vergleichbarer Phanotyp kommt in /oco mutanten Tieren
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zustande. loco codiert ein RGS Protein (Regulators of G-Protein Signaling)
(Granderath et al., 1999). tre 1, welches - wie erwahnt - einen G-Protein gekoppelten
Rezeptor codiert und sowohl bei Keimzellmigration in Drosophila als auch im
Zebrafisch dort eine Rolle spielt, scheint oberhalb von loco zu wirken, da durch tre 1
Expression der loco mutante Phanotyp gerettet werden kann (Schwabe et al. Vortrag
im Rahmen der Drosophila Research Conference Washington 2004 mit dem Titel:

Dissecting a novel GPCR pathway involved in insulating the nervous system).

Nrx und Gli sind Komponenten bzw. erforderlich fir die Entwicklung der
Zellkontaktzonen, der Septate Junctions (Auld et al., 1995; Baumgartner et al., 1996;
Schulte et al., 2003). In Mutanten werden die sensorischen und motorischen Axone
nicht korrekt durch Gliazellen von der Hamolymphe abgeschirmt. Die neuronale
Reiztransduktion ist aufgrund der hohen K*-Konzentration der Hamolymphe nicht
maoglich, und die Tiere sind paralysiert. Etablierung einer korrekten, selektiven
Diffusionsbarriere durch die Gliazellen ist also unabdingbar. draper ist ein Homolog
des C.elegans Gens ced1 (cell corpse engulfment gene). Es konnte demonstriert
werden, dald Uber draper analog die Entsorgung apoptotischer (neuronaler)
Zellkorper geschieht. Zudem scheint draper eine weitere Funktion zu besitzen:
Draper ist verstarkt auf den glialen Membranen, die die Motoneurone umhdullen, zu
finden und hypomorphe Allelkombinationen fihren zu paralysierten Larven, wie sie
auch z.B. in gli Mutanten beobachtet werden, so dal3 draper zusatzlich an der
Aufrechterhaltung der Motoaxonphysiologie beteiligt sein kdnnte (Freeman et al.,
2003).

1.4 Gliamigration in Drosophila

Nach der Determination und einhergehend mit der terminalen Differenzierung
mussen einige Subtypen glialer Zellen im embryonalen Nervensystem von
Drosophila migrieren, um ihre finalen Positionen zu erreichen. Gliazellen verfolgen
dabei stereotype Routen: die longitudinalen Gliazellen migrieren in Richtung
Mittellinie, die Nerve Root Gliazellen orientieren sich umgekehrt weg von dieser,
Mittelliniengliazellen migrieren zwischen anteriore und posteriore Kommissur und die
peripheren Gliazellen wandern — im ZNS geboren — in die Peripherie und legen

damit die grofdte Distanz zuruck. Migration glialer Zellen findet nicht nur im Embryo
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statt. In der Augenimaginalscheibe von Drosophila Larven des dritten Larvalstadiums
migrieren die sog. Retinobasalgliazellen (RBG) von ihrem Entstehungsort entlang
des optischen Stiels in die Augenimaginalscheibe ein (Choi and Benzer, 1994;
Hummel et al., 2002; Rangarajan et al., 2001; Rangarajan et al., 1999).

Mittellinienglia
periphere Glia

@
2. o®

longitudinale Glia

Abb. 6: Migrationsrichtungen von Gliazellen
Schematisch in grau ist das fruhe ZNS dargestellt. Pfeile indizieren die

Migrationsrichtungen
1.4.1 Migration der Mittelliniengliazellen

Im embryonalen ZNS wird anfangs nur die anteriore Kommissur angelegt.
Erst nach dem Kontakt mit den Zellfortsatzen der Mittelliniengliazellen projizieren die
ersten kommissuralen Axone auch in die posteriore Kommissur. Beide Kommissuren
werden in direkter Nahe zueinander angelegt und sind nur durch die Axone der VUM
Mittellinienneurone und die Fortsatze der Mittelliniengliazellen getrennt. Die
Mittelliniengliazellen orientieren sich entlang der Axone der VUM Neurone in den
interkommissuralen Raum, der dadurch expandiert. Durch diese interkalierende
Migration werden anteriore und posteriore Kommissur separiert (Klambt et al.,
1991).

Ausfall von spitz, pointed oder rhomboid Genfunktion fuhrt im ZNS zu einem
Phanotyp fusionierter Kommissuren, da die Mittelliniengliazellen teilsweise fehlen
oder ungenugend differenziert wurden. In wrapper mutanten Embryonen ist die
terminale Differenzierung betroffen und auch hier sind die Kommissuren fusioniert.
Etwa 20 Loci konnten aufgedeckt werden, die bei Verlust der jeweiligen Gene
ebenfalls in einem solchen Phanotyp resultieren (Hummel et al., 1999a; Hummel et
al., 1999b). Diese fungieren entweder auf glialer Seite oder sie wirken auf Seiten der

VUM Neurone, die das Substrat der Mittelliniengliamigration darstellen. In diesem
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Zusammenhang wurde kette, bzw. dessen Produkt, bereits als Homolog des Hem-
2/Nap1 Proteins (Nck-associated Protein 1) identifiziert. In kette mutanten
Embryonen weist das ZNS axonale Projektionsdefekte der VUM Neurone auf
(Hummel et al., 2000). Weitere Studien ergaben, dal® Kette an der Regulation des F-
Aktinzytoskeletts beteiligt ist, einer Grundvoraussetzung von axonaler Zellmotilitat
(Bogdan and Klambt, 2003).

1.4.2 Migration der longitudinalen Gliazellen

Die Konnektive des ZNS formieren sich durch ipsilateral projizierende
Pionierneurone und die longitudinalen Gliazellen. Der longitudinale Glioblast teilt sich
und die Gliazellen migrieren in ventraler Richtung bis sie (mit einer gewissen Distanz
zur Mittellinie) die Zellkorper der Pionierneurone kontaktieren. Folgend migrieren die
longitudinalen Gliazellen vor und in engem Kontakt zu den Wachstumskegeln der
Axone und bleiben schliel3lich an markanten Positionen stehen, die entweder fur
weitere Axonlenkung oder Faszikelbildung eine Rolle spielen, was sich auch nach
der Etablierung des ersten longitudinalen Faszikels weiter fortsetzt (Hidalgo and
Booth, 2000).

Wie bei der axonalen Wegfindung scheint eine transiente Expression von
Robo in den longitudinalen Gliazellen diese kurz vor der Mittellinie stoppen zu lassen
(Kinrade et al., 2001). In dem Moment, wenn Gliazellen die Axone kontaktieren, ist
Robo nicht langer fur eine Repression der Migration verantwortlich, sondern es sind
vielmehr trophische Zellinteraktionen und Kontakte, die longitudinale Glia in ihren
lateralen Positionen verbleiben lassen (Hidalgo, 2003; Hidalgo and Booth, 2000;
Hidalgo and Brand, 1997; Kinrade et al., 2001).

1.4.3 Migration der peripheren Gliazellen
Anders als die glialen Zellen des ZNS, mussen periphere Gliazellen relativ

weit migrieren, um die finalen Positionen zu erreichen. Dies macht sie zu einem sehr

gut geeigneten Modell, um Migration zu untersuchen, da abberante gliale Positionen
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Einleitung

leicht erkannt werden und axonale Defekte zudem Aufschlisse Uuber
Fehlmigrationen geben konnen. Fast alle peripheren Gliazellen werden im ZNS
geboren. Sie leiten sich haupsachlich von den NB 1-3 und 2-5 ab und migrieren frih
wahrend der Embryogenese zum lateralen Rand des Bauchmarks (lto et al., 1995;
Klambt and Goodman, 1991; Schmidt et al., 1997). Sie variieren in der Gesamtzahl
von sechs bis acht. In spaten Stadien der Embryogenese findet sich eine assoziiert

mit dem SN, der Rest reiht sich entlang den Trakten des ISN auf.

Der Wachstumskegel des aCC Neuron (das Pionierneuron des ISN) navigiert
im Stadium 12 auf die erste periphere Gliazelle zu. An diesem Punkt stellt die
Gliazelle ein intermediares Ziel fur das Axon dar. In der weiteren Entwicklung wird
diese Situation umgekehrt, da die peripheren Gliazellen dann den axonalen Trakten
zu folgen scheinen (Sepp et al., 2000). Nach Proliferation verbleiben die peripheren

Gliazellen zunéchst in einer Gruppe an der ZNS/PNS Ubergangszone.

Ab Stadium 13 folgen die Gliazellen mit ihren cytoplasmatischen Fortsatzen
voran stets den Axontrakten der SN und ISN (Sepp et al., 2000; Sepp et al., 2001).
Zu Beginn scheinen sie sich hierbei an der Kombination sensorischer und
motorischer Axone zu orientieren, wahrend sie spater sensorische Axontrakte als
Migrationssubstrat zu bevorzugen scheinen (Sepp et al., 2000). Mit
voranschreitender Migration steigt auch der Grad an Expansion der peripheren
Gliazellen und Umhullung der Axone durch diese bis im Stadium 17 dieser Prozel3
fast abgeschlossen ist. Lediglich ein distal gelegener Bereich scheint nicht durch

repo-positive Gliazellen umhullt zu werden (Sepp et al., 2000).

Wie schon fur andere gliale Zellen beschrieben, existieren reziproke
Interaktionen zwischen PNS Neuronen und peripheren Gliazellen (Sepp and Auld,
2003a; Sepp et al., 2001). Uber die Kontrolle der Migration ist jedoch wenig bekannt.
Uber Aktin-GFP Markierung peripherer Gliazellen wurde gezeigt, daR diese als
kontinuierliches Band von Zellen migrieren, wobei besonders die aullerste
filopodienahnliche, F-Aktin enthaltene Projektionen besitzt. Mittels ektopischer
Expression konnte gezeigt werden, dal} die kleinen GTPasen RhoA und Rac1

unterschiedliche Aufgaben wahrend der Migration peripherer Gliazellen besitzen
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Einleitung

(Sepp and Auld, 2003b). Uber Faktoren, die F-Aktindynamik als integralen

Bestandteil von Zellmotilitat weiter kontrollieren bzw. regulieren, ist nichts bekannt.
1.5 Ziel der Arbeit
Untersucht werden sollte die Entwicklung der peripheren Gliazellen. Um Gene

zu identifizieren, die an der Differenzierung und Migration dieser beteiligt sind,

sollten verschiedene genetische Ansatze verfolgt werden.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

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

in der Qualitat pro-analysis bezogen.

Aldrich (Steinheim) Baker (Grol3-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)

Lésungen fur molekularbiologische Arbeiten wurden mit Reinstwasser angesetzt und

autoklaviert oder sterilfiltriert.

2.1.2 Puffer, Medien und Lésungen

Apfelsaftagarplatten 18 g Agar/500 ml H,O autoklavieren,
150 ml H20O zugeben, aufkochen,

3 ml Eisessig zugeben.

Araldit 52 ml Araldit Cy 212 und
48 ml Araldit Hy 964 (Harter) fur 1 h mit einem
Glasstab ruhren, anschliel3end tropfenweise
2ml Araldit Dy 964 (Beschleuniger) zugeben, in 10ml
Spritzen aliquotieren und bis zum weiteren Gebrauch
bei —20 °C lagern.

BCIP-LOsung 50 mg/ml BCIP in 100 % Dimethylformamid
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Bleihydroxydlosung

Chrom-Alaun-Gelatine

DAB

DEPC-H,0

Drosophila Standardmedium

(pro Liter Leitungswasser)

EM Fixative

Glutaraldehyd
(Vorfixierung)

Material und Methoden

12,5 g NaOH

5 g Kaliumnatriumtartrat

auf 50 ml mit H,O auffullen (Stocklésung), davon
0,5 ml auf 100 ml H,O verdunnen und erhitzen.

1 g Bleimonoxid hinzugeben, abkuhlen lassen,

filtrieren und auf pH 12,3 einstellen.

150 ml H20 und

1,5 g Gelatine 1 h bei Zimmertemperatur quellen
lassen, weitere 150 ml H,O auf 60 °C erwarmen und
mischen, nach vollstandiger Losung

0,15 g Chrom-Alaun zugeben.

0,3 mg/ml DAB in PBS

0,1 % (v/v) DEPC in H20 U. N. I6sen und

autoklavieren.

8,5 g Agar und

77 g Maismehl aufkochen,

18 g Trockenhefe,

10 g Sojamehl,

82 g Malzextrakt

41 g Rubensirup hinzugeben,
auf 60 °C abkuhlen lassen,
4,5 ml Propionsaure und

1/5 ERI6ffel Nipagin hinzugeben.

50%ige Stammlodsung wird auf 18,5 % in PBS

verdunnt.
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Osmiumfixans

(Simultanfixierung)

Epon

Ethidiumbromid

Gelladepuffer (10 x)

Heptan-Fixans
Glutaraldehyd
(Antikorperfarbung)

Hoyers Medium

Hybridisierlosung

(in situs)

Material und Methoden

2 % Glutaraldehyd, 1 % OsO4 in Phosphatpuffer (pH
7,0)

Epon |: 31 ml Epon 812 und 50 ml DDSA

Epon II: 50 ml Epon 812 und 44,5 ml MNA (Harter)
gebrauchsfertige Eponlosung (7:3)

21 ml Epon |

9 ml Epon I

0,45 ml DMP 30 (Beschleuniger)

10 mg/ml (Stockldsung) davon 4 ul/100ml Agarosegel

4 M Harnstoff

50 % Saccharose

50 mM EDTA
Spatelspitze Xylencyanol

Spatelspitze Bromphenolblau

4 % Glutaraldehyd in PBS 1:1 mit Heptan aufflllen,
schuitteln, nach Phasentrennung die gesattigte
Heptanphase zur Fixierung verwenden.

(kann wiederverwendet werden)

50 ml H,O und 30 g Gummi arabicum U. N. rUhren,
200 g Chloralhydrat und 16 ml Glycerin zugeben,

verruhren und ggf. zentrifugieren.

Hinzugabe von 100 pg/ml denaturierter

Lachssperma-DNA zum Hybridisierungspuffer.
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Hybridisierungspuffer

Injektionsansatz

Injektionspuffer (10 x)

LB-Medium

LB-Agarplatten

Lysispuffer

Natriumhypochloritldsung

NBT-L6sung

NBT-Puffer

Material und Methoden

50 % Formamid,
5 x SSC,
0,1 % Tween 20

5 ug Vektor-DNA,

1,5 ug Helper-DNA (Laski et al., 1986),
1 ul Lebensmittelfarbe,

1,5 pl 10 x Injektionspuffer

ad 15 yl H0

1 mM POs-Puffer (pH 7,4), 50 mM KCI

10 g Bacto Trypton,
5 g Bacto Yeast Extract,
10 g NaCl

ad 11 H20 (auf pH 7 einstellen) und autoklavieren.
24 g Agar/l Medium

0,1 M TrispH 9

0,1 M EDTA

1 % Natriumlaurylsulfat (SDS)

10-15 % aktives Chlor (Chlorbleichlauge Schindler &

Co.) 1:1 mit H,O verdunnen.
75 mg/ml NBT in 70 % Dimethylformamid
100 mM NacCl

50 mM MgCl,
100 mM Tris/HCI (pH 9,5)
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Neomycin (G418) Losung

Neomycin Drosophila

Futtermedium

PBS

PBT

Phosphatpuffer, 1 M, pH 7,2

Phosphatpuffer, 1 M, pH 7,4

RNase-Wasser

Ponceau S Farbelosung

SDS (10 %)

Material und Methoden

25 mg/ml in PBS I6sen und ggf. mit Lebensmittelfarbe

oder Bromphenolblau einfarben.

Standardmedium in der Mikrowelle schmelzen, flr die
19 A FRT Insertion 0,2ml Neomycinlésung pro 10 ml
Standardmedium einrthren.

130 mM NaCl

7 mM Na;HPO,4

3 mM KH,POy4

2,7 mM KCI (pH 7,6)

0,1 % Triton X-100 in PBS

68,4 ml 1M Na;HPO,
31,6 ml 1M NaH,PO,

77,4 ml 1M NaxHPO,
22,6 ml 1M NaH2PO4

0,2 uyg/ml RNase in sterilem H,O

3 % Essigsaure
0,3 % Ponceau S

10 % Natriumdodecylsulfatldsung
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SDS-Page

2 x SDS-Probenpuffer

4 x Sammelgelpuffer

4 x Trenngelpuffer

Sammelgel 4 % (10ml)

Trenngel 10 % (30 ml)

Elektrodenpuffer

Material und Methoden

0,125 M Tris-ClI

4 % SDS

20 % Gilycerol

0,02 % Bromphenolblau

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

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

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

1,33 ml Acrylamid-LOsung
2,5 ml 4 x Sammelgelpuffer
0,1 ml 10 % SDS

6 ml H>O

100 pl 10 % APS

10 yl TEMED

10 ml Acrylamid-Losung
7,5 ml 4 x Trenngelpuffer
0,3ml 10 % SDS

12,1 ml H,O

300 pl 10 % APS

20 yl TEMED

25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1 % SDS, auf pH 8,3 einstellen.
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SB Medium

SOC Medium

SquiB

SSC (20x)

STET-Puffer

TBE

Material und Methoden

35 g Trypton
20 g Yeast Extract
5 g NaCl

ad 11 H,0O, pH 7,5 einstellen und autoklavieren.

2 % Bacto Trypton

0,5 % Bacto Yeast Extract
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl;

10 mM MgSO;4

autoklavieren, dann auf 20 mM Glucose einstellen.

10 mM Tris, pH 8,2

1 mM EDTA

25 mM NaCl,

vor Verwendung auf 200 pg/ml Proteinase K

einstellen.

3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat

8 % Saccharose

5 % Triton X-100

50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

50 mM Tris/HCI, pH 8,2

50 mM Borsaure
5mM EDTA
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TBS/Tween 20

TE

Toluidinblaufarbelosung

Material und Methoden

20 mM Tris/HCI, pH7,6
137 mM NaCl
0,1% Tween 20

10 mM Tris/HCI, pH 8,2
1 mM EDTA

1 % Toluidinblau und 1 % Borax je in HO
davon werden:

500 pl Toludinblau und

500 pl Borax zu

9 ml H,O gegeben (Gebrauchslosung).

Transferpuffer (Western Blot) 25 mM Tris

129 mM Glycin

10% MetOH

pH8,2-8,4
Tris/HCI 1 M Trisbase

mit HCI auf gewunschten pH-Wert einstellen.
Uranylacetat 2 % in H0O
2.1.3 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 RNAIi Konstrukten (Lee and Carthew, 2002)
pWhspPT P-Element Transformationsvektor Derivat des pCaSpeR
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Material und Methoden

(Thummel et al., 1988)

pCaSpeRhs P-Element Transformationsvektor Derivat des pCaSpeR

2.1.4 Bakterienstamme

Bezeichnung
DH5a
XL1 blue

2.1.5. Antikorper

Herkunft
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein

2.1.5.1 Primare Antikorper

Bezeichnung
BP102

22C10 (anti-Futsch)
anti-p-Galaktosidase

anti-Elav

anti-HRP-FITC
(-Cy3; -Cy5)

anti-Repo

anti-Repo
anti-p3-Tubulin

anti-Tango

anti-GFP
anti-Crooked Neck

Typ
Maus

Maus
Kaninchen

Ratte
Ziege
Maus
Kaninchen
Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Verdlinnung

1:50

1:50

1: 5000

1:5

1:100

1:5

1:200

1:5000

1:5

1:500
1:300

(Thummel et al., 1988)

Referenz/Herkunft
Patel & Goodman,
unveroffentlicht

(Fujita et al., 1982)
Cappel

Developmental Studies
Hybridoma Bank

Dianova

Developmental Studies
Hybridoma Bank

(Halter et al., 1995)

(Kimble et al., 1989)
Developmental Studies
Hybridoma Bank

Bockers, unveroffentlicht
(Raisin-Tani and Leopold, 2002)
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2.1.5.2 Sekundare Antikorper

Spezifitat Konjugation Verdinnung 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
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

2.1.6 Verwendete Fliegenstamme

Im folgenden aufgelistet sind Stamme, die im Laufe der Arbeit verwendet
wurden und grofdtenteils in den Legenden der Ergebnisdokumentation erwahnt
werden. In dieser Arbeit generierte Stamme bzw. anderweitig benutzte Konstrukte

und Stamme werden im Ergebnisteil aufgefuhrt.

2.1.6.1 Balancer- und Wildtypstamme

Stamm Beschreibung Referenz/Herkunft
OregonR Wildtyp (Lindsley and Zimm,
1992)
w8 w (Lindsley and Zimm,
1992)
y fvmal Ausgangsstamm X- (Lindsley and Zimm,
chromosomale 1992)
Mutagenese
w;;mA2-3, Ki, p°/ TM3 Transposase (Robertson et al., 1988)
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TM2, Ubx

TM3, Sb P[ry*, ftz-lacZ]

TM6®, Tb P[w", Ubx-lacZ]
w; ; TM3, Sb/TM6B, Hu Tb

w’; CyO/Sp;, TM3/TM6B

FM7c® P[ry*, ftz-lacZ]

w; CyO® P[ry*, elav-lacZ}/Sp;
TM2/TM6B® P[w*, Ubx-lacZ]
brik""#*/FM7c™ Plry*, ftz-lacZ];

CyO® PJry*, ftz-lacZ}/Ttt

bri""#*/FM7c™ Plry*, ftz-lacZ];
TM3 Sb P[ry*, ftz-lacZ}/Scr
w; Dr[Mio]/TMS3,

P{w[+mC]=GAL4-twi.G},
P{UAS-2xEGFP},Sh,Ser

y,w,N/FM7c, P{w[+mC]=GAL4-

twi.G}, P{UAS-2xEGFP}

3. Chromosom

Balancer 3. Chromosom

Balancer 3. Chromosom
Balancer 3. Chromosom
Doppelbalancer 3.
Chromosom
Doppelbalancer 2./3.
Chromosom

Balancer X Chromosom
Doppelbalancer 2./3.
Chromosom
Doppelbalancer X/2.
Chromosom
Doppelbalancer X/3.
Chromosom

GFP Doppelbalancer 3.

Chromosom

GFP Doppelbalancer X

Chromosom

Material und Methoden

(Lindsley and Zimm,
1992)

Klambt, unveroffentlicht
Vassin, unveroffentlicht

Klambt, unveroffentlicht

Klambt, unveroffentlicht

Hiromi, unveroffentlicht

Klambt, unveroffentlicht

Lammel,
unveroffentlicht
Lammel,
unveroffentlicht

Bloomington

Bloomington

2.1.6.2 Mutationen, Enhancer trap Linien, Reporter- und FRT Konstrukte

Stamm

2

tgo

tgo°®

3A1-042

tgo

ssfaHR]

Beschreibung/Gen

Lokalisation/Chromosom

tango (tgo) EMS Allel 3.
tango (tgo) EMS Allel 3.
tango (tgo) EMS Allel 3.

spineless (ss) Allel

Referenz/Herkunft

(Sonnenfeld et al.,
1997)

(Hummel et al.,
1999a)

(Hummel et al.,
1999a)

Bloomington
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crn[yok-EH352]
pointed*®®
tramtrack®**

NS

how"**

rA87

J29

tai[k05809]

trh[10512]

grh 2,5 — Su(H)x4-lacZ
RrK-lacZ 6.3
P{ryneoFRT}19A
P{ryneoFRT}19A,
P{w'tubPGAL80},

P{ryhsFLP};
P{w*UASMmCD8GFP}

crooked neck (crn) EMS
Allel
transposaseinduziertes
pointed Allel

tramtrack (ttk) EMS Allel

temperatursensitives Notch

(N) Allel

held out wing (how) EMS

Allel

Enhancer trap Insertion in

glia cells missing (gcm)

Enhancer trap Insertion in

gliotactin (gli)

Enhancer trap Insertion in

taiman (tai)

Enhancer trap Insertion in

trachealess (trh)
su(H)lacZ Reporter

loco Reporter

19 AFRT
MARCM-Set

X

Material und Methoden

Bloomington

(Kiambt, 1993)

(Hummel et al.,
1999a)
(Shellenbarger and
Mohler, 1978)
(Baehrecke, 1997)

(Klambt and
Goodman, 1991)
(Klambt and
Goodman, 1991)

Bloomington

Bloomington

(Furriols and Bray,
2001)
(Granderath et al.,
2000)
Bloomington

Bloomington
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2.1.6.3 GAL4 Aktivatorlinien

Stamm

24B GAL4
rho GAL4
da GAL4
sim GAL4
sli GAL4
elav GAL4
loco GAL4
sca GAL4
dpp GAL4
GMR GAL4

ey GAL4
en GAL4
ptc GAL4
pnr GAL4
MZ97GAL4
MZ97GAL4
repo GAL4
sev GAL4

2.1.6.4 UAS Effektorlinien

Stamm

UAS actin GFP
UAS N intra MHLS
UAS N ECN Xhol

UAS DI

Material und Methoden

Expressionsmuster/ Insertion/ Referenz/Herkunft
Promotor Chromosom
myosin-heavy chain 3. (Schuster et al., 1996)
rhomboid 2. bzw. 3. Ip and Levine, unveroffentlicht
daughterless 3. (Wodarz et al., 1995)
single-minded 2. bzw. 3. (Scholz et al., 1997)
slit 2. (Scholz et al., 1997)
elav X (Lin and Goodman, 1994)
loco 2. bzw. 3. (Granderath et al., 1999)
scabrous 2. (Hinz et al., 1994)
decapentaplegic 3. Bloomington
glass Multimer 2. (Ellis et al., 1993)
Reporter
eyeless 2. Bloomington
engrailed 3. Bloomington
patched 2. Bloomington
pannier 3. Bloomington
periphere Glia 2. (Ito et al., 1995)
periphere Glia 2. (Ito et al., 1995)
reversed polarity 3. (Sepp et al., 2001)
sevenless 2. Bloomington

Beschreibung/Gen Referenz

! Lokalisation/Chromosom),

Delta cDNA

actin 5¢ GFP

Notch intrazellulare Domane

Notch extrazellulare Doméane

2.  (Wolf et al., 2002)

3. Klein, unveroffentlicht
2.  Klein, unveroffentlicht
X

Bloomington
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UAS tango

UAS tango DN

UAS BTB-pnt Fusionskonstrukt: PntETS1
Domane mit ttk BTB/POZ
UAS pointedP2 pointedP2

tango cDNA

tango dominant Negativ
(fehlende DNA Bindung)

2.1.6.5 Duplikationen und Defizienzen

Material und Methoden

2. (Sonnenfeld et al.,
1997)

2. (Ohshiro and Saigo,
1997)

2. Giesen, unveroffentlicht

2. (Brunneretal., 1994)

Zur Kartierung der drittchromosomalen Mutationen wurde das Bloomington

Defizienzenkit fur das 3. Chromosom (bis dato ca. 200 Stamme) verwendet. Die

Duplikationen und Translokationen, die zur Kartierung der X-chromosomalen

Mutationen verwendet wurden, sind in der nachfolgenden Liste aufgefuhrt:

Bloomington

Stammnr.

901

761

1527

936

1319

5594

5279

Stammbeschreibung

Df(1)svr, N[spl-1] ras[2]
fw[1])/Dp(1;Y)y[2]67919.1/C(1)DX,
y[1] 1]

Dp(1;O)R, y[+Fy[1] dor[8]

Df(1)w258-45, y[1]/Y;
Dp(1;3)w[vco]

Df(1)64c18, g[1]
sd[1]/Dp(1;2;Y)w[+]/C(1)DX, y[1]
w(1] f[1]

Tp(1;2)w-ec, ec[64d] cm[1] ct[6]
sn[3]/C(1)DX, y[1] w[1] f[1]
Df(1)dhd81, w[1118]/C(1)DX, y[1]
f[1]; Dp(1,2)4FRDup/+

Df(1)JC70/Dp(1;Y)dx[+]5,

Duplikationssegmente

001A01;002B17-18 +
020A03;020Fh

001A03-04;003A01-02 +
020A01;020Fh
002B17-C01,003C05-06

002D01-02;003D03-04 +
001B01;001B02 + 020B;020F
+ 021A01;022E04
003C01-02;003E07-08

003C02;003F + 003F;004E03
+ 020Fh;020Fh +
004E03;005A01-02;026D7
004C11,006D08 +
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948

1879

5678

5292

929

5596

3560

5459

3219

5270

5273

1537

Y[+VC(1)M5

Df(1)ct-J4, In(1)dl-49,
f[1)/C(1)DX, y[1] w[1] f[1];
Dp(1;3)sn[13a1}/Ki[1]
Df(1)GE202/Y:
Dp(1;2)sn[+]72d/Dp(?;2)bw[D],
bw[D] & C(1)A, y[1/Y;
Dp(1;2)sn[+]72d/Dp(?;2)bw[D],
bw/[D]

Dp(1;Y)619, y[+] B[S)w[1]
otd[9J/C(1)DX, y[1] w[1] f[1]

y[1] nej[Q7] v[1] f{1)/Dp(1;Y)FF1,
Y[+//C(1)DX, y[1] w[1] f[1]
DF(1)v-L 15, y[1)/C(1)DX, y[1] w[1]
f11]: Dp(1;2)v[+]750/+
Dp(1;Y)BSC1, y[+}/w[*]
tsg[2J/C(1)RM, y[1] v[1]
Df(1)v-N48,

" V/Dp(1,Y)y[+]v[+#3/C(1)DX,
y[1] f[1]

C(1;Y)6, y[1] w[*] P{white-
un4}BE1305 mew[023}/C(1)RM,
y[1] pn[1] v[1]; Dp(1;)y[+]
C(1;Y)1, Df(1)g, y[1] f[1]
B[1V/C(1)A, y[1)/Dp(1;)LJY, y[+]
gl*] na[+] Ste[+]

Df(1)19, fl1J/C(1)RM, y[1] shi[1]
f[1]; Dp(1;Y)shi[+]3, y[+]

Df(1)19, fl1J/C(1)DX, y[1] w[1]
f[1]; Dp(1;4)r[+]l

Dp(1;Y)W73, y[31d] B[1], f[+],
B[SYC(1)DX, y[1] f[1V/y[1]

Material und Methoden

001A01;001B04
006C;007C09-D0O1

007A08;008A05

007D;008B03-D07 +
016A1;016A1 + 020B;020Fh
008C-D;009B +
001A01;001B02
009A02;010C02

001A1;001B01-02 + 010C01-
02;011D03-08
009F04;010E03-04 +
001A01;001B02 + 020B;020Fh

011D-011F;012B07 +
001A01;001B02-12

012A06-10;013A02-05 +
001A01;001B03-04

013F01-04;014F04-06 +
001A01;001B02 +
016A1;016A1 + 020B;020Fh
013F01-04;016A01 + ?
001A01;1A ?

015B01-D;016F +
001A01;001B2 + 016A1;016A1
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baz[EH171] + 020A;020Fh + 020B;020Fh
1538 Df(1)os[UE69J/C(1)DX, y[1] 016F01-04;018A05-07 +
f11)/Dp(1;Y)W39, y[+] | = fcl[+]Y ~ 001A01;001B02 + 019E05-
07:020Fh
3033 Df(1)R20, y[1?}/C(1)DX, y[1] w[1] 018F01;020Fh +
f111/Dp(1;Y)y[+mal[+] 001A01;001B02

2.2 Methoden

2.2.1 Genetische Methoden

2.2.1.1 Fliegenzucht

Alle Fliegenstamme wurden auf Drosophila Futtermedium in
Standardplastiktopfen bei 25 °C gehalten. Fur Kreuzungen wurden frisch geschllpfte

jungfrauliche Weibchen und Mannchen verschiedener Altersstufen verwendet.

2.2.1.2 Sammeln von Embryonen

Fur Einzel-Eiablagen wurden die Fliegen in ein leeres, mit Luftlochern
versehenes Plastikgefaly uberfuhrt, das mit einer Apfelsaftagarplatte verschlossen
wurde. Diese wurde zuvor mit etwas frisch angeruhrter Backerhefe bestrichen. Die
Apfelsaftagarplatte wurde alle 12 h gewechselt und fur maximal 2 Tage bei 4°C bis

zur Fixierung gelagert.

Fur Massen-Eiablagen wurde das Farbeblocksystem 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
Ablagerohrchen fur Fliegenstamme. Der Block wird in eine CO,-Kammer gestellt und
die Fliegen werden mit Trichtern in die einzelnen Kammern eingefullt und gleichzeitig
narkotisiert. Der Block wird danach mit der anderen Halfte verschlossen. Nach dem

Erwachen der Fliegen wird die Gaze einer Seite von aullen mit Backerhefe
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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 abgespult und die Ablagen werden

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

2.2.1.3 Generierung von Rekombinanten zur klonalen Analyse

Das Prinzip wird anhand der in der Arbeit benutzten Stamme erlautert:
Das zu rekombinierende, mutante X-Chromosom (yfvmal*) wird in der ersten
Generation gegen einen w’; P [ry] FRT19A Stamm gekreuzt. Aus der resultierenden
F1 Generation werden zehn jungfrauliche Weibchen, die heterozygot fur die beiden
beschriebenen Chromosomen sind gegen drei bis vier FM7 Mannchen gekreuzt.
Diese Kreuzung wird auf Standardmedium fir zwei Tage bei 25 °C gehalten.
Folgend wird die Kreuzung auf Neomycinmedium umgesetzt und dort 24 h bei 25 °C
belassen. Dieser Vorgang wird ca. viermal wiederholt, bis dann die adulten Tiere
verworfen werden. Nur Tiere mit Neomycinresistenz Uberleben, die gleichzeitig die
FRT Insertion tragen. Rekombinanten konnen anhand der Augenfarbe identifiziert
werden. In Einzelkreuzungen werden Rekombinanten erneut gegen einen FM7

Balancerstamm gekreuzt und aus den Nachkommen wird der Stamm etabliert.

Um zu testen, ob der etablierte Stamm weiterhin die X-chromosomale
Mutation tragt, gibt es mehrere Moglichkeiten: Ist der Stamm letal, ist es
wahrscheinlich, dal} eine Letalmutation mit auf das FRT-Chromosom rekombiniert
wurde. Zudem kann das Vorhandensein der Mutation durch eine Antikorperfarbung
bestatigt werden, da die hier beschriebenen Allele zuvor aufgrund von
Gliamigrationsdefekten im Embryo selektioniert wurden. Bei bereits bekannten
Mutationen kann eine Kreuzung gegen ,gerettete Mannchen®, d.h. Mannchen, in
denen via einer Duplikation das mutierte X-Chromosom uberlebt, ein

Komplementationstest durchgeflhrt werden.

Zur Generierung von Klonen werden die rekombinierten Stamme gegen einen

Stamm mit dem gleichen FRT (ohne Mutation) und einer Flipasequelle gekreuzt.
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Wird eine hs-Flipase benutzt, sollten Ablagen der Kreuzungen zeitlich kontrolliert
werden. Der Hitzeschock sollte im ersten Larvalstadium bei 38 °C im Wasserbad fur

1 h gegeben werden, um Klone im adulte Auge zu erhalten.
2.2.1.4 Erzeugung neuer Konstruktinsertionen

Jungfrauliche Weibchen, Tragerinnen des jeweiligen w'-markierten
Konstruktes (z.b. eines UAS Konstruktes), werden gegen Mannchen des A2-3-
Stammes gekreuzt. Mannliche Nachkommen, die sowohl das A2-3-Chromosom als
auch das UAS Konstrukt tragen, werden gegen Balancer-Weibchen ausgekreuzt. In
der nachsten Generation werden solche Tiere selektioniert, die eine veranderte
Augenfarbe (als Hinweis auf einen neuen Insertionsort) aufweisen und keine
Transposase (Selektion gegen den Ki Marker) mehr besitzen. Diese werden in

Einzelkreuzungen gegen Balancertiere etabliert.
2.2.1.5 EMS Mutagenese zur Isolierung X-chromosomaler Mutationen

3 bis 4 Tage alte, isogenisierte Mannchen fiur ein nicht-letales, rezessiv
markiertes X-Chromosom (yellow, forked, vermillion, maroonlike) wurden mit einer
25 mM EMS (Ethylmethansulfonat) Losung nach der Methode von Lewis und Bacher
(1968) behandelt. 50 mutagenisierte Mannchen werden gegen ca. 150 brk™"?/IFM7c
jungfrauliche Weibchen gekreuzt. Diese Kreuzung wurde bei 25 °C zweimal im
Abstand von je zwei Tagen auf frisches Drosophila Medium gesetzt, und danach
wurde die Parentalgeneration verworfen. Aus der F1 Generation wurden einzelne,
FM7c balancierte Weibchen, die gleichzeitig auch Tragerinnen des mutagenisierten
X-Chromosoms sind, gegen FM7c Mannchen gekreuzt. Aus diesen
Einzelkreuzungen wurden Stamme etabliert. In der nachfolgenden F2 Generation
kdnnen letale Mutationen anhand des Fehlens von mannlichen Tragern des X-
Chromosoms identifiziert werden. Stamme mit nicht-letalen Mutationen wurden

verworfen. (Kreuzungsschema der Mutagenese siehe auch Abb.17)
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2.2.1.6 Bestimmung der Letalitatsphase

Fliegen eines zu untersuchenden Stammes werden gegen den Wildtypstamm
OregonR ausgekreuzt. Die Nachkommen der F1 Generation (ohne Balancer)
werden hinsichtlich ihrer Letalitatsphase untersucht. Dazu werden diese auf frische
Apfelsaftagarplatten gesetzt, und die Ablage wird alle 12 h gewechselt.
Anschliel’end wird die Ablage weitere 36 h bei 25 °C inkubiert und danach das
Verhaltnis von Embryonen zu geschlipften Larven bestimmt. Bei einem ungefahren

Verhaltnis von 1:4 handelt es sich um eine embryonal letale Mutation.

2.2.1.7 Keimbahntransformation

Zur Keimbahntransformation wurde ein Eppendorf Transjektor 5246
eingesetzt. Fur die Injektionen wurden nachgeschliffene femtotipll-Kanulen
verwendet. Vor dem Einsetzen in das Injektionssystem wird die femtotipll-Kanule mit

5 ul Injektionsmix befullt.

2.2.1.7.1 Praparation der Embryonen

w'""®_Fliegen werden 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 % NaOCI
fur 2 min inkubiert und dann - grindlichst mit Wasser gewaschen - auf einen
Apfelsaftagarblock transferiert. Mit einer Prapariernadel werden die Embryonen in
Reihen in einheitlicher Ausrichtung dort angeordnet. Sie werden anschliefend mit
einem mit Heptankleber beschichteten Deckglas aufgenommen und bis zu einem
kritischen Punkt getrocknet. Dieser Punkt ist erreicht, wenn die Vitellinmembranen
auf leichten Druck mit der Prapariernadel hin Falten werfen. Diese Embryonen
werden dann sofort mit 10S Ol (Voltalef) Uberschichtet und fiir die Injektion

verwendet.
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2.2.1.7.2 Injektion der Embryonen

Embryonen und Injektionskanule werden an einem Mikroskop in einer Ebene
ausgerichtet. Injektionen erfolgen nur in Embryonen, die sich noch im syncytialen
Blastoderm Stadium befinden. Die Kanule wird in den posterioren Pol des Embryos
gestochen und durch Betatigen 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 Wageschélchen tberfiihrt und mit 3S Ol (Voltalev)
uberschichtet. Die Embryonen werden bis zum Schlipfen bei RT gehalten.
Geschlupfte L1 Larven werden mit einer Praparationsnadel in ein Fliegenréhrchen

mit Drosophila Standardmedium uberfuhrt.

2.2.1.7.3 Selektion transgener Fliegen

Die geschlupften Fliegen werden einzeln gegen Doppelbalancer (w; Sp/CyO,;
TM2/IMKRS) gekreuzt. In der F1 Generation konnen die transgenen Tiere anhand
der Augenfarbe (w") identifiziert werden. Die Starke der Expression des w'-Gens
hangt vom Insertionsort ab, so dal} die Augenfarbe zwischen gelb und rot variieren

kann.

2.2.1.7.4 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 tragt, identifiziert

werden.
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2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Kutikulapraparation

Das balancierte, mutante Chromosom wird gegen den Wildtypstamm
OregonR ausgekreuzt. In der folgenden Generation werden die Tiere ohne
Balancerchromosom geselbstet und auf Ablage gebracht. Die Ablage wird alle 12 h
gewechselt und weitere 48 h bei 25 °C inkubiert. Vor Inkubation streicht man an den
Rand der Ablageplatte etwas Hefe, um alle lebensfahigen Larven dort zu
konzentrieren und entfernen zu kénnen. Anschlielend werden alle braunen, d.h.
toten Embryonen mit PBT von der Platte gewaschen. Nach chemischer
Dechorionisierung (5 min in 50 % NaOCI) werden die Embryonen gewaschen und in
einen Tropfen Hoyers Medium/Milchsaure (1:1) Uberfuhrt, eingedeckelt und (wenn
erforderlich) durch leichten Druck auf das Deckglaschen devitellinisiert. Zur Klarung

werden die Kutikulapraparationen bei 65 °C U. N. inkubiert.

2.2.2.2 whole mount Antikorperfarbung von Drosophila Embryonen

2.2.2.2.1 Antikorperfarbung von Einzelablagen

Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten
(MWP) Uberfihrt

Dechorionisierung mit 5 % NaOCI flr 5 min

Waschen mit Leitungswasser (mind. funfmal)

Trocknen auf Papierhandtlchern

Uberfiihren der MWP in Heptan

Uberfiihren der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 5 ml
Glasrohrchen

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

Fixierung der Embryonen fur 20 min bei RT auf einem Schuttler

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

Devitellinisierung der Embryonen durch kraftiges Schutteln fir ca. 20 sek
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Abnahme der organischen (oberen) Phase, erneute Zugabe von Methanol
und kurzes Schutteln

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 Schdattler bei RT
Inkubation in 10 % Goatserum (GS)/PBT fur 1 h bei RT auf einem Schdattler
Inkubation des primaren AK (Antikorper) in geeigneter Verdinnung in 10 %
GS/PBT 0. N. bei 4 °C auf einem Schuttler

Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schdattler bei RT
Inkubation des sekundaren AK in geeigneter Verdunnung in 10 % GS/PBT fur
2-3 h bei RT auf einem Schuttler

Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

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

Antikorperspezifische Nachweisreaktionen folgen

2.2.2.2.2 Antikorperfarbung von Massen-Eiablagen (Hummel et al., 1997)

Entfernen der Hefe durch Waschen der Plexiglasbox mit Leitungswasser
Dechorionisierung mit 5 % NaOCI fur 5 min

Waschen mit Leitungswasser (mind. funfmal)

Trocknen auf Papierhandtlchern

Uberfihren der Plexiglasbox in Heptanfix und Fixierung fir 10-15 min
Uberflihren der Plexiglasbox in eine Schittelbox mit Heptanfixans und
Methanol (1:1)

Devitellinsierung der Embryonen durch kraftiges Schutteln der
verschlossenen Schuttelbox fur ca. 20 sek

Waschen der Plexiglasbox in Methanol fur ca. 20 sek, danach fur ca. 1 min in
96 % Ethanol

Uberfiihren der Plexiglasbox in PBT und griindliches Waschen mit PBT
Absaugen der Vitellinmembranen an der Oberflache mit der

Wasserstrahlpumpe
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Umspulen der Embryonen mit Leitungswasser in eine flache
Inkubationsschale

Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schdattler bei RT
Inkubation in 10 % GS/PBT (15 ml) fur 1 h bei RT auf einem Schuttler
Inkubation des primaren AK in geeigneter Verdunnung in 10 % GS/PBT u.N
bei 4 °C auf einem Schuttler

Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schdattler bei RT
Inkubation des sekundaren AK in geeigneter Verdunnung in 10 % GS/PBT fur
2-3 h bei RT auf einem Schuttler

Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

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

Antikorperspezifische Nachweisreaktionen folgen

2.2.2.2.3 Antikorperfarbung von Augenimaginalscheiben

Mit einer Pinzette wird am Mundhaken und mit einer zweiten Pinzette am
hinteren Ende des vorderen Drittel einer L3 Larve angesetzt, und die Larve wird
vorsichtig auseinandergezogen. ldealerweise erhalt man die Mundhaken samt
Augenimaginalscheiben (AIS), optischen Loben und ZNS. In diesem Verband sind
die AIS schwer genug, um wahrend der Waschschritte abzusinken und gleichzeitig
ausreichend fur die Fixierung exponiert. Die so praparierten Scheiben werden auf

Eis in PBS gesammelt.

Uberfihren der AIS in ReaktionsgefaRe mit Fixans (4 % Formaldehyd/PBS)
Fixierung in 4 % Formaldehyd/PBS fur 20-30 min bei RT auf einem Schuttler
Abnahme des Fixans und Waschen dreimal kurz mit PBS

Waschen dreimal fur 20 min in PBT auf einem Schattler

FortfUhrung des Protokolls siehe Anitkorperfarbung an Embryonen (ab:
Inkubation in 10% GS/PBT)

Nach der antikdrperspezifischen Nachweisreaktion werden die AIS in
entsprechende Medien eingebettet. Dann erst werden die eigentlichen AIS mittels

Prapariernadeln ausgerichtet und von dem Ubrigen Geweben getrennt. Wenn die
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optischen Loben mit untersucht werden, sollten die Praparate mit ,Fuftchen®, d.h.
kleinen Deckglasscherben oder Knete als Abstandhalter zwischen Ojekttrager und

eigentlichem Deckglaschen eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt werden.

2.2.2.3 Antikorperspezifische Nachweisreaktion

2.2.2.3.1 Alkalische Phosphatase (AP) Farbung

Waschen der Embryonen zweimal 5 min in NBT Puffer auf einem Schuttler
Inkubation in 3,5 pl/ml BCIP und 4,5 yl/ml NBT in NBT-Puffer

Stoppen der Farbereaktion mit PBT, wenn gewlnschte Intensitat erreicht ist
Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

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

Uberfiihren der Embryonen in 70 % Glycerin

2.2.2.3.2 Meerrettichperoxidase (HRP) Farbung

Waschen der Embryonen einmal kurz in PBT

Inkubation der Embryonen in 0,3 mg/ml DAB-L6sung in PBS und 1,5 pl/ml
H20,

Stoppen der Farbereaktion mit PBT, wenn gewlnschte Intensitat erreicht ist
Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

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

Uberfiihren der Embryonen in 70 % Glycerin

2.2.2.4 Praabsorption des anti-g-Galaktosidase Antikorpers

Fixierung der Embryonen wie bei der whole mount Antikorperfarbung
Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT

Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schdattler bei RT
Inkubation in 10% GS/PBT fur 1 h bei RT auf einem Schuttler
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Inkubation des anti-p-Galaktosidase AK (Verdunnung 1:500) in 10 % GS/PBT
U. N. bei 4°C auf einem Schuttler

Sterilfiltration des Uberstandes, bei 4°C lagern (groRere Aliquots bei =20 °C

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

2.2.2.5 whole mount in situ Hybridisierung an Drosophila Embryonen

Ab dem Schritt der Hybridisierung bis zum Stoppen der Farbereaktion wird DEPC-
PBT/PBS und DEPC-NBT Puffer verwendet.

2.2.2.5.1 Fixierung der Embryonen

Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten
(MWP) Uberfihrt

Dechorionisierung mit 5 % NaOCI flr 5 min

Waschen mit Leitungswasser (mind. funfmal)

Trocknen auf Papierhandtlchern

Uberfiihren der MWP in Heptan

Uberfiihren der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 5 ml
Glasrohrchen

Zugabe des gleichen Volumens an Fixans (4 bis 8 % Formaldehyd/PBS)
Fixierung der Embryonen fur 30 min bei RT auf einem Schuttler (1. Fixierung)
Abnahme der waldrigen (unteren) Phase und Zugabe von 2 ml Methanol
Devitellinisierung der Embryonen durch kraftiges Schutteln fir ca. 20 sek
Abnahme der organischen (oberen) Phase, erneute Zugabe von Methanol
und kurzes Schutteln

Waschen der Embryonen mit 96 % Ethanol (nach diesem Schritt kdnnen die
Embryonen bis zu einer weiteren Verwendung in Ethanol bei —20 °C gelagert

werden)
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2.2.2.5.2 Hybridisierung der Embryonen

Waschen zweimal 5 min in PBT

Inkubation in 95 °C — 100 °C heiRem Wasser fur 6 min, dabei zwei- bis

dreimal invertieren
Inkubation fur 15 min auf Eis
Waschen zweimal kurz in PBT

Fixierung fur 20 min in 5% Formaldehyd/PBT bei RT auf einem Schuttler (2.

Fixierung)

Waschen dreimal 2 min mit PBT

Waschen fur 5 min mit PBT/Hybridisierungspuffer im Verhaltnis 1:1

Waschen fur 5 min mit Hybridisierungspuffer

Vorhybridisierung in Hybridisierungslosung bei 60 °C fur mind. 80 min
RNA-Probe in 30 ul Hybridisierungslosung fur 2 min bei 90° denaturieren,

dann direkt auf Eis stellen

Abnehmen der Hybridisierungslosung von den Embryonen

Zugabe der denaturierten RNA-Probe, Inkubation bei 60 °C 0. N.

Waschen fur 30 min in Hybridisierungspuffer bei 60 °C

Waschen fur 30 min in Hybridisierungspuffer/PBT bei 60 °C

Waschen der Embryonen finfmal 20 min mit PBT 60°C

Waschen fur 10 min in PBT bei RT auf einem Schuttler

Inkubation mit anti Digoxigenin AP Antikorper/PBT (1:2000) fur 2 h bei RT auf

einem Schuttler

Waschen der Embryonen finfmal 20 min mit PBT bei 60 °C

2.2.2.5.3 Nachweisreaktion

Waschen zweimal flr 5 min in NBT Puffer auf einem Schuttler bei RT
Embryonen in 3,5 pl/ml BCIP und 4,5 pl/mI NBT in NBT Puffer inkubieren
Stoppen der Farbereaktion mit PBT, wenn gewlnschte Intensitat erreicht ist

Waschen der Embryonen dreimal kurz mit PBT
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Waschen der Embryonen dreimal 20 min mit PBT auf einem Schdattler bei RT

2.2.2.5.4 Einbetten der Embryonen

Entwassern der Embryonen in einer Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90 %, 95 %,
100 % Ethanol) fur je 2 min

Ein Tropfen Kanadabalsam-Methylsalicylat (4:1) wird auf einen Objekttrager
gegeben

Embryonen werden in 100 % Ethanol in eine Pipette aufgenommen und zugig
werden einige in die Mitte des Kanadabalsam-Methylsalicylat Tropfens

plaziert und ggf. mit einer Prapariernadel schnell verteilt

Deckglas auflegen

2.2.2.6 Simultanfixierung von adulten Augen

Der Fliegenkopf wird mit einer Rasierklinge vom Korper abgetrennt und
median gespalten. Die Augen werden in ein Gemisch aus 50 yl 0,1 M Phospatpuffer
(pH 7,0) und 4 pl 50%igem Glutaraldehyd auf Eis Uberfuhrt. Die Simultanfixierung
der Augen erfolgt fur 30 min durch Zugabe von 50 pl Osmiumtetroxid. Nach
Entfernung des Fixans wird zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. Anschliel3end
werden die Augen in 50 pl 0,1 M Phosphatpuffer und 50 pl Osmiumtetroxid fur zwei
Stunden nachfixiert. Danach wird einmal kurz mit ddH,O gewaschen und entwassert
uber die Alkoholstufen 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % je 10 min und zweimal in 100
% Ethanol je 15 min. Nach dem letzten Entwasserungsschritt wird Ethanol durch
Propylenoxid ersetzt und zweimal fur 15 min inkubiert. Bis zum Propylenoxid werden
alle Schritte auf Eis durchgefuhrt. Die Augen werden folgend in ein Propylenoxid-
Araldit-Gemisch (1:1) Uberfuhrt und G.N. dort belassen. Die GefalRe sollten so
abgedeckt werden, dal} das Propylenoxid langsam entweichen kann. Vor der

Einbettung sollten die Augen fur ca. 8-12 Stunden in reinem Araldit inkubiert werden.
Mit Prapariernadeln werden die fixierten Augen auf den Boden einer mit

Araldit gefullten Einbettungsform Uberfuhrt. Die Augen werden so ausgerichtet, dal®

die zu schneidende Flache nah an dem aufReren Rand der Form und auf dem Boden
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der Form zu liegen kommt, um die Schnittflachenausrichtung wahrend des
Aushartens zu stabilisieren. Das Ausharten erfolgt bei 60 °C fur 48 h.

2.2.2.6.1 Herstellung von beschichteten Objekttragern

Objekttrager werden grundlich unter flielendem Wasser gewaschen und
anschliefend zweimal in 96%igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen werden
sie kurz in 0,5%ige Gelatine getaucht, erneut getrocknet und in Praparatekasten

staubfrei aufbewahrt.

2.2.2.6.2 Erstellung von Semidunnschnitten adulter Augen

Glasmesser werden aus Glasstreifen an einem Gerat zur Herstellung von
Glasmessern gebrochen und ein Trog zum Auffangen der Schnitte wird angeklebt.
Semidunnschnitte von 1 um werden mittels Glasmesser an einem Ultramikrotom
hergestellt, aufgefangen und in einem Wassertropfen auf einen Objetktrager
aufgelegt. Dieser wird auf eine Heizplatte gelegt, wodurch der Tropfen eintrocknet
und der Schnitt sich gleichzeitig glattzieht. Die Toluidinblaufarbeldésung wird filtriert,
auf ca. 65 °C erhitzt und fur 30-60 sek auf die erwarmten Schnitte getropft. Danach
werden die Objekttrager mehrmals mit Wasser gewaschen, und die
Farbungsintensitat wird unter dem Mikroskop abgeschatzt, bevor die Schnitte dann

mit Araldit eingedeckelt werden konnen.

2.2.2.7 Fixierung von Embryonen zur elektronenmikroskopischen Analyse

Die Vorbereitung von Embryonen zur EM-Analyse wurde nach diesem
Protokoll durchgefuhrt (Stollewerk et al., 1996):

2.2.2.7.1 Selektion und Vorfixierung

Embryonen werden mit PBT in MWP Uberfuhrt mit 5 % NaOCI fir 4 min
dechorionisiert, dann grundlich mit Wasser gewaschen und getrocknet. Mutante
Embryonen im gesuchten Entwicklungsalter werden mit Hilfe der GFP Expression

der Balancertiere am Fluoreszenzmikroskop selektioniert. Es folgt die Uberflihrung
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der Embryonen in ein mit 1,5 ml Phosphatpuffer gefllltes, verschlieRbares

Glasrohrchen (Gesamtvolumen etwa 5 ml).

Der Phosphatpuffer wird entfernt, und die Embryonen werden vorfixiert durch
Zugabe von 1,5 ml 18,5 % Glutaraldehyd in PBS fur 20 min bei RT und in die MWP
zuruckgebracht. Die MWP werden auf Papierhandtichern getrocknet, um das Fixans
zu entfernen. In Phosphatpuffer tberfuhrt, werden die Embryonen mit einem Tropfen
Puffer auf einen Objekttrager, der mit doppelseitigem Klebeband beschichtet ist,
aufgebracht. Der Puffer wird mit Papierhandtichern grofdtenteils entfernt. Es wird
dann erneut ein Tropfen Phosphatpuffer auf die Embryonen gegeben, und die

Embryonen werden mechanisch devitellinisiert.

2.2.2.7.2 Behandlung der Embryonen mit Acrolein

Vor der Simultanfixierung werden die Embryonen in 2 % Acrolein und 4 %
Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) 30 min bei RT inkubiert.

2.2.2.7.3 Simultanfixierung

Fixierung der Embryonen erfolgt fur 30 min in 2 % Glutaraldehyd und 1 %
Osmiumtetroxid in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) auf Eis. Nach zweimaligem
Waschen mit 0,1 M Phosphatpuffer werden die Embryonen fur eine Stunde in 2 %
Osmiumtetroxid in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) fixiert. Die Embryonen werden
funfmal mit kaltem ddH,O gewaschen und bei RT fur 30 min in 2 % Uranylacetat
inkubiert. Darauf werden die Embryonen zweimal mit ddH,O gewaschen und 30 min
bei RT in Bleihydroxid inkubiert. Anschliel3end wird dreimal mit ddH.O gewaschen
und die Embryonen werden uber eine Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %
je 3 min und zweimal in 100 % Ethanol) dehydriert, wobei bis zum letzten Schritt auf
Eis gearbeitet wird. Das Ethanol wird ersetzt durch zweimaliges Inkubieren der
Embryonen fur je 10 min durch Propylenoxid. Zur Vorbereitung der Einbettung
werden die Embryonen 0.N. in Gefalle mit einem 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und
Epon gegeben. Dabei mussen die Gefalle so abgedichtet werden, dald das

Propylenoxid nur langsam entweichen kann. Nach 20-24 h werden die Embryonen in
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eine Einbettungsform mit Epon gegeben und entsprechend der gewlnschten

Schnittebene orientiert. Das Ausharten des Epons erfolgt 4. N. bei 65 °C.

2.2.2.7.4 Herstellung Chrom-Alaun-Gelatine beschichteter Objekttrager

Objekttrager werden einige Tage in 100 % Ethanol eingelegt und dann in die
Chrom-Alaun-Gelatine Losung getaucht und anschlieRend getrocknet. Bis zur

weiteren Verwendung werden sie staubfrei aufbewahrt (siehe auch 2.2.2.6.1).

2.2.2.7.5 Schneiden

Ultradinnschnitte werden mit einem Diamantmesser hergestellt, auf

Kupfernetzchen aufgelegt und mit Bleihydroxyd 15 min kontrastiert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung einer Digoxigenin markierten RNA Sonde

In ein eisgekuhltes Reaktionsgefald werden gegeben:

1 ug linearisierte Plasmid DNA (mit RNA Polymerasepromotoren)
2 yl 10 x DIG RNA Labeling Mix (Roche)

2 ul 10 x Transkriptionspuffer (Roche)

ad 18 yl RNase-freies ddH,O

2 ul RNA Polymerase (SP6, T7 oder T3) (Roche)

Mischen und kurz abzentrifugieren

Inkubation fur 2 h bei 37 °C

Zugabe von 2 yl DNasel, RNase-frei, zur Entfernung der Template-DNA
Inkubation fur 15 min bei 37 °C

Abstoppen der Reaktion mit 2 yl 0,2 M EDTA, pH 8,0

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

Mischen und bei —20 °C 2 h (oder —70°C 30 min) fallen

47



Material und Methoden

Zentrifugation bei 4 °C fir 30 min bei 12.000 g
Waschen mit 50 pl 70 % EtOH, trocknen und in 100 yl RNase-freiem HO
aufnehmen

Einfrieren bis zur Verwendung bei —20 °C

2.2.3.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen (XL-1blue oder DH5-alpha

Escherichia coli)

Animpfen von zweimal 0,5 | LB Medium mit 10 ml einer frischen . N. Kultur
Inkubation im Schuttler bei 37°C (3-5 h) bis zu einer ODgpo von 0,4 - 0,6
Lagerung der Kultur 15-20 min auf Eis

Zentrifugation in einem vorgekuhlten Rotor (GSA) bei 4.000 rpm fur 15 min
bei 4 °C

Uberstand verwerfen und Pellet in 1 | kaltem ddH.O resuspendieren
Zentrifugation in einem vorgekuhlten Rotor (GSA) bei 4.000 rpm fur 15 min
bei 4 °C

Uberstand verwerfen und Pellet in 0,5 | kaltem ddH,O resuspendieren
Zentrifugation in einem vorgekuhlten Rotor (GSA) bei 4.000 rpm fur 15 min
bei 4 °C Uberstand verwerfen und Pellet in 20 ml kaltem 10 %
Glycerin/ddH20 resuspendieren

Zentrifugation in einem vorgekuhlten Rotor (GSA) bei 4.000 rpm fur 15 min
bei 4 °C

Uberstand verwerfen und Pellet in ca. 2 ml kaltem 10 % Glycerin/ddH,0
resuspendieren (entspricht einer Zellkonzentration von ca. 1-3 Xx 108
Zellen/ml)

Aliquotieren der Suspension in je 50 ul Einheiten und sofort bei —70 °C lagern

2.2.3.3 Bakterientransformation (Elektrotransformation)

Die Transformationen von DNA in elektrokompetente Escherichia coli
Stamme wurden mit dem Gene-Pulser der Firma BIORAD nach den Empfehlungen

des Herstellers durchgefuhrt.
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Auftauen kompetenter Zellen auf Eis

Mischen der 50 ul Zellsuspension mit geeigneter DNA Menge

Uberflhren in eine gekiihite 0,1 cm Elektroporationskivette

Einsetzen der Kuvette in Gene Pulser (BIORAD)

Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstarke von 12,5 KV/cm (Einstellungen am
Gene Pulser: Kapazitat -25 yF, Spannung -1,8 KV, Widerstand -200 Q)
Kavette schnell entnehmen und 250 pl vorgewarmtes SOC-Medium zugeben
Inkubation im Schattler bei 37 °C fur 30 min

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

kultivieren

2.2.3.4 DNA Restriktionen

Die DNA Restriktionen erfolgten gemal} Herstellerangaben (Roche).

2.2.3.5 Gelelektrophorese

Trennung der DNA Fragmente erfolgte bei 100 - 150 V durch
Horizontalgelelektrophorese in Agarosegelen (0,8 bis 1,2 % in TBE) mit
Ethidiumbromid (Stammldsung: 10 mg/ml H,O davon 4 pl Ethidiumbromid-
I6sung/100mI Agarosegel). Als relatives Mal fur die GroRe der DNA Fragmente
diente eine 1 kb-Leiter (GIBCO/BRL).

2.2.3.6 Elution von DNA-Fragmenten aus einem praparativen Gel
Die Agarosegelelektrophorese wurde bei niedriger Spannung durchgeflhrt.

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

entsprechend dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.
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2.2.3.7 Konzentrationsbestimmung von DNA Losungen

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA Lésungen wurde ein zweckmalliges
Volumen auf ein Agarosegel aufgetragen. Als Standard diente 1 ug einer 1 kb-Leiter
(Gibco/BRL). Die Konzentration der DNA Loésung wird durch einen Vergleich der
relativen Fluoreszenzintensitaten unter UV-Licht bestimmt. Alternativ erfolgte die

Konzentrationsbestimmung mit Hilfe eines Photometers (Eppendorf).

2.2.3.8 Ligation von DNA Fragmenten

Zur Ligation wurden der Vektor und das zu klonierende Fragment in einem
molaren Verhaltnis von 1:1 bis 1:4 eingesetzt. Bei einer Restriktion des Vektors mit
nur einem Enzym mul3 dieser vor der Ligation zur Verhinderung einer
Vektorreligation mit SAP (1 pg/pl 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 ul 10 x Ligationspuffer (Promega)
1 ul T4 DNA Ligase (Promega)
ad 20 ul H0

Inkubation 1 h bei 22 °C oder U.N. bei 16 °C

2.2.3.9 Mini-Praparation von Plasmid DNA

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

Einzelkolonien
Inkubation U.N. bei 37 °C im Schuttler

Uberfiihren von ca. 1,5 ml Bakterienkultur in ein Reaktionsgefal, den Rest

kahl lagern

Zentrifugation in einer Tischzentrifuge 10 sek bei 13.000 rpm und den

Uberstand abnehmen

Zugabe von 400 yl STET zum Pellet und durch Vortexen das Pellet 16sen
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Kochen fur 1 min, anschliel3end in einer Tischzentrifuge 7 min bei 13.000 rpm

zentrifugieren

Uberstand zu 400 pl Isopropanol in ein neues Reaktionsgefal schiitten und 1

min invertieren
Fallung in einer Tischzentrifuge fur 8 min bei 13.000 rpm

Pellet mit 70 % EtOH waschen

Pellet trocknen und in 20-100 pl RNase-H,O resuspendieren
2.2.3.10 Midi-Praparation von Plasmid DNA

Die Praparation groRerer DNA Mengen erfolgte aus einer 50 ml U.N. Kultur.
Hierfur wurde ein DNA Praparationskit der Firma Qiagen entsprechend den Angaben
des Herstellers verwendet.
2.2.3.11 PCR

2.2.3.11.1 Standard PCR

Far Standard Amplifikationen wurde entweder Plasmid DNA oder genomische

DNA eingesetzt. Fur die Amplifikation wurde folgender Reaktionsansatz (50 ul)

angesetzt:
Template ca. 0,1 mg/mi 1 ul
10 x Puffer 1x 5 pl
dNTP 0,2 mM 1l
steriles ddH»0 ad 50 pl 32 ul
Primer A (20 uM) 50 pmol bzw. 1 yM 5l
Primer B (20 uM) 50 pmol bzw. 1 yM 5l
TagDNA Polymerase 1U 0,2 ul

Das verwendete Temperaturprofil richtet sich nach der Lange des PCR
Produktes, den Annealing-Temperaturen der Primer und nach der Menge der

eingesetzten Template DNA. Die Temperaturprofile werden entsprechend variiert.
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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

finale Extension 72 °C 10:00 min

Kuhlen 4°C nach Bedarf

2.2.3.11.2 Abweichungen von der Standard PCR

Um PCR Fehler zu minimieren, wurde in einigen Fallen eine Proofreading
DNA Polymerase, die Pwo (Pyrococcus woesei) Polymerase (Roche) eingesetzt.
Hierzu wurden die Extensionzeiten pro Zyklus um 5 sek verlangert (z.B.

Extensionszeit zu Beginn 1:30 min — am Ende 3:25).

Da die Pwo Polymerase keine terminale Transferaseaktivitat besitzt, kdnnen
so erzeugte PCR Produkte nicht direkt in PCR Klonierungsvektoren ligiert werden,
sondern es missen Uberhange durch das sog. A-tailing angehangt werden.

Hierzu wird ein Ansatz aus:

1-7 ul des aufgereinigten PCR Produkts

1 ul 10 x PCR Puffer

dATP zur finalen Konzentration von 0,2 mM
5 units Pwo Polymerase

ad 10 yl dd steriles ddH20

fur 15 bis 30 min bei 70 °C inkubiert.

2.2.3.12 Sequenzierung
Die meisten Sequenzierungen wurden mit dem Amersham Sequenzierungskit

(Thermo Sequenase Il Dye Terminator Cycle Sequencing Premix Kit) gemal

Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Auswertung der Sequenzreaktionen erfolgte mit
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dem ABIPRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Die crooked neck
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)
durchgefuhrt. Zur Analyse der Sequenzdaten wurde das Programm Lasergene DNA
STAR Software Package (GATC, Konstanz) verwendet.

2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Gewinnung von embryonalen Proteinextrakten

Embryonen werden mit PBT in MWP Uberfuhrt mit 5 % NaOCI fir 4 min
dechorionisiert, dann grindlich mit Wasser gewaschen und in Reaktionsgefalle
uberflihrt. Nach Abnahme des Uberstandes 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 anschlie3end bei 4
°C und 14.000 rpm fur 15 min zentrifugiert. Nach Zentrifugation wird die Phase
zwischen Pellet und entstandener Fettschicht in ein neues Reaktionsgefal® tberfuhrt

(der Zentrifugationsschritt kann bei ungentugender Trennung wiederholt werden).

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung und Vorbereitung von Proteinextrakten fur

die Gelelektrophorese

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinlosung erfolgte nach der Bradford-
Methode. Hierzu wird das Bradfordreagenz 1:5 mit ddH,O verdunnt. 1 bis 10 pl der
zu testenden Losung werden mit je 1 ml des Reagenz gemischt und nach 10 min
Inkubationszeit photometrisch gemessen (Extinktion bei einer Wellenlange von 595
nm). Pro Gelspur sollten etwa 20 pg Protein aufgetragen werden. Die erforderliche
Menge wird mit Probenpuffer und ddH,O auf 15 pl aufgefullt und 10 min im
Wasserbad bei 90 °C denaturiert. Vor dem Gelauftrag werden die Proben 10 min bei

13.000 rpm zentrifugiert.
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2.2.4.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen. Es wurden Gelelektrophorese-
Apparaturen der Firma Hoefer verwendet. Fur 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
Hohe der Gelkassette gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach ca. 1 h
wird das Isopropanol abgegossen und durch die Sammelgelldsung (plus APS und
TEMED) ersetzt. Der Probenkamm wird direkt danach eingesetzt. Die

Polymerisation des Gel erfolgt fur ca. 30 min.

Nach dem Auftrag der Proben erfolgt die Gelelektrophorese bei 20 mA fur ca.
2 h. Die Molekulargewichtsbestimmung der aufgetrennten Proteine erfolgt durch
einen Vergleich mit standardisierten Markerproteinen. Die Proteinbanden auf dem
SDS Gel kdnnen mit kolloidalem Coomassie angefarbt oder Uber Western-Blotting

auf eine PVDF-Membran ubertragen werden.

2.2.4.4 Western-Blotting und Immunodetektion von Proteinen

Der Proteintransfer von SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran
erfolgte in einer Tank-Blot-Einheit der Firma Hoefer gemal} Herstellerangaben. Die
PVDF-Membran wird 10 sek in Methanol aktiviert, 5 min in ddH,O gewaschen und
fur 7 min in Transferpuffer vorinkubiert. Der Transfer geschieht fir 2 h bei einer
konstanten Stromstarke von 400 mA. Die Membran wird anschliel3end mit Ponceau
S Losung reversibel gefarbt, um signifikante GroRen des Markers anzuzeichnen. Die
Membran wird mit TBS Tween entfarbt und 1 h in 10 % Milchpulver geblockt. Der
verwendete Antikorper wird in geeigneter Konzentration in 10 % Milchpulver
verdunnt, und die Membran wird in dieser Losung bei 4 °C U.N. auf dem Rolltaumler
inkubiert. Die Membran wird funfmal 20 min in TBS Tween gewaschen und mit
einem HRP gekoppelten Zweitantikorper fur 1-2 h bei RT inkubiert. Danach wird
dieser funfmal 20 min in TBS Tween heruntergewaschen. Das ECL-Western-
Blotting-Detektionssystem der Firma Amersham wurde laut Herstellerangaben

benutzt, um die Antigene nachzuweisen.
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2.2.5 Zellkultur

Zellkulturexperimente wurden an Drosophila Schneider 2 (S2) Zellen

(Invitrogen) durchgefuhrt.
2.2.5.1 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 10°

bis 20 x 10° wurden die Zellen 1:5 verdiinnt in eine neue Kulturflasche passagiert.
2.2.5.2 Antikorperfarbung an S2 Zellen

Um die Adhéarenz der Zellen zu verbessern, wurden die Deckglaschen mit
Fibronectin (1:100 in PBS) beschichtet. Die Saat der Zellen erfolgte in 24 Well
Platten auf den beschichteten Deckglaschen mit 1 x 10° Zellen pro ml Medium. Die
Zellen werden U.N. bei 25 °C kultiviert. Nach Abnahme des Mediums erfolgt die
Fixierung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd in PBS (0,5 ml/Well) fir 15 min. Die
Zellen werden dreimal fur 5 min mit PBS gewaschen und dann 3 min mit 0,5% Triton
X-100/PBS (1 ml/Well) permeabilisiert. Es folgt zweimaliges Waschen mit PBS fur 5
min und Blocken flr 1 hiin 3 % BSA in PBS. Die Inkubation des primaren Antikorpers
in geeigneter Verdunnung in 3 % BSA in PBS geschieht fur 2 h bei RT (300ul/Well).
Dieser wird anschlielend dreimal fur 10 min mit PBS heruntergewaschen. Der
sekundare Antikorper (1:100 bis 1:2000) in 3 % BSA in PBS folgt fur 1 h bei
Raumtemperatur. Danach werden die Deckglaschen mit PBS dreimal fir 5 min
gewaschen, einmal mit ddH,O gewaschen und umgekehrt in entsprechendes

Medium auf einem Objekttrager eingebettet.
2.2.5.3 Transfektion von S2 Zellen

Die Zellen werden wie beschrieben gesat und U.N. bei 25 °C inkubiert. Pro

Well wird ein Transfektionsansatz vorbereitet:
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100 ul Schneiders Medium,

2 ul Fu Gene 6s/ug DNA,

je 0,5 ug der zu transfizierenden DNA (z.B. UAS Konstrukt und actGAL4 mischen
und zugeben).

15 min bei RT stehen lassen.

Nach Abnahme des Uberstands werden 100 pl des Transfektionsansatzes mit 400 pl
Schneiders Medium pro Well zugegeben und U.N. bei 25 °C inkubiert. Danach wird
der Uberstand durch Schneiders Medium ersetzt, und die Zellen kénnen am

folgenden Tag gefarbt werden wie zuvor beschrieben.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Migration peripherer Gliazellen

3.1.1 Klassifikation und Verteilung der peripheren Gliazellen

Die korrekte Migration von Gliazellen ist eine Voraussetzung fur die
Entwicklung und Funktionalitat von Nervensystemen. Um diesen Prozel} analysieren
zu konnen, bedarf es eines geeigneten Modellsystems. Die Verteilung der
peripheren Gliazellen und ihre Lokalisation an den axonalen Trakten des peripheren
Nervensystems eines Stadium 16 Embryos wurde zunachst anhand von anti-Repo
Farbungen und der Enhancer trap Insertion J29, einer Insertion in das Gen gliotactin,
im Wildtyp untersucht (Abb.7). Der anti-HRP Antikorper erlaubt die Markierung
neuronaler Strukturen des ZNS und PNS. Das Schema in Abb.7B verdeutlicht das
Verhaltnis Repo und J29 positiver Zellen zueinander. Die Nomenklatur der
dorsolateralen und ventralen peripheren Gliazellen wurde tbernommen von V. Auld
(Sepp et al., 2000). Die peripheren Gliazellen von Drosophila weisen verschiedene
Charakteristika auf, die es zu einem gut geeigneten System machen, um gliale
Entwicklung und Migration zu untersuchen: 1. Innerhalb des Nervensystems sind es
die Gliazellen, die uber die verhaltnismallig grofdte Distanz migrieren. 2. Die Anzahl
der peripheren Gliazellen im Wildtyp ist invariabel. 3. Sowohl die Migration als auch

die Positionierung dieser Zellen verlauft sehr stereotyp.

Diese drei Eigenschaften erlauben die DurchfiUhrung des genetischen
Ansatzes, der Mutationen identifizieren soll, in denen der Verlust eines Gens die
Differenzierung und das Migrationsverhalten von Gliazellen beeinfluf3t.
Differenzierungsdefekte in mutanten Tieren konnen durch den Vergleich zu
wildtypischen Gliazellen bestimmt werden. Die peripheren Gliazellen sind eine
Gruppe von acht bis zehn Gliazellen (Abb.7, (Sepp et al., 2000)). Uber eine anti-
Repo Farbung, welche (neben anderen) alle peripheren Gliazellen markiert, ist es
relativ schwierig, in einem groRen Maldstab unter diesem Aspekt Mutanten zu
sichten. Die Enhancer trap Insertion J29 markiert vier der peripheren Gliazellen
(Abb.7). Anderungen dieser ,libersichtlichen* Anzahl kénnen gut erkannt werden und

sind ein erster Hinweis auf mogliche Differenzierungsdefekte.
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Abb.7: Klassifikation und Verteilung der peripheren Gliazellen im embryonalen
Nervensystem von Drosophila melanogaster

A J29 Enhancer trap Insertion B Schema

Praparation des Nervensystems eines Stadium 16 Embryos; anterior ist oben, das ZNS
ist links. Konfokale Analyse des neuronalen Musters (anti-HRP in grin) und der
Glianuclei (anti-Repo in rot; anti-p-Galaktosidase - detektiert die J29 Expression - in
blau). Die wildtypische Organisation der PNS Neurone sowie anteriore und posteriore
Kommissur (aK und pK, SN Segmentalnerv, ISN Intersegmentalnerv, d dorsale, |
laterale, v* und v ventrale Gruppen) eines abdominalen Hemisegments sind in A
dargestellt. Acht bis zehn periphere Gliazellen befinden sich an den motorischen und
sensorischen Axonen der Hauptaxontrakte des PNS (rot und blau). Zusatzlich besitzen
die sensorischen PNS Neurone spezialisierte, unterstutzende Zellen (Pfeilkopfe B). Die
dorsolaterale periphere Gliazelle (dlpG; Pfeil B) und die ventrale periphere Gliazelle
(vpG; Pfeil B) sind in dem Subset der peripheren Gliazellen der J29 Enhancer trap
Insertion (blau) enthalten.
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Zudem markiert die J29 Expression solche Gliazellen, die nach erfolgter
Migration an pragnanten Positionen der Migrationsstrecke lokalisiert sind: Die
ventrale periphere Gliazelle ist die einzige, die spater die Axone des Segmentalnervs
umhdllen wird. Zwei weitere J29 positive Gliazellen migrieren entlang des
Intersegmentalnervs. Eine davon verbleibt am Startpunkt der Migration, der
ZNS/PNS Ubergangszone, wahrend eine andere eine Position weiter dorsal,
unterhalb der Chordotonalorgane einnimmt. Diese Spanne entspricht fast der
gesamten Migrationsdistanz der peripheren Gliazellen. Die dorsolaterale periphere
Gliazelle wird im PNS geboren. Die Lokalisation der J29 positiven Gliazellen ist
somit reprasentativ fur das Migrationsverhalten der peripheren Gliazellen. Daher
ermoglicht die J29 Insertion die Migrationsanalyse sowohl der zurlckgelegten
Strecke als auch der finalen Positionierung der peripheren Gliazellen. Letzteres dient
wahrend der phanotypischen Analyse als hauptsachliches Kriterium zur

Abschatzung von Migrationsdefekten.

Diese Abschatzung der Distanz der einzelnen Gliazellen zueinander ist
moglich dadurch, dal} die Markierung der Zellen durch die J29 Insertion nuclear ist.
Die Position der Nuclei dient als erstes Kriterium, um auf die Gesamtzellen zu
schliellen und Abstande dieser zueinander Uberhaupt erkennen zu kénnen. Im
Vergleich zur cytoplasmatischen Ausdehnung der Gliazellen ist so nur ein geringer
Anteil der Zelle sichtbar (vgl. Abb.7 mit 9 und 10).

3.1.2 Migration der peripheren Gliazellen

Um mutante Embryonen analysieren zu konnen, sollte der wildtypische
Migrationsablauf anhand der J29 Expression genau charakterisiert werden. Dazu
muld der Fortschritt der Migration mit den Stadien der Embryonalentwicklung
korreliert werden. Um das Alter der Embryonen definieren zu kdénnen und die
ZNS/PNS Grenzregion zu markieren, wurde der Antikorper BP102 verwendet
(Abb.8). Das Alter der in Abb.8 dargestellten Embryonen steigt von Stadium 12
(Abb.8A) bis Stadium 17 (Abb.8F). Die J29 lacZ Expression beginnt in den Stadien
12 bis 13 (Pfeilkopf Abb.8B) in einer Gliazelle und in den Subperineuralgliazellen

(Pfeil Abb.8C). Die eigentliche Migration geschieht in einem relativ engen
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Abb.8: Migration peripherer Gliazellen
A Stadium 12 B Stadium 13 C Stadium 14 D Stadium 15 E Stadium 16 F Stadium 17

Praparationen der Nervensysteme von Embryonen unterschiedlicher Altersstadien;
anterior ist oben, das ZNS ist links. Analyse der Migration peripherer Gliazellen mit Hilfe
der J29 Enhancer trap Insertion und des mAb BP102. Durch Markierung der Axone des
ZNS kann die ZNS/PNS Grenze identifiziert werden und so auch die Distanz, die die
Gliazellen zuricklegen. Die J29 lacZ Expression beginnt im Stadium 12 bis 13 (Peil B) in
einer Gliazelle und in den Subperineuralgliazellen (Pfeil C). In den Stadien 14, 15 und 16
ist die Migrationsaktivitat am grofdten (vgl. Pfeilkopfe an der jeweils korrespondierenden
Position in C,D,E). Expression des Reporters in der dorsolateralen peripheren Gliazelle,
die im PNS geboren wird, ist ab Stadium 12 bis 13 zu finden (offener Pfeil C).
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Zeitfenster, in den Stadien 13 bis 16 (Pfeilkopfe in Abb.8C,D, und E). Die Expression
des Reporters in der dorsolateralen peripheren Gliazelle beginnt ab den Stadien 12
bis 13 (offener Pfeil Abb.8C). Generell migrieren die Zellen kontinuierlich, v.a. in

spateren Stadien einen regelmafigen Abstand zueinander haltend (vgl. Abb.8E und
F).

3.1.3 Umhillung der Axone durch Gliazellen

Die Umhullung der Axone durch Gliazellen zur Abschirmung der Axone gegen
die Hamolymphe beginnt schon vor Termination der Migration der peripheren
Gliazellen (Daten nicht gezeigt) und ist im Stadium 16 fast abgeschlossen (Abb.9,
(Sepp et al., 2000)). Mit Hilfe des UAS/GAL4 Systems und konfokaler Mikroskopie
wurde zunachst der Wildtyp analysiert. Die cytoplasmatischen Fortsatze der
Gliazellen wurden mit UASactinGFP und dem Aktivatorstamm MZ97 GAL4, der
ektopische Expression in einem Subset von peripheren Gliazellen ermdéglicht,
sichtbar gemacht und mittels anti-Repo und anti-HRP Farbung gliale Nuclei und
Axone. Obwohl die GAL4 Linie Expression in nur einem Subset der Gliazellen
induziert, ist zu erkennen, dal} die peripheren Gliazellen die Axone bereits weit
umschlieBen. Das Ausmal} der Umhullung samt weitreichender cytoplasmatischer
Auslaufer wird zudem durch die ventrale periphere Gliazelle deutlich (Pfeile Abb.9B).
Repo-Farbungen belegen, dal® entlang des Segmentalnervs nur eine periphere
Gliazelle gibt. Der Uberwiegende Anteil des Segmentalnervs wird somit einzig durch

diese Zelle lickenlos umhiilit.

Eine hohere Auflosung und Praparation eines Fragments eines embryonalen
Nervensystems erlaubt die Detailansicht einer Gliazelle samt Axon (Abb.10).
Migration von Zellen bedeutet eine dynamische (da in einem engen Zeitfenster
ablaufende) Umstrukturierung von Aktinbundeln. Durch die Benutzung des actinGFP
Effektors wird eine ungleichmalige, luckenhafte Verteilung der GFP markierten
Strukturen auf den Axonen des Intersegmentalnervs (Pfeil Abb.10D) sichtbar. Der
Hauptanteil vom Aktin ist um den Kern verteilt, die Zelle ,verdinnt® sich zu den
Enden hin (Abb.10A und C). Die unterschiedliche Markierung zweier Gliazellen oder
die Analyse der Zell-Zell-Kontakte konnten weiteren Aufschlu Uber das

Ineinandergreifen peripherer Gliazellen und ihre Assoziation mit den Axonen geben.
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Abb.9: Umhiillung der Hauptaxontrakte des PNS durch periphere Gliazellen

A MZ97GAL4/UASactGFP B Schema

Praparation des Nervensystems eines Stadium 16 Embryos, anterior ist oben, das ZNS
ist links. Konfokale Analyse des neuronalen Musters (anti-HRP in gran), der Glianuclei
(anti-Repo in blau) und eines Subsets der peripheren Gliazellen (anti-GFP in rot) mit ihren
cytoplasmatischen Auslaufern.

In spaten Stadien der Embryogenese beginnen die peripheren Gliazellen die Axone des
PNS zu umhullen. Das Ausmal} einer Zelle ist bei der ventralen peripheren Gliazelle
(vPG) zu sehen, die als einzige am Segmentalnerv lokalisiert ist (Pfeile B). Die GAL4
Linie MZ97 induziert ebenfalls Expression in den Oenocyten (Pfeilkopf B).



Abb.10: Detailansicht peripherer Gliazellen

A bis D MZ97GAL4/UASactGFP C und D AusschnittsvergroRerung aus A

Praparation des Nervensystems eines Stadium 16 Embryos; anterior ist oben, das ZNS
ist links. Konfokale Analyse des neuronalen Musters (anti-HRP in grin), der Glianuclei
(anti-Repo in blau) und eines Subsets der peripheren Gliazellen (anti-GFP in rot) mit
ihren cytoplasmatischen Auslaufern. Die gewahlte Auflosung erlaubt eine Detailansicht
der Umhullung von Axonen durch periphere Gliazellen. Der Pfeil in D markiert eine
ungleichmallige Verteilung des actGFP innerhalb der Gliazelle.
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3.2 Genetische Ansatze

Innerhalb dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Ansatze verfolgt. Mittels
einer EMS Mutagenese und eines neuartigen, repressorvermittelten Systems sollte
die Sichtung von Mutanten ermdglichen, solche Gene zu identifizieren, die fur die
Entwicklung und Migration der peripheren Gliazellen gebraucht werden. Durch das
neue System sollte eine mdgliche Alternative zur EMS Mutagenese ausgetestet

werden.

3.2.1 Expression einer pointed-tramtrack Chimare fuhrt zu einer pointed

Phanokopie

Der Verlust der Gene tramtrack und pointed resultiert in beiden Fallen im
embryonalen ZNS in fusionierten Kommissuren, da anteriore und posteriore
Kommissur nicht mehr getrennt werden (Abb.11B und C). Durch die ektopische
Expression des folgend BTB-pnt (POZ/BTB—ETS-Pointed) genannten Konstruktes,
einer Fusion aus der DNA bindenden Domane von Pointed und der Protein-Protein
Interaktionsdomane von Tramtrack, wird eine Phanokopie des pointed mutanten
Phanotyps generiert (Abb.11D bis F (Edenfeld, 1999; Giesen, 2000)). Die DNA
Bindungsdomane von Pointed sollte spezifisch die pointed Zielgene erkennen. Die
BTB/POZ Domane, die transkriptionelle Repression vermittelt, reprimiert diese
Zielgene, so dall die Chimare bei ektopischer Expression in Geweben, die
normalerweise auch pointed Transkripte exprimieren, als dominant Negativ zur
pointed Genfunktion fungiert. Abhangig von der Expressionsdomane wurden
Phanotypen generiert, die neben fusionierten Kommissuren zu verdinnten
Konnektiven und stark reduzierten Kommissuren fuhrten (Abb.11B bis F). Die in
Abb.11F gezeigten Phanotypen entsprechen wesentlich starkeren Defekten pointed

mutanter Embryonen.

Umgekehrt wurde versucht, den Repressor neuronalen Schicksals,
Tramtrack, in einen Aktivator zu konvertieren. Ein Fusionskonstrukt aus der DNA
bindenden Doméane von Tramtrack (Zn Finger) mit dem allgemeinen
Transkriptionsaktivator VP16 wurde erstellt, in den pUAST Vektor einkloniert und via

Keimbahntransformation in die Fliege gebracht. Die ektopische Expression dieses
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Abb.11: Vergleich durch ektopische Expression des BTB-pnt Konstruktes
induzierter ZNS Phanotypen mit denen tramtrack bzw. pointed mutanter
Embryonen

A Wildtyp B (tkB330 C pnt*8 D slitGAL4/UAS BTB-pnt E rhomboidGAL4/JUAS BTB-pnt F
rhomboidGAL4/ UAS BTB-pnt

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen, anterior ist oben. Analyse des axonalen
Musters durch mAB BP102 und anschlieRende Immunhistochemie. Mutationen in pointed
und tramtrack resultieren in fusionierten Kommissuren. Anteriore und posteriore
Kommissur werden nicht mehr voneinander getrennt, sondern verbleiben in direkter
Nachbarschaft (A und B). Die Expression des BTB-pnt Konstruktes in der ZNS Mittellinie
generiert eine Phanokopie. Abhangig von der Wahl des Aktivators und der Starke des
Effektors (D bis F), treten starkere ZNS Defekte auf (E bis F): verdiinnte Konnektive und
stark reduzierte Kommissuren.
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Konstruktes in den unterschiedlichsten Geweben mit Hilfe des UAS/GAL4 Systems
erzielte in keinem der untersuchten Kontexte mutante Phanotypen - sowohl in

embryonalen Stadien der Entwicklung als auch in adulten Stadien.

3.2.2 Ektopische Expression der pointed-tramtrack Chimare in der

Augenimaginalscheibe

Die ektopische BTB-pnt Expression in der Augenimaginalscheibe zeigte
Defekte in der Rekrutierung der Photorezeptorzellen, aus denen spater die
Photorezeptoren des adulten Auges hervorgehen (Abb.12). Die
Photorezeptorzellcluster am posterioren Rand der Augenimaginalscheibe bestehen
zum Teil nur aus der Halfte der wildtypischen Anzahl der Rezeptorneurone, die hier
mittels des anti-Elav Antikorpers (kernstandig) markiert wurden (Pfeil Abb.12B
rechts). Sowohl die Orientierung als auch der Abstand dieser Cluster zueinander
scheint gestort (vgl. Abb.12A und B).

Der hier benutzte zweite primare Antikorper anti-HRP, erkennt ein neuronales
Oberflachenepitop, welches u.a. alle Axone der Augenimaginalscheibe markiert
(Pfeilkopf Abb.12B). Durch die Doppelfarbung mit den Antikérpern anti-Elav und anti-
HRP wird deutlich, dal} auch die mutanten Photorezeptorzellen Axone in den
optischen Stiel entsenden (Abb.12B, (Edenfeld, 1999)). Die Verwendung des sev
GAL4 Aktivators, der die Expression von BTB-pnt in den sich differenzierenden
Photorezeptoren, Mystery- und Kegelzellen induziert, resultiert in keiner Abweichung
vom Wildtyp. Die adulten Augen dieser Tiere jedoch zeigen einen Phanotyp
unregelmaliger Ommatidienanordnung (Abb.13), die Expression mittels GMRGAL 4

resultiert in ommatidienlosen Bereichen (Daten nicht gezeigt).

3.2.3 Das BTB-pnt Konstrukt wirkt als dominant Negativ zur pointed

Genfunktion

Die Induktion von BTB-pnt im Auge mit Hilfe des sev GAL4 Aktivators in
einfacher (Abb.13B) und doppelter Dosis (Abb.13C) fuhrt zu charakteristischen
Phanotypen im Komplexauge. Die regelmaldige Anordnung der Ommatidien ist

gestort (vgl. Abb.13A und B,C), die Augen wirken ,rauh®. Der mediane Bereich des
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Abb.12: Ektopische Expression des Fusionsproteins BTB-pnt in der
Augenimaginalscheibe

A Wildtyp B GMRGAL4,UAS BTB-pnt C sevenless(sev)GAL4,UAS BTB-pnt

Konfokale Analyse des neuronalen Musters in der Augenimaginalscheibe (axonal - anti-
HRP in grun; nuclear - anti-Elav in rot). Die morphogenetische Furche zeigt nach oben,
der Ansatz des optischen Stiels nach unten; Detailausschnitt der Photorezeptorcluster
(anti-Elav) jeweils rechts im Bild. Nach Expression des BTB-pnt Proteins in allen Zellen
posterior der morphogenetischen Furche werden die Cluster nicht mehr vollstandig
rekrutiert (Pfeil B) und auch der Abstand dieser zueinander weicht von der regelmafigen
wildtypischen Anordnung ab (vgl. A und B). Die mutanten Cluster besitzen Axone, die
sich am posterioren Rand der Scheibe im optischen Stiel sammeln (Pfeilkopf B). Die
Verwendung des sevGAL4 Aktivators resultiert in keiner Abweichung vom Wildtyp in der
Augenimaginalscheibe (C).



Abb.13: Adulte Augenphanotypen nach ektopischer BTB-pnt Expression

A Widtyp B sevenless(sev)GAL4,UAS BTB-pnt/+ C sevGAL4,UAS BTB-
pnt/sevGAL4,UAS BTB-pnt D sevGAL4,UAS BTB-pnt/pnti®® E sevGAL4,UAS BTB-pnt/
sevGAL4,UASpntP2

Ansicht der Komplexaugen von lateral; dorsal ist oben. Expression von BTB-pnt im Auge
mit Hilfe des sevGAL4 Aktivators in einfacher (B) und doppelter Dosis (C). Die
regelmalige Anordnung sowie die wildtypische Uniformitat der Ommatidien (vgl. A) ist
gestort (,rauhe Augen®). Genetische Reduktion der endogenen pointed Dosis in dem
Hintergrund der Situation dargestellt in B resultiert in einer Verstarkung des
Augenphanotyps. Ektopische Expression von pointedP2 bewirkt den gegenteiligen Effekt

(E).
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Auges (von dorsal nach ventral verlaufend) wirkt ,glatt‘, ohne Begrenzungen der
Ommatidien, die entweder verschmolzen scheinen oder fehlen (Pfeil Abb.13B). Bei
doppelter Dosis, d.h. mit zwei Kopien des UAS BTB-pnt Konstruktes ist dieser
Bereich Uber die gesamte Augenflache erstreckt (Abb.13C).

Durch die Expression des BTB-pnt Konstruktes in heterozygoten pnt*® Tieren
kann der EinfluR der endogenen pointed Dosis analysiert werden (Abb.13D). Dies
fuhrt zu einer deutlichen Verstarkung des Augenphanotyps (vgl. Abb.13B und D).
Der Phanotyp ist somit spezifisch modifizierbar. Die ektopische Expression von
pointedP2 bewirkt den gegenteiligen Effekt. Der Phanotyp, der durch die Induktion
des BTB-pnt Konstruktes entsteht, wird deutlich gemildert (,gerettet”). Es sind keine
ommatidienfreien Bereiche vorhanden, und das Auge erscheint wesentlich
regelmaliger (Abb.13E).

Semidunnschnitte der Retinae sollten Aufschlul® dariber geben, ob sich die
ektopische Expression des BTB-pnt Konstruktes auf zellularer Ebene als pointed
dominant Negativ verhalt (Abb.14). Analog zu vitalen Kombinationen verschiedener
pointed Allele fehlen bei niedriger Expression des BTB-pnt Konstruktes ein bis drei
Photorezeptorzellen pro Ommatidium. Haufig ist die R7 Photorezeptorzelle
abwesend (Abb.14B). Bei doppelter BTB-pnt Dosis fehlen fast alle Photorezeptoren
(Abb.14C). Durch die genetische Reduktion endogener pointed Gendosis, wird der
Phanotyp verstarkt (vgl. Abb.14B und D). Es resultiert ein Phanotyp, der etwas
schwacher aber vergleichbar ist mit dem nach Expression der doppelten BTB-pnt
Dosis (Abb.14C und D). Die Anzahl der Photorezeptoren ist stark reduziert. Es
existieren photorezeptorlose Bereiche, in denen oft Pigmentreste zu erkennen sind.
Wird zusatzlich zur ektopischen Expression von BTB-pnt pntP2 ektopisch exprimiert,
wird der Phanotyp deutlich abgeschwacht (vgl. Abb.14B und E). Die Ommatdien

enthalten Uberwiegend wildtypische Photorezeptoranzahl.

Tabelle 1

Komponenten der Sevenless Signaltransduktionskaskade, UASpntP2 Konstrukte
und mogliche Faktoren, die an BTB vermittelter Repression beteiligt sein konnten,

wurden auf mogliche Modifikation des BTB-pnt induzierten Augenphanotyps
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Abb.14: Effekte der BTB-pnt Expression auf die Sevenless
Signaltransduktionskaskade

A Widtyp B sevenless(sev)GAL4,UAS BTB-pnt/+ C sevGAL4,UAS BTB-
pnt/sevGAL4,UAS BTB-pnt D sevGAL4,UAS BTB-pnt/pnt’®® E sevGAL4,UAS BTB-
pnt/sevGAL4,UASpntP2

Semidunnschnitte der Retinae von Drosophila in sagittaler Schnittebene. Induktion von
BTB-pnt im Auge mit Hilfe des sevGAL4 Aktivators in einfacher Dosis (B) und doppelter
Dosis (C) resultiert in einem unterschiedlich starken Verlust von Photorezeptoren.
Genetische Reduktion von endogenem pointed mit gleichzeitiger Expression von BTB-pnt
im sev-Muster in D resultiert in einem intermediaren Phanotyp zu (B) und (C). Durch die
ektopische Expression von pntP2 (E) wird der Phanotyp deutlich abgeschwacht (vgl. B
und E).
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untersucht.

sev GAL4,UAS BTB- Verstarkung + sev GAL4,UAS BTB-pnt | Verstarkung +
pntX Abschwachung X Abschwachung

kein Effekt . kein Effekt .

sev GAL4,UAS BTB-pnt + dCtBp?#3°3

UASpntP2 - DERFF’

ttkB3%0 . aos""’

sin3A . rlee®

de3o45 _ /107

pntD2-26 +? Sev(d2)Ras1

pmmaa + top3081

dCtBp®7Pe™0 . UASP2.TE.2 T151E

UASVP16R1(minusETS) : UASP2.5 T151A

UASpntP2Vp16XX -

Aus der Tabelle geht hervor, dal® der durch BTB-pnt induzierte Phanotyp
spezifisch nur durch pointed Mutationen oder funktionelle UASpntP2 Konstrukte
modifizierbar ist. Komponenten der Sevenless Kaskade, mdgliche Cofaktoren der
Histondeacetylase und tramtrack selbst haben keine deutlichen Auswirkungen. Uber
die Gene, die unterhalb von pointed wirken, ist wenig bekannt. In einem
Modifierscreen konnte der dominante BTB-pnt Augenphanotyp dazu genutzt werden,
solche Gene aufzudecken. In einem ersten Screen wurden etwa 100
drittchromosomale Defizienzen in Heterozygose zu einer sev GAL4 UAS BTB-pnt
Rekombinante auf eine Modifikation des Phanotyps gesichtet. Unter diesen wurden

keine eindeutigen Kandidaten gefunden.

3.2.4 Repression des loco Reporters durch BTB-pnt

Das BTB-pnt Konstrukt reprimiert die /lacZ Expression des Rrk-lacZ 6.3 loco
Reporterkonstruktes (Abb.15). Das Modell stellt die Promotorregion mit den
Bindungsstellen fur die Gene glial cells missing und pointed dar. BTB-pnt erkennt die

pointed Bindungsstelle und reprimiert die /lacZ Expression. Um dieses Modell zu
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Abb.15: Ektopische Expression der BTB-pnt Chimare reprimiert die JlacZ
Expresssion des Rrk-lacZ 6.3 loco Reporters

A Modell der BTB-pnt vermittelten Repression B Rrk-lacZ 6.3/+ (ventralere Fokusebene) C
Rrk-lacZ 6.3/+ (dorsalere Fokusebene) D Rrk-lacZ 6.3/+ (ZNS Aufsicht) E UAS BTB-
pnt/Rrk-lacZ 6.3/daughterless GAL4 (ventralere Fokusebene) F UAS BTB-pnt/Rrk-lacZ
6.3/daughterless GAL4 (dorsalere Fokusebene) G UAS BTB-pnt/Rrk-lacZ 6.3/daughterless
GAL4 (ZNS Aufsicht)

Praparationen von Embryonen, anterior ist oben (B,C,E,F Stadium 16; D und G Stadium
11). Analyse der Rrk-lacZ 6.3 Expression durch anti-p-GalaktosidaseantikOmper und
anschlieBende AP-Immunhistochemie. In Anwesenheit des BTB-pnt Proteins werden die
p-Galaktosidaselevel des loco Reporters Rrk-lacZ 6.3 in den peripheren und lateralen
Gliazellen (Pfeilkopfe) als auch in den Tracheen (Pfeil) reduziert (vgl. B,C,D mit E,F,G). Mit
ubiquitar ektopischer BTB-pnt Expression ist lacZ Farbung in weniger Glioblasten pro
Hemisegment zu finden (vgl. D und G).
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untersuchen, wurde die Rrk-lacZ 6.3 loco lacZ Expression nach ubiquitarer
Expression des BTB-pnt Konstruktes untersucht (Abb.15E,F,G). Im Vergleich zur
reqgularen Rrk-lacZ 6.3 Expression (Abb.15 B,C,D) sind die lacZ Level in den
peripheren und lateralen Gliazellen (Pfeilspitzen Abb.15E und F) als auch in den
Tracheen (Pfeil Abb.15E) reduziert. Im Stadium 11 ist die Rrk-lacZ 6.3 Expression in
den sich teilenden longitudinalen Glioblasten zu erkennen (Abb.15D). Mit ubiquitarer
ektopischer BTB-pnt Expression ist /lacZ Farbung in weniger Glioblasten pro
Hemisegment zu finden (Abb.15G). Das BTB-pnt Konstrukt reprimiert also spezifisch

pointed Zielgene, wie an dem Beispiel fur loco hier gezeigt werden konnte.

3.3 Versuche zur Etablierung eines Repressorsystems

Wie durch die vorangegangenen Arbeiten gezeigt wurde, vermittelt die BTB
Domane im BTB-pnt Konstrukt eine Repression von pointed Zielgenen. Ein
Mechanismus der transkriptionellen Repression via Zn-Finger-BTB/POZ Proteine
geschieht Uber eine Rekrutierung von allgemeinen Cofaktoren wie SMRT (Silencing
Mediator of Retinoid and Thyroid Receptor). Uber Histondeacetylasen (HDAC)
koénnen dann histonmodifizierende Aktivitaten lokal auf das Chromatin ausgeubt
werden und so eine Repression der Transkription bewirken (Abb.16A) (Huynh and
Bardwell, 1998).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend, sollte ein neues, genetisches System
etabliert werden. Es sollten so Gene identifiziert werden, die fur die Entwicklung und
Migration der peripheren Gliazellen essentiell sind. Es wurden folgende Vorarbeiten
geleistet: Die Klonierung der in Abb.16B schematisch dargestellten Konstrukte samt
unterschiedlicher Promotoren sollte eine ubiquitare Expression der BTB/POZ-GAL4
DB (DNA Bindungsdomane) bzw. GAL4 DB-BTB/POZ Chimaren erlauben
(Abb.16B). Wie dargestellt, wurden solche Konstrukte kloniert und nach
Keimbahntransformation die entsprechenden transgenen Stamme etabliert. Die
benutzten Promotoren entstammten den entsprechenden Regionen der Gene /loco
und ubiquitin bzw. heatshock Promotoren. Die BTB Domane mit unterschiedlich
langen tramtrack cDNA Bereichen als Spacer zwischen GAL4 DNA
Bindungsdomane und BTB Domane wurde in zwei unterschiedlichen Sets von

Konstrukten fusioniert (Karten sind dem Anhang .
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EP-Insertionen

Abb.16: Modelle zur Veranschaulichung der BTB/POZ vermittelten Repression

A Zn-Finger-BTB/POZ Proteine vermitteln transkriptionelle Repression uber SMRTs und
HDACs

B Expression einer BTB-GAL4 Chimare sollte UAS Ziele reprimieren

C Generierung transienter Loss-of-function Mutationen mit Hilfe von EP-Insertionen
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Eine Expression jener in der Fliege in Anwesenheit einer EP-Insertion konnte
zu einer ,Blockade® des der EP-Insertion benachbarten Gens flihren und so zu
einem moglichen Funktionsverlust des Gens (Abb.16C). Eine solches Procedere
konnte die funktionelle Analyse eines Gens enorm beschleunigen. Der /oco
Promotor z.B. wirde die Expression des GAL-BTB Konstruktes in Gliazellen
induzieren. Wenn dadurch Gene benachbarter EP-Insertionen transient
ausgeschaltet wirden, sollte das bei einem fur Gliazellen essentiellen Gen zur
Letalitat fuhren. Eine solche Kreuzung kdonnte dann phanotypisch analysiert werden.
Die molekulare Analyse und Identifizierung des betreffenden Gens kann durch die
EP-Elementinsertion schnell durchgefuhrt werden. Mittels verschiedender, definierter
EP-Insertionen wurden die unterschiedlichen Konstrukte getestet. In keinem Fall
konnte eine Letalitat induziert werden. Eine EP-Insertion in das Gen futsch z.B.
wurde benutzt, um nach Expression der BTB-GAL Konstrukte eine mogliche
Reduktion der Futsch Expression analysieren zu konnen. Diese konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Der zuletzt erstellte ubiquitin.BTB-GAL4 Stamm zeigte zudem
eine reduzierte Vitalitat. Die Etablierung starkerer Insertionen Uber Transpositionen
resultierte in wenigen Fallen in adulten Tieren mit starkeren Insertionen. (Als Maf}
diente die starkere Expression des white Gens.) Diese Tier waren jedoch nicht

etablierungsfahig und starben nach wenigen Tagen.

3.4 EMS Mutagenese zur ldentifizierung von Genen, die fiir die Entwicklung der

peripheren Gliazellen notwendig sind

Um dennoch Gene zu finden, die fur die gliale Funktion notwendig sind,
bestand ein Teil dieser Arbeit in der Durchfihrung einer EMS Mutagenese. Es
sollten X-chromosomale Mutationen identifizieren werden, die zu Defekten in der
Anzahl der peripheren Gliazellen oder/und zu einer abnormen Migration dieser
fuhren. In Abb.17A ist das Kreuzungsschema zur Isolierung und Etablierung X-
chromosomaler Letalmutationen gezeigt. Mutagenisierte Mannchen werden in der
Parentalgeneration gegen brinker/FM7 balancierte Weibchen gekreuzt (siehe auch
Material und Methoden). brinker ist eine rezessiv letale Mutation. Dadurch uberleben
in der nachsten Generation nur FM7 Mannchen, so dal} auf das Sammeln virgineller

Weibchen fur die nachfolgende Generation verzichtet werden kann. Das mutante
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Abb.17: EMS Mutagenese zur ldentifizierung X-chromosomaler Mutationen

A Kreuzungsschema B Wildtyp C Kreuzungsstatistik

Nach Durchfuhrung der Mutagenese konnten die etablierten Stamme durch die J29
Expression (B) auf Defekte bzgl. der Entwicklung der peripheren Gliazellen gesichtet
werden. Aus den anfanglich 12.000 Kreuzungen wurden 29 Stamme der weiteren

Analyse unterzogen (C).
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FM7 balancierte X-Chromosom wird in der F1 in Einzelkreuzungen als Stamm
etabliert. Die Nachkommen dieser Einzelstamme werden auf Letalitat gesichtet. Sind
in einem Stamm nur FM7 balancierte (Bar markierte) Mannchen vorhanden, sind die
induzierten Mutationen letal, da das mutierte X-Chromosom in Hemizygose nicht

lebensfahig ist. Der Zeitpunkt der Letalitat war hierbei kein Selektionskriterium.
3.4.1 Durchfuhrung des Screens

Aus 12.000 F4 Einzelkreuzungen wurden 2405 letale Linien etabliert. Dies
entspricht einer Letalitatsrate von 20 % (Abb.17C). In ,den Hintergrund® aller
Chromosomen wurde zuvor die J29 Enhancer trap Insertion gekreuzt, um die
peripheren Gliazellen markieren zu kdnnen (Abb.17B). Mit Hilfe der Blockablagen
(siehe Material und Methoden) wurden die 2405 Iletalen Stamme
immunhistochemisch gefarbt, und das Muster der peripheren Gliazellen wurde
untersucht. Abb.17B zeigt den wildtypischen Phanotyp in ventraler (links) und
lateraler Ansicht (rechts). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal}
anfanglich 60 Stamme identifiziert wurden, in denen die Entwicklung der peripheren
Gliazellen gestort ist. Von diesen wurden 29, die spezifischere Defekte aufwiesen,

zur weiteren Analyse behalten (Abb.17C).
3.4.2 Identifizierung der Phanotypen

Um in den Ablagen die hemizygoten Embryonen eindeutig identifizieren zu
konnen, wurden ,blaue Balancer® benutzt. So wurden die Mutationen Uber ein
FM7c” P[ry*, ftz-lacZ] markiertes Chromosom balanciert. Die Ablagen von
etablierten Linien wurden so durchgefuhrt, dal® ein Grof3teil der Embryonen sich in
der zweiten Halfte der Embryonalentwicklung (ca. Stadium 11/12) befand. Fruhe
Entwicklungsprozesse sind hier bereits abgeschlossen. Die Eiablagen erfolgten
konstant auf 25 °C. Die gefarbten Embryonen eines letalen Stammes wurden aus
der Farbeschale, in der sich je 30 gefarbte Linien befanden, herausgenommen und
auf Objekttrager transferiert. Mit Hilfe eines Stereomikroskops wurden Stadium 16
Embryonen selektioniert und es wurden solche Mutanten gesucht, die in Position
oder Anzahl der Nuclei J29 positiver, peripherer Gliazellen im Vergleich zum Wildtyp

divergierten.
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3.4.2.1 Erste Kriterien der Sichtung

Von den etablierten Stammen wurde nach mehrmaligem Sichten der
Mutationen ein Grolteil verworfen. Verworfen wurden solche Stamme, die in die
Kategorie ,morphogenetische Defekte“ eingeteilt wurden. Morphogenetische Defekte
sind solche, die neben auffalligen Veranderungen in der Entwicklung oder Migration
der peripheren Gliazellen morphogenetische, d.h. die Gesamtgestalt des Embryos
betreffende Defekte aufweisen. Bei dieser Kategorie von Phanotypen ist meistens
nicht zu unterscheiden, ob die beobachteten Entwicklungsdefekte der Gliazellen
nicht lediglich sekundare Folgeerscheinungen darstellen. Als solche Defekte wurden
eingeordnet: sehr frihe Defekte morphogenetischer Bewegungen, Defekte entlang
der dorsoventralen Achse, Defekte in der segmentalen Organisation der Embryonen

und ektodermale Defekte.

Dennoch sind einige Stamme mit solchen Defekten in die weitere Analyse
aufgenommen worden. Dies geschah aus mehreren Grunden. Gene, die essentiell
fur die Entwicklung der peripheren Gliazellen sind, kdnnen auch essentielle Gene
fruher Entwicklungsprozesse sein. Ein Beispiel ist das Gen Notch. In Notch
Mutanten ist die Differenzierung des Ektoderms gestort. Im Screen wurden
insgesamt vier unabhangige Mutationen im Notch Locus identifiziert. Eine dieser
Mutationen ist ein stark hypomorphes Notch Allel. Es treten keine neurogenen
Defekte auf, dennoch zeigen die mutanten Embryonen Migrationsdefekte peripherer
Gliazellen. In den Mutanten 7-5B2, 2-11X und 7-12F4 zeigen Embryonen derselben
Ablage neben morphogenetischen Defekten auch spezifische Entwicklungsdefekte
der peripheren Gliazellen (vgl. Abb.26C und D).

3.5 Entwicklungs- und Migrationsdefekte peripherer Gliazellen

Erwartete Differenzierungsdefekte, die im Rahmen dieser Arbeit beobachtet
werden konnen, beschranken sich auf die Detektion von entweder mehr oder
weniger J29 positiven Zellen im Vergleich zum Wildtyp. Fur Klassen von
Migrationsdefekten kdnnen verschiedene Moglichkeiten postuliert werden: Alle J29
markierten Gliazellen migrieren entweder zu weit in das PNS oder alle verbleiben in

der ZNS/PNS Ubergangszone. Ein Teil der Gliazellen migriert zu weit oder gar nicht
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oder die Gliazellen der Segmente eines Embryos zeigen unterschiedliches

Migrationsverhalten.

Wie in der Tabelle zusammengefal’t, wurden Vertreter solcher Klassen

gefunden:

Tabelle 2

Zusammenfassung der selektierten Mutationen

Anzahl mutanter Stamme:

Differenzierung  mehr periphere Gliazellen 8
weniger periphere Gliazellen 1

Migration erhohte Migration 4
reduzierte Migration 10
unregelmanige Migration 14

Die Mutationen, in denen abnorme Anzahlen von Gliazellen auftraten, wurden
zudem in die Gruppen mit abnormer Migration einsortiert, da die ektopischen
Gliazellen sich bzgl. ihrer Verteilung entlang der axonalen Trakte des PNS
unterschiedlich verhielten. Die meisten Allele zeigen einen unregelmaligen
Migrationstyp. In diese Gruppe fallen auch sehr gering penetrante Phanotypen.
Generell gibt diese Klassifizierung nur einen Uberblick. Der analysierte Prozef an

sich erlaubt keine Einteilung in exakt voneinander abgegrenzte Kategorien.

Es wurde nur eine Mutation aufgedeckt, die reproduzierbar weniger Gliazellen
aufwies. Acht Stamme hingegen zeigten mehr J29 positive Gliazellen, von denen

eins das schon erwahnte Notch Allel ist.

3.5.1 Mutationen, die zu unregelmaBiger Migration peripherer Gliazellen fuhren
Mutationen, die in diese Kategorie eingeordnet wurden, sind in den Abb.18

und 19 dargestellt. Diese phanotypische Klasse ist sehr heterogen, gleichzeitig

umfalt sie die meisten Mutanten. Viele der gefundenen Mutationen lassen sich

zunachst durch die gewahlten Screenbedingungen nicht naher beschreiben und
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Abb.18: Mutationen, die zu einer unregelmaBigen Migration peripherer Gliazellen
fiihren -1

A Wildtyp B NB8XC X1I-14D1 D 7-12F4 E VII-19H5F XII-13D1 G 6-16E3 H XII-8E 1

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die
Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29 dargestellt.



Abb.19: Mutationen, die zu einer un
fuhren - I

F. R 3

fegelméi[&igen MiQration peripherer Gliazéllen

X oSS =

A Wildtyp B 12-7E1 C VII-17G8 D XIII-21E3 E 1I-25E4 F 1-19H8 G wex*2%E" H /I-8H3

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die
Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29 dargestellt.




Ergebnisse

wurden daher in diese eher oberflachliche Kategorie eingeordnet. In diese Klasse
von Phanotypen fallen auch viele der Mutanten, die den Phanotyp nicht sehr
penetrant auspragen. Letzteres ist naturlich auch charakteristisch fur eine
zunregelmaflige Migration“, somit fir die gesamte Klasse der hier eingeordneten

Phanotypen.

3.5.1.1 Migrationsdefekte

Die Mutationen konnen in die folgenden Klassen eingeteilt werden:

1. Phanotypen, in denen die peripheren Gliazellen in einigen Segmenten
wildtypisch migrieren, in anderen zu weit in die Peripherie migrieren.
12-7E1, wex®*", wex*?°¢" XII-13D1, XiII-14D1, 7-12F4, XII-8E1

2. Phanotypen, in denen die peripheren Gliazellen in einigen Segmenten
wildtypisch migrieren, in anderen zu nah an der ZNS/PNS Grenze verbleiben.
XllI-21E3, I-19H8, 1I-8H3

3. Phanotypen, in denen die peripheren Gliazellen innerhalb einiger Segmente
zu weit migrieren, in anderen zu wenig.
VII-17G8, II-25E4, N®** N5, VII-19H5, 6-16E3

Ein weiteres Kriterium der Migrationsdefekte ist die Assoziation der J29
positiven Nuclei an die Axone des Segmental- und Intersegmentalnervs. In VII-19H5
mutanten Embryonen befinden sich viele J29 positive Nuclei zwischen dem
Segmental- und Intersegmentalnerv (Abb.18E) an Stellen, an denen im Wildtyp
keine der peripheren Gliazellnuclei beobachtet wurden. Ob es sich bei der in einigen
Segmenten Uberzahligen Anzahl evtl. um fehlmigrierte, fehlpositionierte
Subperineuralgliazellen oder zusatzliche periphere Gliazellen handelt, konnte nicht

determiniert werden.
Die Allele der Komplementationsgruppen Notch und westfalenexpress (wex)

sowie die Mutationen 7-12F4, II-25E4 und VII-19H5 weisen zudem mehr J29 positive

Zellen auf.
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3.5.1.2 Neuronale PNS Defekte

Das Fehlen von Gliazellen in der sog. glial cells missing (gcm) Mutante fuhrt
im embryonalen Nervensystem zu Defekten in ZNS und PNS. Die Kommissuren des
ZNS sind defaszikuliert und teils fusioniert, die Konnektive sind oftmals verdinnt und
im PNS verlaufen Segmental- und Intersegmentalnerv parallel und defaszikulieren
teilweise (Hosoya et al., 1995; Jones et al.,, 1995; Vincent et al., 1996). Zudem
existieren, wie in Ablationsstudien gezeigt wurde, enge trophische Interaktionen

zwischen Gliazellen und Neuronen im PNS (Sepp and Auld, 2003a).

Daher sind neuronale Marker mit in die Analyse der Mutanten einbezogen
worden. Neuronale Defekte kdnnen im Zusammenhang mit der Fehimigration der
peripheren Gliazellen Aufschlu® Uber die einzelnen Mutationen geben. Die
Mutationen XII-8E1, VII-19HS, 6-16E3 und XIII-21E3 weisen im PNS parallel
verlaufende Segmental- und Intersegmentalnerven auf. Generell ist die
Gesamtmorphologie der Groldteils der Gruppe der unregelmafRig migrierten
Mutanten relativ geordnet. Ausnahmen sind: wex*?%¢", wex®7 N*353 VII-17G8 und
7-12F4. VII-17G8 mutante Embryonen zeigen im PNS - neben einer ungeordneten
Struktur der Chordotonalorgane und axonalen Fehlprojektionen - auch periphere
Gliazellen an abnormen Positionen (z.B. am Rand der Chordotonalorgane; Daten

nicht gezeigt).
3.5.2 Mutationen, die zu reduzierter Migration peripherer Gliazellen fiihren

Mutationen dieser Klasse sind in den Abb.20 und 21 dargestellt. Die Klasse
dieser Phanotypen ist relativ uniform. Bei einem Teil der hier eingeordneten
Mutanten migrieren alle der J29 positiven Zellen weniger oder teils gar nicht, d.h. die
Nuclei befinden sich in der Nahe des ZNS. Dies trifft v.a. fur die beiden im Screen
gefundenen crooked neck (crn) Allele, crn”" und crn"?%® (Abb.20D und
Abb.21D) zu. Eine andere Mutante, bei der es sich vermutlich um ein weiteres crn
Allel handelt, ist das Allel V-8H7 (Abb.20B). In diese Gruppe fallen ebenso die
Mutanten 2-11X und 7-5 B2.

In I-23H6 und VIII-24E3 mutanten Embryonen (Pfeile Abb.20C und 21F)

70



Abb.20: Mutationen, die zu reduzierter Migration peripherer Gliazellen fihren - |

A Wildtyp B V-8H7 C [-23H6 D crn*1H6 E X|1I-15C8

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach
links ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch,
die Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29
dargestellt. Erlauterungen siehe Text.



Abb.21: Mutationen, die zu reduzierter Migration peripherer Gliazellen fuhren - Il

A Wildtyp B I-13H2 C I-5B2 D cm'!26t8 E 2-11X F VIII-24E3

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach
links ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch,
die Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29
dargestellt. Der Pfeil in E deutet auf defaszikulierte Bereiche der Axontrakte. Der Pfeil in
F markiert ein Beispiel reduzierter Migration der ventralen peripheren Gliazelle.
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erscheint es oft, als ob die dem ZNS naheste periphere Gliazelle auf gleicher Hohe
mit der ventrolateralen Gliazelle zu liegen kame. Ursachlich hierfir kann sein, dal}
die ventrolaterale periphere Gliazelle nicht die wildtypische Distanz zurucklegt. /-
13H2 mutante Embryonen besitzen zwei J29 positive Glianuclei am Segmentalnerv,
die distanziert voneinander unregelmafig weit aber oft nicht in voller Weite
migrieren. X/II-15C8 ist ein Vertreter dieser Gruppe, in dem es trotz oftmals
ubermafiger Anzahl von Gliazellen nicht zu einer ausreichenden Migration in die

Peripherie kommt.

Neuronale PNS Defekte kdnnen bis auf die Mutante /-73H2 in allen dieser
Gruppe zugehorigen Vertretern beobachtet werden. Oft sind dies defaszikulierte
Bereiche (Pfeil Abb.21E) und weniger Neurone (Pfeil Abb.20E).

3.5.3 Mutationen, die zu erhdhter Migration peripherer Gliazellen fiihren

Mutationen dieser phanotypischen Klasse sind in Abb.22 dargestellt. Im
Screen wurden keine Phanotypen gefunden, in denen die Gliazellen deutlich zu weit
migrieren. Nur in der Mutante 714-2D2 ist die periphere Gliazelle, die im Wildtyp
unterhalb des lateralen Clusters lokalisiert ist, in dorsaleren Positionen zu finden
(vgl. Pfeile Abb.22A und D). In den anderen Mutanten, die zu einer Ubermafigen
Migration fuhren, ist diese Zellen meistens korrekt lokalisiert. Hier migriert - im
Vergleich zum Wildtyp - die dem ZNS naheste Zelle weiter nach dorsal ohne jedoch
auf die dorsalste J29 positive Zelle aufzuricken. Es bleibt stets eine Distanz
zwischen diesen (vgl. Pfeilkopf Abb.22A und B mit Pfeil Abb.22A und B).

Mutanten dieser Klasse weisen sehr moderate neuronale Defekte auf. In den
Mutanten 2-23D17 und 71-7B2 kommt es in einigen Segmenten zu parallel
verlaufenden Intersegmental- und Segmentalnerven (Pfeil Abb.22C). J29 positive
Nuclei 7-7B2 mutanter Embryonen sind zudem unterschiedlich grof3, und es gibt
selten axonale Fehlprojektionen der lateralen Cluster. Fur diese Gruppe wurden —
mit Ausnahme der Mutante 2-23D1 - keine vom Wildtyp abweichenden ZNS Defekte
festgestellt (determiniert mittels des mAb BP102).
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Abb.22: Mutationen, die zu erhohter Migration peripherer Gliazellen fihren

A Wildtyp B 2-23D1 C I-7B2 D 14-2D2 E F-14B7

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die

Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29 dargestellt.
Details siehe Text.
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3.5.4 Defekte in der Organisation der ZNS Axone

Fehlmigration oder —differenzierung der Mittellinienglia, fahrt, wie in der
Einleitung beschrieben, zu einem charakteristischen ZNS Phanotyp von fusionierten
Kommissuren. Zudem wurde durch Mutagenesen auf Veranderungen des axonalen
Musters in ZNS und PNS festgestellt, dal® etwa 80% von Mutationen, die das PNS
betreffen, auch zu ZNS Defekten fuhren (Hummel, 1998). Durch die Verwendung
des mAb BP102 kénnen die ZNS Axone und damit die ,Strickleiter des ZNS
sichtbar gemacht werden. Die Grobkategorisierung der 29 einzelnen Mutationen
fand in Anlehnung an die von T. Hummel aufgestellten Klassen statt (Hummel,

1998). 16 der 29 hier untersuchten Mutanten zeigten einen ZNS Phanotyp.
3.5.4.1 Reduktion und Desorganisation der Kommissuren und Konnektive

Die in diese Klasse fallenden Mutationen sind in Abb.23 dargestellt. Die
Mutationen der beiden wex Allele (Abb.23C und D) besitzen reduzierte Konnektive

4-20E1

und Kommissuren: in wex mutanten Embryonen ist eine der Kommissuren pro

Segment vorhanden, wahrend in wex®®?

mutanten Embryonen weder Kommissuren
noch Konnektive zu sehen sind. In 7-5B2 mutanten Embryonen weist das ZNS
neben reduzierten Konnektiven auch Briche auf; Bereiche, in denen weder
Kommissuren noch Konnektive vorhanden sind (Abb.23B). cn”?" mutante
Embryonen besitzen reduzierte Kommissuren und reduzierte Konnektive. Die ZNS
Phanotypen der Mutanten X/I-8E1 und VII-17G8 (Abb.23E und F) ahneln sich: die
Kommissuren und Konnektive sind v.a. desorganisiert. Man beobachtet diagonal
verlaufende kommissurale Fasern (Pfeil Abb.23E) sowie eine Reduktion der

Konnektive (Pfeil Abb.23F).
3.5.4.2 Reduktion der Konnektive

Mutanten, die in die Gruppe der ZNS Phanotypen mit reduzierten
Konnektiven fallen, wurden in Abb.24 dargestellt. Bei Vertretern dieser Gruppe sind
Ubergange zu den Phanotypen mit fusionierten Kommissuren jedoch flieRend wie
z.B. in der Mutante crn™"°"¢ (Pfeil Abb.24C vgl. Abb.25). Konnektive der Mutanten
crn™ M8 X111-15C8 und V-8H7 sind in mehreren Segmenten reduziert. Das ZNS der
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Abb.23: Defekte in der Organisation der ZNS Axone: Reduktion und
Desorganisation der Kommissuren und Konnektive

A Wildtyp B /-5B2 C wex*2%5" D wex58F3 E XII-8E1 F VII-17G8 G crn''-26H8

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist links. Die Anordnung der ZNS
Axone wurde mit dem mAb BP102 dargestellt. Die Pfeile deuten auf desorganisierte
Kommissuren und Konnektive (E) bzw. reduzierte Konnektive (F).



Abb.24: Defekte in der Organisation der ZNS Axone: Reduktion der Konnektive

A Wildtyp B XIlI-15C8 C crn'*-1°H6 D NB-8X E V-8H7 F XIII-21E3

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist links. Die Anordnung der
ZNS Axone wurde mit dem mAb BP102 dargestellt. Die Pfeile in D und F markieren
Bruche in den Konnektiven, der Pfeil in C deutet auf fusionierte Kommissuren.
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Mutanten N% und X/II-21E3 weist nur in einigen Bereichen reduzierte Konnektive
auf (Pfeile Abb.24D und F). Vollstandig unterbrochen sind diese Bereiche jedoch in

keiner der Mutanten dieser Gruppe.
3.5.4.3 Fusionierte und defaszikulierte Kommissuren

Mutationen dieser phanotypischen Klasse sind in Abb.25 dargestellt. Eine
Fusion der Kommissuren mit gleichzeitiger Reduktion der Konnektive ist in der
Mutante /-23H6 zu beobachten (Abb.25B). Die Kommissuren hier sind stark
fusioniert. Die anderen vier Mutanten besitzen ebenfalls fusionierte Kommissuren,
doch koénnen hier noch anteriore und posteriore Kommissur voneinander
unterschieden werden. Innerhalb einiger Segmente kommt es zu einer Auflockerung
der axonalen Trakte, die Kommissuren wirken nicht reduziert, sondern vielmehr in
sich defaszikuliert (Pfeil Abb.25E). Bei der Mutante 2-23D1 kommt es neben der
Defaszikulation der kommissuralen Trakte auch zu einer Defaszikulation der
Konnektive, die v.a. in friheren Stadien zu gut zu sehen ist und auch in alteren
Stadien persistiert (Pfeil Abb.25F).

3.5.5 Differenzierungs- und Faszikulationsdefekte

Wie erwahnt, ist nicht viel Uber die Gene bekannt, die die Differenzierung und
Migration der peripheren Gliazellen steuern. Frihe Prozesse der Migration, z.B. die
Selektion der zu migrierenden Subpopulationen, sind oft gleichbedeutend mit der
frihen Differenzierung dieser Zellen. Zudem kann die Analyse von Mutanten mit
ektopischer oder im Gegenteil geringerer Anzahl peripherer Gliazellen Aufschlisse
uber das Migrationsverhalten der peripheren Gliazellen an sich geben. Migrieren
ektopische Gliazellen? Sortieren sich diese dann mit definiertem Abstand zur
nachsten Gliazelle entlang des Nervs ein oder entstehen Anhaufungen von Zellen?
Existieren Lucken dort, wo Gliazellen fehlen oder positionieren sich die vorhandenen

Gliazellen anders?
3.5.5.1 Mutationen mit erhohter Anzahl J29 positiver Nuclei

Mutationen mit erhdhter Anzahl J29 positiver Glianuclei sind in Abb.26
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Abb.25: Defekte in der Organisation der ZNS Axone: Fusionierte und
defaszikulierte Kommissuren

A Wildtyp B /-23H6 C 2-11X D X1I-13D1 E 6-16E3 F 2-23D1

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist links. Die Anordnung der
ZNS Axone wurde mit dem mAb BP102 dargestellt. Der Pfeil in E markiert eine
defaszikulierte Kommissur, der Pfeil in F deutet auf eine Defaszikulation der Konnektive.
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Abb.26: Mutationen mit erhohter Anzahl J29 positiver Nuclei

- -~ '

A Wildtyp B NB8XC 7-12F4 D 7-12F4 E 1I-25E4 F 11-25E4 Ausschnitt G I-13H2 H 14-2D2

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet (F: ZNS unten, anterior links). Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit
dem mAb anti-Futsch, die Migration der peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap

Insertion J29 dargestellt. (Nicht dargestellte Mutanten mit erhohter Gliazellanzahl: ViI-
19H5, wex*20E1 wex4-20ET)
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zusammengestellt, PNS Neurone wurden mit dem mAb anti-Futsch markiert. Die
Mutation 7-12F4 und das Notch Allel N5% weisen bis zu fiinf ektopische J29 positive
Nuclei auf, die sich entlang der axonalen Trakte des Segmental- und
Intersegmentalnervs verteilen. Interessant ist die Verdopplung, bzw. das
Vorhandensein einer weiteren peripheren Gliazelle am Segmentalnerv der
Mutationen //-25E4 und I-13H2 (Abb.26E bis G). In /I-25E4 mutanten Embryonen
befinden sich diese beiden Nuclei direkt nebeneinander in der Position, in der im
Wildtyp die ventrolaterale periphere Gliazelle ebenfalls lokalisiert ist: an der
Abzweigung der beiden ventralen Gruppen (vgl. Pfeile Abb.26A und 26E,F). Ein
anderes Bild bietet die Mutation /-13H2. Auch hier existiert eine ektopische periphere
Gliazelle am Segmentalnerv. Diese ist aber in jedem Segment in einem relativ
regelmaligen Abstand zur anderen lokalisiert (Pfeile Abb.26G). Im PNS der
Mutanten 74-2D2 (Pfeil Abb.26H) und VII-19H5 (nicht gezeigt) befindet sich in
einigen Segmenten eine zusatzliche, J29 positive Gliazelle, die mit weiter nach

dorsal zu migrieren scheint oder spater in der Entwicklung dort entsteht.

3.5.5.2 Mutationen mit Faszikulationsdefekten und geringerer Anzahl J29

positiver Nuclei

Zwei der funf Mutationen, die im Screen gefunden wurden, und weniger, bzw.
auffallige axonale Faszikulationsdefekte zeigen, sind in Abb.27 exemplarisch
dargestellt. Die Hauptaxontrakte des Segmental- und Intersegmentalnervs, die
kommissuralen Fasern als auch die der Konnektive sind defaszikuliert (Pfeile
Abb.27). Der Unterschied zwischen den beiden Mutanten ist, dal} bei der Mutante
XIlI-21E3 im PNS einige der peripheren Gliazellen zu fehlen scheinen (Pfeil Abb.27A
linke Seite) wahrend die J29 positiven Nuclei in der Mutante 6-16E3 Uberwiegend in
wildtypischer Anzahl vorhanden sind (Abb.27B linke Seite). Hier ist zu beobachten,
dall die markierten Nuclei der peripheren Gliazellen sich mehr oder weniger
.innerhalb® der defaszikulierten Bereiche des Segmental- und Intersegmentalnervs
befinden. Weitere Mutationen, die zu defaszikulierten axonalen Bereiche in ZNS
und/oder PNS fihren sind: X/I-13D1, XII-8E1 und VII-17G8.
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Abb.27: Mutationen mit Faszikulationsdefekten und geringerer Anzahl
J29 positiver Nuclei

A XIlI-21E3 (anti-Futsch links; BP102 rechts) B 6-16E3 (anti-Futsch links;
BP102 rechts)

Praparationen der Nervensysteme von Stadium 16 Embryonen. Die
Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die Nuclei der
peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29 dargestellt. ZNS
Axone wurden mit dem BP102 Antikorper markiert. Xl/I-21E3 mutante
Embryonen weisen weniger J29 positive Zellen und defaszikulierte bzw.
reduzierte Axonbundel (Pfeile A) auf. 6-16E3 mutante Embryonen zeigen die
wildtypische Anzahl von J29 positiven Zellen aber defaszikulierte Bereiche
(Pfeile B). Phanotypen dieser Mutante sind exemplarisch fur einige im Screen
gefundene Mutanten (X/I-13D1, XlI-8 E1, VII-17G8, 1-5B2).



Abb.28: Ektopische Expression der J29 Enhancer trap Insertion

A V-8H7 whole mount Stadium 16 Embryo; konfokale Farbung in ventraler Aufsicht (anti-
HRP in grun, J29 Expression in rot) B laterale Ansicht eines wildtypischen Embryos (whole
mount Embryo Stadium 16) anti-5-Galaktosidase-Farbung zur Detektion der J29 Expression
C laterale Ansicht eines XllI-21E3 mutanten Embryos (whole mount Embryo Stadium 16)
BP102- und anti-p-Galaktosidase-Farbung zur Detektion der J29 Expression D X/lI-21E3
PNS Praparation, Markierung der PNS Neurone via mAb anti-Futsch und J29 Expression

Ektopische Expression zeigte sich in Bereichen des Darms bei unterschiedlichen Mutanten
(Pfeile A und B) und in X//I-21E3 mutanten Embryonen auch in den Oenocyten (Pfeil C).



Ergebnisse

3.6 Ektopische Expression der J29 Enhancer trap Insertion

In Abb.28 sind einige der Mutanten dargestellt, die eine ektopische J29
Expression in nicht-glialen Zellen innerhalb des Embryos zeigen. Besonders haufig
findet sich diese Expression in unterschiedlichen Bereichen des Darms (Pfeile
Abb.28A und B). In der Mutante XI//I-21E3 zeigt sich ektopische J29 Expression in
den Oenocyten (Pfeil Abb.28C).

3.7 Klonale Analyse der X-chromosomalen Mutanten in der

Augenimaginalscheibe

Zur weiteren Analyse der Gliamigration der isolierten Mutanten bietet sich ein
weiteres System innerhalb von Drosophila an: das sich entwickelnde Auge. Da eine
Pramisse des vorherigen Screen es war, embryonal letale Gene zu identifizieren,
muldten fur die Analyse in der Augenimaginalscheibe zunachst Stamme etabliert
werden, die eine klonale Analyse ermdglichen (siehe Material und Methoden).
Folgende der im Screen gefundenen Mutationen wurden mit einer FRT19A Insertion
rekombiniert (die mit ,A“ markierten Rekombinanten wurden durch A. Zierau
hergestellt (Zierau, 2003)).

VII-17G8 FRT19A crn™ P8 FRT19A

NP3 FRT19A crn™ "8 FRT19A AIG
XII-14D1 FRT19A wex® 53 FRT19A A
V-8H7 FRT19A AIG wex %" FRT19A AIG
VII-19H5 FRT19A 2-23D1 FRT19A

X1I-13D1 FRT19A 1-7B2 FRT19A A
11-25E4 FRT19A A 2-11X FRT19A

6-16E3 FRT19A VIII-24E2 FRT19A
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Abb.29: Wildtypische Migration und Verteilung der Retinobasalgliazellen in der
Augenimaginalscheibe von Drosophila melanogaster

optischier
Stiel

—

A Ubersicht der Verteilung der Retinobasalgliazellen (RBG) in der Augenimaginalscheibe
B Detailansicht aus A C Schema der Gliazellmigration bzw. -verteilung in lateraler Ansicht
(apikal ist oben, basal unten)

(A und B) Praparation der Augenimaginalscheibe mit assoziiertem optischen Lobus einer
Larve des dritten Larvalstadiums. Anterior ist oben, der optische Lobus ist nach unten
ausgerichtet. Konfokale Analyse des neuronalen Musters (anti-HRP in grun) und der
Glianuclei (anti-Repo in blau). Die wildtypische Organisation der Photorezeptorneurone
samt projizierender Axone sind in A und B dargestellt. Die Retinobasalgliazellen sind in
diesem Stadium bereits von ihrem Entstehungsort Uber den optischen Stiel in die
Augenimaginalscheibe einmigriert. Die Temmination dieser Migration erfolgt im Wiltyp etwa
drei bis vier Zellreihen hinter den sich entwickelnden Photorezeptorclustern (Pfeile B). Die
laterale Ansicht in C zeigt die Verteilung der apikal positionierten Neurone mit ihren
Axonen, die Richtung basal projizieren. Die Retinobasalgliazellen sind basal lokalisiert.



Abb.30: Konfokale Analyse von VII-177G8 mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in gran, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.
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3.7.1 Migration der Retinobasalgliazellen

Im Wildtyp beginnen frah im dritten Larvalstadium die Retinobasalgliazellen
(RBG) von ihrem Entstehungsort aus im optischen Stiel in die Augenimaginalscheibe
einzumigrieren (Abb.29). Sie orientieren sich dabei innerhalb der
Augenimaginalscheibe entlang der Photorezeptoraxone, die an der basalen Seite
der Augenimaginalscheibe in den optischen Stiel projizieren (Abb.29C). Sie
schlie3en jedoch nicht mit der vordersten Front der Photorezeptorzellcluster auf,
sondern verbleiben stets drei bis vier Zellreihen hinter den jungsten Clustern und der
morphogenetischen Furche (Pfeile Abb.29B; (Choi and Benzer, 1994)).

Dieses Migrationsverhalten der Retinobasalgliazellen und die Mdglichkeit,
durch Induktion von Klonen die betreffenden Gene in bestimmten Geweben
ausschalten zu konnen, erlauben weitere Analysen. Durch die Wahl der FLP
Rekombinase kann wie z.B. in den folgenden Experimenten durch die eyeless-FLP
Rekombinase (ey-Flipase) ein klonales Ereignis spezifisch in der
Augenimaginalscheibe und damit im Substrat fur die migrierenden RBG erzeugt
werden. Es kann untersucht werden, ob maglichen Migrationsphanotypen der Ausfall

nicht zell-autonomer Genfunktionen zugrunde liegt.

3.7.2 Klonale Analyse der RBG Migration mit Hilfe eyeless-Flipase induzierter

Klone

Die Ergebnisse der klonalen Analyse der Mutante VI/I-17G8 sind in Abb.30
dokumentiert. Diese Abbildung als auch die folgenden (Abb.30 bis 34 einschlieRlich)
sind gleich strukturiert. Jede der Spalten stellt eine Augenimaginalscheibe mit
unterschiedlichen Einzelfarbungen bzw. Uberlagerungen dieser dar: In der ersten
Reihe ist eine Dreifachuberlagerung zu sehen. Die zweite kombiniert die anti-Repo
Farbung, die die Glianuclei in blau markiert und die anti-GFP Farbung. Anhand der
anti-GFP Farbung konnen nicht-klonale Bereiche markiert werden. Hierzu wurde
zunachst eine ubi-GFP Insertion mit einem die FRT19A Insertion tragenden
Chromosom rekombiniert. Neurone (Uber den anti-HRP Antikorper in grin) werden
jeweils in der dritten Reihe zusammen mit den Glianuclei dargestellt. Die letzten drei

Reihen sind Projektionen sowie (bei der Darstellung der Klongrenzen)
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Einzelschnittebenen der Einzelsignale.

In der Mutante VII-17G8 ist in den Augenimaginalscheiben eine starke
,Unordnung“ von Photorezeptorneuronen als auch Gliazellen zu erkennen. Die
Axone sehen in einigen Bereichen wirbelartig verteilt aus, statt wie im Wildtyp relativ
homogen gebundelt in den optischen Stiel zu munden (Pfeil Abb.30R). Der
Bolwignerv ist zum Teil defaszikuliert (Pfeil Abb.30P). Die morphogenetische Furche
bzw. die Front der jungsten, rekrutierten Photorezeptorzellcluster ist unterbrochen,
teils durch groRere Kerben, was durch die ebenfalls eingebuchtete
Gliamigrationsfront zu erkennen ist (Pfeil Abb.30M). Obwohl die RBG Nuclei auch im
Wildtyp nicht immer gleichmallig uber die Augenimaginalscheibe verteilt sind, ist
innerhalb der Augenimaginalscheibe eine unregelmallige Verteilung der Gliazellen
zu erkennen, in denen kleinere Flachen nicht so stark durch RBG besetzt zu sein
scheinen (Abb.30N). Aus den Projektionen der dritten Reihe, die Neurone und
Gliazellen zusammen darstellen, ist zu sehen, dall die Gliazellen trotz der
offensichtlich aufgebrochenen Ordnung der Neurone in der gesamten
Augenimaginalscheibe hinter diesen zuruckbleiben. Weiterhin respektiert die RBG
also die Grenze der Photorezeptorzellcluster. Eine genaue Korrelation der klonalen
Bereiche mit Migrationsphanotypen der Gliazellen als auch mit den beschriebenen

neuronalen Phanotypen ist nicht eindeutig erkennbar.

NB¥ Augenimaginalscheiben weisen dhnliche neuronale Phanotypen auf wie
in den zuvor beschriebenen VII-17G8 mutanten Augenimaginalscheiben zu finden
sind (Abb.31) - jedoch weniger stark ausgepragt. Die Photorezeptoraxone sind
ungeordnet (Pfeil Abb.31Q). Die Photorezeptorzellcluster direkt hinter der
morphogenetischen Furche sind relativ geordnet - obwohl es auch hier
Unregelmaligkeiten gibt (Pfeil Abb.31P). Die RBG migrieren anders als im zuvor
beschriebenen Beispiel in einigen Fallen sogar gleich in zwei Bahnen aus dem
Bereich der sich differenzierenden Photorezeptorzellcluster in den anterioren Teil der
Augenimaginalscheibe ein (Pfeil Abb.31M). Diese ektopische Migration kann jedoch
nicht exakt mit klonalen bzw. nicht-klonalen Bereichen korreliert werden (vgl.
Abb.31D und J). Dieser Phanotyp wurde auch mittels eines temperatursensitiven
Allels von Notch generiert (Daten nicht gezeigt). In den in der zweiten und dritten

Spalte gezeigten Augenimaginalscheiben ist die neuronale Differenzierung noch
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Abb.31: Konfokale Analyse von NB¥ mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in grin, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.
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nicht sehr weit vorangeschritten. Dennoch gibt es Bereiche, in denen innerhalb des
posterioren Teils der Augenimaginalscheibe die Gliazellen nicht so regelmafig wie
im Wildtyp verteilt zu sein scheinen (Pfeile Abb.31N und O). Diese Bereiche decken
sich auch mit klonalen Bereichen (Pfeil Abb.31L und F) aber nicht jeder klonale

Bereich besitzt weniger Gliazellen.

Die Migration der RBG in den Augenimaginalscheiben X//-14D1 mutanter
Larven weist andere Defekte als in den bisher beschriebenen Beispielen auf
(Abb.32). Die Entwicklung der Photorezeptorzellen und ihrer Axone scheint normal
zu verlaufen. Die Cluster sowie ihre Anordnung wirken vollstandig und die Projektion
aller Axone ist posterior in Richtung des optischen Stiels orientiert (Abb.32K und L).
Ein bis zu funf Zellen breiter Block der RBG ignoriert die wildtypische
Migrationsgrenze drei bis vier Zellreihen hinter den sich differenzierenden
Photorezeptorzellclustern (Pfeil Abb.32l). Diese RBG wandern 8 bis 9 Zellreihen
uber die allgemeine Migrationsfront hinaus. Interessant ist, dal} diese
fehimigrierende Gruppe der RGB sich genau entlang des Randes eines grolieren
klonalen Bereichs bewegt (Pfeile Abb.32C und G). Die im Vergleich etwas jungere
Augenimaginalscheibe in der rechten Spalte zeigt einen vergleichbaren Phanotyp,
dessen ektopische Migration der RBG (in reduzierterem Malde) ahnlich mit einem
klonalen Bereich zusammenfallt (Pfeile Abb.32D und H).

In VII-19H5 mutanten klonalen Augenimaginalscheiben sind die Neurone
regelmafig positioniert und deren Axone projizieren relativ wildtypisch in den
optischen Stiel. Es sind jedoch mit klonalen Grenzen korrelierende Bereiche zu
finden, in denen weniger Gliazellen innerhalb der Augenimaginalscheibe vorhanden
sind (vgl. Pfeile Abb.33C,D,l und J). Die RBG scheinen praferentiell entlang der
nicht-klonalen Bereiche zu migrieren (Pfeil Abb.33H und J).

wex®¥3 mutante, klonale Augenimaginalscheiben besitzen wie in VII-17G8
mutanten Augenimaginalscheiben sehr ungeordnete Photorezeptorzellcluster (vgl.
Abb 30 und Abb.34). Die morphogenetische Furche verlauft nicht kontinuierlich und
die Axone scheinen unregelmaldig zu projizieren (Abb.34R). Die RBG migrieren sehr
unterschiedlich weit in diesen Augenimaginalscheiben. Zum Teil migrieren sie als

ganzes Band uber die eigentliche Grenze der Photorezeptoren hinaus (Pfeil
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Abb.32: Konfokale Analyse von XlI-14D1 mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in grun, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.
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Abb.33: Konfokale Analyse von VII-19H5 mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in gran, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.
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Abb.34H) oder sie sind vereinzelt weiter anterior in der Augenimaginalscheibe zu
finden (Pfeile Abb.34M und G).

In der Abb.35 sind schematisch die in der klonalen Analyse gefundenen RBG
Phanotypen verschiedener Mutationen zusammengefal3t. Die schwarze Kontur soll
die Augenimaginalscheibe skizzieren wahrend die blaue Linie in jeder
Augenimaginalscheibe die Migration der RBG darstellen soll. In Abb.35D sind RBG
freie Bereiche durch den blauen Kreis innerhalb der Augenimaginalscheibe markiert.
Diese Zusammenfassung der Klassen von Phanotypen stammt aus
unterschiedlichen Ansatzen zur Erzeugung von eyeless-Flipase induzierten Klonen.
Dabei wurden klonale Bereiche der Augenimaginalscheiben nicht in allen Fallen
eindeutig markiert, so dal® zwischen den Balancertieren und den die Mutation
tragenden Augenimaginalscheiben nicht korrekt differenziert werden kann. Daten, in
denen die Phanotypen der Gruppe B auftraten (Abb.35B), sind unter Vorbehalt zu
betrachten, da sie durch den FM7 Balancer (die Bar Mutation) hervorgerufen werden
konnen, der auch einen solchen Phanotyp der Gliamigration aufweist (Daten nicht

gezeigt).

Auf der anderen Seite ist es dennoch wahrscheinlich, daly die untersuchten
Mutationen auch diesen Phanotyp zeigen, da dieser vermutlich einen allgemeinen,
fruhen Defekt in der Entwicklung der Augenimaginalscheibe widerspiegelt. Also
konnten viele Gene bei Funktionsverlust in einem solchen (eher sekundaren)
Phanotyp resultieren. Diese Vermutung wird dadurch bestatigt, daf3 in einigen Fallen
(wie nach eyeless-Flipase induzierten N®® Klonen) neben ,rauhen®
Augenphanotypen Bar-ahnliche, nierenformige adulte Augen auftraten (Daten nicht
gezeigt). Die Anzahl der Mutationen und die geringe Anzahl der analysierten
Augenimaginalscheiben pro Mutation kann bis jetzt nur einen Ausblick auf eine
zukunftige, umfassendere Analyse geben. Durch die erzielten Ergebnisse kann
jedoch eine Selektion vorgenommen werden. In der Mutante X//-14D1 z.B. treten -
direkt benachbart zu klonalen Bereichen - spezifische Defekte auf. Die RBG migriert

uber die Grenze der Photorezeptoren hinaus (Abb.32).
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Abb.34: Konfokale Analyse von wex%%F mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in gran, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.
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Abb.35: Schematische Zusammenfassung der Migrationsphanotypen der
unterschiedlichen Mutanten

Schwarz skizziert ist die Kontur der Augenimaginalscheiben. Die blauen Linien stellen
jeweilig die anteriorste Migrationsfront der Retinobasalgliazellen dar. Der blaue Kreis in D
markiert einen gliazellfreien Bereich innerhalb der Augenimaginalscheibe.
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Tabelle 3 Zusammenfassung der klonalen Analyse

Aufgelistet sind in der ersten Zeile die unterschiedlichen mutanten Stamme, mit
denen die klonale Analyse in der Augenimaginalscheibe durchgefuhrt wurde. In der
ersten Spalte aufgefuhrt sind die resultierenden Phanotypen (vgl. Abb.35). Die
Kreuze bedeuten die Anzahl der Phanotypen pro Klasse bzw. analysierter

Augenimaginalscheiben.
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3.8 Analyse der Gliazellmigration in Notch mutanten Embryonen

In dem Screen wurden insgesamt funf Notch Allele identifiziert. Diese
Mutanten wiesen unterschiedlich starke Defekte auf. Aufgrund der Tatsache, dal}
zwei der Notch Mutationen (N* 5% und N25%) weniger stark neurogene Phanotypen
aber auffallige Gliamigrationsphanotypen zeigen, wurde eine detailliertere Analyse
durchgefuhrt.

3.8.1 Phanotypische Analyse der PNS- und Gliamigrationsdefekte Notch

mutanter Embryonen

In Abb.36 sind die PNS- und Gliazellmigrationsdefekte Notch mutanter

Embryonen dargestellt. Die Neurone des PNS wurden mit dem anti-Futsch
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Abb.36: Migrations- und Differenzierungsdefekte der peripheren Gliazellen in Notch
mutanten Embryonen

A Wildtyp B und C NB8XD und E NA-3E3

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die
Migration der peripheren Gliazellen mittels der Expression der Enhancer trap Insertion J29
dargestellt. In mutanten NB-8X Embryonen (ein stark hypomorphes Notch Allel) treten
sowohl Migrationsdefekte (Pfeil B und C) als auch eine teils erhdhte Anzahl J29 positiver
Nuclei auf. Letzteres ist in N4-3£3 mutanten Embryonen oft zu beobachten; der neurogene
Pharnotyp ist deutlich zu sehen (Pfeil D). Zudem sind Projektionsdefekte des
Intersegmentalnervs zu beobachten (Pfeilkopf E).
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Antikorper markiert, die peripheren Gliazellen mittels der J29 Expression sichtbar
gemacht. N*°5% mutante Embryonen (Abb.36D und E) zeigen generell stérkere
Defekte als NZ® mutante Embryonen (Abb.36B und C). In amorphen Notch
mutanten Embryonen nehmen alle Zellen der neurogenen Region ein neuronales
Zellschicksal an. Dies resultiert in einer Hyperplasie des Nervensystems (Lehmann
et al., 1983). Die Uberzahligen Neuroblasten produzieren Ganglienmutterzellen und
folglich Neurone, die axonal projizieren (Menne and Klambt, 1994). Das PNS der

meisten NA3E3

mutanten Embryonen weist Uberzahlige Neurone und eine erhdhte
Anzahl J29 positiver Gliazellen auf (Pfeil Abb.36E). Die lateralen Gruppen sind
vergrollert. Zudem treten Fehlprojektionen auf (Pfeilkopf Abb.36E). Fir den
Intersegmentalnerv wird diskutiert, dal} die Axone dieses Nervs durch die beiden
Transmembranproteine Notch und Delta geleitet werden. Hierbei soll die Expression
von Delta auf einem der Tracheenzweige einen Weg fur den Nerv durch den
lateralen Teil des Embryos vorskizzieren. Die wachsenden Axone ihrerseits
benutzen Notch, um diesen Weg zu finden (Giniger et al., 1993).

NB8 mutante Embryonen weisen selten neuronale Hyperplasie auf. In diesen
Ablagen sind nur in einigen Fallen erhohte Anzahlen J29 positiver Gliazellen zu
beobachten (Abb.36C). Dennoch migrieren Gliazellen teilweise unregelmaldig bzw.
falsch. In Abb.36C markiert der Pfeil eine Gliazelle, die zu weit in der Peripherie
lokalisiert ist. Der Pfeil in Abb.36B (ein Beispiel mit wildtypischer Anzahl J29 positiver
Gliazellen) deutet auf eine Gliazelle, die nicht weit genug im PNS — nicht unmittelbar
unterhalb der Chordotonalorgane — positioniert ist. Wie bei vielen der im Screen
identifizierten Mutanten verlaufen Segmental- und Intersegmentalnerv oft parallel,

und die Gliazellen scheinen sich in diesen Raum fehl zu orientieren.

Um eine mogliche Funktion von Notch wahrend der Migration der peripheren
Gliazellen untersuchen zu kdénnen, wurde das temperatursensitive Allel N*’
verwendet. Die Migration der peripheren Gliazellen findet spat wahrend der
Embryogenese in einem relativ engen Zeitfenster statt (Stadium 12 bis 16). Mittels
des ts Allels sollte es mdglich sein, die Notch Funktion im Zeitfenster der
Gliazellmigration auszuschalten. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb.37
zusammengefalit. Um die Position der peripheren Gliazellen in diesen Embryonen

beurteilen zu kdbnnen, wurden Stamme etabliert, die neben der N®' Mutation die
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Abb.37: Migrations- und Differenzierungsdefekte der peripheren Gliazellen in Notch®
mutanten Embryonen

A Wildtyp B bis E N** D und E N's VergroRerung ZNS/PNS Ubergangszone, ventrale und
laterale Gruppen

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, die
peripheren Gliazellen mittels der Enhancer trap Insertion J29 dargestellt. Bei restriktiver
Temperatur in bestimmten Zeitfenstern wahrend der Embryogenese werden sowohl
Migrationsdefekte (Pfeile B) als auch Differenzierungsdefekte (C und E) generiert. Die
Pfeilkopfe in B und D weisen auf axonale Projektions- und Faszikulationsdefekte hin.
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vitale J29 Enhancer trap Insertion trugen. Eiablagen dieser Tiere wurden zunachst
bei der permissiven Temperatur von 18°C alle zwei Stunden gesammelt. Die
Embryonen wurden anschlieRend bei dieser Temperatur belassen, bis ein Grol3teil
das Entwicklungsalter der jeweiligen Stadien (10, 11, 12 bzw. 13 und 14) erreicht
hatte. Die Embryonen wurden dann auf die restriktive Temperatur von 30 bis 31 °C
gebracht. Bei dieser Temperatur blieben sie bis zum Stadium 16 oder 17 (Ende der
Embryogenese). Kontrollablagen, in denen Embryonen allein die J29 Enhancer trap

Insertion trugen, wurden denselben Temperaturwechseln unterzogen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf® Phanokopien der
Migrationsdefekte der im Screen isolierten Notch Phanotypen generiert wurden
(Abb.37B und C). Die Zeitfenster der Migration und die uneinheitlichen
Entwicklungsalter der Embryonen innerhalb einer Ablage erlaubten keine eindeutige
Korrelation mit den beobachteten Defekten. Wurden die Embryonen im Stadium 10
auf die restriktive Temperatur gebracht, resultierte in mehr Tieren neuronale
Hyperplasie (Abb.37E) und eine erhohte Anzahl J29 positiver Zellen (Abb.37C). In
den Ablagen von Embryonen, die in den Stadien 11 bis 12 auf die restriktive
Temperatur gesetzt wurden, sind verstarkt Migrationsphanotypen zu sehen, wie sie
in der Mutante N®® beschrieben wurden (vgl. Abb.36B und Abb.37B). Die
peripheren Gliazellen migrieren unregelmafig. Die Pfeile in Abb.37B deuten auf
unregelmalig lokalisierte Gliazellen in zwei unterschiedlichen Segmenten desselben
Embryos. Neben diesen Defekten konnten auch Projektionsdefekte der PNS Axone
(Pfeilkopf Abb.37D) und Defaszikultationsdefekte beobachtet werden (Pfeilkopf
Abb.37B).

3.8.2 Expression eines Su(H)lacZ Reporterkonstruktes in peripheren Gliazellen

Auf die Ligandenbindung des Notch Rezeptors erfolgt eine intrazellulare,
proteolytische Prozessierung von Notch. Diese Prozessierung generiert ein
intrazelluldres Notch Fragment (Notch intracellular domain fragment N '°® bzw.
N'NTRA)  Diese Domane transloziert in den Nucleus, wo sie als transkriptioneller
Coaktivator mit Su(H) (Supressor of Hairless) — einem DNA bindenden Protein —
interagiert (Lai, 2004; Schweisguth, 2004). Um zu untersuchen, ob in den peripheren

Gliazellen Notch Signalwege aktiv sind, wurde ein grh2,5-Su(H)x4-lacZ
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Abb.38: Konfokale Analyse der Expression eines Su(H)lacZ Reporterkonstruktes
wahrend der Migration der peripheren Gliazellen in den peripheren Gliazellen

A bis C Stadium 16 whole mount Embryo Projektion D Stadium 11 Projektion Detall
PNS/ZNS Ubergangszone E Stadium 11 Detail Einzelebene F Stadium 12-13 Detail
Einzelebene G Stadium 15 Detail Einzelebene H Stadium 15-16 Detail Einzelebene | und
J Ausschnittsvergrofderung aus H

whole mount Embryonen unterschiedlicher Stadien; anterior ist oben, das ZNS ist nach
links ausgerichtet. Die Anordnung der PNS und ZNS Neurone wurde mit dem anti-HRP
Antikorper in grun, die peripheren Gliazellen mittels anti-Repo in blau und die Expression
des Su(H)lacZ Reporterkonstruktes in rot dargestellt. Bis zum Stadium 12 ist wenig
Expression des Reporterkonstruktes in den Gliazellen zu beobachten (Pfeil E). Mit
beginnender Migration ist eine ansteigende Su(H)lacZ Expression in den peripheren
Gliazellen zu erkennen (Pfeile F). Starkste Expression ist gegen Ende der Embryogenese
in Stadium 16 zu beobachten (Pfeile | und J).
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Reporterkonstrukt benutzt. (Su(H) ist ubiquitar exprimiert.) Das Reporterkonstrukt
enthalt Su(H) und Grainyhead (Grh) Bindungsstellen. In Zellen, in denen Notch
Signalwege aktiv sind, kooperiert Su(H) mit Grh und Reportergenexpression wird
aktiviert (Bray and Furriols, 2001; Furriols and Bray, 2001; Fuss et al., 2004).

Eine Ubersicht der Expression des Reporterkonstruktes im Stadium 15 gibt
die obere Reihe in Abb.38. Neurone wurden mit dem anti-HRP Antikorper in grin
markiert. Die Reporterkonstruktexpression ist in rot dargestellt und die peripheren
Gliazellen sind durch den anti-Repo Antikdrper markiert in blau abgebildet. Um
analysieren zu konnen, ob eine Aktivierung von Notch in den peripheren Gliazellen
vorhanden ist, wurden konfokale Stapel in hoher Auflosung aufgenommen und
entweder als Projektion (Abb.38A bis D) oder Einzelebenen (Abb.38E bis J)
dargestellt. Letztere bieten die Moglichkeit, genau in der Ebene der peripheren
Gliazellen (anhand der Repoexpression) die Su(H) Reporterexpression zu
untersuchen. Im Stadium 11 sind sehr geringe Expressionslevel des
Reporterkonstruktes in Gliazellen zu detektieren (vgl. Abb.38D mit Pfeil in Abb.38E).
Die Expressionslevel steigen wenig spater und sind in den peripheren Gliazellen
genau zu Beginn der Migration nachweisbar (Pfeile Abb.38F). Auch in weiter
fortgeschrittenen Stadien der Migration ist die lacZ Expression des Su(H)
Reporterkonstruktes in den peripheren Gliazellen sichtbar (Abb.381 und J). Eine
Aktivitat der Notch Signalwegs konnte so in peripheren Gliazellen wahrend ihrer

Migration nachgewiesen werden.

3.8.3 Uberexpressionsstudien der intra- und extrazelluliren Domine von Notch

und dem Liganden Delta

Um mogliche Funktionen von Notch fur die peripheren Gliazellen weiter zu
untersuchen, wurden verschiedene gliale Aktivatorlinien mit unterschiedlichen Notch
Effektorlinien gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzungen wurden auf Letalitat,
embryonale Phanotypen oder adulte Phanotypen untersucht. Wird die extrazellulare

NEX TRA

Domane von Notch Uberexprimiert ( ), entspricht dies einem (schwachen)

dominant Negativ zur Notch Funktion. Umgekehrt wird durch Uberexpression der

( NIN TRA

intrazellularen Domane von Notch ) ein ,gain of function® (ein

Funktionsuberschul3) generiert.
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Abb.39: Uberexpression der intrazelluliren Domine von Notch (NotchNRA) in
lateralen Gliazellen via Joco GAL4 resultiert in PNS, ZNS und
Gliazellmigrationsdefekten

A Wildtyp whole mount Stadium 16 konfokale Farbung B locoGAL4/UASNotch™@ Stadium
16 whole mount konfokale Farbung C Wildtyp PNS Praparation Stadium 16 D
locoGAL4/UASNotchNTRA Stadium 16 PNS Praparation

Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links ausgerichtet. Die
Anordnung der PNS und ZNS Neurone wurde in A und B mit dem anti-HRP Antikorper in
grun, die peripheren Gliazellen mittels anti-Repo in rot dargestellt. In C und D wurden die
PNS Neurone mit dem mAb anti-Futsch, Gliazellen mittels der J29 Expression markiert. Es
sind Migrationsdefekte der Gliazellen (Pfeilkopfe B und D) und teils auch reduzierte
Konnektive zu erkennen (Pfeil B).
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Die Expression von NEXTRA in nur einem Subset der peripheren Gliazellen
mittels der GAL4 Linien MZ97 als auch MZ317 flihrte zu einem adulten Phanotyp.
Diese Phanotypen traten verstarkt bei einer Kultivierungstemperatur von 29°C auf,
waren aber auch in Kombination mit der GAL4 Linie MZ97 bei 25°C zu beobachten.
Die Tiere, die es schaffen, das Puparium zu verlassen, sind sehr beschrankt
bewegungsfahig und verenden dementsprechend oft im Futterbrei. Sie sind
flugunfahig und konnen ihre Beine nicht koordiniert bewegen. Die Beine zittern so
stark, daf} sich die Tiere aus einer Ruckenlage nicht wieder zugig in Normalposition
retten kdnnen. Mittels loco GAL4 konnte eine larvale Letalitat erzeugt werden (loco
(A2) GAL4 und loco (A4) GAL4). In solchen Embryonen konnten jedoch keine
Defekte oder abnorme Lokalisation der peripheren Gliazellen beobachtet werden

(Daten nicht gezeigt).

Die Uberaktivierung durch Expression der intrazellularen Domane von Notch
mit den GAL4 Linien loco (A2) GAL4 und loco (A4) GAL4 induzierte in beiden Fallen
eine fruhe Letalitat. In seltenen Fallen entwickelten sich Larven bis zum zweiten
Larvalstadium. Uberwiegend befanden sich tote Embryonen in den Kulturgefaien.
Diese Embryonen wurden durch Antikorperfarbungen auf Migrationsdefekte oder
neuronale Defekte Uberpruft. Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb.39
zusammengefal’t. In einigen Embryonen treten deutliche ZNS Defekte auf (Pfeil
Abb.39B). Die Konnektive sind verdunnt und die Kommissuren wirken leicht
fusioniert. Im PNS verlaufen Segmental- und Intersegmentalnerv oft parallel. Wie
durch die anti-Repo Antikdrperfarbung zu sehen ist, treten in solchen Bereichen
auch unregelmallige Migrationen von Gliazellen auf (Pfeilkopf Abb.39B). In Abb.39D
wurde die Lokalisation der peripheren Gliazellen anhand der J29 Expression
determiniert. Teilweise scheinen Gliazellen zu fehlen oder fehlpositioniert zu sein
(Pfeilkdpfe Abb.39D).

In Kombination des Effektorstammes UAS N"** mit beiden GAL4 Linien
MZ97 und MZ317 wurden keine Letalitaten oder embryonale bzw. adulte
Phanotypen erzeugt. Die Uberexpression eines UAS Delta Konstruktes mit der
Aktivatorlinie MZ97 GAL4 fuhrte zu einer spaten Letalitat in den Nachkommen dieser

Kreuzungen. Oft konnten an den Wanden der Kulturgefalde noch Puppen beobachtet
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werden, die sich jedoch nicht weiter entwickelten. Weder Ablagen dieser Kreuzung
noch Uberexpression von Delta mittels /oco GAL4 fihrten zu PNS oder

Gliazelldefekten der Embryonen.

3.9 Analyse der Gliazellmigration in drittchromosomalen Mutanten

Neben den X-chromosomalen wurden auch drittchromosomale Mutationen
auf einen Migrationsphanotyp der peripheren Gliazellen gesichtet. Diese Mutanten
entstammen einer Mutagenese mit der Zielsetzung solche Gene zu identifizieren,
deren Funktionsverlust zu einer Veranderung des embryonalen axonalen Musters
fuhren (Hummel, 1998; Hummel et al., 1999a; Hummel et al., 1999b). Die Analyse
der X-chromosomalen Mutanten hatte ergeben, dal® 16 der 29 Stamme mit
Gliazellmigrationsdefekten auch einen ZNS Phanotyp besitzen. Somit ist es
wahrscheinlich, unter diesen drittchromosomalen Mutanten mit bereits
beschriebenen Nervensystemdefekten auch solche zu identifizieren, die eine

abnorme Migration der peripheren Gliazellen aufweisen.

Um die Lokalisation der peripheren Gliazellen in diesen Mutanten bestimmen
zu kénnen, wurde die Enhancer trap Insertion J29 verwendet und transient in den
Hintergrund der drittchromosomalen Mutationen gekreuzt. Im Blocksystem (siehe
Material und Methoden) wurden die Stamme zur Ablage gebracht. Die peripheren
Gliazellen und das neuronale Muster des Embryos wurden in Antikorperfarbungen
uber die J29 Expression und den mAb anti-Futsch sowie den mAb BP102 markiert

und auf Phanotypen unter dem Mikroskop gesichtet.

3.9.1 Kartierung der jaywalker Mutation

Zu vielen der drittchromosomalen Allele existieren Komplementations- und
Kartierungsdaten. Daher wurden in dieser Arbeit die Mutanten genauer auf eine
abnorme Migration der Gliazellen untersucht, die bereits in
Komplementationsgruppen gefalt waren (Daten nicht gezeigt). Die durch T. Hummel
isolierten jaywalker Mutanten zeigen Defekte in der Migration der peripheren
Gliazellen. Anfanglich war die Mutation cytologisch in den Bereich 86E-87C kartiert

worden (Hummel, 1998). Dies konnte durch weitere Kreuzungen gegen Defizienzen,
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die diesen Bereich abdecken, nicht bestatigt werden. Daher wurden alle verfugbaren
drittchromosomalen Defizienzen zur Kartierung benutzt. Diese deckten bis dato etwa
80% des Genoms ab. Keine der zu dem Zeitpunkt vorhandenen Defizienzen zeigte
eine Nichtkomplementation. Daraus folgte, dall das Gen in eine der

Defizienzenlicken kartieren muf3te.

Durch die ektopische Expression der J29 Enhancer trap Insertion in den
Tracheenzellen der beiden jaywalker Allele (Pfeilkdopfe Abb.42C) und durch Farbung
des Tracheenlumen mittels des mAb 2A12 wurde der von Salzberg et al.
beschriebene jaywalker Tracheenphanotyp bestatigt. In diesen mutanten Embryonen
fehlt der dorsale Ast, und es sind lediglich ,Endkndpfe“ dessen zu erkennen
(Pfeilkopfe Abb.42C, (Salzberg et al., 1994)). Ausgehend von der Pramisse, dal} es
sich bei dem gesuchten Gen um ein fur die Tracheenentwicklung essentielles Gen
handeln mufdte und dieses in einen nicht durch Defizienzen abgedeckten Bereich
kartiert, wurden Literatur und Datenbanken durchsucht. Durch diese Uberlegungen
wurde schlieflich u.a. das tango® Allel getestet und komplementierte die beiden
Jjaywalker Allele nicht. Die untersuchten jaywalker Mutanten entsprechen folglich
tango Allelen. tango codiert einen bHLH-PAS Transkriptionsfaktor, der z.B. die ZNS-
und Tracheenentwicklung im Embryo kontrolliert (Ohshiro and Saigo, 1997;
Sonnenfeld et al., 1997; Zelzer et al., 1997).

3.9.2 Der ZNS Phanotyp tango mutanter Embryonen

In Abb.40 ist der ZNS Phanotyp tango mutanter Embryonen dargestellt. Durch
die Markierung der ZNS Axone uber den mAb BP102 wird sichtbar, dal} in diesen
Tieren die Konnektive zum Teil an der Mittellinie kollabieren (Pfeile Abb.40B). Die
Kommissuren sind fusioniert, kein intrakommissuraler Raum ist zu sehen. Die
kommissuralen Fasern scheinen in ihrer Anzahl jedoch nicht reduziert zu sein.
Segmental- und Intersegmentalnerv kommen durch den Kollaps der Konnektive sehr
nah zusammen. Es erscheint, als wirden deren Endigungen sich an der Mittellinie
treffen (Pfeil Abb.40D).

Diese ZNS Phanotypen wurden in solcher Starke bis jetzt nicht fur tango

mutante Embryonen beschrieben. Das Gen tango wurde 1997 erstmals publiziert
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Abb.40: ZNS Phianotypen tango mutanter Embryonen
A und C Wildtyp B tango®8 D tango”'-042

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben. Das
axonale Muster wurde in A und B mit dem mAb BP102 analysiert, in C und D
mit dem mAb anti-Futsch. In tgo mutanten Embryonen kommt es zu einem
Kollaps der Konnektive, wahrend die Kommissuren stark fusioniert sind (Pfeile
B und D). Es entsteht ein medianer Kollaps der longitudinalen Trakte, und
Segmental- und Intersegmentalnerv scheinen sich an der Mittellinie zu treffen
(Pfeil D).




0. -\'

':; % 5-5'3 A ?"" ’! '*fo o wj‘*;:.f."a-

Abb.41: ZNS Phanotypen und Projektionsdefekte in tango mutanten Embryonen
A Wildtyp B tango*/tango®® C tango®®

Konfokale Farbungen von Stadium 16 whole mount Embryonen. Ventrale Ansicht; anterior
ist links. Die Anordnung der ZNS Axone wurde mit dem anti-HRP Antikorper in grun,
Gliazellen mittels anti-Repo in rot dargestellt. Der Kollaps der Konnektive in tango®®
mutanten Embryonen ist in Transheterozygose der beiden Allele tango* und tango®®
weniger stark vorhanden (vgl. weille Pfeile B und C). Die Fusion der Kommissuren ist
ebenfalls schwacher. Es treten intrakommissurale Raume auf (Pfeilkopfe B). Die
Projektionen des Segmental- und Intersegmentalnervs verlaufen oft parallel und bilden
eine Lucke, in denen die peripheren Gliazellen oft fehlpositioniert sind (rote Pfeile B und
C).
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(Ohshiro and Saigo, 1997; Sonnenfeld et al., 1997; Zelzer et al., 1997). Der dort von
Sonnenfeld et al. identifizierte fango mutante ZNS Phanotyp ist sehr viel schwacher.
Die Konnektive sind reduziert, und die Kommissuren sind desorganisiert aber nicht
stark fusioniert. Die Autoren fuhren dies u.a. auf die hypomorphe Natur des
verwendeten tango Allels zuriuck (Sonnenfeld et al., 1997). In Abb.41B sind die ZNS
Phanotypen transheterozygoter tango?/tango®® Embryonen dargestellt: Die
Konnektive sind verdinnt und enger zur Mittellinie lokalisiert (Pfeil Abb.41B) und die
Kommissuren sind stark fusioniert - nur in einigen Segmenten ist noch ein
intrakommissuraler Raum zu beobachten (Pfeilkopfe Abb.41B). Dieser Phanotyp ist
schwécher als der tango®® homozygot mutanter Embryonen (vg. Abb.40B mit
Abb.41B und C) aber wesentlich stirker und penetranter ausgepragt als der tango*

homozygot mutanter Embryonen (Daten nicht gezeigt).

AuRerdem haben Sonnenfeld et al. eine Reduktion der Mittelliniengliazellen
und Mittellinienneurone in tango mutanten Embryonen beschrieben. Zur
Bestimmung der Anzahl der Mittelliniengliazellen wurde die Expression der
Enhancer trap Insertion AA 142 benutzt. Eines der hier benutzten tango Allele
(tango®®) tragt ebenfalls diese Insertion, so daR die Mittelliniengliazellen markiert
werden konnen (Abb.42B). In diesen Tieren konnte jedoch keine Reduktion der Zahl

der Mittelliniengliazellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
3.9.3 Gliale Migrations- und neuronale Defekte in tango mutanten Embryonen

Durch die J29 Expression konnten die tango mutanten Embryonen auf
Gliazelldefekte gesichtet werden. Die Anzahl J29 positiver Gliazellen in diesen
Tieren ist wildtypisch. Auch durch Markierung aller peripheren Gliazellen mit dem
anti-Repo Antikorper konnte keine Abweichung von der wildtypischen Anzahl
beobachtet werden (Abb.43B). Die Lokalisation der J29 positiven Zellen ist
unregelmalig (Abb.41 und 42). Nicht nur die Position der Gliazellen variiert, auch
ihre Lokalisation in Zwischenraumen, die durch den Segmental- und
Intersegmentalnerv gebildet werden. Wie schon erwahnt, projizieren Segmental- und
Intersegmentalnerv in vielen der gesichteten Mutanten (und auch in glial cells
missing mutanten Embryonen) nicht wildtypisch, sondern verlaufen eher parallel

zueinander (rote Pfeile Abb.41). Die peripheren Gliazellen sind oft in diesen
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Abb.42: Migrationsdefekte der peripheren Gliazellen in tango mutanten Embryonen

A Wildtyp B tango®® C tango”1-042

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links
ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit dem mAb anti-Futsch, Gliazellen
mittels der J29 Expression markiert. Die peripheren Gliazellen in fango mutanten
Embryonen migrieren unregelmallig (Pfeile B und C). Ektopische J29 Expression ist in den
Tracheen zu beobachten (Pfeilkopfe B). Der Ausschnitt in B zeigt charakteristische
Projektionsdefekte tango mutanter Embryonen.
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Bereichen fehllokalisiert (rote Pfeile Abb.41). In Abb.42B und C sind PNS
Praparationen dargestellt; die Pfeile deuten auf periphere Gliazellen in nicht-
wildtypischen Positionen. Der Phanotyp ist nicht sehr penetrant ausgepragt; in vielen
Segmenten tango mutanter Embryonen scheinen die peripheren Gliazellen
wildtypisch zu migrieren (vgl. Abb.42B mit Abb.43B). Die Auspragung des glialen
Migrationsphanotyps ist dabei unabhangig von der Starke des jeweiligen ZNS
Phanotyps (Daten nicht gezeigt). Durch die ektopische J29 Expression in den
Tracheen kann, wie bereits beschrieben, der Tracheenphanotyp tango mutanter
Embryonen erkannt werden (Pfeilkopfe Abb.42B). Der dorsale Ast ist nicht
vorhanden. Er endet vielmehr in kleinen ,Endkndpfen® auf gleicher Hohe der
dorsalen Gruppe (Pfeil, Abb.42B).

Das PNS tango mutanter Embryonen zeigt deutliche Projektionsdefekte der
Hauptaxontrakte. Die Anzahl der PNS Neurone scheint keine Abweichungen zum
Wildtyp aufzuzeigen. Die Fehlprojektionen betreffen zum einen - wie beschrieben -
die Positionierung der Hauptaxontrakte bei Verlassen des ZNS. Andere
charakteristische Fehlprojektionen sind in etwa einem Drittel der tango mutanten
Embryonen zu beobachten und trugen zur Namensgebung des Gens jaywalker
(unachtsamer FulRganger) bei (Salzberg et al., 1994). Der Intersegmentalnerv
projiziert oft Uber die Segmentgrenzen hinweg (Pfeil rechter Kasten Abb.42B) und
faszikuliert dann mit dem Intersegmentalnerv des benachbarten Segments. Dies
geschieht entweder oberhalb der dorsalen Gruppe oder auf Hohe der lateralen

sensorischen Gruppen.

3.9.4 Expression eines dominant Negativs zur Tango Funktion resultiert in

Gliamigrationsdefekten

Das Gen tango codiert einen Transkriptionsfaktor, der als DNA
Bindungsdomane eine bHLH (basic Helix Loop Helix) Domane enthalt. (Die Tango
Proteinstruktur wird im nachsten Kapitel detaillierter beschrieben.) Es standen zwei
Stamme zur weiteren Analyse zur Verfugung: ein UAS tango Konstrukt und ein
dominant Negativ zur Tango Funktion, UAS tgo DN (Ohshiro and Saigo, 1997; Ward
et al., 1998). Letzteres enthalt die komplette tango cDNA aber eine
funktionsunfahige DNA Bindungsdomane (Ohshiro and Saigo, 1997). Die
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Ergebnisse der Uberexpression dieser Konstrukte sind in den Abb.43 und 45C

dargestellt.

Die Uberexpression der tango cDNA via loco GAL4 induziert keine Letalitaten
oder embryonale Gliazellmigrationsphanotypen. Die Expression des tgo DN
Konstruktes fuhrt in einigen Geweben zu letalen Konsequenzen (Tabelle Abb.45C).
Mit den gliaspezifischen Aktivatorlinien MZ97 GAL4 und repo GAL4 konnte keine
Letalitaten erzeugt werden, und es wurden keine abnormen Migrationsphanotypen
festgestellt. Die Expression des tgo DN Konstruktes mittels der starker
exprimierenden Aktivatorstamme /oco A4 und A2 GAL4 resultiert in frihlarvaler
Letalitat. Die Embryonen solcher Kreuzungen zeigen Migrationsdefekte der
peripheren Gliazellen (Abb.43). Die Gliazellen migrieren unregelmallig vergleichbar
mit tango mutanten Embryonen aber oft sind alle Gliazellen nicht weit genug in der
Peripherie lokalisiert (Pfeile Abb.43C und D).

Der loco GAL4 Aktivator induziert die Expression hauptsachlich in den
lateralen Gliazellen aber auch in den Tracheen, Muskeln und im Darm. Daher ist es
auch denkbar, dal} die Letalitat, die nach loco GAL4 vermittelter Expression des tgo
DN Konstruktes beobachtet wurde, durch den Ausfall der Tango Funktion in diesen
Geweben herruhrt. Um dies zu untersuchen, wurde der bt/ (breathless) GAL4 und
der 24B GAL4 (muskelspezifisch) Aktivatorstamm benutzt. Expression des tgo DN
Konstruktes induziert mittels beider Aktivatoren Letalitdt (Abb.45C). Uber den
muskelspezifischen Aktivator wird Letalitat erst in spateren Stadien der Larval- bzw.
Pupalentwicklung induziert. Die Letalitat der loco GAL4/UAS tgo DN mutanten
Embryonen kénnte daher auch in der trachealen Expression der loco GAL4 Linie

begrundet sein.

Eine mogliche Tango Funktion wahrend der Migration der
Retinobasalgliazellen (RBG) in der Augenimaginalscheibe wurde ebenfalls
untersucht. Dazu wurde das fgo DN Konstrukt in der Augenimaginalscheibe mit ey
GAL4 und in den RBG mit loco D2 GAL4 exprimiert. Die Expression des tgo DN
Konstruktes mit dem Aktivator loco D2 GAL4 fuhrt auch zu adulten Tieren und nur in
einem Teil der Nachkommen zur Letalitat (Abb.45C). Die Migration der RBG in

Larven des dritten Larvalstadiums der Nachkommen dieser Kreuzungen wurde
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Abb.43: Uberexpression eines dominant negativ wirkenden Tango
Proteins mittels loco GAL4 resultiert in Gliamigrationsdefekten

A Wildtyp B tango®® C und D locoGAL4/UAS tango DN

whole mount Stadium 16 konfokale Farbungen; anterior ist oben, das ZNS ist
nach links ausgerichtet. Die Anordnung der PNS und ZNS Neurone wurde mit
dem anti-HRP Antikdrper in grun, die Gliazellen mittels anti-Repo in rot
dargestellt. Die Expression des tango DN Konstrukts mittels des
Aktivatorstamms loco GAL4 resultiert in fruhlarvaler Letalitat. Ablagen dieser
Kreuzungen enthalten Embryonen, in denen periphere Gliazellen ahnlich wie in
tango Mutanten unregelmafig bzw. nicht weit genug in der Peripherie lokalisiert
sind (vgl. Pfeile B,C und D).
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mittels der Repoexpression untersucht. Es konnte keine Fehlmigration der RBG
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Auch eine klonale Analyse, in der mittels
eyeless-Flipase Uber das FRT/FLP System tango mutante Klone in der
Augenimaginalscheibe generiert wurden, zeigte keine Fehlmigration der RBG (Daten

nicht gezeigt).
3.9.5 Struktur und Lokalisation des Tango Proteins
3.9.5.1 Struktur des Tango Proteins

In Abb.45A ist die Struktur des Tango Proteins schematisch dargestellt. tango
codiert einen bHLH-PAS Transkriptionsfaktor (Ohshiro and Saigo, 1997; Sonnenfeld
et al., 1997; Zelzer et al., 1997). Die bHLH DNA Bindungsdomane (rot) ist nahe dem
N-Terminus lokalisiert, gefolgt von der PAS Interaktionsdoméane, die in zwei
Subdomanen PAS A (hellblau) und PAS B (grun) unterteilt ist. Innerhalb beider
Subdomanen befindet sich ein sog. PAS repeat (PR). In der C-terminalen Region
gibt es Glutamin-reiche Regionen und ein sog. Paired (PRD) Repeat (blau) mit
Histidin-/Prolin-reichen Bereichen mit bislang unbekannter Funktion. Drosophila
Tango ist ein Ortholog des Arnt Proteins (aryl hydrocarbon nuclear translocator

receptor) der Mammalia und wird daher auch als Drosophila Arnt bezeichnet.
3.9.5.2 Lokalisation des Tango Proteins

Die Analyse der Tango Proteinexpression ist in Abb.44 dargestellt. Die
oberste Reihe der Abbildungen zeigt einen Vergleich der Tango Expression in tango
Mutanten zur Expression in Balancertieren. Es ist zu sehen, daR in tango”' %%
mutanten Embryonen kein Tango Protein Uber den anti-Tango Antikorper detektiert
werden kann (Pfeil Abb.44A). Die Expression in dem Balancertier ist deutlich zu
sehen (Abb.44A). tango”*? mutante Embryonen kénnen von den Balancertieren
anhand des ZNS Phanotyps und der fehlenden pg-Galaktosidaseexpression

unterschieden werden (Pfeile Abb.44B und C).

Generell ist das Tango Protein cytoplasmatisch relativ ubiquitar im Embryo
lokalisiert (Abb.44D bis G in blau dargestellt, (Sonnenfeld et al., 1997)). Nuclear ist
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Abb.44: Konfokale Analyse der Tango Proteinexpression

A bis C tango”’-942 mutanter Embryo links, balancertragendes Kontrolltier rechts D bis G
Wildtyp

whole mount Stadium 16 konfokale Farbungen. Das Expressionsmuster des anti-Tango
Antikorpers ist in blau markiert. Die Neurone des Nervensystems sind Uber den anti-HRP
Antikorper in grun dargestellt und die f-Galaktosidaseexpression des Balancertieres in B in
rot. Gliazellen in E sind mittels des polyklonalen anti-Repo Antikorpers in rot dargestellt.
tango?’-%42 mutante Embryonen koénnen anhand des ZNS Phéanotyps und der nicht
vorhandenen p-Galaktosidaseexpression identifiziert werden (Pfeile A bis C). In mutanten
Embryonen ist keine Tango Expression nachweisbar (Pfeil A). Das Tango Protein ist
cytoplasmatisch ubiquitar und nuclear vornehmlich in den Tracheen (Pfeile D) und
sensorischen Organen des PNS (Pfeile F und G) lokalisiert. In den peripheren Gliazellen
konnte keine nucleare Colokalisation mit der Repoexpression nachgewiesen werden (E).




Q-rich Prd

(modifiziert nach Sonnenfeld et al. 1997)

B Mogliche Interaktionspartner:
cytologische Lokalisation

cycle 76C6
dCLOCK 66A12
dysfusionl/cranky 96F12-14 in situ/RNAi Analyse
gce 13B6 RNAi Analyse
RST(l)JH 10D1
similar 99D3-7 RNAIi Analyse
single minded 87D11
spineless 89B14-15 in situ/lRNAi Analyse
taiman 30A2-6 in situ Analyse

tango 85C2
trachealess 61C1 in situ Analyse

Genotyp Letalitat
A4 (locoGAL4)/UAStgo -
MZ97GAL4/UAStgo -
MZ97GAL4/UAStgo DN -

A4 (locoGAL4)/UAStgo DN

A2 (locoGAL4)/UAStgo DN L1

D2 (locoGAL4)/UAStgo DN L1/L2/L3 Escaper
repoGAL4/UAStgo DN -
btIGAL4/UAStgo DN bis L1
elavGAL4/UAStgo DN -
daGAL4/UAStgo DN bis L1
sliGAL4/UAStgo DN -
24BGAL4/UAStgo DN pupal?

Abb.45: Tango Proteinstruktur, mogliche Interaktionspartner und Ergebnisse der
Uberexpressionsanalyse

A Tango Proteinstruktur
B maogliche Interaktionspartner
C Ergebnisse der Uberexpressionsstudien



Ergebnisse

Tango in den Mittellinienzellen (nicht gezeigt), den Tracheen (Pfeil Abb.44D) und
den sensorischen Gruppen des PNS (Pfeile Abb.44F und G) zu finden (Ward et al.,
1998). Um herauszufinden, ob Tango auch in Gliazellen nuclear lokalisiert ist, wurde
eine Doppelfarbung durchgefuhrt (anti-Repo aus Kaninchen, anti-Tango aus der
Maus). Eine nucleare Lokalisation von Tango in den peripheren Gliazellen konnte
nicht beobachtet werden (Abb.44E).

3.9.6 Mogliche Interaktionspartner von Tango bei der Kontrolle der Migration

peripherer Gliazellen

FUr Tango wurde gezeigt, dal® es mit anderen, spezifisch exprimierten bHLH-
PAS Transkriptionsfaktoren heterodimerisiert, um seine unterschiedlichen
Funktionen auszuuben (z.B. mit Single minded in der Mittellinienglia oder mit
Trachealess in den Tracheen) (Crews and Fan, 1999). Anders als das Mammalia
Homolog scheint Tango nicht homodimerisieren zu konnen (Sonnenfeld et al., 1997).
Um einen madglichen Interaktionspartner und eine Funktion von Tango wahrend der
Migration der peripheren Gliazellen zu finden, wurde durch Datenbankrecherche
eine Liste mit bHLH-PAS Proteinen aufgestellt (Abb.45B).

Zunachst wurde davon ausgegangen, dal® die Tango Funktion in den
peripheren Gliazellen fur die Migration gebraucht wird, da die Expression des tgo DN
Konstruktes via loco GAL4 einen Gliamigrationsphanotyp und frihlarvale Letalitat
induziert. Tango wird nicht nuclear in den peripheren Gliazellen exprimiert
(Abb.44E). Also sollte der Interaktionspartner in diesem Kontext in den peripheren
Gliazellen oder dem mdglichen Substrat der Migration, den PNS Neuronen,
exprimiert werden. AulRerdem ist es wahrscheinlich, dald das betreffende Gen bei
Funktionsverlust einen Defekt in der Migration der peripheren Gliazellen aufweist

und gleich Mutationen im Gen tango embryonale Letalitat verursacht.

3.9.6.1 mRNA bzw. Proteinexpression maoglicher Interaktionspartner

Um die mRNA Expression der moglichen Interaktionspartner zu untersuchen,
wurden aus genomischer DNA Exonfragmente der entsprechenden Gene von O,7
bis 1,5 kb Lange in den PCR 2.1 Vektor subkloniert (Karten sind dem Anhang
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beigefugt). Diese dienten als Template zur Erstellung von DIG markierten antisense
Sonden der Gene: cycle, RST(l)JH, sima, dysfusion/cranky, trachealess, spineless
und taiman. Die letzten vier der aufgezahlten bHLH-PAS Domanen kodierenden
Gene zeigten spezifische Signale, und die Expressionsprofile der mRNAs wahrend
der Embryogenese konnten beschrieben werden (Abb.46 bis 49). Die Analyse der

ubrigen drei Gene steht noch aus.

Das mRNA Expressionsmuster von dysfusion

Fur Dysfusion (Dys) wurde gezeigt, dald es mit Tango heterodimerisiert und
einen putativen, DNA bindenden Komplex bildet (Jiang and Crews, 2003). RNAI
Experimente ergaben, dall Dys in den Tracheen in vielen Fusionsprozessen
gebraucht wird (vgl. Abb.2). Wahrend der Embryogenese wird dysfusion in vielen
Gewebetypen exprimiert (Abb.46). Fruheste Expression konnte in Zellen des
Mesoderms und/oder Hinterdarms im Stadium 10 beobachtet werden (Pfeile
Abb.46A und D). Ab Stadium 13 ist das Transkript in den Zellen der dorsalen leading
edge (des dorsalen Schlusses) exprimiert (Pfeile Abb.46B und G). AuRerdem
exprimieren Tracheen, der dorsale Ast (Pfeil Abb.46C) und der laterale Ast (Pfeilkopf
Abb.46B) sowie Zellen der Vorderdarmvorlaufer (Pfeile Abb.46E und H), im
Hinterdarm (Pfeilkopf Abb.46F) und in der Analplatte (Pfeil Abb.46F) das Transkript.
Eine Expression im Nervensystem ist anterior im Nervensystem zu sehen (Pfeilkopf
Abb.46H). Im PNS konnte eine spezifische Lokalisation der mRNA weder in

neuronalen noch glialen Zellen detektiert werden.

Das mRNA Expressionsmuster von frachealess

Das Gen trachealess besitzt viele Funktionen wahrend der Embryogenese. In
trachealess mutanten Embryonen sind u.a. keine Tracheen vorhanden, die
Vorlauferzellen scheinen nicht die Fahigkeit zu besitzen, Réhrensysteme zu
formieren (Brody, 1999; Wilk et al., 1996). trachealess wird in den Tracheen— und
Speicheldrisenanlagen exprimiert (Pfeile Abb.47A und E). Eine Expression in den
Tracheen beginnt Stadium 8 und verbleibt dort bis zum Ende der Embryogenese
(Pfeile Abb.47C und J). Im Nervensystem exprimieren ab Stadium 12

Mittellinienzellen trachealess (Pfeil Abb.47G). Weitere Expression in einem Subset
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von Zellen des Nervensystems (Pfeil Abb.47H) folgt, die auch in spaten Stadien der
Embryogenese zu beobachten ist (Abb.47L). In der lateralen Kérperwand scheint die

Expression jedoch auf die Tracheen beschrankt zu sein.

Das mRNA Expressionsmuster von spineless

Spineless ist das bHLH-PAS Protein, welches die hochste Homologie zum
Aryl hydrocarbon receptor (auch: Ahr- oder Dioxinrezeptor) der Mammalia besitzt. Im
Zusammenhang mit der Antennen- und Tarsenentwicklung bei Drosophila konnte
gezeigt werden, dald Tango und Spineless Heterodimere ahnlich wie Ahr:Arnt
Heterodimere agieren konnen (Emmons et al., 1999). spineless mRNA kann im
Stadium 9 erstmals in den Antennalanlagen detektiert werden (Pfeil Abb.48A und B).
Neben den Antennalanlagen exprimieren ab Stadium 11 die Mandibular-
(Md;schwach), Maxibular- (Mx) und Labialsegmente (Lb) (Pfeile Abb.48D). Das
Transkript findet sich (ab diesem Stadium) auch in einem Subset lateraler Zellen.
Diese sind in spateren Stadien als sensorische Zellen des PNS zu erkennen
(Pfeilkopfe Abb.48 E,F und G). spineless mRNA ist also vergleichbar mit tango
MRNA im PNS exprimiert. Eine Expression in den peripheren Gliazellen konnte nicht

nachgewiesen werden.

Das mRNA Expressionsmuster von taiman

taiman codiert einen Steroidhormon Coaktivator. Mutationen in taiman fuhren
zu Defekten der Migration der sog. border cells (Bai et al., 2000; McDonald et al.,
2003) (vgl. Abb.3). Eine maternale taiman mRNA Komponente kann nachgewiesen
werden (Abb.49A). In spateren Stadien ist Expression im Bereich der Primordien des
anterioren und posterioren Mitteldarms, der somatischen Muskulatur (Pfeile Abb.49
E und F) und in Zellen der Amnioserosa (Pfeil Abb.49D) zu finden. Ab Stadium 14
wird das Transkript nahezu ubiquitar exprimiert, auch in Zellen der Mittellinie (Pfeil
Abb.49G) und in den Tracheen (Pfeil Abb.491). Im ZNS sind ebenfalls erhdhte Level
der taiman mRNA zu finden (Abb.49K).

Die Taiman Expression konnte zusatzlich durch die lacZ Expression einer

Enhancer trap Insertion in taiman analysiert werden (Abb.50A bis C in rot). Anhand
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Abb.46: Das mRNA Expressionsmuster von dysfusion/cranky

A Stadium 10 lateral B Stadium 12 lateral C Stadium 14 lateral D Stadium 10 dorsal E
vgl. B andere Fokusebene F vgl. C andere Fokusebene G bis | Stadium 14

Das dynamische mRNA Expressionsmuster wurde durch whole mount in situ
Hybridisierung mit einer transkriptspezifischen DIG-markierten antisense Sonde von
dysfusion/cranky  generiert.  Anterior ist links. Zellen im Bereich der
Hinterdarminvagination exprimieren das Transkript ab Stadium 10 (Pfeile A und D). Ab
Stadium 12 exprimieren Zellen der dorsalen leading edge (Pfeile B und G), des dorsalen
Tracheenastes (Pfeil C) und des lateralen Astes (Pfeilkopf B). Weiter sind Transkripte im
Pharynx (Pfeil E und Pfeilkopf H), im Hinterdarm (Pfeilkopf F) und in den Analplatten
(Pfeil F) zu detektieren. Expression ist auch im Antennomaxillarorgan zu finden
(Pfeilkopf H).



Abb.47: Das mRNA Expressionsmuster von frachealess

A Stadium 8 lateral B Stadium 12 lateral C Stadium 14 lateral D Stadium 10 dorsal E vgl.
B andere Fokusebene F vgl. C andere Fokusebene G Stadium 12 ventral H Stadium 14
ventral | Stadium 15 ventral J Stadium 16 dorsal K Stadium 16 ventral L Detailansicht
aus |

Das mRNA Expressionsmuster wurde durch whole mount in situ Hybridisierung mit einer
transkriptspezifischen DIG-markierten antisense Sonde von frachealess generiert.
Anterior ist links. trachealess Transkripte sind in den Speicheldrisenanlagen ab Stadium
8 bis zum Stadium 12 zu erkennen (Pfeile A und E). Expression in trachealen Zellen
beginnt Stadium 8 und dauert durch die gesamte Embryogenese an (exemplarisch:
Pfeile C und J). Mittellinienzellen exprimieren ab Stadium 12 (Pfeil G) trachealess;
zusatzliche Expression in einem Subset von Zellen des Nervensytems (Pfeil H) ist wenig
spater auch bis zum Ende der Embryogenese zu beobachten (Pfeil I, detaillierter in L).



Abb.48: Das mRNA Expressionsmuster von spineless

A Stadium 10 lateral B Stadium 10 dorsal C Stadium 11 lateral D Stadium 11-12 lateral E
Stadium 12 lateral F Stadium 14 ventro-lateral G Stadium 15 lateral H Stadium 16 ventral

Das mRNA Expressionsmuster wurde durch whole mount in situ Hybridisierung mit einer
transkriptspezifischen DIG-markierten antisense Sonde von spineless generiert. Anterior
ist links. Im Stadium 9 kann spineless erstmals in den Antennalanlagen detektiert werden
(Pfeil A und B). Neben den Antennalanlagen exprimieren ab Stadium 11 die Mandibular-
(Md;schwach), Maxibular- (Mx) und Labialsegmente (Lb) (Pfeile D). Das Transkript findet
sich (ab diesem Stadium) auch in einem segmentalen Muster (Pfeilkdpfe E,F und G).



Abb.49: Das mRNA Expressionsmuster von taiman

A Zellulares Blastoderm B Stadium 8 lateral C Stadium 10 lateral D Stadium 11 dorsal E
Stadium 11 lateral F Stadium 12 dorsal G Stadium 14 ventral H Stadium 14 lateral 1
Stadium 15 lateral J Stadium16 ventral K Detailausschnitt aus J

Das mRNA Expressionsmuster wurde durch whole mount in situ Hybridisierung mit einer
transkriptspezifischen DIG-markierten antisense Sonde von taiman generiert. Anterior ist
links. Maternale taiman mRNA ist in den ersten Stadien zu sehen (A). In den folgenden
Entwicklungsstadien ist Expression im Bereich der Primordien des anterioren und
posterioren Mitteldarms, der somatischen Muskulatur (Pfeile E und F) und in Zellen der
Amnioserosa (Pfeil D) zu finden (B bis F). Ab Stadium 14 wird das Transkript fast ubiquitar
exprimiert, auch in Zellen der Mittellinie (Pfeil G) und in den Tracheen (Pfeil I). Es gibt es
eine verstarkte ZNS Expression (J und K).



Abb.50: Analyse der Taiman- und Tangoexpression in Gliazellen

A bis C taiman Enhancer trap Insertion D bis F glial cells missing Enhancer trap
Insertion

whole mount Stadium 16 konfokale Farbungen; anterior ist links, das ZNS ist nach unten
ausgerichtet. In A bis C ist die p-Galaktosidaseexpression der taiman Enhancer trap
Insertion in rot dargestellt. Der anti-HRP Antikorper markiert die Neurone des
Nervensystems in grun. In blau dargestellt sind die Repo positiven Gliazellen. In D bis F
ist die Tangoexpression in rot und die Gliazellen sind Uber die p-Galaktosidaseexpression
der glial cells missing Enhancer trap Insertion in blau markiert. Weder Taiman noch
Tango werden nuclear in peripheren Gliazellen exprimiert. Nuclei der Tracheenzellen und
der peripheren Gliazellen sind unmittelbar benachbart (Pfeile D).
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der Uberlagerung dieser Expression mit der Repoexpression (Abb.50C) wird
deutlich, da® es in den peripheren Gliazellen keine Colokalisation beider Signale
gibt. Dieses Experiment zeigt, dal® die Tracheen und peripheren Gliazellen in
unmittelbarer Nahe lokalisiert sind (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die
Tangoexpression mit der lacZ Expression der Enhancer trap Insertion rA87 (eine
Insertion in das Gen glial cells missing) verglichen (Abb.50D bis F). In Abb.50D ist
die Projektion dieser beiden Uberlagerungen zu sehen (Gem Expression in blau,
Tangoexpression in rot). Periphere Gliazellen und Tracheenzellen sind direkt
nebeneinander lokalisiert (Abb.50 Pfeile D).

3.9.6.2 Erstellung von RNAi Konstrukten zur Identifizierung eines

Interaktionspartners von Tango

Um untersuchen zu kdnnen, ob die Gene, die mit tango interagieren konnten,
bei Verlust auch Defekte in der Migration der peripheren Gliazellen zeigen, wurden -
in Ermangelung von definierten Mutationen - RNAi Konstrukte erstellt. Die
Klonierungsstrategie und der verwendete Vektor sind in Abb.50 dargestellt. Karten
sind dem Anhang beigeflgt. Seit ein paar Jahren ist bekannt, dal® durch die RNAI
(RNA interference) Methode spezifisch Gene inaktiviert werden konnen (Fire et al.,
1998; Kennerdell and Carthew, 1998; Kennerdell and Carthew, 2000). Dies ist im
Vergleich zur Generierung von EMS Mutationen eines spezifischen Gens eine
wesentlich einfachere Methode, um Funktionsverluste und ihre phanotypischen
Auswirkungen untersuchen zu kénnen. Weiter vereinfacht wurde diese Methode
durch das zellspezifische Ausschalten von Genen mittels des UAS/GAL4 Systems.
Die Vektoren, die dazu benutzt werden, setzen ein Intron als ,Spacer” zwischen die
gegenlaufig ausgerichteten Sequenzen (Abb.50). Nach Expression dieses
Konstruktes kommt es zu ,loopless hairpin“ Doppelstrang RNA Produkten, die durch
,RNA interference” die Zerstorung der endogenen mRNA induzieren (Lee and
Carthew, 2003).

Es wurden RNAI Konstrukte der Gene dysfusion/cranky, germ cell-expressed
bHLH-PAS, spineless und similar erstellt, injiziert und transgene Stamme etabliert.
Erste Analysen dieser Konstrukte ergaben, daly mit den Aktivatorlinien loco GAL4,

daughterless GAL4 und breathless GAL4 es zu frihlarvaler Letalitat in Kombination
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Abb.51: Klonierungsstrategie von UAS-RNAi Konstrukten

Ausgewahlte

orientiert eingebracht.

PCR-Produkte - generiert mit Restriktionsstellen durch mismatch
Primer - wurden in den Vektor zu beiden Seiten des white Introns 2 gegensatzlich
Das erhaltene Konstrukt kann via GAL4 System
zellspezifisch exprimiert werden. In der Zelle wird die pra-mRNA gespleil3t und es
resultieren sequenzspezifische Doppelstrang RNA Fragmente (Schema modifiziert

nach Lee et al. 2002).
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mit dem germ cell-expressed bHLH-PAS RNAi Konstrukt kommt. Bis auf die
Expression in den Keimzellen ist fur das Gen germ cell-expressed bHLH-PAS (gce)
nichts bekannt (Moore et al., 2000). In /loco GAL4/gce RNAiI Embryonen konnte
keine unregelmallige Lokalisation der peripheren Gliazellen festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Die dysfusion/cranky und similar RNAi Konstrukte zeigten
keine Letalitaten und das spineless RNAi Konstrukt konnte noch nicht analysiert

werden.
3.10 Analyse des Gens crooked neck
3.10.1 crooked neck kontrolliert die Migration der peripheren Gliazellen

Aus dem Screen gingen mehrere Mutanten hervor, die eine ektopische
Expression der J29 Enhancer trap Insertion in Bereichen des Darms und
Gliazellmigrationsphanotypen aufwiesen. Beispiele hierfur sind in Abb.28A und B
dargestellt. Die Mutante IX-15H6 wies einen sehr penetranten Phanotyp der
Gliazellmigration auf. Der betreffende Locus wurde kartiert und die anfanglich

pilage/X-15H6

genannte Mutante konnte als Allel des bereits publizierten crooked neck
(crn) Gens identifiziert werden (Kartierungsdaten vgl. nachsten Abschnitt). Durch
erneuten phanotypischen Abgleich dieser Mutation und mittels
Komplementationskreuzungen konnten zwei weitere Allele in die

111-26H8 und CI’nV_BH7. Die Cran—15H6

Komplementationsgruppe eingeordnet werden: crn
und crn?"® Chromosomen kénnen durch die Duplikation Dp(1;2;Y)w" gerettet
werden (siehe nachster Abschnitt) und tragen somit keinen weiteren letalen Treffer
auf dem X-Chromosom.

In CI,.nIX-15H6

mutanten Embryonen sind die peripheren Gliazellen in normaler
Anzahl entlang der axonalen Trakte des PNS zu finden (Abb.52). Dies wurde nicht
nur anhand der J29 Insertion (Abb.52B), sondern auch mittels des anti-Repo
Antikorpers determiniert. Der anti-Repo Antikorper markiert alle Gliazellkerne des
Embryos mit Ausnahme der Mittelliniengliazellen (Abb.52E). In crooked neck
mutanten Embryonen finden sich wildtypische Anzahlen der sog. unterstutzenden
Zellen und der im PNS geborenen dorsolateralen Gliazelle, die ebenfalls durch den

anti-Repo Antikorper markiert werden (Abb.52F). Frihe Differenzierungsprozesse
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Abb.52: Migrationsphanotyp der peripheren Gliazellen und axonale Defekte in
crooked neck Mutanten

A Wildtyp PNS Praparation B und C cm*%6 PNS Praparation D crn'-?6H5 PNS
Praparation E Wildtyp whole mount konfokale Farbung F cm™-79H6 whole mount konfokale
Farbung

Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach links ausgerichtet. Die
Anordnung der PNS Neurone wurde in A bis D mit mAb anti-Futsch, Gliazellen mittels der
J29 Expression markiert. Konfokale Analyse der Gliamigration erfolgte in E und F mittels
des anti-Repo Antikorpers in rot. In crooked neck mutanten Embryonen erfolgt eine starke
Reduktion der Migration. Oft verbleiben die Glianuclei in Nahe ihres Entstehungsortes
(Pfeile B und F). Das axonale Muster ist ebenfalls gestort. ISN und SN verlaufen oft parallel
(Pfeil C), in cm'-26H8 mutanten Embryonen sind die axonalen Projektionen stark reduziert
(Pfeil D).
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scheinen daher nicht durch die Mutation betroffen zu sein.

Die Migration der peripheren Gliazellen ist in crn Mutanten extrem reduziert.
Es ist zu erkennen, dal} die Gliazellen sehr nahe an ihrem Entstehungsort verbleiben
und — wenn uberhaupt - nur kurze Migrationsstrecken zurtucklegen. Dies betrifft
sowohl die ventrolaterale periphere Gliazelle als auch die, die entlang des
Intersegmentalnervs migrieren. Oft befinden sich in mutanten Stadium 16
Embryonen die peripheren Gliazellen in einer ,kegelformigen® Gruppierung (Pfeil
Abb.52F). Diese tritt im Wildtyp im Stadium 13 auf, unmittelbar vor Beginn der
Migration. In diesen mutanten Bereichen scheint keine Migration stattzufinden. Nicht
alle peripheren Gliazellen verbleiben uniform an vergleichbaren Positionen mit den
Axontrakten assoziiert, sondern finden sich teilweise zwischen dem Segmental- und
Intersegmentalnerv (Pfeil Abb.52C). Zudem treten in den Ablagen schwachere
Phanotypen auf, in denen die Gliazellen eine kurze Distanz hauptsachlich entlang
des Intersegmentalnervs zuricklegen. Diese Fehlmigration findet sich in allen crn

Allelen in gleich starker Ausprégung obwohl die neuronalen Defekte des crn?°"

IX-15H6

mutanten Phanotyps wesentlich starker sind als die in crn mutanten Tieren.

Durch anti-Repo Antikdrperfarbungen konnte gezeigt werden, daf® die Anzahl der

peripheren Gliazellen in crn'""2°"

mutanten Embryonen in einigen Segmenten um
ein bis zwei Zellen reduziert ist (Abb.70C). Die Anzahl der J29 positiven Gliazellen
ist wildtypisch (Abb.52D). Auffallig ist eine ektopische Expression der J29

Expression in epidermalen Zellen und in den Tracheen (Abb.52D).
3.10.2 Das Gen crooked neck
3.10.2.1 Kartierung der crooked neck Mutation

Die cytologische Kartierung des crn™’ Allels erfolgte mittels des im
Bloomington Stock Center erhaltlichen Duplikationskit fur das X-Chromosom.
Duplikationstragende Mannchen wurden gegen jungfrduliche Weibchen des crn™
M5 Stammes gekreuzt. Die Nachkommen dieser Generation wurden auf eine
Rettung der Letalitat in Mannchen gesichtet. Da die Letalitat Uber die Duplikation
Dp(1;2;Y)w'/C(1)DX,y'w'f' in Mannchen gerettet werden konnte, wurde der Locus in
den cytologischen Bereich 2D2 bis 2D3 kartiert. Die Duplikation Dp(1;3)wvco
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(duplizierter Bereich 2B17-C1;3C5), die auch die Letalitat rettet, schrankt den Genort
weiter auf den cytologischen Bereich 2D2 bis 3C5 ein. Durch die
Defizienzchromosomen Df(1)64c18 (Bruchpunkte 2E1; 3C2) und Df(1)Pgd-kz2
(Bruchpunkte D3-4;2F5) konnte die Letalitat insgesamt in den cytologischen Bereich
2E1-2F5 kartiert werden. Die etwa 30 in Bloomington erhaltlichen P-Element-
Insertionslinien, Mutationen oder anderen chromosomalen Aberrationen, die in
diesen Bereich kartieren, wurden gegen den crn”™"°"® Stamm gekreuzt. crn/°*EH3%2
(Eberl and Hilliker, 1988) komplementierte die bis dato ,pilage* genannte pil/*"°"
Mutation nicht. FUr weitere Kartierungen, die u.a. zur ldentifizierung des zweiten
Allels crn"?°"® fiihrten, wurde ein Compound X tragender Stamm mit dieser Mutation
etabliert, der die Uber die Y-chromosomale Duplikation geretteten Mannchen stabil

halt.

DaR die hier isolierten Allele das Gen crooked neck betreffen, ist durch
mehrere Argumente belegt. Zum einen ahnelt der neuronale Phanotyp crooked neck
mutanter Embryonen den neuronalen Defekten, die in der crn™"°"® Mutante
auftreten (Zhang et al., 1991). Die in einem unabhangigen Screen gefundene EMS-

induzierte Mutation y’crn/* 532

zeigt die beschriebenen Gliamigrationsdefekte
(Daten nicht gezeigt). Der Phanotyp wurde zudem in Transheterozygose der beiden

Chromosomen Df(1)64¢18 und crn”™ "M |eicht verstarkt.

11l-26H8 IX-15H6

3.10.2.2 Genstruktur und Sequenzanalyse der Allele crn und crn

Das Drosophila crooked neck Gen umfaldt eine genomische Region von ca.
2,3kb (Zhang et al., 1991) und besteht aus zwei Exons und einem Intron. Das
1.Exon hat eine Lange von 36 Basepaaren (bp), das Intron ist 58 bp lang und das
2.Exon 2,073 kb (Abb.53A). Die cDNA hat eine Gesamtlange von etwa 2.2kb. Sie
codiert fur ein Protein bestehend aus 16 variierenden Kopien des tetratricopepitde
repeats (TPR). TPRs umfassen 34 Aminosauren (aa) und sind innerhalb einer
einzigen Polypeptidkette tandemartig wiederholt. Sequenzvergleiche ergaben acht
konservierte Positionen innerhalb der 34 aa, die alle auf der gleichen Seite putativer
amphipathischer a-Helices positioniert sind. Laut Modell kbnnen TPRs miteinander
interagieren und intra- oder intermolekulare Verbindungen eingehen (Zhang et al.,
1991).
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crooked neck
2,167 kb: 1.Exon 36 bp, Intron 58 bp, 2.Exon 2,073 kb

2210 2230 2240

sl e el sl e ool s laasal

e CTAC AT TR T

uﬂ"‘ \| ¥ LL.

PAOG—CTACAT T TACCTT]

NN [ 'Il
ALY J
R AAS L

LAATTAT

.-“CG—C‘__!—\CA’T-'T'T:‘/RWT TIGAL— IC z'\x;’\_’l'_l'.A'I

StOp crnlll-26H8 StOp cran-15H6
Pos.1171 Pos.1855
in TPR repeat Nr. 9

Abb.53: Struktur des Gens crooked neck und Sequenzanalyse zweier crn
Mutationen

A crooked neck Genstruktur (NLS nucleares Lokalisationssignal)

B crn*1%H6 Sequenzanalyse C crn'-26t8 Sequenzanalyse

Dargestellt sind in B und C die Sequenzvergleiche; die oberste Sequenz entspricht der
BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project) Sequenz. Die schwarzen Linien deuten
auf den Bereich des Basenaustausches innerhalb der einzelnen Sequenzen.

D Lokalisation der identifizierten Stop Codons



Ergebnisse

111-26H8 IX-15H6

Aus den beiden Stammen crn und crn wurde zur Sequenzanalyse
genomische DNA gewonnen. Diese diente als Template, um die genomische crn
Region zu amplifizieren (Primer siehe Anhang). Die gewonnenen Amplifikate wurden
sequenziert (Abb.53B und C). Das schwéchere crn™"* Allel weist eine
Basenanderung an Position 1855, die in einem Stop Codon resultiert, auf. Diese
Stelle befindet sich hinter dem letzten TPR Motiv und direkt vor dem nuclearen
Lokalisationssignal (Abb.53D rechts). Das starkere crn?°® Allel weist einen
Basenaustausch an Postion 1171 auf, der in einem Stop Codon im Bereich des

neunten TPR Motivs resultiert.
3.10.3 Analyse der crooked neck Expression
3.10.3.1 Analyse der mRNA-Expression

Das Expressionsmuster von crooked neck wurde bislang noch nicht
dokumentiert. In dieser Arbeit wurde durch Hybridisierung einer DIG markierten RNA
Sonde an whole mount Embryonen und Imaginalscheiben von Larven des dritten
Larvalstadiums das Expressionsmuster untersucht (Abb.54). In frihen
Embryonalstadien ist deutlich eine maternale Komponente zu erkennen (Abb.54A).
Wahrend der Mesoderminvagination exprimieren die Zellen des Mesoderms, die
Primordien des anterioren und posterioren Mitteldarms und die der Kopffalte (Pfeil
Abb.54B) crn mRNA. Ab der Gastrulation ist das Transkript ubiquitar lokalisiert. Dies
ist bis zu Ende der Embryogenese zu beobachten. Besonders stark exprimierende
Bereiche sind der Keimstreif (Pfeil Abb.54C) und im Stadium 15 das viscerale
Mesoderm (Pfeil Abb.54F). Die crn Expression in larvalen Stadien wurde anhand
von in situ Experimenten an Imaginalscheiben des dritten Larvalstadiums
durchgefluhrt. Es zeigt sich eine ebenfalls ubiquitare Lokalisation des Transkripts. In

Abb.54H und | sind exemplarisch zwei solcher Imaginalscheiben dargestellt.
3.10.3.2 Lokalisation und ektopische Expression des Crn Proteins

Die durch Raisin-Tani und Léopold (Raisin-Tani and Leopold, 2002)

generierten polyklonale Antikorper gegen Crooked neck erkennen im Western Blot
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Abb.54 Das mRNA Expressionsmuster von crooked neck

A Zellulares Blastoderm B Stadium 7 C Stadium 11 D Stadium 14 E Stadium 15 F
Stadium 16 G Stadium 16-17 H Augenimaginalscheibe mit optischem Lobus |
Flugelimaginalscheibe

Das mMRNA Expressionsmuster wurde durch Hybridisierung mit einer
transkriptspezifischen DIG-markierten antisense Sonde von crooked neck generiert. Die
Expression wurde an whole mount Embryonen bestimmt; anterior ist links. Maternale
crooked neck mMRNA ist in frthen Stadien zu sehen (A). Wahrend der
Mesoderminvagination exprimieren mesodermale Zellen sowie die Primordien des
anterioren und posterioren Mitteldarms crooked neck mRNA (Pfeil B). Die Expression ist
ab der Gastrulation ubiquitar lokalisiert, was bis zum Ende der Embryogenese zu
beobachten ist. Besonders stark ist Expression im Keimstreif (Pfeil C) und im visceralen
Mesoderm zu beobachten (Pfeil F). In den Imaginalscheiben gibt es im dritten
Larvalstadium generell eine ubiquitare crn Expression; exemplarisch sind zwei davon
dargestellt (H und I).
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Abb.55: Crooked neck Proteinexpression

A, B und C Konfokale Analyse der Crn Proteinexpression in S2 Zellen D Western Blot
Analyse des anti-Crooked neck Antikorpers E c¢m Uberexpression mittels
engrailedGAL4/UAScrn. anti-Crooked neck Farbung an whole mount Embryonen; anterior
ist links, ventral unten.

Konfokale Analyse der Expression in S2 Zellen (anti-Crooked neck in blau, anti-GFP in
grun, Visualisierung des Zytoskeletts Uber Phalloidin in rot). Crn Expression ist
Uberwiegend im Kern zu finden (Pfeil A). Geringe Anteile befinden sich aul3erhalb des
Kerns, wie in der Vergroerung in C zu sehen ist (Pfeil C). Der aufgereinigte anti-Crn
Antikorper detektiert im Western Blot eine 88 kDa Bande zusammen mit einer
schwachen, zweiten Bande (Pfeil D vgl. Literaturwerte). Nach Uberexpression detektiert
der anti-Crn Antikorper das ektopische Protein sowohl im Nucleus als auch im
Cytoplasma der Zellen (Pfeil AusschnittsvergroRerung in E) in frGhen als auch spaten
Stadien der Embryogenese.



Ergebnisse

eine Bande von 88kDa, die anhand der Co-Migration des in vitro translatierten
Produktes einer crn-cDNA als das Crn Protein bestimmt wurde. Dies wurde in einem
Western Blot mittels Wildtypembryonenextrakten und den erhaltenen Aliquots des
aufgereinigten Antikdrpers uberpruft und bestatigt (Abb.55D). Auch die beschriebene
zweite, schwache Bande unterhalb der 88kDa Bande wurde beobachtet (Pfeil
Abb.55D). Das aufgereinigte Serum wurde in einer Verdinnung von 1 : 500

eingesetzt.

Immunolokalisationsexperimente von Raisin-Tani und Léopold an Embryonen
zeigten ubiquitare Verteilung des Proteins bezogen auf sowohl die diversen
Gewebetypen als auch auf die verschiedenen Stadien der Embryogenese.
Beschrieben wird weiter, dal} auf subzellularem Niveau ein Grofteil des Proteins im
Nucleus zu finden ist. Dies ist in distinkten, sog. ,speckles® (Flecken) lokalisiert, die
als Speicher der meisten Spleil3faktoren und einiger Transkriptionsenzyme
beschrieben worden sind (Raisin-Tani and Leopold, 2002). Bestatigt wurden diese
Ergebnisse durch Western Blot Analysen, in denen das Protein nur in nuclearen,
nicht aber cytoplasmatischen Fraktionen detektiert werden konnte (Raisin-Tani and
Leopold, 2002).

Diese Ergebnisse sollen im folgenden mit den in dieser Arbeit erhaltenen
Daten verglichen werden. crn Antikorperfarbungen an whole mount Embryonen
erzielten weder durch konventionelle noch durch konfokale Analyse mit
unterschiedlich gewahlten Antikorperverdinnungen und Fixierungsprotokollen
reproduzierbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Um crn ektopisch exprimieren zu
konnen, wurde die erhaltene crooked neck cDNA (Zhang et al., 1991) in den pUAST
Expressionsvektor kloniert und transgene Stamme etabliert. Neben der Analyse der
pUASTcrn vermittelten ektopischen Crn Expression erlaubt das GAL4 System
weitere Expressionsstudien. Uber Aktivatorstamme (siehe Material und Methoden)
wurden die Auswirkungen ektopischer Crn Expression in verschiedenen Geweben
untersucht. Keine der untersuchten Aktivator-/Effektorkombinationen fuhrte zu einer
Letalitat oder reduzierter Vitalitat der Nachkommen. Auch generierte die ektopische

Crn Expression keinen identifizierbaren dominanten Phanotyp.
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Ergebnisse

Im Embryo wurden die Aktivatorstamme Kr GAL4, rho GAL4, elav GAL4, da
GAL4, 24B GAL4 und A2(loco) GAL4 fur eine genauere Analyse benutzt. Die
ektopische crn Expression in diesen Geweben fuhrt zu keiner Letalitat (s.o.). Mittels
verschiedener Antikorperfarbungen wurden Embryonen dieser Kreuzungen gefarbt
und auf Phanotypen gesichtet. Die hierzu eingesetzten Antikdrper waren anti-Repo,
anti-Futsch und anti-g3-Tubulin. Es konnten jedoch keine Abweichungen von der
wildtypischen Verteilung der jeweiligen Expressionsmuster der Antikorper gefunden

werden (Daten nicht gezeigt).

Die Uberexpression der UAScrn Konstrukte mittels des Aktivators en GAL4 in
embryonalen Stadien wurde zur Analyse der subzellularen Verteilung des
ektopischen Crn Proteins benutzt (Abb.55E). Diese Daten belegen, dal} durch das
UAScrn Konstrukt das Protein in den engrailed Expressionsdomanen des Aktivators
ektopisch mittels des anti-Crn Antikorpers nachgewiesen werden kann (Abb55E).
Dies ist in frihen wie in spaten Stadien der Embryogenese zu erkennen (Abb.55E
oben, Stadium 11; unten, Stadium 16). Die subzellulare Lokalisation des ektopischen
Proteins ist sowohl im Nucleus, als auch eindeutig cytoplasmatisch prasent (Pfeil
Abb55E).

Die subzellulare Lokalisation des Crn Proteins wurde ebenfalls in Drosophila
S2 Schneiderzellen determiniert (Abb.55A bis C). Das Signal findet sich
uberwiegend in den Nuclei der Zellen (Pfeil Abb.55A). Das Protein ist jedoch nicht
ausschlieBlich dort lokalisiert. Geringere Mengen finden sich aul3erhalb des Nucleus,
wie die Vergrolerung in Abb.55C erkennen lafdt (Pfeil). Diese Verteilung erscheint
punktiert und ahnelt damit der Verteilung innerhalb des Nucleus. Die Phalloidin
Farbung der S2 Zellen diente der Visualisierung des Cytoskeletts (Abb.55B).

Zur weiteren Analyse des crn Ausfallphanotyps wurde mittels des RNAI
Vektors pWIZ (Karte ist dem Anhang beigefugt; Abb.50) ein crnRNAi Konstrukt
erstellt. Nach Keimbahntransformation wurden crnpWIZ Insertion tragende Stamme
etabliert. Wie zuvor schon fur das crnpUAST Konstrukt beschrieben, wurden
verschiedene Aktivatorlinien benutzt, um das Gen crooked neck zell- und
kontextspezifisch auszuschalten. In keiner der analysierten Kombinationen fuhrte

dies zu Letalitat oder adulten dominanten Phanotypen. In diesem Zusammenhang
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Ergebnisse

wurde untersucht, ob das Migrationsverhalten der Retinobasalgliazellen (RBG) durch
den crn Ausfall beeintrachtigt wird. Via eyeless GAL4 und repo GAL4 wurde das
crnpWIZ Konstrukt in der Augenimaginalscheibe und damit im mdglichen Substrat
dieser Gliazellmigration oder in den RBG exprimiert. Die Migration der RBG,
analysiert durch den anti-Repo Antikorper, verlauft in diesen Augenimaginalscheiben
jedoch wildtypisch. Auch die Photorezeptorneurone und deren Axone zeigen keine
Abweichungen vom Wildtyp. Umgekehrt wurde durch den loco GAL4 Aktivator das
crnpWIZ Konstrukt in den RBG exprimiert. Genau wie zuvor beschrieben, konnte
kein Effekt dieser Expression auf die Migration der RBG festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Dies kdnnte daran liegen, dald das crnpWIZ Konstrukt in der Fliege
nicht funktionell ist oder daf} die benutzten Insertionen das Snapbackkonstrukt in zu
geringem Male exprimieren, um das endogene crn Uber die RNAi Maschinerie zu

entfernen. Weitere Studien wurden aus Zeitgrinden nicht durchgefuhrt.

3.10.4 Phanotypische Charakterisierung von crooked neck

3.10.4.1 Der crooked neck mutante Kutikulaphanotyp

Mutationen des Gens crn wurden bereits 1984 durch Perrimon et al.
beschrieben (Perrimon et al., 1984). Kutikulaphanotypen aus dieser Publikation sind
in Abb.56 dargestellt. Zwei crooked neck Allele wurden dort charakterisiert: EA130
und RC63. Der Phanotyp in Abb.56D stellt den schwachsten der dort gefundenen
Phanotypen dar, der in Abb.56B den starksten. Der Phanotyp weiblicher Embryonen,
die heterozygot fur crn Allele und die Defizienz Df (1)64c18 sind, zeigt einen
ahnlichen aber extremeren Phanotyp (Perrimon et al., 1984). Der Kutikulaphanotyp
der Embryonen ist nur zu erkennen, wenn die Tiere in der Vitellinmembran
verbleiben, da die Kutikula samt der Dentikelbander ansonsten wildtypisch
differenziert wird. crn mutante Tiere weisen ,Dellen® (Pfeil Abb.56E und D) auf.
Einige Tiere wirken entlang der longitudinalen Achse verdreht, was zur
Namensgebung des Gens crooked neck (,krummer Hals®) fuhrte
(Abb.56B)(Perrimon et al., 1984). Die im Screen isolierten Allele zeigen Uberwiegend
schwachere Phanotypen als die von Perrimon et al. beschriebenen. In keinem
Embryo konnte eine extreme ,Halseinschnirung“ beobachtet werden. Dies laf3t auf

einen hypomorphen Charakter beider Allele schlieRen. Das schwachere der beiden
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Abb.56: Kutikulaphanotypen crooked neck mutanter Embryonen

A Wildtyp B cm Kutikulapraparat Perrimon et al.,1984 C crn-26H8 D ¢rn Kutikulapraparat
Perrimon et al.,1984 E crn'-?618 F und G ¢rn'*-15H6

Kutikulapraparationen mit Vitelinmembran; anterior ist links, ventral ist unten.
Phasenkontrastaufnahmen hemizygoter cm mutanter Embryonen. Die in B und D
dargestellten Embryonen entstammen der Publikation, in der dieser Phanotyp erstmalig
beschrieben wurde (Perrimon et. al., 1994). Die Embryonen erscheinen ,eingedellt®, teils
entlang ihrer longitudinalen Achsen verdreht (Pfeile E und D). Dies ist in der crn*-'5H6
Mutante weniger stark ausgepragt (Pfeile F und G), und in vielen Embryonen nicht zu
beobachten.



Ergebnisse

Allele ist crn™ " |n diesen Embryonen ist der Kutikulaphanotyp oft gar nicht zu

finden oder nur sehr geringfugig ausgepragt (Pfeile Abb.56E und F).
3.10.4.2 ZNS Phanotypen crooked neck mutanter Embryonen

ZNS Defekte in crn mutanten Embryonen wurden 1991 erstmalig beschrieben
(Zhang et al., 1991). Im Gegensatz zur dortigen phanotypischen Beschreibung treten

111-26H8

im Allel crn eindeutig starkere ZNS Phanotypen auf. Die ZNS Phanotypen crn™

M5 mutanter Embryonen sind vergleichbar mit denen, die von Zhang et al.
beschrieben werden. Die ZNS Phanotypen der im Screen isolierten Allele sind in
Abb.57 dargestellt. Das axonale ZNS Muster wurde mittels des mAb BP102
analysiert. Im Vergleich zum Wildtyp sind in crn"?®"® Mutanten der Verlust und die
Desorganisation sowohl kommissuraler Fasern als auch eine deutliche Reduktion
der Konnektive zu erkennen (Pfeile Abb.57B). In einigen Bereichen scheinen
kommissurale Axone auch ektopisch in Richtung Peripherie zu projizieren (Pfeilkdpfe
Abb.57B). In seltenen Fallen sind Embryonen mit weniger starken Defekten zu
finden, die dem Phanotyp des Stammes ¢rn™ "¢ entsprechen (vgl. Abb.57C und D).
Das ZNS mutanter crn™*® Embryonen weist fusionierte, bisweilen defaszikulierte
Kommissuren und zum Teil reduzierte Konnektive auf (schwarzer Pfeil Abb.57D).
Die Fusion der Kommissuren ist moderat; anteriore und posteriore Kommissur
konnen unterschieden werden, und es existiert ein intrakommissuraler Raum (weil3er
Pfeil Abb.57D). Die Zellkorper der VUM Neurone sind vorhanden, deren axonale
Projektion ist jedoch teils fehlerhaft (Daten nicht gezeigt).

3.10.4.3 Muskeldefekte crooked neck mutanter Embryonen

Ein anderer Prozel3 wahrend der embryonalen Entwicklung von Drosophila,
der Migrationsprozessen und enger Zell-Zellkommunikation bedarf, ist die
Entwicklung der somatischen Muskulatur. Diese besteht aus ca. 30 segmentalen
Muskeln, gebildet in der zweiten Halfte der Embryogenese. Wahrend der frihen
Embryonalentwicklung fusionieren die sog. Grunderzellen mit somatischen
Mesodermzellen, um so die syncytialen Muskelfasern zu bilden. Wahrend der
folgenden Extension des Muskels entsendet dieser Filopodien, welche seine

Wegfindung zu den epidermalen Anheftungsstellen leiten (Bate, 1993).
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Abb.57: ZNS Phanotypen crooked neck mutanter Embryonen

A Wildtyp B cm!!-26H8 G crn/!-26H8 D ¢pp/X-15H6

ZNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben. Das axonale Muster
wurde mit dem mAb BP102 analysiert. crn/-26H8 mutante Embryonen fiihren im ZNS zu
reduzierten Kommissuren und Konnektiven in unterschiedlichen Auspragungen (vgl. Pfeile
B und C). In cm/-5H6 mutanten Tieren ist die Auspragung des ZNS Phénotyps schwécher.
Die Konnektive sind reduziert und die Kommissuren wirken leicht fusioniert (Pfeil D).



&

Abb.58£ Muskelde.fekte crdoked neck mutanter Embryonen

A und B Wildtyp C und D cm/*-75H6 E Wildtyp F crn*-79H6 G cm/!-26H8

A bis D konfokale Analyse von Stadium 16 whole mount Embryonen (somatische
Muskulatur via anti-g3-tubulin in rot, Neurone markiert mittels anti-HRP in grin,
Gliazellen durch anti-Repo in blau visualisiert). Anterior ist oben, das ZNS ist nach
links ausgerichtet. E bis F PNS Praparationen: somatische Muskulatur via anti-3-
tubulin in blau, Axone des ZNS in F und G mittels mAb BP102 markiert. Das ZNS
ist unten, anterior ist links. crn mutante Embryonen besitzen unterschiedliche
Qualitaten von Muskeldefekten. Details siehe Text.
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Somatische Muskulaturdefekte crooked neck mutanter Embryonen wurden
mit Hilfe des anti-g3-Tubulin Antikdrpers analysiert (Abb.58). In Stadium 16 crn-°H
mutanten Embryonen kommt es zu einer geringen Reduktion der Anzahl der
somatischen Muskeln (Pfeile Abb.58 C und D). Besonders scheint dies die lateralen
transversalen Muskeln zu betreffen (unterer Pfeil Abb.58C). Neben dem Verlust
treten aber auch Formveranderungen bzw. fehlpositionierte Muskelansatzstellen auf
(oberer Pfeil Abb.58C). Die Expressivitat des Phanotyps ist variabel. Die Anheftung
der Muskeln an die Epidermis verlauft oft unregelmafig, nicht konform mit dem
wildtypischen Muster. In anderen Embryonen - mit hoher Penetranz im Allel ¢rn"26
- fehlen viele Muskeln (Pfeil Abb.58F). Auch die ventrale Muskulatur erscheint in crn

mutanten Embryonen ungleich dem Wildtyp zu weit ventral (vgl. Pfeilkopf Abb.58C).

3.10.4.4 Terminale Differenzierungsdefekte der peripheren Gliazellen in

crooked neck mutanten Embryonen

Die terminale Differenzierung der peripheren Gliazellen im Drosophila Embryo
bedeutet die Umhullung der Axone durch die Gliazellen, um die Axone von der
Hamolymphe abzuschirmen und neuronale Reiztransduktion zu gewahrleisten.
Gegen Ende der Embryogenese umhullen diese Gliazellen fast komplett die Axone
des PNS. Um mogliche Defekte in dieser terminalen Differenzierung der Gliazellen
detektieren zu konnen, wurde eine Rekombinante aus einem MZ97 GAL4
Aktivatorstamm und einem UASactGFP Effektorstamm erstellt. Diese Kombination
aus MZ97 GAL4 und UASactGFP erlaubt die cytoplasmatische Visualisierung eines
Subsets der peripheren Gliazellen, der auch die ventrale periphere Gliazelle mit
einschliel3t, und der Oenocyten. Dieses Expressionsmuster wurde konfokal
untersucht und beschrieben (vgl. Abb.9 und 59A und C). Die Umhullung des
Segmentalnervs geschieht v.a. durch die ventrale periphere Gliazelle (Pfeil Abb.59

C) angedeutet sind.

Das rekombinierte Chromosom wurde in den genetischen Hintergrund der
crn™ %% Mutante gebracht und so konnte die Differenzierung der peripheren
Gliazellen analysiert werden. In Stadium 16 mutanten crn™'*® Embryonen ist der

Differenzierungsdefekt anhand der gut zu identifizierenden ventralen peripheren
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Abb.59: Differenzierungsdefekte peripherer Gliazellen in crooked neck mutanten
Embryonen

A und C MZ97GAL4/UASactGFP B und D crn-15H5; MZ97GAL4/UASactGFP

Konfokale Analyse von Stadium 16 whole mount Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist
links. Markierung des neuronalen Musters (anti-HRP in grin), der Glianuclei (anti-Repo in
blau) und eines Subsets der peripheren Gliazellen (anti-GFP in rot) mit ihren
cytoplasmatischen Auslaufern. In Endstadien der Embryogenese umhdullen die peripheren
Gliazellen die Axone des PNS fast komplett (Pfeile C). In crooked neck mutanten
Embryonen sind dort nur dinne Fortsatze zu erkennen (Pfeile D). Auch die Oenocyten
zeigen deutliche Phanotypen, die ringférmige Struktur ist unterbrochen (vgl. Pfeile A und B).
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Gliazelle zu erkennen. Das Cytoplasma der Zelle ist primar um den Kern zu finden,
statt sich, wie im Wildtyp, entlang des Segmentalnervs zu verteilen und diesen zu
umhullen. In der Mutante entsenden die peripheren Gliazellen dennoch ihre
Fortsatze die Axone entlang. Es sind dinne cytoplasmatische Auslaufer der
Gliazellen zu erkennen, die erst an Stellen terminieren, an denen die Zelle im
Wildtyp ihre grofdte Ausdehnung hat (vgl. z.B. rechter Pfeil Abb.59C mit unterem
Pfeil 59D).

Die Morphologie der Oenocyten ist in crn™"*"¢ Embryonen ebenfalls gestort.
Uber die embryonale Funktion dieser Zellen ist bisher nichts bekannt. Das Gen slit
oder der ansonsten rein gliaspezifische MZ97 GAL4 Aktivatorstamm werden in
diesen Zellen exprimiert. Ein im Screen gefundenes Allel induziert ektopisch die J29
Expression in diesen Zellen. Zudem wurde die Position und Morphologie der
Oenocyten im Wildtyp konfokal in hoher Auflosung analysiert (Daten nicht gezeigt).
Eine anti-Faslll Farbung zeigte keine Expression in diesen Zellen. Die Oenocyten
schlie®en exakt mit den Chordotonalorganen ab und bilden dadurch in Stadium 16
Embryonen eine ringférmige Struktur um die Chordotonalorgane des PNS. Zudem
befanden sich, wie durch eine Z-Auflésung gezeigt werden konnte, die Oenocyten
als ,Puffer* zwischen Epidermis und Chordotonalorganen. Die Oenocyten crn™"%
mutanter Stadium 16 Embryonen bilden oftmals keine ringformige Struktur um die
Chordotonalorgane aus (vgl. Pfeile Abb.59A und C). Es kann jedoch nicht
differenziert werden, ob dieser Defekt durch eine Fehlpositionierung der Oenocyten
oder durch die unregelmalig angeordneten Chordotonalorgane (die in einigen
Mutanten auch reduziert sind) hervorgerufen wird. Eine Analyse dieses Phanotyps
konnte Aufschlisse uber Zell-Zellkommunikationen oder Migration der Oenocyten

geben.
3.10.4.4.5 Ultrastrukturelle Analyse des glialen Phanotyps von crooked neck

Um die im Lichtmikroskop beobachteten Phanotypen genauer zu
untersuchen, wurden elektronenmikroskopische Analysen durchgefuhrt. Mit Hilfe von
GFP exprimierenden Balancertieren konnten mutante Embryonen vor der Fixierung
selektioniert werden. Die Ergebnisse der ultrastrukturellen Analyse sind in den

Abb.60 und 61 zusammengefalit.
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Abb.60: Ultrastrukturelle Analyse des crooked neck mutanten Phanotyps - |

A,C und E Widtyp B,D und F cmX'"6 rechte Spalte Darstellung der ungefdhren
Schnittebenen (Das ZNS ist unten; anterior ist links. Die PNS Axone sind in schwarz, die
Nuclei der peripheren Gliazellen sind in blau dargestellt. Die Raute markiert die Schnittebene)

Ultradunnschnitte von Stadium 16 Embryonen. Man erkennt die Axone des SN und ISN sowie
die Umhillung dieser durch die peripheren Gliazellen. In ¢crn*"516 Mutanten umhiillen die
Gliazellen die Axone weiter dorsal immer unvollstandiger. Es wurden Bilder gewahlt, die sich
in den Schnittebenen wildtypischer und mutanter Embryonen ungefahr entsprachen. Die
Mutante ist rechts, dem Wildtyp gegenuberliegend abgebildet.




Abb.61: Ultrastrukturelle Analyse des crooked neck mutanten Phanotyps - Il

A Wildtyp B,C und D crn’*7%H6 E Schema der glialen Umhiillungsdefekte in crn*-5H6
mutanten Embryonen rechte Spalte Darstellung der ungefahren Schnittebenen (Das ZNS
ist unten; anterior ist links. Die PNS Axone sind in schwarz, die Nuclei der peripheren
Gliazellen sind in blau dargestellt. Die Raute markiert die Schnittebene)

Ultradunnschnitte von Stadium 16 Embryonen. Man erkennt die Axone des SN und ISN
sowie die Umhillung dieser durch die peripheren Gliazellen. In crn*-75H6 Mutanten
umbhtllen die Gliazellen die Axone unvollstandig und es enstehen Lucken (vgl. Pfeile A und
B,C). In einigen Fallen differenzieren die Gliazellen sehr unvollstandig und in Bereichen
umgeben die peripheren Gliazellen die Axone nur an einer Seite (Pfeil D; Schema in E).



Ergebnisse

In wildtypischen Segmenten des Stadium 16 werden die Axone des SN und
ISN in den ventraleren Bereichen des PNS bereits vollstandig durch die peripheren
Gliazellen umhdlit. In crooked neck mutanten Embryonen zeigen die peripheren
Gliazellen deutliche Differenzierungsdefekte. Die Gliazellen sind vorhanden, doch
umhullen sie die Axone weiter dorsal immer unvollstandiger und die faszikulare
Struktur der Axone wird aufgehoben (vgl. Pfeile Abb.60C und D). In sagittaler
Schnittebene weiter dorsal Axone im Langsschnitt treffend, ist zu erkennen, daf}

diese nicht mehr von Gliazellen flankiert werden (vgl. Pfeile Abb.60A und B).

In Abb.61 sind die Differenzierungsdefekte in der crn Mutante eingehender
dargestellt. Ein Teil der Axone wird durch Gliazellen umhillt, ein anderer liegt frei
und defaszikuliert daneben (vgl. Pfeile Abb.61A und B). Abb.61D stellt eine
VergroRerung aus C dar. Die Fehldifferenzierung der Gliazelle ist eindeutig zu
erkennen. Die Gliazelle umhullt die Axone nicht mehr. Es scheint, als lagen die
Axone in einem lockeren Verband an einer Seite der Gliazelle auf (Pfeil Abb.61D).
Die Gliazelle ist jedoch nicht komplett dissoziiert von den Axonen, sondern es
scheint, als bilde sie eine Art ,Winkel“ um zu beginnen, die Axone zu umhdallen. Das
Schema in E verdeutlicht dies. Bis jetzt konnte noch nicht beschrieben werden, wie
die peripheren Gliazellen Axone umhullen. Die EM Analyse des crooked neck
mutanten Phanotyps im Vergleich zum Wildtyp gibt zum ersten Mal Hinweise
diesbezlglich. Die Gliazelle scheint zunachst lange Fortsatze entlang des Axons zu

senden, bevor sie beginnt, die Axone seitlich zu umhdullen.

3.10.4.6 Klonale Analyse der RBG Migration in crn”™’*° Mutanten mittels der
ey-FLP Technik

X15H6 ynd crn"?%"8 Allele zu embryonaler Letalitat

Da die EMS-induzierten crn
fuhren, wurden wie zuvor beschrieben, auch diese Mutationen auf ein, die 79AFRT
Insertion tragendes, Chromosom rekombiniert. Jede der Spalten in Abb.62 stellt eine
Augenimaginalscheibe mit unterschiedlichen Einzelfarbungen oder Uberlagerungen
dieser dar. In der ersten Reihe ist eine dreifache Uberlagerung der Antikorpersignale
zu sehen. Die zweite kombiniert die anti-Repo Farbung, die die Glianuclei in blau

markiert und die anti-GFP Farbung. Anhand der anti-GFP Farbung in rot kdnnen
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Abb.62: Konfokale Analyse von crn'X'5H6 mutanten Klonen in der
Augenimaginalscheibe

Jede Spalte stellt eine Augenimaginalscheibe dar. Die Klone wurden mittels
der ey-FLP Technik generiert. Neurone sind mit anti-HRP in grin, Glianuclei
mit anti-Repo in blau und nicht-mutante Bereiche sind via anti-GFP in rot
markiert. Anterior ist oben. Details siehe Text.



Ergebnisse

klonale und nicht-klonale Bereiche diskriminiert werden. Es wurde neben den
dargestellten markierten Klonen eine gro3ere Anzahl an nicht-markierten, klonalen
Augenimaginalscheiben untersucht (Daten nicht gezeigt). Aus dieser Analyse gingen
keine Phanotypen hervor, die von den beschriebenen Phanotypen des FM7c
Balancers abwichen. Die Phanotypen, die in markierten Augenimaginalscheiben
analysiert wurden, zeigten Uberwiegend wildtypische RBG Migration. Dennoch traten
in einigen Fallen unregelmaliige Migrationsphanotypen (Abb.62N) auf. Die hier
dargestellten Klone sind jedoch sehr klein daher ungenugend. Zudem steht die

2658 mutanter Klone noch aus.

klonale Analyse crn
3.10.5 Analyse der RBG Migration im Wildtyp und in crn™"*H¢ Mutanten mit
Hilfe des MARCM Systems

Die Anwendung des MARCM Systems (Mosaic Analysis with a Repressible
Cell Marker) erlaubt die dominante Markierung von Zellklonen eines bestimmten
Gewebes und gleichzeitige Analyse des Ausfalls bestimmter Genfunktionen in
diesen Zellen. Ein dominanter Repressor eines Zellmarkers wird genetisch in trans
zu einem mutanten Gen von Interesse gebracht. Ereignisse mitotischer
Rekombinationen zwischen den homologen Chromosomen erzeugen homozygot
mutante Zellen, die als einzige markiert werden, da der Repressor in diesen Zellen
gleichzeitig wegsegregiert (Lee and Luo, 1999). Mit diesem System bietet sich die
Moglichkeit, die RBG in der Augenimaginalscheibe mit Hilfe eines
membrangebundenen GFP Markers als Ganzes, d.h. mit ihren Fortsatzen zu
analysieren und evtl. weitere Aufschlisse uber das Migrationsverhalten dieser zu

gewinnen.

3.10.5.1 Analyse der wildtypischen Morphologie und Migration der RBG im
Wildtyp mit Hilfe des MARCM Systems

Das MARCM System bietet die Moglichkeit, die Retinobasalgliazellen
detaillierter zu beschreiben, da einzelne Zellen markiert und die Fortsatze dieser
Zellen in hohen Auflésungen dargestellt werden kdnnen. In Abb.63 und in Abb.64 im
Detail sind MARCM Klone (markiert via daughterless GAL4 und UASmCD8GFP)

dargestellt. In der linken Spalte ist ein besonders grol3flachiger Klon markiert. Diese
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Abb.63: Konfokale, klonale Analyse der wildtypischen RBG Migration in der
Augenimaginalscheibe durch das MARCM System - |

Jede Spalte stelle eine wildtypische Augenimaginalscheibe dar. Neurone sind mit anti-HRP
in gruan, Glianuclei mit anti-Repo in blau und klonale Zellen sind via anti-GFP (in rot bzw.
grau) markiert. Die unterste Reihe stellt die klonalen Bereiche in Grautdnen dar. Anterior ist
oben. Details siehe Text.




Abb.64: Konfokale, klonale Analyse der wildtypischen RBG Migration in der
Augenimaginalscheibe durch das MARCM System - Il

A bis C dominant markierte Klone in der Augenimaginalscheibe Ubersicht D bis F
Detailansichten der klonalen Bereiche G Auflosung eines klonalen Bereichs in der Z -
Ebene (Die weillen Linien geben die ungefahren Positionen dieser Z-Ebenen an.)

Neurone sind mit anti-HRP in grun, Glianuclei mit anti-Repo in blau und klonale Zellen
sind via anti-GFP (in rot bzw. grau) markiert. Abb. D bis F stellen die klonalen Bereiche
in Grautonen dar. Die RBG mit ihren cytoplasmatischen Fortsatzen sind in hoher
Auflosung dargestellt. Die Markierung der Klone erlaubt die Detektion von Zellen mit
gliazellahnlicher Morphologie, die keine anti-Repo Farbung zeigen. Vgl. Pfeile E (Repo-
negativ) und F (Repo-positiv) und Pfeile in G.



Ergebnisse

Zellen scheinen ausschlief3lich anti-Repo positive Nuclei zu besitzen. Anterior ist ein
Band von Gliazellen zu sehen. Diese Gliazellen migrieren in vorderster Front. Die
Zellen sind sehr einheitlich in bezug auf Grolde, Abstand zueinander, Beschaffenheit
und Lange ihrer Fortsatze. Fast alle Fortsatze zeigen nach anterior. Weiter posterior
in der zweiten, dritten, oder vierten Reihe der markierten Gliazellen scheinen sie sich

auch nach dorsal oder ventral zu orientieren.

In der mittleren und rechten Spalte abgebildet sind Klone, in denen
morphologisch sehr unterschiedliche Gliazellen markiert sind. Im optischen Stiel und
am Rand der Augenimaginalscheiben befinden sich sehr langgestreckte RBG. In
Mitte der Augenimaginalscheiben sind die zuvor beschriebenen einheitlich runden
RBG zu sehen. In diesen beiden Augenimaginalscheiben ist auch zu beobachten,
daR es v.a. am Rand und im Ubergang zum optischen Stiel graduelle Abstufungen
dieser beiden Formen gibt. Weiter zum posterioren Rand hin elongieren die Zellen,
bis im optischen Stiel extensiv lange und massiven Gliazellen zu sehen sind (v.a.
Abb.63 H und K). Die bisweilen auch sehr langen Fortsatze der Gliazellen an
vorderster Migrationsfront konnen sich uUber eine Lange von bis zu zwei
Zelldurchmessern erstrecken (roter Pfeil Abb.64F). Zudem kann man Zellklone
oberhalb der morphogenetischen Furche erkennen. Da durch die ubiquitare
Aktivierung der FLP Rekombinase mittels daughterless GAL4 ubiquitar Klone in der

Augenimaginalscheibe markiert werden, sind nicht alle Zellen glialen Ursprungs.

Es konnten auch Zellen mit gliadhnlicher Zellmorphologie markiert werden,
die nicht anti-Repo positiv sind (Abb.64). Abb.64 E und F bieten einen Vergleich
dieser Zellen: links in E sind zwei Zellen ohne Repofarbung (Pfeil) zu sehen und die
in F dargestellten Zellen sind Repo positive Gliazellen. Diese beiden Zelltypen
scheinen sich in ihrer Form und Grofe nicht zu unterscheiden. Die Fortsatze
unterscheiden sich jedoch: Die in E erscheinen breiter und saumartiger als die
speichenformigen Fortsatze der Repo positiven Gliazellen (vgl. Pfeile E und F). Die
Auflosung der Zellen in der Z-Ebene wurde durch die Rekonstruktion eines
konfokalen Datenstapels mit der Volocitysoftware (Improvision) erzeugt (flankierende
Teilbilder Abb.64G). Die nicht-Repo positiven Zellen befinden sich direkt apikal zu
den Repo positiven Gliazellen. Beide Zellebenen sind innerhalb der Ebene der

Photorezeptoraxone (Pfeile Abb.64G) zu finden, wie durch die anti-HRP Farbung

107



Ergebnisse

deutlich wird. Bisher wurde die Repoexpression als Marker aller Gliazellen
beschrieben. Aufgrund der geringen Anzahl an klonalen Ereignissen, die gefunden
wurden, konnte diese Art von Zellen nur in wenigen Fallen beobachtet werden.
Daher steht die weitere Analyse dieser Zellen noch aus, es lat sich jedoch

vermuten, dal} es Repo negative Gliazellen gibt.

In Abb.65 sind in hoher Auflosung die Gliazellen dargestellt, die sich am Rand
der Augenimaginalscheibe befinden (Pfeil Abb.65C). Die Zellen samt ihrer Fortsatze
sind sehr lang und bewegen sich entlang zahlreicher Axone (Abb.65E). In den
Abb.65B, D und F sind VergrolRerungen der Fortsatze dargestellt. Die Richtung, in
die diese weisen, sind gleich (nach anterior bzw. posterior) in der
Augenimaginalscheibe ausgerichtet. Da all diese Fortsatze mit Axonen assoziiert zu
sein scheinen, kann auf ein haptotaktisches Signal geschlossen werden. Auch die
uberwiegende Anzahl der kleinsten, detektierbaren Fortsatze sind in Richtung der

morphogenetischen Furche ausgerichtet (Pfeile Abb.65F).

3.10.5.2 Analyse der Morphologie und Migration der RBG crn™"°"® Mutanten
mit Hilfe des MARCM Systems

Die Morphologie der Gliazellen wurde auch in crn”™"*"® mutanten MARCM
Klonen untersucht (Abb.66 und Abb.67). Diese Klone wurden markiert durch die
Verwendung eines repo GAL4 Aktivatorstammes und den Effektorstamm
UASmMCDS8GFP. Bei den hier gezeigten Analysen ist zu beachten, dald klonale
Ereignisse in Geweben, in denen repo GAL4 nicht exprimiert wird, nicht detektiert
werden koénnen. Es kann nicht unterschieden werden, ob diese
Augenimaginalscheiben rein gliale Klone besitzen oder auch z.B. benachbarte
neuronale Klone. Die Frequenz der MARCM Klone war sehr gering, so dal} in bezug
auf die Beschreibung eines crn mutanten Phanotyps lediglich erste Hinweise

gegeben werden konnen.

Die Gliazellen scheinen trotz Verlust der crn Genfunktion in ihrer
morphologischen Organisation keine Defekte zu besitzen. In der mittleren Reihe in
Abb.66 ist ein Klon in den bereits fur den Wildtyp beschriebenen, langgestreckten
Gliazellen des optischen Stiels dargestellt (Abb.66.F). In der obersten Reihe
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Abb.65: Konfokale, klonale Analyse der wildtypischen RBG Migration am
Rand der Augenimaginalscheibe durch das MARCM System - Ill

A,C und E dominant markierte Klone in der Augenimaginalscheibe B,D und F
VergrolRerungen der Gliazelle (Pfeil C) zur besseren Kontrastierung in grau
dargestellt

Neurone sind mit anti-HRP in gran, Glianuclei mit anti-Repo in blau und klonale
Zellen sind via anti-GFP (in rot bzw. grau) markiert. Details siehe Text.




Abb.66: Konfokale, klonale Analyse crooked neck mutanter Gliazellen - |

A bis | dominant markierte crn’*-9"6 mutante Klone Repo-positiver Gliazellen in der
Augenimaginalscheibe

In jeder Reihe ist eine Augenimaginalscheibe samt optischem Lobus abgebildet. In der
rechten Spalte sind die crooked neck mutanten Bereiche zur besseren Kontrastierung
in grau dargestellt. Neurone sind mit anti-HRP in grun, Glianuclei mit anti-Repo in blau
und klonale Zellen sind via anti-GFP (in rot bzw. grau) markiert. Details siehe Text.



Abb.67: Konfokale, klonale Analyse crooked neck mutanter Gliazellen - Il

A bis D dominant markierte crn”-79" mutante Klone Repo-positiver Gliazellen entlang des
optischen Stiels E bis | dominant markierte crn*"’%"% mutante Klone Repo-positiver
Gliazellen in der Augenimaginalscheibe

Unterschiedliche Bereiche der Augenimaginalscheibe sind dargestellt. Die crooked neck
mutanten Gliazellen sind in D,E,I und J zur besseren Kontrastierung in grau abgebildet.
Neurone sind mit anti-HRP in grun, Glianuclei mit anti-Repo in blau und klonale Zellen sind
via anti-GFP (in rot bzw. grau) markiert. Details siehe Text.
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(Abb.66) sind sowohl diese als auch die ,runderen® Zellen in der Scheibe markiert.
Es sind keine Unterschiede zum Wildtyp festzustellen. Zwei der zehn analysierten
Augenimaginalscheiben, von denen eine in der untersten Reihe in Abb.66 dargestellt
ist, zeigen auffallige Defekte. Der optische Stiel, der normalerweise die Axone
gebundelt enthalt, ist verbreitert (vgl. Pfeile Abb.66A und D). Diese Verbreiterung
korreliert mit sich am Rand der Augenimaginalscheibe befindlichen crn mutanten
Klonen (Pfeil Abb.661). Zudem sind an der Stelle einige crn mutante, markierte
Gliazellen zu sehen, die aufgrund ihrer Morphologie eher den runden, nicht
elongierten Zellen entsprechen (roter Pfeil Abb.661 und Kasten Abb.661). Dies muf}
jedoch nicht unbedingt einem mutanten Phanotyp entsprechen. Bemerkenswert ist

jedoch, dal} keine der klonalen Zellen hier diesem Gliazelltyp entsprechen (Abb.66l).

In Abb.67 sind analog zu den in Abb.64 im Wildtyp dargestellten MARCM
Klonen crn mutante Gliazellklone in hoher Auflosung abgebildet. Die Fortsatze der
Gliazellen im optischen Stiel (Abb.67E bis I) in den betrachteten Beispielen sehen
wildtypisch aus. Die Detailanalyse a3t erkennen, dal} die Fortsatze der Gliazellen
innerhalb der Flache der Augenimaginalscheibe (Abb.67A bis D) ebenfalls
wildtypisch erscheinen. Die Richtung der Fortsatze entspricht dem Wildtyp. Wie
beschrieben, besitzen die Gliazellen, die zwischen morphogenetischer Furche und
optischem Stiel lokalisiert sind, oft Fortsatze, die nicht nur nach anterior gerichtet

sind, sondern auch nach dorsal und ventral hin (Abb.671).

3.10.6 Phanotypische Analyse des Gens held out wings (how) als moglichem

Interaktionspartner von crooked neck

Das Gen held out wings (how) codiert ein RNA bindendes Protein, welches in
zwei Isoformen, How (small/S) und How (long/L) auftritt. Diese beiden Varianten
unterscheiden sich nur durch ihren C-Terminus. How (L) besitzt ein nucleares
Retentionssignal, How (S) Expression ist sowohl im Nucleus als auch im Cytoplasma
zu finden. Es konnte gezeigt werden, daly How (L) eine verfruhte Reifung der
Muskelansatzstellen (tendon cells) verhindert, indem es stripe mRNA Level
reprimiert (Nabel-Rosen et al., 1999), How (S) aber hebt die stripe mRNA Level an.
Diese Aktivitat wird durch die 3"UTR von stripe vermittelt. Bei Coexpresion von

beiden Varianten wirkt How (S) direkt der How(L) Repression entgegen. How (S)
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und How (L) haben entgegengesetzte Funktionen, die Stabilisierung bzw.
Repression der stripe mRNA betreffend. Sie stellen eine Art Schalter zwischen

Differenzierung und Reifung der Muskelansatzstellen dar (Nabel-Rosen et al., 2002).

How (S) und How (L) werden ebenfalls in den peripheren Gliazellen exprimiert
(T.Volk, personliche Mitteilung). how mutante Embryonen weisen Muskeldefekte auf,
die denen crn mutanter Embryonen ahneln. Die Muskelansatzstellen sind atypisch
positioniert, Muskelfasern sind zum Teil kugelig abgerundet oder fehlen teilweise
ganz (Baehrecke, 1997). Zudem deuten Ergebnisse aus Co-Immunoprazipitationen
darauf hin, dal® Crn spezifisch im Cytoplasma mit How (S) interagieren kdnnte

(T.Volk, personliche Mitteilung).

3.10.6.1 Analyse der peripheren Gliazellen in how mutanten Embryonen

Um eine madgliche Interaktion von how und crooked neck zu untersuchen,
wurde zunachst die Migration der peripheren Gliazellen in how mutanten Embryonen
analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb.68 dargestellt. Die Markierung
der peripheren Gliazellen durch den anti-Repo Antikorper zeigt, dal} in how
mutanten Embryonen die Gliamigration in einigen Segmenten gestort ist (vgl. Pfeile
Abb.68B und D). Vergleichbar mit dem Phanotyp crn mutanter Embryonen migrieren
die Gliazellen nicht in wildtypischem Ausmal} entlang der axonalen Trakte in die
Peripherie. Dabei kommt es vor, dal® die peripheren Gliazellen zwischen dem
Segmental- und Intersegmentalnerv lokalisiert sind (Pfeil Abb.68D). Dieser how
mutante Phanotyp ist jedoch weniger stark ausgepragt als in crn mutanten Tieren. In

einigen Segmenten erscheint es, als ob die Anzahl peripherer Gliazellen erhoht sei.

3.10.6.2 Neuronale PNS Defekte in how und crn mutanten Embryonen

Eine Analyse der PNS Phanotypen sind in Abb.68 fur how bzw. im Vergleich
der crn und how mutanten Phanotypen in Abb.69 dargestellt. Zur Markierung der
Neurone des PNS wurden die Antikorper anti-HRP (Abb.68) und anti-Futsch
(Abb.69) benutzt. how mutante Embryonen zeigen unterschiedliche Qualitaten von
PNS Phanotypen. Abb.68E beinhaltet eine sagittale, konfokale Schnittebene, in der

die ZNS Mittellinie dargestellt ist. Es ist zu sehen, dal} die axonalen Trakte des
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Abb.68: PNS Phanotypen held out wings (how) mutanter Embryonen

A,B Wildtyp C bis Fhowt*#

Konfokale Farbungen von Stadium 16 whole mount Embryonen; anterior ist oben,
das ZNS ist nach links ausgerichtet. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit
dem anti-HRP Antikdrper in grun, die peripheren Gliazellen mittels anti-Repo in rot
dargestellt. In how mutanten Embryonen treten neuronale Defekte (Pfeil E und F).
Der Pfeil in F deutet auf eine ,Lucke® von Neuronen und Gliazellen. Defekte in der
Gliazellmigration sind zu beobachten (vgl. Pfeile D und B).




Abb.69: Vergleich neuronaler PNS Defekte von crn*'H6 und howf4 mutanten
Embryonen

A bis C Wildtyp D bis F howc#4 G bis | crn*5H6

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; dorsal ist oben, das ZNS ist nach
unten ausgerichtet, anterior ist links. Die Anordnung der PNS Neurone wurde mit mAb
anti-Futsch visualisiert. Die erste Spalte zeigt einen Uberblick, die mittlere Spalte die
ZNS/PNS Ubergangszone, wahrend die rechte Spalte die laterale Gruppe genauer
darstellt. In how und crn mutanten Embryonen wirken die lateralen Gruppen teils
gedrungener und ungeordneter als im Wildtyp (Pfeile F und I).
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Nervensystems in einem Segment fehlen (Pfeile Abb.68E und F). Im benachbarten
Segment sind die Chordotonalorgane vergroRRert (Pfeilkopf Abb.68E). Diese
Phanotypen sind in how mutanten Embryonen nur in ca. einem Sechstel der

Embryonen des Stadium 16 zu beobachten.

Das Gros der Phanotypen entspricht der in Abb.69 dargestellten. In dieser
Abbildung wurden die neuronalen PNS Phanotypen der beiden Gene crn und how
miteinander verglichen. Der Wildtyp ist in der ersten Reihe, how mutante Embryonen
sind in der mittleren und crn mutante Embryonen sind in der unteren Reihe
dargestellt. Die erste Spalte bietet jeweils einen Uberblick lber die PNS
Organisation, die zweite einen Ausschnitt, der die ZNS/PNS Ubergangszone umfafit
und die rechte Spalte zeigt laterale Cluster. In crn mutanten Embryonen sind
weniger axonale Projektionen zu sehen (Pfeile Abb.69H und G). Die ventralen

sensorischen Gruppen sind (besonders crn%"

mutanten Tieren) ebenfalls oft
reduziert (Daten nicht gezeigt). Derartige Defekte sind nur in geringer Penetranz in
how Mutanten zu finden (vgl. Abb.69E mit H). Ob dies durch die starke maternale
Komponente zu erklaren ist, konnte aus Zeitgrinden nicht mehr bestimmt werden.
Auffallig in crn mutanten Embryonen ist die Reduktion der lateralen
Chordotonalorgane. Sind diese in Mutanten in wildtypischer Anzahl vorhanden,
wirken sie dennoch ungeordnet (Pfeil Abb.69l). Dies ist auch haufig in how mutanten
Embryonen zu beobachten (Pfeil Abb.69F). Sowohl in crn als auch in how mutanten
Embryonen scheint somit die Anordnung der lateralen Chordotonalorgane gestort.

Zudem treten Projektionsdefekte der dorsalen Cluster auf (Pfeilkopf Abb.69F).
3.10.6.3 Doppelmutantenanalyse how und crn mutanter Embryonen

Eine Doppelmutantenanalyse sollte weiteren Aufschluld GUber eine mdgliche
Interaktion der Gene crn und how geben (Abb.70). Zu diesem Zweck wurden
Stamme etabliert, die sowohl die Mutationen ¢rn”"*"¢ und how®** als auch crn"2%"
und how enthalten. Die mutanten Chromosomen wurden Uber entsprechende
,blaue“ Balancerchromosomen stabil gehalten. So konnten die crn und how
mutanten Embryonen in den Farbungen eindeutig identifiziert werden. Die
Entwicklung der peripheren Gliazellen wurden mittels des anti-Repo Antikdrpers

analysiert. In Abb.70 sind in der rechten Spalte die Migrationsphanotypen der crn™*
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Abb.70: Analyse der peripheren Gliazellen in crn;how Doppelmutanten

A Wildtyp B,D und F cm/-79H6 ;howt44 C cm/!-26H8 E crn/-26H8; howE44

PNS Praparationen von Stadium 16 Embryonen; anterior ist oben, das ZNS ist nach
links ausgerichtet. Die Anordnung der Gliazellen wurde mit anti-Repo Antikorper
markiert. In crn*7%H6 --howt44 mutanten Embryonen ist ein variabler Phanotyp zu
beobachten (vgl. B und F). Der crn'26H8: howt4 mutante Phanotyp ist vergleichbar mit
dem des crn'26H8 mutanten Phanotyps (vgl.C und E).



Ergebnisse

15 und how"** Doppelmutanten dargestellt. Die Phanotypen sind sehr variabel.
Zum Teil treten Phanotypen auf, die fast wildtypisch aussehen (Abb.70B). Andere
Embryonen zeigen eine Verstarkung des c¢rn™ "% mutanten Phanotyps, der dem
des crn"?*"® mutanten Phanotyps entspricht (Abb.70F). Die crn?%"® und how"*

mutanten Tiere entsprechen dem crn"?"® Ausfallphanotyp (vgl.Abb70C und E).
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Konvertierung eines transkriptionellen Aktivators in einen Inaktivator

Es wurde zunachst untersucht, ob die BTB Domane des Tramtrack Proteins
als transkriptionelle Repressionsdomane fungiert. Fur die genetische Suche nach
Interaktionspartnern von Genen ist eine Methode die gezielte Expression von
dominant Negativen zur jeweiligen Genfunktion in bestimmten Geweben. Durch
Expression einer heterologen Fusion der Pointed DNA-Bindungsdomane und der
Tramtrack BTB Interaktionsdomane wird gezeigt, dal} die Tramtrack BTB Domane
allein ausreicht, um Repression zu vermitteln. In Zukunft kann durch diese Analyse
uber die Expression dieser BTB-pnt Fusion eine Suche nach Interaktionspartnern

von Pointed durchgefuhrt werden.

4.1.1 Die Gene pointed und tramtrack

Das Gen pointed (pnt) codiert zwei Transkriptionsaktivatoren, PointedP1 und
PointedP2, die beide eine evolutiv hoch konservierte ETS DNA-Bindungsdomane
besitzen (Klambt, 1993). Die beiden Pointed Proteine werden in vielen
verschiedenen Entwicklungsprozessen gebraucht. Die Entwicklung des ventralen
Ektoderms, der Tracheen und der longitudinalen Gliazellen ist abhangig von der
PointedP1 Funktion (Gabay et al., 1996; Klaes et al., 1994; Samakovlis et al.,
1996a), die der Mittelliniengliazellen und Photorezeptorzellen von PointedP2
(Kldmbt, 1993; Scholz et al., 1993). In den beiden glialen Zellpopulationen scheinen
die beiden Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Zielgene zu aktivieren, was auf
eine Bedeutung von spezifischen Cofaktoren hinweist. In pointed mutanten
Embryonen ist neben der abnormen Entwicklung der Gliazellen auch die axonale
Organisation des ZNS gestort. Die Kommissuren erscheinen fusioniert. Dieser
Phanotyp ist in solchen Mutanten zu beobachten, in denen die Mittelliniengliazellen
Defekte aufweisen (Klambt, 1993). Neben dem kommissuralen Phanotyp besitzen
pointed mutante Embryonen unterbrochene, longitudinale Konnektive. Da pointed im
Nervensystem gliaspezifisch exprimiert wird, ist zu vermuten, dal} es auch eine

Funktion bei der Formation der Konnektive besitzt.
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Gliale Entwicklung bedarf nicht nur der Aktivierung glialer
Differenzierungsgene. Gleichzeitig mul} eine aktive Repression neuronaler Gene in
diesen glialen Zellen stattfinden (Giesen et al., 1997). In framtrack (ttk) Mutanten
weisen die adulten Komplexaugen mehr Neurone auf, und das PNS weist Defekte
auf (Guo et al., 1995; Guo et al., 1996; Xiong and Montell, 1993). Viele Zellen
exprimieren das neuronale anti-Futsch Antigen, und es findet keine normale
Gliazellentwicklung statt (Badenhorst, 2001; Giesen et al., 1997). Gliazellen werden
in wildtypischer Anzahl geboren, aber nicht korrekt differenziert. Umgekehrt resuliert
die ektopische Expression von tramtrack in neuronalen Zellen in einer Repression
neuronaler Marker. Die Aufgabe von Tramtrack in Gliazellen scheint in der

Repression neuronaler Differenzierung zu liegen.

tramtrack codiert zwei Transkriptionsfaktoren, Ttkp69 und Ttkp88 der
BTB/POZ Familie (broad complex tramtrack bric a brac/ pox virus and zink finger;
kurz: BTB Domane). Wahrend der Embryogenese fungieren beiden Isoformen als
transkriptionelle Repressoren (Brown and Wu, 1993; Giesen et al., 1997; Read et al.,
1992). Nur Ttkp69 ist in Gliazellen exprimiert. Die BTB Domane ist eine konservierte
Region von 120 aa, oft am N-terminus von Zn-Finger enthaltenden
Transkriptionsfaktoren als auch in einigen Aktin bindenden Proteinen (Zollman et al.,
1994). Wie Tramtrack fungieren viele der BTB Transkriptionsfaktoren als
transkriptionelle Repressoren, z.B. die Vertebraten Proteine ZID (zinc finger protein
with interacting domain), BCL-6 (B-cell lymphomas 6) und BAZF (BCL-6 associated
zinc finger protein)(Albagli et al., 1995; Collins et al., 2001).

4.1.2 Strukturfunktionsanalyse der Tramtrack BTB Domane

Mutationen in den konservierten Bereichen innerhalb der BTB Domane oder
die Eliminierung der BTB Domane resultieren in einem nahezu funktionslosen
Tramtrack Protein (Badenhorst et al., 2002). Die ektopische Expression der BTB
Domane allein in einem wildtypischen Hintergrund hat keinen Effekt (Badenhorst et
al., 2002). Eine der Funktionen von BTB Domanen ist Proteinmultimerformation und
Selbstassoziation. Bardwell und Treisman haben 1994 die BTB Domane als Protein-
Protein Interaktionsdomane beschrieben (Bardwell and Treisman, 1994).

Kristallstrukturanalysen zeigen, dal3 diese Domane homodimerisieren und vermutlich
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auch oligomerisieren kann (Ahmad et al., 1998). Badenhorst et al. konnten zeigen,
dal die Ttk BTB Domane eine Praferenz zur Tetramerformation (und damit zu
hoéheren Ordnungen) hat (Badenhorst et al., 2002). Sie belegen auch, dal} die BTB
Domane nicht, wie zuvor beschrieben (Bardwell and Treisman, 1994), DNA-Bindung

verhindert.

Die Funktionen der BTB Doméane sind jedoch nicht auf Multimerisation
beschrankt. Es wird beschrieben, dall die Ttk BTB Domane mit der
Transkriptionsinitiation interagieren kann und so Transkription reprimieren kdnnte
(Badenhorst et al., 2002). Alternativ wurde von BTB Doméanen wie der des BCL-6
beschrieben, dal} sie Corepressoren wie SMRT (silencing mediator of retinoid and
thyroid receptor) rekrutieren kdnnen (Dhordain et al., 1997). Diese Corepressoren
sind wiederum Teil eines Proteinkomplexes, der Histondeacetylasen enthalt, welche
Repression vermitteln konnen (Huynh and Bardwell, 1998; Wong and Privalsky,
1998).

4.1.3 Die Expression der BTB-pnt Proteinchimare resultiert in einer

Phanokopie pointed mutanter Phanotypen

Die Untersuchung transkriptioneller Regulatoren wie pointed oder tramtrack
erfordert die Analyse der entsprechenden mutanten Phanotypen. Die Interpretation
dieser wird erschwert durch teilweise divergierende Aufgaben, die diese
Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichen Entwicklungsprozessen besitzen. Frih
gestorte Entwicklungsprozesse maskieren in Mutanten durch die Starke ihrer
Phanotypen oft die Auswirkungen des Fehlens eines Gens zu spateren Zeiten der
Entwicklung. Zudem ware es fur genetische Suchen nach Interaktionspartnern in
einem Zelltyp gunstig Tiere zu generieren, die nur einen mutanten Phanotyp
auspragen. Eine Methode, um dies zu bewerkstelligen, ist die gezielte Expression
von dominant Negativen zur jeweiligen Genfunktion in bestimmten Geweben und

Zeitpunkten.

In dieser Arbeit wurde durch Expression einer heterologen Fusion der Pointed
DNA-Bindungsdomane und der Tramtrack BTB Interaktionsdoméane gezeigt, dal} die

Ttk BTB Domane allein ausreicht, um Repression zu vermitteln. Die Ergebnisse
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implizieren weiter, dall diese Domane als generelle transkriptionelle
Inaktivierungsdomane fungieren konnte. Bei Expression der Chimare in Zellen, die
normalerweise PointedP1 oder PointedP2 exprimieren, konnte eine Phanokopie der
pointed mutanten Phanotypen generiert werden. Um zu untersuchen, ob diese
Phanotypen durch die Reduktion der endogenem pointed Funktion entstehen, wurde
der Effekt des Fusionsproteins in heterozygot pnt”” mutanten adulten Komplexaugen
getestet. Hier konnte der Phanotyp spezifisch verstarkt werden, was auch auf
zellularer Ebene nachgewiesen werden konnte. Umgekehrt konnte durch die
gleichzeitige Expression eines UAS pointedP2 Konstrukts der Phanotyp deutlich
abgeschwacht werden. So konnte gezeigt werden, dal3 die Chimare dem Pointed

Protein entgegenwirkt.

Eine Modifizierung des BTB-pnt Augenphanotyps durch Mutationen in
beschriebenen, evtl. durch die BTB Domane rekrutierten Corepressoren wie z.B.
dCtBP, konnte nicht erreicht werden. Wen et al. haben gezeigt, dal’? Ttkp69 den
Cofaktor dCtBP (Drosophila C-terminal binding protein) in vitro binden kann (Wen et
al., 2000), welcher u.a. die Aktivitat von Histondeacetylasen modulieren kann
(Phippen et al., 2000). Genetische Experimente in unterschiedlichen Kontexten
ergaben zum einen, dal® dCtBP der Ttkp69 vermittelten Repression entgegenwirkt
(Wen et al., 2000). Zum anderen wurde beschrieben, dal3 auf Fligeln in tramtrack
und dCtBP transheterozygoten Tieren ektopische Borsten entstehen, was darauf
schlieRen lalt, dal® dCtBP hier gebraucht wird, um Transkription (proneuraler Gene)
zu reprimieren (Badenhorst et al., 2002). Diese Ergebnisse und Resultate dieser
Arbeit lassen daher spekulieren, dal® die Funktion dieses Cofaktors eher kontext-

spezifisch und modularer Natur ist.

Ob es sich bei der BTB-pnt vermittelten Repression um die Repression der
pointed Zielgene auf transkriptioneller Ebene handelt, wurde mittels eines loco
Reporterkonstruktes untersucht. In Gliazellen ist die /loco Transkription abhangig von
glial cells missing (gcm) und pointed. Die erste gliaspezifische Aktivierung einer loco
lacZ Promotorfusion ist nur abhangig von Gem (Granderath et al., 2000). Spater
werden durch Pointed Aktivitat hohe Level von loco in den lateralen Gliazellen
exprimiert. Wenn die BTB-pnt Chimare lediglich die endogenen Pointed Level

austitriert, sollte die frihe Expression des Reporterkonstruktes nicht blockiert
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werden. Da diese nach friher ektopischer BTB-pnt Expression jedoch auch
reprimiert wird, ist davon auszugehen, dal} die BTB-pnt Chimare die Transkription
des Reporters aktiv reprimiert. Diese Ergebnisse zeigen, dal} Uber die Expression
der BTB-pnt Fusion in Zukunft eine Suche nach Interaktionspartnern von Pointed

sehr vielversprechend ist.

Durch die Benutzung starker Aktivator- oder Effektorlinien wurden auch
Phanotypen generiert, die starker waren als die bisher beschriebenen pointed
mutanten Phanotypen. Dies konnte daran liegen, dal® bisher noch keine pointed
Mutationen beschrieben wurden, die den Nullphanotyp von pointed darstellen oder
dal die BTB-pnt Chimare noch zusatzliche Faktoren blockiert. Auch eine andere
Erklarung ist denkbar: Fur die Transkription von string wurde gezeigt, dal} diese
unter der gleichzeitigen Kontrolle der Antagonisten Tramtrack und Pointed steht
(Baonza et al., 2002). Die Analyse der Promotorregion ergab teils Uberlappende
Bindungsstellen fur beide Transkriptionsfaktoren. Die Expression einer BTB-pnt
Fusion in diesem Kontext entspricht vermutlich der Uberexpression von Ttk bei
gleichzeitigem Verlust von pointed und resultiert daher in starkeren Phanotypen.
Zudem ist denkbar, die BTB Domane Multimere mit dem wildtypischen Ttk formiert
und so Ttk Funktion austitriert (Badenhorst et al., 2002). Die Uberexpression der
BTB Domane im Wildtyp zeigt keinerlei Effekte. In mutanten Hintergrund jedoch (z.B.
reduzierte Tramtrack oder Hairy Expression) geschieht die Formation ektopischer
Borsten (Badenhorst et al., 2002). Auch in diesem Hintergrund gesehen ist eine
zusatzliche, nicht rein spezifisch pointed Zielgene betreffende, Repression durch die

Expression der BTB-pnt Fusion denkbar.

4.2 Etablierung eines Repressorsystems zur Inaktivierung von Genen

Durch die im letzten Kapitel beschriebenen Ergebnisse konnte gezeigt
werden, daf® die Ttk BTB Domane allein ausreicht, um die Repression der
Transkription zu vermitteln. Folglich kénnte diese Domane eine generelle
Inaktivierungsdomane darstellen. Mittels der Inaktivierung von Genen Uber lokal
induzierte transkriptionelle Repression konnten transient Gene ausgeschaltet
werden. In Kombination mit dem UAS/GAL4 System konnten die bestehenden

Sammlungen von EP Stammen genutzt werden, um gezielt Gene zu inaktivieren
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(Brand and Perrimon, 1993). Die Expression einer Fusion der GAL4 DNA-bindenden
Doméane mit der Ttk BTB Domane sollte die UAS-Bindungsstellen eines EP
Elements (Rorth et al., 1998) erkennen. Die BTB Domane kdnnte dann das der EP

Insertion benachbarte Gen Uiber Chromatinmodifikationen ausschalten.

Die Expression eines Konstruktes, welches nur die Ttk BTB und die Ttk Zn-
Finger DNA-Bindungsdomane enthalt, besitzt keine stark reprimierende Funktion
(Badenhorst et al., 2002). Die Autoren fuhren dies darauf zuruck, da® in dem so
trunkierten Tramtrack Protein mogliche Bindungsstellen, die flr die Repression
benodtigt werden, fehlen. Das BTB-pnt Fusionsprotein jedoch ist ein potenter
Repressor und konvertiert den Aktivator Pointed in einen Repressor nur durch die
Addition der BTB Domane. Daher kann spekuliert werden, dal} fir die korrekte
Funktion der BTB Domane des GAL-BTB/BTB-GAL Fusionsproteins (und auch des
trunkierten Tramtrack Proteins) die beiden Domanen nicht direkt benachbart sein
durfen. So wurde eine zweite Generation von Konstrukten kloniert, die eine
Spacerregion zwischen beiden Domanen beinhaltete. Die ektopische Expression
dieser Konstrukte unter der Kontrolle des ubiquitin Promotors resultierte jedoch ohne
Anwesenheit einer EP Insertion zu einer verminderten Vitalitat in den etablierten,
transgenen Stammen. Die ektopische Expression dieses Konstruktes scheint bereits
ohne spezifische DNA Assoziation Defekte auszuldésen. Vermutlich aufgrund der
schwachen Transgenexpression der etablierten, transgenen Stamme konnte in
Tests mit definierten EP Insertionen keine Repression von Genen beobachtet

werden.

Dieses System mufte in Zukunft weiter ausgebaut werden. Die BTB Doméane
konnte durch z.B. das sog. WRPW Motiv ersetzt werden, welche die
beschriebene funktionelle Repressionsdomane des Hairy Proteins ist. Hairy ist
ein DNA-gebundener transkriptioneller Repressor von proneuralen Genen, der
wenigstens zwei Trankskriptionscofaktoren rekrutiert: Groucho und CtBP (Paroush
et al., 1994; Poortinga et al.,, 1998). Groucho interagiert auch mit
Histondeacetylasen, was vermuten |a3t, da® Hairy-vermittelte Repression ebenfalls

zum Teil durch die Etablierung einer repressiven Chromatinstruktur funktioniert
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(Chen et al., 1999). Auch hier scheint die Art der Repression wiederum vom Kontext

abhangig zu sein.

4.3 Analyse der peripheren Gliazellen im Wildtyp

Die peripheren Gliazellen sind einer der Hauptbestandteile des PNS von
Drosophila. Uber einfache Methoden kdnnen diese Zellen nuclear oder
cytoplasmatisch markiert werden. Dadurch kann die Migration der peripheren
Gliazellen leicht verfolgt und detailliert beschrieben werden. Es ist moglich, uber z.B.
eine gezielte GFP Expression den Weg der Zellen in vivo zu verfolgen. Nachdem ein
solcher Migrationsprozeld im Wildtyp charakterisiert worden ist, kdbnnen mittels der

gleichen Methoden Mutanten analysiert werden.

Periphere Gliazellen verfolgen einen hoch stereotypen Weg der Migration und
ihre Anzahl entlang der Hauptaxontrakte des PNS ist streng kontrolliert. Gene, die
diese Prozesse regulieren, sind bis jetzt nicht beschrieben worden. Die Migration der
peripheren Gliazellen ist begrenzt auf eine kurze Zeitspanne wahrend der
Embryogenese. Im frihen Stadium 12 fungieren die Gliazellen zunachst als Substrat
fur das auswachsende Pionieraxon, umgekehrt scheinen spater die Axone das
Substrat der Migration der Gliazellen zu sein (Sepp et al., 2000). Die regelmalligen
Abstande der Gliazellen nach erfolgter Migration deuten darauf hin, daf3 es eine Art
von Sortierungsmechanismus geben muf3, der einhergeht mit der terminalen
Differenzierung dieser Zellen — dem Umhdullen der Axone. Durch cytoplasmatische
Markierung einiger peripherer Gliazellen konnten ihre Zellfortsatze im konfokalen
Mikroskop sichtbar gemacht werden. Dies kann eine elektronenmikroskopische
Analyse nicht ersetzen, ist aber eine Moglichkeit, um viele Mutationen schnell

sichten zu kdnnen.
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4.4 EMS Mutagenese zur Isolierung von Mutationen, die Defekte in der

Migration der peripheren Gliazellen aufweisen

4.4.1 Der methodische Ansatz

Die stereotype Art der Entstehung und Migration der peripheren Gliazellen
von Drosophila ist Grundvorraussetzung fur diesen Ansatz. Die Markierung eines
Subsets der Nuclei J29 positiver Gliazellen erlaubt die Identifzierung dieser und so
auch die Bestimmung fehlpositionierter Gliazellen. Somit kdnnen Genfunktionen
aufgedeckt werden, die eine Rolle wahrend der Migration der peripheren Gliazellen
besitzen. Nach Durchfuhrung einer EMS Mutagenese wurden mehr als 2.400
Stamme mit wenigstens einem letalen Treffer auf dem X-Chromosom analysiert.
Aulerdem wurde eine Sammlung drittchromosomaler Mutationen auf Defekte in der
Entwicklung der peripheren Gliazellen untersucht (Hummel, 1998). Alle Mutationen
waren Uber dominant markierte Chromosomen balanciert, was die direkte

Identifizierung mutanter Embryonen erlaubt.

Stamme, die gesuchte Defekte aufwiesen, konnten im folgenden
phanotypisch weiter analysiert werden. Die Markierung der Neurone des PNS durch
den anti-Futsch Antikorper ermdglicht die Analyse der Projektion der
Hauptaxontrakte sowie die ldentifizierung der Anzahl und Positionierung der
sensorischen Gruppen. Die Kommissuren des ZNS entwickeln sich in einer direkten
Interaktion mit den Zellen der ventralen Mittellinie. Da eine abnorme Migration oder
Differenzierung der Mittelliniengliazellen in einem Phanotyp fusionierter
Kommissuren resultiert, wurde auch die axonale Organisation des ZNS mittels des

mAb BP102 in den hier isolierten Mutationen auf derartige Defekte untersucht.

4.4.2 Das Spektrum der erhaltenen Phanotypen

Die Analyse von Mutanten und Identifizierung von Genen bedeutet nicht nur
Erkenntnisse uUber die einzelnen Molekulle, die die Migration kontrollieren. Die
Kategorien der unterschiedlichen Phanotypen erlauben ihrerseits Ruckschlisse auf
den Migrationsprozel3. Aus der X-chromosomalen Mutagenese gingen 29 Stamme

hervor, die Defekte in Anzahl und Position der verschiedenen peripheren Gliazellen
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aufweisen. Dies entspricht nur ca. 1, 2 % der etablierten letalen Stamme. In einem
von T. Hummel durchgefuhrten Screen fuhrten dagegen 5,7 % der Letalmutationen
zu den dort gesuchten, axonalen Phanotypen (Hummel, 1998). Diese beiden
unterschiedlichen Screens sind jedoch nicht miteinander zu vergleichen, da die
analysierten Prozesse sehr unterschiedlich sind. In dieser Arbeit wurde nur die
Position dreier Nuclei pro Segment beurteilt im Gegensatz zur kompletten axonalen
Gesamtorganisation des ZNS. Eine Abschatzung der Migrationsphanotypen
gestaltet sich dagegen schwieriger, da wenig penetrante Phanotypen leicht
ubersehen werden kdnnen. Vergleichbare genetische Ansatze wurden bis jetzt nicht

veroffentlicht.

4.4.2.1 Zellzahlanderung und Fehimigration der peripheren Gliazellen

In den meisten Mutanten, die mehr Gliazellen besitzen, sind die zusatzlichen
Zellen zwischen den wildtypischen Positionen der Zellen angeordnet. Dies deutet
darauf hin, dall die Position einer Zelle nicht festgelegt ist. Es wurden zwei
Mutationen, /1-25E4 und [-13H2 identifiziert, die zu einer Duplikation einer
bestimmten Gliazelle fuhren. Dieses Ergebnis impliziert, da} das Zellschicksal
determiniert sein kann. In der Mutante XI//I-21E3 sind weniger Gliazellen zu
beobachten. Hier kdonnte ein Gen getroffen sein, welches fur die korrekte
Determination glialen Zellschicksals oder Zellteilung erforderlich ist. Genauere
Analysen dieser Phanotypen mittels anderer glialer und neuronaler Marker stehen
jedoch noch aus. In 19 der mutanten Stamme wurde keine von Wildtyp

divergierende Anzahl der J29 positiven peripheren Gliazellen gefunden.

Folgende, phanotypische Klassen wurden fur die Migrationsdefekte gefunden:
unregelmalige (14 Mutanten), reduzierte (10 Mutanten) und erhdhte Migration (4
Mutanten). Die Klasse der Phanotypen, in denen die Gliazellen unregelmaflig
migrieren, umfaldt mit 14 Mutanten die meisten Mitglieder. Es gibt weniger Beispiele,
in denen die Zellen gar nicht oder zu weit in der Peripherie lokalisiert sind. Der
Phanotyp unregelmaliger Migration a3t schliefen, dall diese Gene entweder
spezifische (Zeit-)Abschnitte der Migraton kontrollieren oder teils redundante

Funktionen besitzen.
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Die Klasse der Phanotypen, in denen die Gliazellen eine zu weite Strecke
zurlcklegen, ist schwierig zu beurteilen. Diese Phanotypen sind nicht sehr penetrant
ausgepragt und betreffen in den meisten Fallen die ventrale periphere Gliazelle
oder/und die am ZNS Ausgang lokalisierte J29 positive Gliazelle. In keinem Fall
wurden Phanotypen gefunden, in denen alle der markierten Gliazellen zu weit in der
Peripherie lokalisiert waren. Besonders in der zuletzt beschriebenen Klasse der
Phanotypen ist es wichtig, in weiteren Analysen die Verteilung aller peripheren
Gliazellen in Relation zu den J29 positiven zu analysieren. Die abnorme
Positionierung einer J29 positiven Zelle bei annahernd wildtypischer Verteilung der
ubrigen Gliazellen wirde bedeuten, dall die Positionierung einzelner Zellen

bestimmt sein kann.

4.4.2.2 Neuronale PNS Organisation in Mutanten mit Migrationsdefekten der

peripheren Gliazellen

Die Analyse der Defekte der isolierten Mutationen ergab ein weites Spektrum
an Phanotypen. Reziprok trophische Beziehungen zwischen Axonen und Gliazellen
im embryonalen PNS wurden uber Ablationsstudien mittels des UAS/GAL4 Systems
bereits nachgewiesen (Sepp and Auld, 2003a; Sepp et al., 2001). Die Ablation von
Neuronen scheint z.B. in einem Verlust von Gliazellen zu resultieren. Umgekehrt
verursacht die Ablation von Gliazellen den Verlust sensorischer Neurone. Die
Analyse der axonalen Wegfindung in glial cells missing mutanten Embryonen zeigt,
dal die Motoraxone des Segmental- und Intersegmentalnervs aberrant parallel
projizieren und sich nicht am ZNS Ausgang treffen (Sepp et al., 2001; Takizawa and
Hotta, 2001). Dennoch vermdgen diese, spater die Zielmuskeln zu finden. Viele der
Phanotypen, in denen die Gliazellen nicht oder wenig migieren, weisen diesen
axonalen Phanotyp auf. Zudem sind in diesen Segmenten die Gliazellnuclei oft
zwischen Segmental- und Intersegmentalnerv angeordnet. Beispiele fur diese
Defekte sind in tango und crooked neck Mutanten sowie in VII-19H5, XIII-15C8 und
XII-8E1 Mutanten zu beobachten. Hier kdnnten frihe Migrationsprozesse betroffen
sein, in denen u.a. die Funktion der peripheren Gliazellen als Wegsignal fur die
Projektion der ersten Pionieraxone gestort ist. Dies konnte sekundar bedingen, dal}
die folgenden Gliazellen, die sich anhand der axonalen Trakte orientieren, ihrerseits

fehlpositioniert sind.
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Es konnte gezeigt werden, dall durch Uberexpresssion einer konstitutiv
aktiven Form der Rho | GTPase in den peripheren Gliazellen die Migration der
peripheren Gliazellen terminiert werden kann. Auch die cytoplasmatischen Auslaufer
der Zellen werden nicht gebildet (Sepp and Auld, 2003a). In diesen Embryonen
projizieren die axonalen Trakte annahernd normal, sind jedoch in weiten Bereichen
defaszikuliert. Diese Defaszikulationsdefekte wurden auch in den charakterisierten
Embryonen beoachtet und korrellierten in den meisten Fallen mit dem Fehlen der
Gliazellen in diesen Bereichen, wie in den Mutanten XI//I-21E3, XII-8E1, XII-13D1
und VII-17G8 zu sehen ist. Es existieren aber auch mutante Embryonen, in denen
die Position des Gliazellnucleus innerhalb der Faszikel selbst der Grund fur die
Defaszikulationsdefekte zu sein scheint. Dies wurde in der Mutante 6-16E3
beobachtet. In dem Spektrum der beobachteten, neuronalen Phanotypen wurde z.B.
in  XIII-15C8 und crooked neck mutanten Embryonen neben
Defaszikulationsdefekten der Verlust von Neuronen und Fehlprojektionen
sensorischer Axone identifiziert. Hier konnte der Funktionsverlust der betreffenden
Gene nicht nur die Migration betreffen, sondern auch die Interaktion von Neuronen
und Glia. Ahnliche Phanotypen wurden nach Uberexpression einer dominant Negativ
wirkenden Variante von Ras | in peripheren Gliazellen gezeigt (Sepp and Auld,
2003a).

Die Analyse der axonalen ZNS Organisation in den X-chromosomalen
Mutanten gab Aufschluf® Uber Differenzierungsdefekte der Mittelliniengliazellen oder
longitudinalen Gliazellen. So weisen einige der Mutanten (z.B. 1-23H6, XII-13D1, 2-
23D1 und 6-16E3) fusionierte oder defaszikulierte Kommissuren auf, indikativ far
einen Defekt der Differenzierung oder Migration der Mittelliniengliazellen. Andere
Mutanten, z.B. N¥%% oder XIII-21E3 zeigen Briiche oder verdiinnte Konnektive (X//I-
15C8 oder crn Mutanten). Auch in glial cells missing mutanten Embryonen weisen
die Konnektive in einigen Segmenten Bruche auf (Takizawa and Hotta, 2001).
Zudem konnte gezeigt werden, dal3 auch die korrekte Migration der longitudinalen
Gliazellen fur die Etablierung der longitudinalen ZNS Trakte erforderlich ist (Hidalgo
and Booth, 2000; Jacobs, 1993; Kinrade et al., 2001). Die weitere Analyse der
Mutanten wird durch diese Untersuchung der neuronalen Phanotypen vereinfacht.

Mutanten, in denen das neuronale Muster hinweisend auf gliale Defekte ist, kdnnen
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im Umkehrschlu} von solchen unterschieden werden, in denen es wahrscheinlich

ist, dal} sekundare Defekte den Gliamigrationsphanotyp mitbedingen.

4.5 Migration der Retinobasalgliazellen in der Augenimaginalscheibe

Ein Beispiel glialer Migration einiger Mammalia geschieht wahrend der
retinalen Entwicklung. Die Mullerschen Gliazellen werden durch das retinale Epithel
generiert und sind gleichformig Uber die Retina verteilt. Sie schicken ihre Fortsatze in
die inneren und aulleren begrenzenden Schichten der Retina. Astrocyten migrieren,
vom Epithel des optischen Nervs aus kommend, in die Retina hinein (Watanabe and
Raff, 1988). Astrocytenfortsatze zeigen eine hohe Affinitat fur die Schicht der Fasern
des optischen Nervs (Bussow, 1980; Stone and Dreher, 1987; Watanabe and Raff,
1988). Fur Drosophila wurde gezeigt, dal} die Retinobasalglia (RBG) analog als
Immigrant aulRerhalb der Retina entlang des optischen Stiels auf der basalen
Oberflache des Augenscheibenepithels in die sich entwickelnde
Augenimaginalscheibe einwandert. Die spezifische Assoziation der Gliazellen mit
den Nervenfasern als auch das Migrationsverhalten lassen auf astrocytenahnliche
Charakteristika und reziproke Neuron-Glia Interaktionen schliellen (Choi and

Benzer, 1994; Rangarajan et al., 1999).

Um zu untersuchen, ob den identifizierten Mutationen eine generelle
Relevanz in glialen Migrationsprozessen zugrunde liegt, wurde in klonalen Analysen
die Migration von RBG wahrend der Larvalentwicklung von Drosophila untersucht. In
Augenimaginalscheiben zweiter oder fruher dritter Larvenstadien, in denen sich noch
keine Photorezeptorvorlaufer formieren, sind im Stiel zwei groRe Gliazellen zu
finden. Spater (ab beginnendem dritten Larvalstadium) wird die Population an RBG
im Stiel immer groRer. Diese Zahl steigt weiter mit wachsender Anzahl sich
differenzierender Photorezeptoren. In spaten Stadien mit ca. 20 Reihen von
Photorezeptoren, kdnnen bis zu 100 RBG in der Augenimaginalscheibe gezahit
werden. Der Fortsatz einer Gliazelle kann zehn Axone umhdallen. Die Migrationsfront
der RBG schlief3t nicht mit der morphogenetischen Furche auf, sondern respektiert
eine Grenze von etwa drei bis vier Photorezeptorzellreihen dahinter, korrelierend
zum axonalen Auswachsen (Choi and Benzer, 1994; Hummel et al., 2002). BrdU

Experimente zeigen, da® RBG Vorlauferzellen im Gehirn generiert werden und in
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den optischen Stiel wandern. Die RBG entstehen unabhangig von der

Differenzierung der Photorezeptoren (Choi and Benzer, 1994).

Die Migration der RBG in die Augenimaginalscheibe erlaubt eine einfache
klonale Analyse glialer Migration. Von vielen der im Screen isolierten Mutationen
konnten erste klonale Analysen durchgefihrt werden, um ,neuronale“ Gene zu
finden, die die Migration steuern. Auch wurden in dieser Arbeit durch das MARCM
System dominant markierte Klone wildtypischer RBG generiert. Diese Art der
Markierung ermoglicht eine so bisher nicht beschriebene, detaillierte Darstellung der
Fortsatze der RBG.

4.5.1 Analyse der wildtypischen Morphologie der Retinobasalgliazellen durch
das MARCM System

Rangarajan et al. haben gezeigt, dal¥ RBG ohne das Vorhandensein von
Axonen im optischen Stiel in die Augenimaginalscheibe einwandern konnen,
dennoch mul} ein gewisser Differenzierungsgrad von Photorezeptoren vorhanden
sein (Choi and Benzer, 1994; Rangarajan et al., 1999). Induktion ektopischer
morphogenetischer Furchen mittels decapentaplegic (dpp)-exprimierender Zellen
resultiert in Bereichen mit sich vorzeitig differenzierenden Photorezeptorclustern
anterior der eigentlichen morphogenetischen Furche. RBG migrieren abhangig von
der GroRe und Distanz dieser Bereiche zur wildtypischen Migrationsfront in solche
Bereiche ein. Diese Aufgabe konnte ein attraktives, diffusibles Signal, von den
Rezeptoren ausgehend, erflllen oder die RBG benutzen die gerade auswachsenden
Axone als Substrat (Rangarajan et al., 1999). Die Analyse der MARCM Klone zeigt,
dal die verschiedenen RBG extensive, feingliedrige Fortsatze aufweisen, die stets

mit Axonen assoziert sind, was auf ein haptotaktisches Signal schliel3en |aft.

Durch T. Hummel wurde aufgrund unterschiedlicher Markerexpression der
RBG eine Kategorisierung dieser in die umhullende Glia (wrapping glia) und
Oberflachenglia (surface glia) durchgefuhrt. Die ,umhullende Glia“ befindet sich
zwischen Rezeptoraxonen in der Augenimaginalscheibe und sendet lange Fortsatze
in den optischen Stiel, dessen Axone sie umhdullt. Die ,,Oberflachenglia“ isoliert in der

Augenimaginalscheibe die Photorezeptoraxone von der Hamolymphe (Hummel et
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al., 2002). Durch die MARCM Analyse konnten diese Subtypen einzeln markiert
werden. Die langen Fortsatze der ,umhullende Glia“ scheinen sich nicht nur im
optischen Stiel zu befinden, sondern auch am Rand der Augenimaginalscheibe.
Zudem konnten, ahnlich wie durch Rangarajan et al. beschrieben,
,Ubergangsformen® zwischen beiden Typen, lokalisiert zwischen optischem Stiel und
anteriorster Migrationsfront, beobachtet werden (Rangarajan et al., 2001). Neben
diesen Gliazellen, die beide den RBG Marker Repo exprimieren, konnten mittels des
MARCM Systems andere Zellpopulationen mit gliazellahnlicher Morphologie

identifiziert werden.

Die Anzahl der analysierten MARCM Zellklone wildtypischer
Augenimaginalscheiben war allerdings gering. Die hier angedeuteten Zelltypen
mussen in grolRerer Anzahl weiter charakterisiert werden, um genaue Aussagen
treffen zu kdonnen. AuRerdem sollte es moglich sein, mit der Hilfe des MARCM
Systems die Gliazellen sichtbar zu machen, die den Bolwig Nerv umhullen, der
apikal Uber die gesamte Augenantennenimaginalscheibe verlauft (Schmucker et al.,
1997). Es ist davon auszugehen, dal} dieser wichtige Nerv Gliazellen besitzt. Diese
kdnnen bisher aber nicht durch Gliazellmarker identifiziert werden. Daher ist

denkbar, dal’ es andere gliale Subpopulationen in der Augenimaginalscheibe gibt.

4.5.2 Analyse der RBG Migration eyeless-FLP induzierter Klone

Wird die Migration von RBG in die Augenimaginalscheibe verhindert,
verfehlen die Photorezeptoraxone den optischen Stiel. Dies deutet darauf hin, daf}
Glia Photorezeptoraxone Uber lokale Kontakte in den Stiel leitet, da schon wenige
Gliazellen im Stiel genugen, um Axone dorthin zu lenken (Rangarajan et al., 1999).
Gliazellen stellen folglich unbekannte Richtungssignale, die die Axone in den Stiel
leiten. Die anteriore Grenze von Photorezeptoren zur Glia ist streng kontrolliert.
Wenn Glia richtungsweisend flr Axone ist, birgt eine zu weite Migration die Gefahr,
dafd sich Axone an dieser Stelle nicht mehr posterior, sondern an dieser ektopischen

Glia nach anterior orientieren (Hummel et al., 2002).

In gilgamesh (gish) mutanten Augenimaginalscheiben wandern RBG

uberwiegend in der dorsoventralen Mittellinie der Augenimaginalscheibe Uber die
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morphogenetische Furche nach anterior hinaus. Diese Defekte sind schon vor dem
dritten Larvalstadium zu beobachten; die Axone, die diesen ektopischen Gliazellen
folgen, tun dies somit sekundar. Die Praferenz der RBG in der Mittellinie der
Augenimaginalscheibe zu bleiben, ist vermutlich eine Konsequenz dieser fruhen
Fehlmigration, da die Expansion der RBG in die dorsale und ventrale Breite der
Augenimaginalscheibe erst spater erfolgt (Hummel et al., 2002). Dementsprechende
Phanotypen wurden z.B. in den in dieser Arbeit analysierten X/I-14D1, N** und VIII-
24E2 mutanten Klonen gefunden. Allerdings wurden nur Augenimaginalscheiben
von Larven des dritten Larvalstadiums untersucht. Dennoch handelt es sich bei den
gefundenen Defekten vermutlich um eben solche frihen Fehlmigrationen, da die
ektopischen Gliazellen nur selten mit den klonalen Grenzen im Bereich der

anterioren Migrationsfront korrelieren (s.u.).

Die neuronale Entwicklung in der Augenimaginalscheibe beginnt unter der
Kontrolle eines Signalcenters am posterioren Ende (Dominguez and Hafen, 1997). In
hedgehog (hh), eyless (ey) und sine oculis (so) Mutanten kdnnen gish-ahnliche frihe
Gliamigrationsphanotypen beobachtet werden (Hummel et al., 2002). Die adulten
Augenphanotypen dieser Augenspezifizierungsmutanten ahneln gish mutanten
Tieren. Es kommt zu einem Verlust von Ommatidien in der anterioren Region. Dieser

NB-® mutanter Tiere zu

Verlust ist je nach KlongroRe auch in den adulten Augen
beobachten, die ebenfalls gish vergleichbare Migrationsdefekte der RBG aufweisen.
Daher stellen die glialen Migrationsdefekte vermutlich eher sekundare Defekte als

Antwort auf frihe Spezifizierungsdefekte der Augenentwicklung dar.

Die klonalen Analysen der X-chromosomalen Mutanten sind noch
unvollstandig, und die erhaltenen Phanotypen kénnen noch nicht klar voneinander
abgegrenzt werden. Neben den zuvor beschriebenen Phanotypen aber treten z.B. in
der Mutante XII-14D1 Migrationsdefekte der RBG auf, die mit klonalen Bereichen an
der anterioren Migrationsfront korrelieren. Wie erwahnt, muf3 die anteriore Migration
der Gliazellen in Richtung der sich differenzierenden Photorezeptorcluster streng
kontrolliert werden. Denkbar ist, dafd hier Molekule fehlen, die lokal in dem Bereich
der Augenimaginalscheibe das Stopsignal fur die RBG darstellen. Es traten z.B. in
der Mutante VII-19H5 auch Phanotypen mit gliazellfreieren Bereichen auf, die teils

auch mutanten, klonalen Bereichen entsprechen. Die Gliazellen scheinen also diese
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klonalen Regionen zu meiden. Abschliel3end kann festgehalten werden, dal} durch
diese ersten Analysen unterschiedliche RBG Fehlmigrationsphanotypen identifiziert
wurden. Diese lassen auf eine generelle Funktion der entsprechenden Gene im
Zusammenhang mit glialer Migration schlieRen. Um Gene zu identifizieren, die
zellautonom in den RBG fur die Migration oder Neuron-Gliainteraktionen naotig sind,

kann in zukunftigen Experimenten das MARCM System verwendet werden.
4.6 Analyse der Mutationen Notch, tango und crooked neck
4.6.1 Die Funktion von Notch wahrend der Migration der peripheren Gliazellen

Das Gen Notch codiert einen transmembranen Rezeptor, der lokale
Zellkommunikation zwischen benachbarten Zellen vermittelt und eine Signalkaskade
koordiniert, die in allen bisher untersuchten tierischen Spezies prasent ist. Notch
Signalwege sind weit verbreitet und dienen dazu, Zellschicksale sowie
Musterbildung zu determinieren. Der Funktionsverlust von Notch resultiert in einer
enormen Vielfalt von Entwicklungsdefekten und adulten Pathologien (Kopan, 2002;
Lai, 2004).

In dieser Arbeit konnte eine Funktion von Notch wahrend der Migration der
peripheren Gliazellen beschrieben werden. Zunachst wurde Uber die phanotypische
Analyse der im Screen isolierten N®® und N* % Mutanten ein Migrationsdefekt
entdeckt. Die J29 positiven Gliazellen migrieren unregelmalig und sind an
aberranten Positionen entlang der axonalen Trakte lokalisiert. N®% mutante
Embryonen weisen selten neuronale Hyperplasie auf, so dal® der
Migrationsphanotyp ohne das Vorhandensein zusatzlicher Neurone und ektopischer
Gliazellen analysiert werden konnte. Das ZNS dieser Tiere weist dementsprechend
andere Qualitaten axonaler Desorganisation auf: Die Konnektive zeigen Bruche, und
die Kommissuren sind leicht fusioniert. Diese Phanotypen sind indikativ fur eine
Fehimigration der lateralen Gliazellen und Mittelliniengliazellen. Eine genauere
Analyse dieser Phanotypen steht jedoch noch aus. Mittels eines
temperatursensitiven Allels wurde die Notch Funktion in definierten Zeitfenstern
wahrend der Embryogenese ausgeschaltet (Shellenbarger and Mohler, 1978). Die

resultierenden Migrationsdefekte stellen Phanokopien der Defekte der im Screen
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isolierten Mutanten dar. Daraus folgt, da® Notch die Migration der peripheren

Gliazellen steuert.

Uber ein Su(H) Konstrukt konnte gezeigt werden, daf Notch Signalwege in
den peripheren Gliazellen aktiv sind. Zudem laft die zeitliche Abfolge der Expression
dieses Konstruktes sogar die Vermutung zu, dald diese Aktivitat wahrend der
Migration der peripheren Gliazellen gebraucht wird. Nach Uberexpression der
intrazellularen Domane von Notch in Gliazellen Uber den Aktivator loco GAL4
wurden frihlarvale Letalitat, embryonale Migrationsdefekte der peripheren Gliazellen
als auch axonale Defekte beobachtet. Die Expression der extrazellularen Domane
von Notch, die in einer Notch Signalreduktion resultiert, in nur einem Subset der
peripheren Gliazellen resultiert in adulten Phanotypen. Die Fliegen kdnnen sich nur
unkoordiniert bewegen. In loco Mutanten werden ahnliche Defekte und Defekte in
der terminalen Differenzierung von Gliazellen beschrieben; die Axone werden nur
unvollstandig durch Gliazellen abgeschirmt (Granderath et al., 1999). Analog dazu
konnten auch in Notch mutanten Embryonen ahnliche Defekte auftreten, was in
zukunftigen Analysen untersucht werden mufd. Innerhalb der Arbeit wurde
begonnen, die Rolle von Delta als Ligand von Notch in dem Kontext der Migration
der peripheren Gliazellen zu untersuchen. Uberexpression von Delta in einem
Subset der peripheren Gliazellen fuhrt zu spatpupaler Letalitat. Erste Analysen Delta
mutanter Embryonen zeigten stark neurogene Defekte, so dal} potentielle
Migrationsdefekte nicht bestimmt werden konnten. Die weitere phanotypische

Analyse steht daher noch aus.

Bisher gibt es wenig Hinweise auf eine Funktion von Notch wahrend
Migrationsprozessen. Der Verlust von Delta-1 in Mausen verursacht Defekte in der
Migration der Neuralleistenzellen (De Bellard et al., 2002). Kuzbanian (Kuz), ein
Mitglied der ADAM (a disintegrin and metalloprotease) Familie der Metalloproteasen,
einer der Hauptkomponenten des Notch Signalwegs, scheint in den
Migrationsprozel’ der border cell Migration (vgl. Abb.3) involviert zu sein (X. Wang et
al. Posterprasentation im Rahmen der Drosophila Research Conference Washington
2004 mit dem Titel: Kuzbanian, a key regulator of the Notch signaling pathway, is

essential for border cell migration in the Drosophila ovary).
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4.6.2 Analyse des Gens tango

Das Gen tango codiert einen bHLH-PAS Transkriptionsfaktor, welcher mit
anderen bHLH-PAS Transkriptionsfaktoren heterodimerisiert. Proteine mit PAS
Domanen besitzen eine Fulle unterschiedlicher Funktionen einschlie3lich Liganden-
und Protein-Protein Interaktionen (Crews and Fan, 1999). Drosophila Tango ist ein
Ortholog des Arnt Proteins (aryl hydrocarbon nuclear translocator receptor) der

Mammalia und wird daher auch als Drosophila Arnt bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst aus einer Kollektion
drittchromosomaler Mutanten zwei bis dato dem jaywalker Locus zugeordnete
Mutationen phanotypisch analysiert. In mutanten Embryonen der beiden Stamme
konnen Defekte in der Gliamigration beobachtet werden: Die peripheren Gliazellen
migrieren unregelmallig. Segmental- und Intersegmentalnerv projizieren oft parallel,
und die Gliazellnuclei sind haufig in den dadurch entstehenden Lucken lokalisiert.
Komplementationstests und phanotypische Analysen des trachealen Phanotyps

Jaywalker mutanter Embryonen ergaben, dal} jaywalker allelisch zu tango ist.

Die Uberexpression eines dominant Negativs zur Tango Funktion in lateralen
Gliazellen mittels des Aktivators loco GAL4 resultiert in fruhlarvaler Letalitat und
embryonalen Migrationsdefekten der peripheren Gliazellen. Vergleichbar mit tango
mutanten Embryonen sind die peripheren Gliazellen unregelmaldig entlang der
axonalen Trakte lokalisiert. Der loco GAL4 Aktivator induziert jedoch auch
Expression in den Tracheen. Hier fuhrt der Ausfall von tango ebenfalls zu
embryonaler Letalitat. Weiterhin ist es moglich, dald Tracheen ebenfalls ein Substrat
der Migration peripherer Gliazellen darstellen konnen. Die Fehlmigration der
peripheren Gliazellen in tango mutanten Embryonen ware somit ein sekundarer
Defekt. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da das primare Substrat der Migration der
peripheren Gliazellen die Axone des PNS darstellen. In breathless mutanten
Embryonen, in denen das Tracheensystem stark reduziert ist, wurden zudem keine
Migrationsphanotypen der peripheren Gliazellen beobachtet (Daten nicht gezeigt). In
zukunftigen Analysen sollten weitere Mutanten, wie z.B. trachealess, ebenfalls
untersucht werden, um Tracheen als Migrationssubstrat fur die Migration der

peripheren Gliazellen ausschlieRen zu kdnnen.

130



Diskussion

Tango kann mit spezifisch exprimierten, weiteren bHLH-PAS
Transkriptionsfaktoren heterodimerisieren (Crews and Fan, 1999). Anders als das
Mammalia Homolog scheint Tango keine Homodimere formieren zu konnen
(Sonnenfeld et al., 1997). Es sind in Drosophila viele Entwicklungsprozesse
beschrieben worden, die unter der Kontrolle von Heterodimeren stehen, bei denen
einer der Partner das Tango Protein ist (Crews, 1998; Crews and Fan, 1999). Tango
ist cytoplasmatisch relativ ubiquitar und in einigen Geweben nuclear lokalisiert (Ward
et al., 1998).

Die bisherigen Ergebnisse unterstutzen ein Modell, in dem Tango im
Cytoplasma solcher Zellen lokalisiert ist, in denen keine (oder nur in geringen
Mengen) bHLH-PAS Dimerisierungspartner vorhanden sind. Sind diese vorhanden,
passiert Dimerisation und der Komplex transloziert in den Nucleus (Ward et al.,
1998). Auf der anderen Seite ist damit die Frage nach der Funktion des
cytoplasmatischen Tangoanteils nicht geklart. In den peripheren Gliazellen ist das
Tango Protein nicht nuclear akkumuliert, so dal} hier auf eine hauptsachlich
cytoplasmatische Interaktion von Tango mit mdglichen anderen bHLH-PAS

Proteinen geschlossen werden kann.

In der weiteren Analyse wurde nach madglichen Interaktionspartnern von
Tango im Kontext der Migration der peripheren Gliazellen gesucht. Mittels in situ
mRNA Hybridisierungen als auch durch die Proteinexpressionen moglicher
Kandidaten wurden solche Gene gesucht, die entweder in den peripheren Gliazellen
oder in dem Substrat der Migration, in Neuronen, exprimiert werden. Weiter wurde
die Klonierung von sog. Snapback RNAi Konstrukten begonnen. Diese ermdglichen
das Ausschalten von Genfunktionen in spezifischen Geweben. Funktionsverlust des
Interaktionspartners sollte wie in tango mutanten Embryonen in vergleichbaren
Migrationsdefekten resultieren. mRNA Expression der untersuchten bHLH-PAS
codierenden Gene in peripheren Gliazellen konnte bisher nicht detektiert werden.
Die vorlaufige RNAi Analyse ergab, da® bei Expression des germ cell-expressed
(gce) RNAI Konstruktes uber den Aktivator loco GAL4 fruhlarvale Letalitat induziert
wird. Ein embryonaler Migrationsphanotyp konnte allerdings in diesen Tieren nicht

identifiziert werden. Um den Interaktionspartner bestimmen zu kénnen, sind noch
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weitere Experimente notwendig. Neben der RNAi Analyse konnen in Zukunft
zusatzlich die Defizienzen der Exelixis und DrosDel Kollektionen
(http://lwww.exelixis.com (Artavanis-Tsakonas, 2004) http://www.drosdel.org.uk)
benutzt werden, um Mutanten der madglichen Interaktionspartner phanotypisch
analysieren zu konnen. Die Suche nach den Interaktionspartnern sollte eventuell

auch auf solche Proteine erweitert werden, die nur die PAS Doméane besitzen.
4.6.3 Analyse des Gens crooked neck

Das Drosophila crooked neck (crn) Gen codiert ein TPR-(tetratricopepitde
repeats) enthaltendes Protein, welches essentiell fur die embryonale Entwicklung
von Drosophila ist (Zhang et al., 1991). Mutationen im Gen sind embryonal letal und
fuhren zu deutlichen Defekten wahrend der Muskel-, Darm- und ZNS/PNS-
Entwicklung (Drysdale, 1993; Zhang et al.,, 1991). Im PNS fehlen spezifische
Neurone, die sich normalerweise spat wahrend der Embryogenese entwickeln
wahrend die fruhe Neurogenese ungestort erscheint (Zhang et al., 1991). Periphere
Gliazellen zeigen starke Migrationsdefekte; die Glia migriert nicht mehr, sondern
verbleibt an der ZNS/PNS Grenze.

4.6.3.1 Phanotypische Analyse der crooked neck Mutanten

Die in dieser Arbeit beschriebenen Phanotypen von crooked neck Mutanten
umfassen die embryonale ZNS und PNS Organisation, die Muskulatur und die
Lokalisation und strukturellen Defekte der peripheren Gliazellen. Die neuronalen
Strukturen der crn Mutanten weisen unterschiedliche Phanotypen auf. Das ZNS und
PNS mutanter crn”"?®"® Embryonen ist durch eine Desorganisation und deutlich

IX-15H6

reduzierte Neuronenanzahl charakterisiert. crn mutante Embryonen zeigen

neuronale Defekte, die auf gliale Entwicklungs- oder/und Migrationsdefekte deuten.

Die Nuclei der peripheren Gliazellen verbleiben in crn Mutanten fast
unmittelbar an ihrem Entstehungsort. Mittels konfokaler Mikroskopie und der EM
Analyse konnte dargestellt werden, daR die peripheren Gliazellen in crn*"°H

mutanten Embryonen die axonalen Trakte des PNS nicht umhdllen. Es sind dennoch

132



Diskussion

lange Zellfortsatze der Gliazellen zu erkennen, die entlang der Axone lokalisiert aber
nicht immer direkt mit ihnen assoziiert sind. Die Analyse dieses Phanotyps erlaubt
erstmalig Ruckschlisse auf den Proze® der Umhullung der Axone durch die
peripheren Gliazellen. Es ist zu anzunehmen, dal® die Gliazelle zuerst Fortsatze
entlang eines Bereichs der Axons schickt und dann beginnt, die Axone seitlich zu
umhdullen. Untersuchungen, die eine Funktion von Crn in den peripheren Gliazellen
belegen kdnnen, wie z.B. durch eine zellspezifische Rettung des glialen Phanotyps,
stehen noch aus.

Die klonale Analyse von crooked neck deutet auf eine zellautonome Funktion.
Allerdings ist die Zahl der bisher untersuchten, mit Hilfe des MARCM Systems

markierten Klone noch zu gering, um eine abschlieRende Aussage zu treffen.

4.6.3.2 Die Crooked neck Proteinstruktur

Das Crn Protein besteht aus 16 variierenden Kopien des tetratricopepitde
repeats (TPR). TPRs umfassen 34 Aminosauren und sind generell tandemartig
wiederholt innerhalb einer einzigen Polypeptidkette. Sequenzvergleiche ergaben
acht konservierte Positionen innerhalb der 34 aa, die alle auf der gleichen Seite
putativer amphipatischer a-Helices positioniert sind (Das et al., 1998). Die TPR
repeats formieren Geruste, die Protein-Protein Interaktionen vermitteln und oft am
Aufbau von Mulitproteinkomplexen beteiligt sind (Das et al., 1998). Beispiele
identifizierter, TPR-enthaltender Proteinkomplexe sind: der mitochondriale und
peroxisomale Importrezeptorkomplex, der anaphase promoting complex (APC), der
SSN6/CYC8 Transkriptionsrepressionskomplex und pra-mRNA spleilende
Komplexe. Aus der letztgenannten Beispielgruppe wurde CIf1 mit 40%iger Identitat
als das am nahsten Verwandte zum Drosophila Crn determiniert (Raisin-Tani and
Leopold, 2002). Weitere bisher beschriebene Drosophila Proteine, die multiple TPR
repeats enthalten, sind Partner of inscuteable (Pins) und Activator of G-Protein
Signaling 3 (AGS3) (Blumer et al., 2003; Yu et al., 2002). S. Raisin-Tani et al.
konnten zeigen, dal® das Crn Protein Teil eines nuclearen Mulitproteinkomplexes
und assoziiert mit snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins) ist. So kdnnte Crn in
der Zusammenstellung von SpleiRkomplexen mitwirken (Raisin-Tani and Leopold,
2002).
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Durch die Sequenzanalyse zweier in dieser Arbeit generierten crn Allele
konnte in beiden Fallen Basenaustausche, die in Stop Codons resultieren,
identifiziert werden. Im crn™"° Allel wird dadurch das Gen an Position 1855
trunkiert, unmittelbar bevor dem nucledren Lokalisationssignal. Das crn’?%" Allel
weist ein Stop Codon an Position 1171 auf, im neunten der 16 TPR repeats. Die
phanotypische Analyse lat bei beiden Allelen auf einen hypomorphen Charakter
schlieRen. Mutanten des crn'?°"® Stammes weisen jedoch generell starkere Defekte

IX-15H6

als die crn mutanter Embryonen auf, was darauf schlieBen laldt, dal die

unterschiedlichen TPR repeats auch unterschiedliche Funktionen besitzen.
4.6.3.3 crn mRNA und Crn Proteinlokalisation

Das crn mRNA Expressionsmuster im Embryo zeigt eine maternale
Komponente. Wahrend der Mesoderminvagination exprimieren die Zellen des
Mesoderms und die Primordien des anterioren und posterioren Mitteldarms das
Transkript. Die crooked neck mRNA ist im Embryo ab der Gastrulation bis zum Ende
der Embryogenese ubiquitar exprimiert. Auch in Imaginalscheiben des dritten

Larvalstadiums scheint das Transkript ubiquitar lokalisiert zu sein.

Polyklonale Antikorper erkennen im Western eine Bande von 88kDa.
Immunolokalisationsexperimente an Embryonen zeigen ubiquitare Verteilung des
Proteins sowohl bezogen auf die diversen Gewebetypen als auch auf die
verschiedenen Stadien der Embryogenese (Raisin-Tani and Leopold, 2002).
Subzellular ist das Protein im Nucleus zu finden, in distinkten ,speckles” (Flecken),
die schon als Speicher fur die meisten SpleilRfaktoren und einiger
Transkriptionsenzyme beschrieben worden sind (Raisin-Tani and Leopold, 2002).
Mittels des von P. Léopold erhaltenen polyklonalen Antikdrpers wurden in der
vorliegenden Arbeit weitere Lokalistionstudien durchgefuhrt. Nach ekotpischer
Expression von Crooked neck mittels des UAS/GAL4 Systems, konnte das Protein
nicht nur nuclear, sondern auch cytoplasmatisch nachgewiesen werden. Die
subzellulare Verteilung des endogenen Proteins wurde zudem in S2 Zellen
untersucht. Dort scheint das Protein ebenfalls cytoplasmatisch und nuclear lokalisiert
zu sein. Diese Aussagen decken sich auch mit der Verteilung des Humanen Crn

Homologs in HelLa Zellen, in denen u.a. ein ,diffuses, cytoplasmatisches Signal® mit
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unbekannter Funktion beschrieben wird (Chung et al., 2002). Weitere Analysen

mittels eines neuen Antikorpers und RNAI Experimenten stehen jedoch noch aus.

4.6.3.4 Held out wings — ein moglicher Interaktionspartner von Crooked neck

In einer Kooperation mit dem Labor von T.Volk (Israel) wird gegenwartig
untersucht, ob Crooked neck ein Interaktionspartner von Held out wings (How) sein
kann. held out wings (how) codiert ein RNA bindendes Protein, welches in zwei
Isoformen, How (small/S) und How (long/L) auftritt, die sich nur durch ihren C-
Terminus unterscheiden. crn mutante Embryonen weisen mit how mutanten
Embryonen vergleichbare Muskeldefekte auf und fur How konnte gezeigt werden,
dald es in den periperen Gliazellen lokalisiert ist (T.Volk, personliche Mitteilung). Die
phanotypische Analyse ergab, dal® die peripheren Gliazellen in how mutanten
Embryonen nicht weit genug in der Peripherie lokalisiert sind. Ferner weisen how

und crn mutante Embryonen vergleichbare neuronale PNS Defekte auf.

How (L) besitzt ein nucleares Retentionssignal, wahrend How (S) Expression
sowohl im Nucleus als auch im Cytoplasma zu finden ist. How (L) ist in
Muskelansatzstellen (tendon cells) dafur verantwortlich, eine verfrihte Reifung
dieser zu verhindern, indem es stripe mRNA Level reprimiert (Nabel-Rosen et al.,
1999). How (S) aber hebt die stripe mMRNA Level an. Diese Aktivitat wird durch die
3'UTR von stripe vermittelt. Bei Coexpresion von How (S) und How (L) wirkt How (S)
direkt der How(L) Repression entgegen. So haben beide Isoformen
entgegengesetzte Funktionen, die Stabilisierung bzw. Repression der stripe mRNA
betreffend. Sie stellen eine Art Schalter zwischen Differenzierung und Reifung der

Muskelansatzstellen dar (Nabel-Rosen et al., 2002).

Co-Immunoprazipitationen von How Proteinen und anschlielende Western
Blot Analysen ergeben bis jetzt folgendes Bild: Crn und How (S) scheinen im
Cytoplasma von Zellen miteinander zu interagieren. Dies trifft auch fur eine mutierte,
daher im Cytoplasma lokalisierte, Form von How (L) zu (T.Volk, personliche
Mitteilung). Es kann spekuliert werden, dald der cytoplasmatische Anteil des Crn
Proteins fur den Transport von How (S) in den Nukleus verantwortlich ist. In

Drosophila wurde bereits fur Partner of Inscuteable (Pins) beschrieben, dal} die
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unterschiedlichen TPR repeats dieses Proteins teils fur eine apikale Lokalisation
und/oder die Rekrutierung von Inscuteable (Insc) in den apikalen Cortex
verantwortlich sind (Yu et al., 2002). Weitere Analysen der Interaktion von Crn und
How Proteinen stehen noch aus. Interessanterweise ist fur das Vertebratenhomolog

von How, Quaking, ein glialer Phanotyp beschrieben worden (Nabel-Rosen et al.,

2002).
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5 Zusammenfassung

Ein funktionales Nervensystem erfordert eine enge Interaktion zwischen
Neuronen und Gliazellen. Die Migration und Differenzierung der Gliazellen wurde in
der vorliegenden Arbeit mit lichtmikroskopischen und elektronenmikroskopischen

Auflosungen dokumentiert.

Um ein weiteres Verstandnis dieser zellularen Interaktionen zu erhalten, ist
eine genetische Analyse notwendig. Es wurde zunachst versucht, ein induzierbares
Geninaktivierungssystem zu etablieren. In Vorarbeiten erwies sich die BTB Domane
des Tramtrack Proteins als transkriptionelle Repressionsdomane. Die Kopplung
dieser Domane an die DNA-Bindungssequenz des Transkriptionsfaktors Pointed
bewirkte die Generierung eines dominant negativ wirkenden Transkriptionsfaktors. In
Analogie zu diesen Ergebnissen wurde versucht, die DNA-bindende Doméane des
GAL4 Proteins mit der BTB Doméane zu kombinieren. Es wurden verschiedene
Konstrukte erstellt, aber es konnte kein dominant negativer GAL4

Transkriptionsfaktor generiert werden.

Um Gene zu identifizieren, die die Neuron-Glia Interaktion im PNS des
Drosophila Embryos kontrollieren, wurde eine ,klassische EMS Mutagenese fur das
X-Chromosom durchgefuhrt. Aus 12.000 etablierten Stammen wurden ca. 2.400
letale Stamme selektioniert und auf Defekte in der Migration der peripheren
Gliazellen untersucht. Weiterhin wurden ca. 400 vorselektionierte drittchromosomale
Mutationen analysiert. Die Phanotypen der 31 gefundenen Mutanten wurden weiter

charakterisiert und in unterschiedliche Klassen eingeteilt.

Zwei Allele des Notch Lokus wurden isoliert, die zu einer abnormen Migration
der peripheren Gliazellen fuhren. Notch ist bislang nicht mit der Migrationskontrolle

in Verbindung gebracht worden.
Die Gene tango und crooked neck, die ebenfalls fur die korrekte Migration der

peripheren Gliazellen bendtigt werden, wurden auf molekularer Ebene weiter

untersucht. Ferner wurde versucht, Interaktionspartner dieser Gene zu identifizieren.
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Abkilirzungsverzeichnis

aa
AK
AP
bp
BCIP
DAB
DEPC
DIG
DMSO
DNA
EDTA
EMS
EtOH
GS

HRP
ISN

kb

kDa
mAb
MetOH
MWP
NBT
PCR
PNS
RBG
RNA
RNAse
rom
RT

SN
UAS

u. N.
ZNS

Aminosauren

Antikorper

alkalische Phosphatase
Basenpaare
5-Brom-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Diaminobenzidin
Diethylpyrocarbonat
Digoxigenin
Dimethylsulfoxid
Desoxy-Ribonucleinsaure
Ethyldiaminetetraactetat
Ethylmethylsulfonat

Ethanol

Goat-Serum (Ziegenserum)
Stunde(n)
Meerretich-Peroxidase
Intersegmentalnerv

kilo Basen

kilo Dalton

Monoclonal antibody (monoklonaler Antikorper)
Methanol

Multiwellplatte
Nitro-blautetrazolium-Chlorid
Polymerase-Ketten-Reaktion
Peripheres Nervensystem
Retinobasalgliazellen
Ribonucleinsaure
Ribonuclease A
Umdrehungen/Minute
Raumtemperatur
Segmentalnerv

upstream activating sequence
uber Nacht

Zentrales Nervensystem



Verwendete Oligonukleotide

Klonierung genomischer Fragmente madglicher Interaktionspartner von tango

cggcctcaagggaacgggtatgt
gaggcgggcaaatcgggactg
cctcaattatgctggccaactcctg
ggcactaccaccaccccctgactt
gctcggtgctgtgcctcatce
gcaaaccgccgcccaatagt
ggcgagtccacttaccggctattcac
tggcatggggcaactcgtatcg
ggccaccgctagaagacga
aatgtttttatgcgggcgacta

acatcttcggtgctgcgggactatca

aacatttttcatcggtattttctcattg

gggtgcccggcgctecttettet
atttcaaacgccggcgccagcaact
gcagccgcttaccctcgattgtggat

attggttgggcgggggtttagatta

Klonierung von pWIZ/RNAi Konstrukten

AGCTGCTCGTTCTGCTGCTTCTAGAGGGGA
GAACCGGATTGCTATGCCATCTAGACTCAT
AAGGCCGTGCTGCGGCTCATCTAGAATCTG
GTGAGCAGTGCTGCCCCTCTCTAGATTGGA
CATCCGCATCATCAGCTGCTCTAGACGGCG
CAGTACCCATACCCGATTCTCTAGAAGATT
AGACTGGGTCAGTGGTTTCTCTAGATGACT
TTGGTGGGGATGGGTCCTGTCTAGATGTCA
TGCAGCGAGCACGCAAAGCTCTAGACTTGG
CTGCACGTTCAGCTCCGCATCTAGACCGCT

Rst(1)JH for
Rst(1)JH rev
cranky for
cranky rev
tai for

tai rev
gcefor
gcerev
spinelessfor
spinelessrev
simafor
Simarev
cycfor
cycrev

trhfor

trhrev

pWIZcranky-rev
pWIZcranky-for
pWIZgce-for,
pWIZgce-rev
pWIZspine-for
pWIZspine-rev
pWIZsima-for
pWIZsima-rev
crnpWIZfor
crnpWIiZrev



crooked neck Sequenzierungsprimer

crn-1
crn-1b
crn-2
crn-3-
crn-4-
crn-5
crn-6
crn-7
crnrev-1
crnrev-2
crnrev-3
crnrev-4
crnrev-5
crnrev-6
crnrev-7
crn-lower
crn-lower-RI
crn-upper

crn-upper-RI

TTAATTGAAACACACATTCA
GTGGAGACAAAAAGCGATTA
TCCGATCCCGCCGAGTTGGC
AGTGGCAACCGGAGGAGCAG
GTACGGCGACAGAGCGGGTA
CGCTGCAAGGAGCTGCAGCGz
ATGTGAAAGTGTGGATGTCG
GTGGAAGACACAAAAAGACA
GTAAGAACTTTATAATCTCT
GGAAAGATGTAGTCGAATAC
CGCCTAGGGCTACCTCGAAG
GTGAGGTATTAGCTCCAGAC
GGTAGGTGATCTAAAGCGTA
CCTCCATGTAGGTGTACTTG
CTCACGGAGCAACTGCTCCG
GGTTCACATACTCTGTTTTCACACT
TTGGGGAGAAGAATTCTAAAGCACAATA
CCGTTTTATTTTTAACCCAACAATG
ATTCAAAAGTAGAATTCGCAAAAGGCCA




Ubersicht der erstellten GAL/BTB bzw. BTB/GAL Klone

Vektor zur Expression der GAL-BTB/BTB-GAL Proteine

Ausgang: pWBGP
PSTI—-Religation -pWP
BTB-GAL/GAL-BTB

white RI Asp SacIl Bam Not Xba Bgl Pst |3inv. repeat

IN7O \A

basaler
Promotor Insert hsp70

3 "trailer

— pWhspPT - No.10 pWhspPT GALBTB/No.2 pWhspPT BTB/GAL

zudem: beide Varianten als Bgl bzw. Bgl/Bam Fragmente in CaspeRhs
(No.6 pCaspeRhsGALBTB,No.2 pCaspeRhsBTBGAL)

Zwischenkonstrukte: No.18 psk*GALBTB/No.5 psk*BTBGAL

No. 10 pCasper3Ubi-BTBGAL-Konstrukt
modifiziertes BTBGAL (zusatzlich pntP2 Sequenzabschnitt ,spacer")

No. 8.3 pGEM-T-easy GAL915; No. 4 pGEM-T-easy GALstop;
No. 9 pGEM-T-easy 8Xmyc
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Enzymes : 50 of 480 enzymes (Filtered)

Settings : Circular, Subrange Context, Certain Sites Only, Standard Genetic Code
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Hind Ii} Sph |

ARAGCTTGAAGCAAGCCTCCTGAAAGATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAANAGCTCAAGTGCTCCAAAGAAAAA

100

} N Il + ! + I M 1 1 N I i
T T T ¥ T T T d T 4 T 4 T T T T ¥ T

TTCGAACTTCGTTCGGAGGACTTTCTACTTCGATGACAGAAGATAGCTTGTTCGTACGCTATAAACGECTGAAT TTTTCGAGTTCACGAGGTTICTTTTT

B
L GAL4

| MetLysI_euLeuSerSerIleGluGlnAlaCéfsAspIleCysArgLeuLysLysLeuLysCysSerLysGluLys
AL4-BTB-myc

CWMWAMWW@AMM@WT

t t t + + t + + t t

WW@WWWWAGAMMA

200

GALS

ProLysCysAlaLysCysLeuLysAsnAsn’I‘rpGluCysArgT[&érSerProLys’I‘hrLysArgserProT euThrArgAlaHisleuThrGluvalGlu
AL4-BTB-myc

Aval
Xho |
Sci |

WMAMCMA@MAWMAMMWT@WMWACMTATW&ATT 300

t t t t } t T + t }

MMMTM%MWMWMA@AMAWMMMWATAWM

GAL4

SerArgLeuGluArg};euGluGlnleuPheleuleuIlePhePr%ArgGluAspLeuAspMetIleLeuLysMetAspSerLeuG]nAsleeLysAlaleu
AL4-BTB-myc

Hinc Il
Hpal

GITAACAGGA’ITATI’IGTACAAGATAA‘IGIGAATAAAGATGCCGICACAGATAGATTGGCPEAGIGGAGA&GATATGCGMAACAHGAGA@G@T 400

CAATIG’ICCI‘AATAAACAWAWAQWAWAWAMW@M@ATAMAWMWA

GALg

Leu’I‘thlyLeuPheValG]nAspAanalAsnLysAspAlaﬂéal'I‘l’JrAsprgT_euAlaSerValGlu’I‘hrAspMetProleuTl’)rIeuArgGhﬁHis
AL4-BTB-myc

Hinc II EcoR |

AGARTAAGTGCGACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGCCGGAATTCTTCTGCCTGCGGTGGAACAACCACC 500

1 + Il 3 Il . : . 1 N I N 1 M M
T T T ¥ T T T ¥ T u T T T T T T T T T

TCTTATTCACGCTGTAGTAGTAGCCTTCTCTCATCATTGTTTCCAGTTTCTGTCAACTGACATAGCGGCCTTAAGAAGACGGACGCCACCTTIGTTCGTICG

GAL4 §, BTB

ArgIleSerAla‘I‘hrSerSerSe:cGluGluSerSerAsnLysG]éyGlnArgGlnIeu‘I‘l'JrValSerProGluPhePheCysLeuArg‘I‘rpAsnAanis
AL4-BTB-myc

Pvu I

mmmmmmmmmmmmcm@mem 600

t t t + + t + t t t T t + t +

TWMWWWA%WW@@WA

BTB

GlnSerAsnleul euSerVal PheAspGInLeuleuHi sAlaGlLéI‘hrPh?I‘hrAspVal’I‘hrleuAlaValGluGlyGlnHi sLeuliysAlaHisLysMet
AL4-BTB-myc
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Pstl

GGIGCTATCCGCCTGCAGTCCCTACTTCAATACCCTCTTTGTAAGTCATCCGGAAAAGCATCCGATTGTCATACTTAAGGATGTGCCCTACTCGGACATG 700

CCACGATAGGCGGACGTCAGEGATGAAGTTATGCGAGAAACATTCAGTAGGCCTTTTCGTAGGCTAACAGTATGAATTCCTACACGCGATGAGCCTGTAC

+ Il + + 1 " 4 M 1 N Il M +
T T T T T T T T T T 4 T T T T T R T

BTB

ValleuSerAlaCys SerPrdI‘erheAsnThrLeuPheVal%erHig ProGluLysHisProIleValIleleulysAspValProTyrSerAspMet
AL4-BTB-myc

WMCWAWAWMWMMWGWWMMC

t t + + + t + } + + t +

mmmmm@mmmc&mcmmmmmmm&mmmmmm

800

BTB

LysSerLeul euAspPheMetTyrArgGlyGluvalSerValAspGInGluArgl euThrAlaPhel evArgVal AlaGluSerLeuArgTlelysGly
GAL4-BTB-myc

Hinc l Nael Pvu 1 Pstl Pvu 1 Pstl

mmc%m&mmwmmmmm@@mm

} + t } t + } + t

Ammmm@mmmmmm

900

BTB

LeuThrGluValAsnAspAspliys WOSerProAlaAlaAlaAlan;ll:aGé%E\;laGlyAla’I‘hrGlySerGluSerﬂ]rAlaThthrProGlnLeuG]_nArg
4- -myc

Bal |
Hae |
Nae [ Mscl

QMMAWTMWWWWTMM@MWG 1000

@WATMMM@WWWMCMAWAWWM

BTB

I1eGlnProTyrIeuVa1ProG]_nArg.AsnArgSerGlnAla%lAyLGlyLeuI_euAlaSerAlaAlaAsnAlaGlyAsn’IhrPrdIhrLeuProValGln
4-BTB-myc

C%WWWWWWCWMAMMMWMWA@@ACT 1100

MMWAWWTMWMWM

BTB

ProSerLeuI_euSerSerAlaI_euMetProLysArgLysArgGZ(L:\‘yAAligg%f_%ArgLysleuSerGlySerSerAsnGly’IhrGlyAsnAspI‘yrAspAsp
- -myc

Dpn |
: Nru |

mm@mmmmmcmmmmmMCWAmmmmmmm 1200

AMWAWA@WWWWAMW@AWTWAWA@

t + t t + + t + t + + } + +

BTB

PheAspArgGluAsnl\@tMetAsnAspSerSerAspLeuG1yAsnGAELng?_l\éetCysAsnG1uSerI‘yrSeIG1yAsnAspAspGlySerAspAspAsnGh1
4- -myc
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Dpn | Nru | Dpn | Sty | Dpn | Dra il Dpn |

mmm@mmmmmmmm&m&mmmmmmme 1300

CG@IT@@WMWA@MAWWWMMMWAWC@@M

BTB - YE

ProAsnAlaGlyHisT‘l’erspAspIeuAerluSerArgAsp%eiLeuProSerLysArgSerLysAsnSerLysAspHisArgValGlyIleGluGln
L4-BTB-myc

BamH |
Dpnl
: Sall

Dpn | Hmc It Pst |

AAGC‘IGA’ICICGGAGGAGGACCTGGAN(EI@AC&GCAGCCAAGCTMMGGGCGAAWAEAMATGAMAWAWAMTAA@ITAT 1400

I
+ + + + t t T T T t + + + t

TICGACTAGAGCCICCICCTGGACCPAGGCAGC‘IGGACGICGGITCGATTAAGGCCCGCITAAAGAATACTAAATACTAAAAATAATAA’ITI‘ATICAATA

j

mys

LysIeuIleSetGluGluAspLeuAspProSerI‘hrCysSerG]nAlaAsnSexGlyArgIleSerIyrAspI_euteF
GAL4-BTB-myc

Dra | Dra 1

WTWATA%MMMAMMMAWMMMW 1500

MAmmTAmmmmmmmmm%mm@mm

Sphl
: Nae |

CAGGTATAGCATGAGG’ICGCICTTATTGACCACACC’ICTACCGGCA’IGCCGGCAAGIGCACAAACAATACTTAAATAAATACI‘AC’ICAGTAATAACCTAT 1600

GTCCATATCGTACTCCAGCGAGAATAACTGGTGTGGAGATGGCCGTACGECCCTTCACGTCTTIGTTATGAATTTATTTATGATGAGTCATTATTGGATA

TTCTTAGCATTTTTIGACGAAATTTGCTATTTIGTTAGAGTCTTTTACACCATTTGTCTCCACACCTCCGCTTACATCAACACCAATAACGCCATTTAATC 1700

ARMGAATCGTAAAAACTGCTTTARAACGATAAAACAATCTCAGAAAATGTGGTAAACAGAGGTGTCGAGGCGAATGTAGTTGTCGTTATIGCGGTARATTAG

Hind I

TAAGCGCATCACCAACATTTTCTCGCGTCAGTCCACCAGCTAACATAAAATGTAAGCTT 1759

ATTCGCGTAGTGGTTGTAAAAGACCCCAGTCAGGTGGTCGATTGTATTITACATTCGRA
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Bgl Il
Nerl
‘ Dpn | Pvu Il

mmmmmmm&mmmmmmmc&mmmm&m

MWMMWAWMWM@ACWAMAT

100

Dpn |
i Nrul
Dpn l
Pvu |

%WQMWWAWMWMWC

@A@@AWAMAM@WWAMMWWM

200

BTE

| MetLysMetAlaSerGlnArgPheCysLeuArgTrpAsnAsnHis
BTB-GAL4-myc

Pvu 1}

AMM@M&W@WMMG@WWM@MA@%@T 300

WQMWWWMMMWMMA

BTB

G]:nSerAsnLeuleuSerValPheAspG]Iﬂ_euI_euHisAlaGlu’;r‘l'érgheI‘hrAspValT%rI_euAlaValGluGlyGhﬂ{i sLeulysAlaHisLysMet
BTB-GAL4-myc

:Pst |

WAWAMTAMMWMWTMM%MW@W%E 400

C%mTWWMAWMAmAMMAMWAWMM

8T8

VallLeuSerAlaCys SerPrdI‘erheAsnﬂlrLeuPheValSB%HjG.i{roGluLysHisProIleValIleT_euLysAspValProTyrSerAspMet
- 4-myc

MMA@MAMMW&WW@MA@M@MM

} } t I + t + +

WMTMMWMA@WAWMMM

500

BIB

LysSerLeuleuAspPh@flet'IyrArgGlyGluValSerValAsBQl%hGlGAlLuArgleuThrAlaPheLeuArg’ValAlaGluSerLeuArgI lelysGly
4-myc

Hmc 1l Nael Pvu 1l Pstl Pvu 1l Pstl

WCWW%WMWAWMW%

AWMMMW@WM@CM

600

BB
LeuThrGluVal AsnAspAsplysProSerProalailaal adlaAlaGlyAlaGlyAlaThrGlySerGluSerThrAlaThrThr ProGInLeuGlnArg

BTB-GAL4-myc
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Ball
Hae |
Nae | Mscl

QWAWWWMWTMWG 700

@AMTM@WAWWMM@M@WMM

BYB

IleGlnProTyrIeuValProGlnArgAsnArgSerGhAla%Z%_yGéyLlf_euI_euAlaSerAlaAlaAsnAlaGlyAsn’I‘hrProThrLeuProValG]n
B-GAL4-myc

mmmmm&mmmmAmmcmm@mAC%cm

t } } t } } t + t

MAMWWAWW@W@TM@AMWM

800

BTB
ProSerLeuleuSerSerAlaleuMet ProliysArdlysArgGlyArgProArgliysLeuSerGlySerSerAsnGlyThrGlyAsnAspTYrASpPASD

BTB-GAL4-myc
Dpn
; Nru l

mmmmmmmmmmmmmemmmm%mmmm

AMAWA@AM@GA&AWWMAMMAWM

900

BTE

PheAspArgGluAsnMetMetAsnAspSerSerAspLeuGlyAsréC%]éyé%sLMetCysAsnGluserIyrSerGlyAsnAspAspGlySerAspAspAsnGln
- 4-myc

Dpn | Nru I Dpn | Styl Dpn I Dra m Dpn I

&C@AC@A@A%@C@AMMMMM@MCCWAWWM@G@GAMAMA 1000

CG@TWA@MAMM@@TWAMMAM@A@C@A@MT

ProAsnAlaGlyHi sThrAspAspLeuAsnGluSerArgAspSB%LeuProSerLysArgSerLysAsnSerLysAspHi sArgValGlyTleTyrLeu
-GAL4-myc

Sph |

MAWAMTAWMWMMMMWM 1100

} } } t t t } + }

%Cm%TmmATMmmmmmm@%mm

b L
GAL4

LeuSerSerT leGluGlnAlaCysAspIleCysArgLeuLysLysLeaLysCysSerLysGluLysProLysCysAlaLysCysLeuLysAsnAsn’I‘rp
BTB-GAL4-myc

1200

AGTGICGCTACTCTCCCAAAACCAAAAGGTCTCCGCTGACTAGGGECACATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAACACTGGAACAGCTATTTCTACT

TCACAGCGATGAGAGGGTTTTGCTTTTCCAGAGCCGACTGATCCCCTGTAGACTGTCTTCACCTTAGTTCCGATCTTTCTGACCTTGTCGATAAAGATGA

b S ]
GAL4

GluCysArgTyrSerProlysThrLysArgSerProLeuThrArgAlaHi sLeuThrGluvalGluSerArgl euGluArgleuGluGinleuPheleuleu
BTB-GAL4-myc
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Aval
Xhol Hinc Il
Sc: | Hpa |

GAMTCCNGAGAAGACGTGACATGATMGAAAATGGAMTTACA@ATATAAAAGCAMAACAGGA’ITA’I‘I‘IGI‘ACAAGATAA‘IGIGAAT 1300

| t } t t T t } t

CTAAAAAGGAGCICITUIGGAACIGTACTAAAACHTTACCTAAGAAATGICCTATATTTTCGI‘AACAA’I'IGICCI‘AATAAACA’IGI‘IC’I‘A’I‘I‘ACACITA

GAL4
T1ePheProArgGluAspleuAspMetIleleulysMetAspSerleuGlnAsplleliysAlal euleuThrGlyleuPheValGlnAspAsnvalAsn

BTB-GAL4-myc
I GALr !

—————

' GALf I

AAAGA’IGCCGICACAGATMWMTAWAMAMA@ATA%ATMGI@%@MMMMA 1400

t t t t } + + T { t

’I'I‘ICTACG(IIAGI‘GICTAMAMCGAAGI@CMGA@ATAC@AGAWMMMAMAMC@I@A@A@AMT

GAL4

LysAspAlaVal'I‘l']rAspArgLeuAlaSerValGluThrAspMeBi_:rEéroLeu'IhrLeuArgGlnHl sArgTleSerAlaThrSerSerSerGluGluSer
-GAL4-myc

EcoR | BamH |
! Ava | i Dpnl
: Xmal Do Sal |
Hmc I Sma | Dpn | Dpn I Hmc I Pst I

1500

@MCW@%@MAKWM@WW@A@AMWMM

| t t t t ¢ t }

mmmmuTMMmm@mmmmcm

GAL4 rny

SerAsnLysGlyGlnArgGlnleu’I‘hrValSerProBG%gPC};fProGlyIleGluGlnLysLeuIleSerGluGluAspLeuAsp
L4-myc

1533

AGCTAATTCCGGGCGAATTTICTTATGATTTATG

TCGATTAAGGCCCGCTTARAGAATACTAAATAC
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Bgll

TTTAAAGATCTAATACAAAC’IGAATAAGCACGCCCTGGAATATATGTT‘I"I‘AGCAGCTGTCAGGCCCCGGAAGGAGAATAACCGAACCCATTGGACTAACG

AAATTTCTAGAT’I‘A’IGTT‘IGAC‘ITATTCGTGCGGGACCTTATATACAAAATCGTCGACAGTCCGGGGCCTTCCTCTTATTGGCTTGGGTAACCTGATTGC

S
L

}

TR Bl
L .RSNTDN . I STZPWNTICTFSSCQAPEGE.?PNTPTLTD.R

o
o
o

AAAGGACCATTTGATGCCCCACTTGCATGAGGACATAGATCGCGATCGCACACAC TCGGACATCGCTTAGTGACGCAACCACAGCCTCCCAA’I‘GAAGATG

"T" CC‘IGGTAAACTACGGGGTGAACGTACTCCTGTATC‘TAGCGCTAGCGTGTG’IGAGCC‘IGTAGCGAATCACTGCGTTGGTGTCGGAGGGTTACTTCTAC

K DHLMPHTILHEDTI D RIDI RTHSDTIA. . RDNUHSTLUPMI KM

} . 3 3 Il N 1 + 1 + 3 3 1 4 : 1 + 1
T T T T ¥ T T T T y T T T T T T T T

GCATCTCAACGCTTCTGCC’I‘GCGGTGGAACAACCACCAGAGCAACCTTCTGTCCG’I‘CTTCGACCAGCTGTTGCACGCAGAAACC‘I"TCACAGATG’I‘GACGC

CGTAGAGT’I‘GCGAAGACGGACGCCACCT‘TGTI‘GGTGGTCTCGTTGGAAGACAGGCAGAAGC'IGGTCGACAACGTGCGTCTTTGGAAGTGTCTACACTGCG

A S QRFCLIRWNDNHSOQSDNILULSV/FDOQLULHAETT FTUDUVT

i 3 Il + i 3 1 N 1l + 1 N Il
T T T T T T T t T

Pst |

TGGCCGTCGAGGGGCAACACC‘I‘GAAGGCACACAAGATGG'I‘GCTATCCGCC’I‘GCAGTCCCTACT’I‘CAATACCCTCTTTGTAAGTCATCCGGAAAAGCATCC

ACCGGCAGCTCCCCGT’I‘G’TGGACTTCCGTG‘IGTTCTACCACGATAGGCGGACG’I‘CAGGGA’I‘GAAG’["I‘A’IGGGAGAAACAT’I‘CAGTAGGCC’ITTI‘CGTAGG

I, A VEGOQHIL KAHI KMVL SACSU?PYVFNTULVFV S HU®PEI KHP

GAT’I‘GTCATACTTAAGGATGTGCCCTACTCGGACATGAAGTCGTIGCTAGACT’I“I‘ATGTACAGGGGCGAGGTCTCAG‘IGGACCAGGAGCGACTCACTGCA

CTAACAGTATGAATTCCTACACGGGATGAGCC‘I‘G’I‘AC’I“TCAGCAACGATCTGAAATACA‘IG'ICCCCGCTCCAGAGTCACCTGGTCCTCGC‘IGAGTGACGT

1 4 I + Il } 3 3 N I : } M 3 + 1
T T T T T T T T T T T T T T u T

I v IL XKDV PYSDMIEKSTLILDV FMYU®RGEVSVDOQETRTILT A

-
Hinc 1} Pst |

TTCCTGCGCGTGGCCGAGAGCCTGCGCATCAAGGGCCTCACCGAGGTCAACGACGACAAGCCCTCGCCGGCAGCAGCAGCTGCAGGAGCGGGTGCGACGG

AAGGACGCGCACCGGCTCTCGGACGCGTAGTTCCCGGAGTGGCTCCAG’I"IGC'I‘GCTGTTCGGGAGCGGCCGTCGTCGTCGACGTCCTCGCCCACGC’I‘GCC

F L RVAZESTILAIRTIZEKGLTEVNDUDIEXU?PSPAARAAMAAMAAMAGA AGH- AT

, : ' 4 N y . ' .
} + t + t t t + t + + + t + t + + + t
Pst |

GCTCTGAGAGCACAGCCACTACACCCCAGCTGCAGCGCATCCAACCGTAT’I"IGG‘IGCCCCAGCGGAATCGCTCGCAGGCCGGCGGTCTGCTGGCCAGTGC

CGAGACTCTCGTGTCGGTGATGTGGGGTCGACGTCGCGTAGGT’IGGCATAAACCACGGGGTCGCCTTAGCGAGCGTCCGGCCGCCAGACGACCGGTCACG

G S ES TATTZ®POQILOQRTIOQPYTULVZPOQRN NI RSOQAGSGTILIULASA

+ 1 1 : } 4 1 + 1 N Il N 1 " 1 N Il " 1

CGCCAATGCCGGAAATACACCCACCC’I‘GCCGG’IGCAGCCATCGCTGCTCAGCTCGGCCC‘IGATGCCCAAGCGAAAGAGGGGCAGACCCCGGAAGCTATCT

GCGGTTACGGCCTT’I‘A‘IG’IGGGTGGGACGGCCACGTCGGTAGCGACGAGTCGAGCCGGGACTACGGGTTCGCTTTCTCCCCGTCTGGGGCCT’I‘CGATAGA

A NAGNTZPTTILZPVQPSLLSSALMZPIZ KR RIZ KRG GRTPRIEKILS

3 : 1 " 3 " 1 s 1 + 1 :
t } + t + T t T + T + 1 + T ¥ T

300

400

500

600

700

800
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GGCAGCTCGAATGGCACGGGGAACGACTACGACGACTTTGATCGCGAGAACATGATGAACGACTCCTCCGACCTGGGCAACGGCAAAATGTGCAACGAGT
+ L 3 } 1 + 1 i } 3 1 3 i - L 3 1 3 1

3
+

T T T T T ¥ T ¥ ¥ T T ¥ T T T T L) T T
CCGTCGAGCTTACCGTGCCCCTTGCTGATGCTGCTGAAACTAGCGCTCTTGTACTACTTGCTGAGGAGGCTGGACCCGTTGCCGTTTTACACGTTGCTCA

G $S S NGTGDNUDYDDV FDI R EDNMMNDSSDILGDNGI KMMTCN E

3 Il " } + Il N 1 3 Il + 1 " 1 1 Il 3 Il + 1
t T t T t T t T + T t T t 1 t 1 t T t T

CCTACTCCGGCAATGACGATGGCTCCGACGACAATCAGCCGAACGCAGGACACACGGATGATCTAAATGAAAGTCGCGATTCTCTGCCCTCGAAACGATC
t

GGATGAGGCCGTTACTGCTACCGAGGCTGCTGTTAGTCGGCTTGCGTCCTGTGTGCCTACTAGATTTACTTTCAGCGCTAAGAGACGGGAGCTTTGCTAG

S Y S 6 NDDGSDUDNU QZPNAGHTDUDILNDNUESI RDSTILP S KR S

Il 3 1 M 1 N 'l + I
T

. . 1 " 1 +
t T t T + T t T t t T t T t T t T t T

AAAGAACTCCAAGGATCACGTGGCCAATTACCCCAACGAGACGCACGCCAACAGCAACAACAGCAGCATAAACAGCCGCCTGTCCATGGATTATGTGACG

TTTCTTGAGGTTCCTAGTGCACCGGTTAATGGGGTTGCTCTGCGTGCGGTTGTCGTTGTTGTCGTCGTATTTGTCGGCGGACAGGTACCTAATACACTGC

K N S K DHVANYPDNETHA ANZSNNSSINJ SURILSMDYVT

+ i " 1 M i 3 ! 3 Il I 1 3 Il N 1 3 1 N Il
T T T T T T ¥ T T T T T T T 4 T 4 T T T

TCGGCGGGGAATAGTGATAATAAAAACTTCCACCGCGCCACGCCCCACTCCCACAATGGCTACAACACCAGCAACACACACGACCGCATCAACAACAGCA
t }

AGCCGCCCCTTATCACTATTATTTTTGAAGGTGGCGCGGTGCGGGGTGAGGGTGTTACCGATGTTGTGGTCGTTGTGTGTGCTGGCGTAGTTGTTGTCGT

S AGN SDNJI KNV FHRATTPH SHNGY YNTSNTHDT RTINNS

N Il " 1 + Il 3 1 3 3 N i
T T T T T T T T T

1 1 1 3
T t T t T t T t T t

CGCCCCCGCAGCAGCAGCAATCGCAGCAGCCGACTGTCAATGGCAGCGGTAGCGCCAGCAGCAACAACAATAACTCCATGCTACCGCCCGCTGTACAGCA

GCGGGGGCGTCGTCGTCGTTAGCGTCGTCGGCTGACAGTTACCGTCGCCATCGCGGTCGTCGTTGTTGTTATTGAGGTACGATGGCGGGCGACATGTCGT

T P P Q Q Q QS Q Q PTVNSGSGSASSNNNNDNSMTLU®PUZPAUV Q Q

M ! N 1 M I 3 I " I 4 I 3 1 " } " 1 ¥ I
t T T T T T 4 T T T T T T T T T Y T T T

AAGCAACAACGAAAATAACAACACCAGCAGCAGCAACACAAACAACAGCAGCAACAACAACAACAACAGCGGTGGCAGCAACAATTCGAATGCGGGCAGC
I

TTCGTTGTTGCTTTTATTGTTGTGGTCGTCGTCGTTGTGTTTGTTGTCGTCGTTGTTGTTGTTGTTGTCGCCACCGTCGTTGTTAAGCTTACGCCCGTCG

S NN ENDNINTS S SNTNNSSNDNDNNDNNDNS S G GSNNSNAG S

M Il " 1 + Il . I 3 Il N 1 + Il N 1 + 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Ssp |

AATAACAACAATAATAACAACAATAATATTAAC ”“ATGGCAGCGGCGGCGATCTTCCAACATCACCTCAAAGAGGAGCCGGGCACCCAGAATGGTAATA

TTATTGTTGTTATTATTGTTGTTATTATAATTGAAATACCGTCGCCGCCGCTAGAAGGTTGTAGTGGAGTTTCTCCTCGGCCCGTGGGTCTTACCATTAT

3

N NN NNININNNDNTINU FMAAAATITFOQHHTLIEKEZEUZPGTQNGN

1 Il 4 ! + Il " i 1 I i Il N Il 3 Il + 1 3 Il
t T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

TCGGTGGCTATGGTGGTGGCAGTAATAGCCAGAACGATCCCACGGATCTCAGTAGTTATGGATTGCCCGCCCACCTGGCCGCTTACGGTGGTGGGAGTGG
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TCTACCTACTGTCTTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGCTCAAGTGCTCCAAAGAAAAACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAA
t

AGATGGATGACAGAAGATAGCTTGTTCGTACGCTATAAACGGCTGAATTTTTCGAGTTCACGAGGTTTCTTTTTGGCTTCACGCGGTTCACAGACTTCTT
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CAACTGGGAGTGTCGCTACTCTCCCAAAACCAAAAGGTCTCCGCTGACTAGGGCACATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCTA
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TACACTTATTTCTACGGCAGTGTCTATCTAACCGAAGTCACCTCTGACTATACGGAGATTGTAACTCTGTCGTATCTTATTCACGCTGTAGTAGTAGCCT

GALSTOP
N VN KDAVTD?RILASVETDMZPILTILIRIOQHRTISATS S S E

1 " i 3 1 " M :
T T T u T T T T T T T 4 T T T T T T T

Small Sall
H|ncIl BamHI § Hincll

AGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGCCGTAATTCCCGGGGATCCGTCGAC 2265

TCTCTCATCATTGTTTCCAGTTTCTGTCAACTGACATAGCGGCATTAAGGGCCCCTAGGCAGCTG
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