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Einleitung

1 Einleitung

Fir jeden Organismus ist es von enormer Wichtigkeit, Umweltreize aufzunehmen, diese zu
verarbeiten und mit einer entsprechenden Verhaltensantwort zu reagieren. Die korrekte
Verschaltung neuronaler Zellen ist die Grundlage fiir die Reizaufnahme und sinnvolle
Verarbeitung im Nervensystem. Die sensorischen Neurone aus den peripheren Organen
mussen hierzu Uber teilweise weite Distanzen ihre Axone projizieren, um sich mit ihren
Zielzellen im zentralen Nervensystem zu verknipfen.

Um eine korrekte Verschaltung mit dem synaptischen Partner zu gewahrleisten, sind zwei
Schritte notwendig: die axonale Wegfindung und die Zielzellerkennung.

Wahrend der axonalen Wedfindung orientieren sich Wachstumskegel an der Spitze
auswachsender Axone hierzu an repulsiven oder attraktiven Signalen aus der Umgebung,
die entweder kontaktabhangig oder uUber weitere Distanzen wirken (Dickson, 2002; Tessier-
Lavigne and Goodman, 1996). Nach Erreichen des Zielgebiets missen die Axone dann ihre

korrekten postsynaptischen Zielzellen erkennen und die Synaptogenese initiieren.

1.1 Axonale Wegfindung und Synaptogenese

Die Bildung neuronaler Netzwerke wurde in Drosophila bereits an unterschiedlichen
Modellsystemen, wie z.B. der Entwicklung der Ventralganglia (Strickleiter-Nervensystem),
der Verschaltung von Motoneuronen mit ihren Muskeln oder auch der topographischen
Verschaltung von Photorezeptoren untersucht. Dies fuhrte zur Identifizierung verschiedener
Ligand/Rezeptor-Mechanismen, die auch in Vertebraten konserviert sind.

Eines der bekanntesten Ligand/Rezeptor-Systeme ist der SLIT/ROBO-Signalweg. Seine
Funktion in der axonalen Wegfindung konnte sowohl in Vertebraten (Brose et al., 1999; Li et
al., 1999) als auch in Drosophila gezeigt werden. Die Interaktion des sekretierten SLIT-
Signals mit den drei verschiedenen ROBO-Rezeptoren, ROBO-1, ROBO-2 UND ROBO-3, ist flr
das korrekte Uberqueren der Mittellinie einiger Axone wichtig (Kidd et al., 1999; Simpson et
al., 2000a). SLIT wird von der Mittellinien-Glia im embryonalen ZNS sezerniert und hindert die
ROBO exprimierenden longitudinal projizierenden Axone am Kreuzen der Mittellinie. In
kommissuralen Axonen, welche die Mittellinie bereits einmal Gberquert haben, verhindert die
Expression von ROBO ein erneutes Uberqueren. Der Verlust der robo Funktion fiihrt dazu,
dafy zu viele Axone die Mittellinie kreuzen (Kidd et al., 1999; Simpson et al., 2000a). Die
Expression einer bestimmten Kombination der unterschiedlichen Robo-Rezeptoren bestimmt
zudem, in welchem der drei longitudinalen Faszikel die Axone projizieren (Rajagopalan et al.,
2000; Simpson et al., 2000Db).
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Ein weiterer Ligand/Rezeptor-Mechanismus ist der NETRIN/FRAZZLED-Signalweg. Fir die
Wegfindung von Axonen im embryonalen ZNS von Drosophila wurde gezeigt, daf® das von
der Mittellinien-Glia sekretierte NETRIN-Signal (Ligand) nach Interaktion mit dem Rezeptor
FRAZZLED zur Attraktion (Kolodziej et al., 1996), bei der Interaktion mit UNC5 zur Repulsion

(Keleman and Dickson, 2001) des neuronalen Wachstumskegels flhrt.

Die Identifizierung des Rezeptor-Ligand-Paars EPHRIN/ EPH zeigt, dal® auch die relativen
Expressionslevel von Rezeptor und Ligand von enormer Bedeutung sind. Sowohl fur die
Wegfindung kommissuraler Axone im Vorderhirn (Kullander et al., 2001), als auch fiur die
retinotektale Verschaltung von Photorezeptoren (Brown et al., 2000; Flanagan and
Vanderhaeghen, 1998) konnte gezeigt werden, dall komplementare Expressionsgradienten
von Ligand und Rezeptor die Positionierung der Retina Axone bestimmen. Fir den Verlust
von Ephrin-A2 und Ephrin-A5 wurde jedoch gezeigt, dall dies nicht etwa eine einfache
Verschiebung der Axonterimini im Superior colliculus (SC) verursacht. Die Axontermini der
temporalen und nasalen Retina-Axone verteilen sich noch immer (ber den gesamten SC,
ihre topographische Ordnung ist jedoch gestort (Feldheim et al., 2000). Brown et al. konnten
durch ektopische Expression von EPHA3 in einem Teil der Axone zeigen, dal} die
Uberexprimierenden Axone in eine weiter anteriore Position des SC projizieren, wahrend die
Axone mit wildtypischem Level in weiter posteriore Bereiche projizieren. Auf diese Weise
entstehen zwei retinotope Karten in je einer Halfte des SC (Brown et al., 2000). Zusammen
zeigen diese Ergebnisse, dal} die relativen Expressionslevel von EphA in den Retina Axonen
auf einen repulsiven Ephrin Gradienten reagieren und so die Position der Axontermini
bestimmt wird. Im Gegensatz zu den zahlreichen EPHRINEN und EPH Rezeptoren in
Vertebraten wurde in Drosophila nur ein EPHRIN /EPH Paar identifiziert (Bossing and Brand,
2002). Neuere Arbeiten in Drosophila konnten nun auch eine Funktion des EPHRIN-

Signalwegs fiur die korrekte Projektion der Pilzkérperneurone zeigen (Boyle et al., 2006).

Die fur die Orientierung des Wachstumskegels wichtigen Signalmolekile missen jedoch
nicht unbedingt sekretiert sein und einen Gradienten bilden. Wachstumskegel orientieren
sich auch Uber direkten Zell-Zell-Kontakt Gber die Interaktion von Oberflachenmolekilen. Ein
Beispiel fur Kontakt-abhangige Wegfindungssignale sind die Transmembran-Semaphorine.
In der Familie der Semaphorine gibt es neben verschiedenen sekretierten auch Membran-
assoziierte Proteine (Pasterkamp and Kolodkin, 2003). Fir Vertebraten wurde die repulsive
Funktion von SEMABA, einem Transmembran-Semaphorin, auf auswachsende Axone in vitro
gezeigt (Xu et al., 2000). /n vivo Untersuchungen in Danio rerio konnten auch eine repulsive
Wirkung von SEMA4E, das hier in den Pharyngealbégen exprimiert ist, fir die

auswachsenden Motoneurone zeigen (Xiao et al., 2003). Auch in Drosophila wurde fir die
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myotope Verschaltung der Motoneurone die Funktion des transmembran-Proteins SEMA1A in
diesen Neuronen beschrieben (Yu et al., 1998). Als Rezeptoren flir die verschiedenen
Semaphorine wurden Plexine und, als Co-Rezeptor flir die sekretierten Klasse Il

Semaphorine, Neuropiline identifiziert (Comeau et al., 1998; Winberg et al., 1998).

Neben den bekannten Rezeptor-Ligand-Mechanismen ist auch eine groRe Zahl von
Zelladhasionsmolekilen bekannt, die Uber homo- oder heterophile Interaktion zur
Orientierung und Faszikulation von Axonen beitragen. Ein klassisches Beispiel flr
Zelladhasionsmolekille sind die Cadherine. Die Cadherin-Superfamilie besteht aus
Transmembran- oder Membran-verankerten Proteinen, die sich entsprechend ihrer
Proteinstruktur in die klassischen und nicht-klassischen Cadherine einteilen lassen (Halbleib
and Nelson, 2006). Fir das Drosophila NCAD wurde beispielsweise gezeigt, dal’ es zur
Projektion der R7 Photorezeptorzellen in die richtige Medulla-Ebene und zur Stabilisierung
der Synapsen in dieser Position nétig ist (Lee et al., 2001; Yonekura et al., 2006). Auch das
Protocadherin FLAMINGO ist an der korrekten Projektion der Photorezeptorzellen beteiligt
(Lee et al., 2003; Senti et al., 2003).

Bisher wurden folglich einige Mechanismen identifiziert, die entweder Uber grofere Distanz
oder auch kontaktabhangig zur Attraktion oder Repulsion von auswachsenden Axonen
fuhren. Die Untersuchungen der spezifischen Innervation bestimmter Muskeln durch
Motoneurone im Drosophila-Embryo haben gezeigt, dall fir die prazise synaptische
Verschaltung ein genau reguliertes Zusammenspiel der verschiedenen Signal-Mechanismen
wichtig ist (Yu et al., 2000). Die Uberexpression des Adh&sionsmolekiils FASIl in
Motoneuronen flihrt zur Hyperfaszikulation der Axone, die Uberexpression von SEMA1A
hingegen zur Defaszikulation. Die ektopische Expression von CONNECTIN in Muskeln, die im
Wildtyp keine CONNECTIN Expression zeigen, verhindert die Innervation durch die
zugehdrigen Motoneurone (Nose et al.,, 1992). Die Balance zwischen Attraktion und
Repulsion unter Motoneuronen sowie deren Axonen und dem Zielgebiet fuhrt hier zur

Bildung des prazisen myotopischen Verschaltungsmusters.

1.2 Das olfaktorische System als Modell zur Analyse synaptischer
Spezifitat

Das olfaktorische System bietet sich, aufgrund des charakteristischen Verschaltungsmusters
der olfaktorischen Rezeptorneurone (ORNs) mit ihrem Zielgebiet im Gehirn, als geeignetes
Modelsystem zur Untersuchung der synaptischen Spezifitat an.

Sowohl in Vertebraten als auch in Drosophila zeigen die ORNs ein konvergentes
Verschaltungsmuster im Gehirn (Ressler et al., 1993; Vassar et al., 1993; Couto et al., 2005;

Laissue et al.,, 1999). ORNSs, die jeweils einen spezifischen olfaktorischen Rezeptor (OR)
3
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exprimieren liegen im Riechepithelium der Vertebraten bzw. in der Antenne und den
Maxillarpalpen in Drosophila verteilt, projizieren ihre Axone ins Gehirn und konvergieren dort
entsprechend ihrer Rezeptorexpression in gemeinsame, kompakte Neuropil-Bereiche, die
sogenannten Glomeruli. Hier bilden sie synaptische Verknlipfungen zu den ZNS-Zielzellen
aus, die die olfaktorische Information in hohere Gehirnzentren weiterleiten. Die folgenden
Abschnitte geben einen kurzen Uberblick (iber den Aufbau des olfaktorischen Systems in

Vertebraten und Drosophila wieder.

1.2.1 Das olfaktorische System in Vertebraten

Eine Vielzahl olfaktorischer Rezeptorneurone (ORNS) projiziert aus der Riechschleimhaut ins
Gehirn, wo sie sich mit den Mitralzellen im olfaktorischen Bulbus verschalten (Lin and Ngai,
1999; Treloar et al., 1999; Zou et al., 2001). Jedes dieser ORNs exprimiert einen von etwa
1000 olfaktorischen Rezeptoren (ORs) (Ishii et al., 2001; Serizawa et al., 2004). ORs sind
Siebentransmembran-Proteine (7TM-Proteine) (Buck and Axel, 1991; Clyne et al., 1999; Gao
and Chess, 1999; Mombaerts, 2004; Zhang et al., 2004), die jeweils spezifische
Geruchsmolekiile erkennen und das Signal Uber einen G-Protein/cAMP-Signalweg
weiterleiten (Mombaerts, 2001). Im Folgenden werden die ORNs entsprechend ihrer OR
Expression in Klassen unterteilt.

Die einzelnen ORNs einer gegebenen Klasse liegen im olfaktorischen Epithelium nicht direkt
benachbart und projizieren ihre Axone in den olfaktorischen Bulbus, wo sie dann,
entsprechend ihrer OR Expression, in einen gemeinsamen Glomerulus konvergieren
(Miyamichi et al., 2005; Ressler et al., 1993; Vassar et al., 1993). Im adulten Tier projiziert
ein einzelnes, unverzweigtes ORN in einen einzigen von 1600-1800 Glomeruli. Zu Beginn
der Entwicklung werden haufig zunachst zwei oder mehr Glomeruli gebildet (Zou et al.,
2004). Die synaptische Verschaltung von ORNs in Vertebraten ist also zunachst noch
ungenau und wird postnatal modifiziert, bis das adulte glomeruldre Muster entsteht. Eine
schematische Ubersicht zum Aufbau des olfaktorischen Systems im adulten Vertebraten ist

in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Verschaltungsmuster des
olfaktorischen Systems der Vertebraten.
Olfaktorische Rezeptorneurone (ORNSs), die
einen bestimmten olfaktorischen Rezeptor
ORN (OR) exprimieren liegen im Riechepithel
Mosaik-ahnlich verteilt. Ilhre Axone
projizieren in den olfaktorischen Bulbus und

konvergieren dort in Klassen-spezifische

Glomeruli. Hierbei konvergieren stets Axone,
Glomerulus . . S
in denen der gleiche OR exprimiert ist.

(aus Mombaerts, 2004)

Jedes Neuron exprimiert einen einzelnen funktionellen Rezeptor (,Ein-Rezeptor-ein-Neuron®-
Regel). Durch Deletions- und Austauschexperimente mit OR-Genen, konnte fir die OR-
Molekile, die im gesamten Neuron exprimiert sind, eine Funktion in der Wegfindung der
Axone nachgewiesen werden (Feinstein and Mombaerts, 2004; Mombaerts et al., 1996;
Wang et al.,, 1998). Untersuchungen von Feinstein und Mombaerts mit chimaren OR-
Proteinen geben zwar Hinweise darauf, da® ORs die Identitdt von ORNs bestimmen, die
hierfir codierenden Aminosduresequenzen liegen jedoch innerhalb der 7-TM-Domane
(Feinstein et al., 2004; Feinstein and Mombaerts, 2004), sodal} eine aktive Funktion als
Wegfindungsmolekil unwahrscheinlich ist. Arbeiten von Serizawa et al. und Imai etal. haben
gezeigt, dal die Expression Klassen-spezifischer Adh&sionsmolekile in direktem
Zusammenhang mit den exprimierten ORs steht (Imai et al., 2006; Serizawa et al., 2006).
Cutforth et al. konnten in frilheren Studien bereits demonstrieren, dafl} die Expression eines
bestimmten EPHRIN-A Levels fir die axonale Konvergenz in bestimmte Positionen des
Bulbus notwendig ist. Nach Uberexpression von EPHRIN-A in einem Teil der ORNs einer
Rezeptorklasse, sortieren sich die ORNs gemafl der EPHRIN-A Expressionslevel aus und
konvergieren in getrennte Glomeruli (Cutforth et al., 2003). Neuere Expressionsstudien von
Serizawa et al. zeigen, dall eine Korrelation zwischen dem exprimierten OR und
Wegfindungsmolekiilen wie EPHRINAS/ EPHA5 und KIRREL2/ KIRREL3 besteht (Serizawa et al.,

5
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2006). AulRerdem konnte gezeigt werden, dal} die Expressionsstarke dieser Molekile mit der
Aktivitat des OR-Signalwegs zusammenhangt. Durch verschiedene Manipulationen des
G-Protein/cAMP-Signalwegs konnten Imai et al. nachweisen, dafl} die Menge des cAMP flr
die Positionierung der Glomeruli entlang der anterior-posterior Achse des olfaktorischen
Bulbus verantwortlich ist. Auch hier konnte eine Korrelation zur Expression des
Wegfindungsrezeptors NEUROPILIN-1 gezeigt werden (Imai et al., 2006). Das von der Aktivitat
bestimmter ORs abhangige cAMP-Signal reguliert offensichtlich die Expression
verschiedener Adh&sionsmolekile und fuhrt so zur Positionierung der Glomeruli im Bulbus.

In detaillierten Studien zur glomerularen Strukturierung des Bulbus in Vertebraten wurde
festgestellt, dal die Anordnung der Glomeruli durchaus variabel ist (Schaefer et al., 2001;
Strotmann et al., 2000). Die genaue Lokalisation eines bestimmten Glomerulus kann in
verschiedenen Gehirnen variieren. Die synaptische Spezifitdt der ORNs, d.h. die Eigenschaft
in, der Rezeptorexpression entsprechende, Neuropil-Bereiche zu konvergieren, ist in adulten

Gehirnen jedoch stets wiederzufinden.

1.2.2 Das olfaktorische System in Drosophila

Auch das olfaktorische System von Drosophila zeigt ein, dem der Vertebraten
vergleichbares, konvergentes Verschaltungsmuster. In Drosophila wird die olfaktorische
Information von zwei peripheren Organen aufgenommen, dem 3. Antennalsegment und dem
Maxillarpalpus. Die Oberflache dieser Organe ist bedeckt von Haar-&hnlichen Strukturen,
den Sensillen, in denen die ORNs lokalisiert sind. Insgesamt konnen drei Sensillentypen
unterschieden werden, basikonische, coelokonische und trichoide Sensillen, in denen jeweils
eine bestimmte Zusammensetzung von ORN Klassen zu finden ist (Couto et al., 2005; de
Bruyne et al., 2001; Hallem et al., 2004). Auch die etwa 60 OR Gene, die in Drosophila
identifiziert wurden haben eine 7TM-Doméane (Clyne et al.,, 1999; Gao and Chess, 1999;
Vosshall et al., 1999; Vosshall et al., 2000). In den Drosophila ORNs wird in den meisten
Fallen je ein spezifischer OR, sowie OR83b exprimiert. Der atypische Rezeptor OR83b bildet
Heterodimere mit den anderen ORs und ist flr deren Lokalisation in den ORN Dendriten
verantwortlich (Larsson et al., 2004). Zudem konnten Neuhaus et al. zeigen, dall die Co-
Expression von OR83b mit anderen ORs die Sensitivitat fir deren Geruchsmolekile erhéht
(Neuhaus et al., 2005). Welcher OR in einem ORN exprimiert wird unterliegt vermutlich
einem kombinatorischen Code verschiedener Transkriptionsfaktoren (Ray et al., 2007). Es
gibt jedoch auch Ausnahmen von der ,ein-Neuron-ein-Rezeptor‘-Regel, in denen es zur Co-
Expression von ORs mit hoher Sequenzahnlichkeit kommt (Couto et al., 2005; Goldman et
al., 2005). Im Folgenden werden die ORNs entsprechend dieser Rezeptorexpression in

ORN-Klassen unterteilt.
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Die ORNs aus der Antenne projizieren (ber die antennalen Nerven (AN) ins Gehirn. Dort
treffen sie auf das erste Verarbeitungszentrum fiir die olfaktorische Information, die
antennalen Loben (AL). Die maxillaren ORNs projizieren iber die maxillaren Nerven (MN),
die im Gehirn zunachst das Suboesophagial-Ganglion (SOG) durchqueren, bevor sie auf die
AL treffen. Die AL sind bilateral-symmetrisch angeordnet und liegen anterior-zentral im
Gehirn. Ein AL besteht aus etwa 50 identifizierbaren Glomeruli, die alle eine
charakteristische Position, GrélRe und Form haben (Couto et al., 2005; Fishilevich and
Vosshall, 2005; Laissue et al., 1999). Im Vergleich zu den Vertebraten ist die glomerulare
Organisation im AL sehr stereotyp. Die ORNSs der verschiedenen Klassen konvergieren stets
in den gleichen identifizierbaren Glomerulus. Einige ORN-Klassen bilden zudem axonale
Verzweigungen aus, die anterior-dorsal Uber den ipsilateralen AL projizieren, um Uber die
Kommissur in den kontralateralen AL einzuwachsen und dort ebenfalls in den Klassen-
spezifischen Glomerulus zu konvergieren. Abbildung 2 zeigt eine schematische Ubersicht
Uber den Aufbau des olfaktorischen Systems von Drosophila und die Projektionwege der
ORN-Axone.
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Abb. 2: Schematische Ubersicht iiber den Aufbau des olfaktorischen Systems von
Drosophila. Die Oberflachen der peripheren olfaktorischen Organe, Antennen und
Maxillarpalpen sind mit verschiedenen Typen von Sensillen bedeckt. Diese Sensillen
konnen 1-4 olfaktorische Rezeptorneurone (ORNs) beinhalten, die jeweils einen
bestimmten olfaktorischen Rezeptor (OR) exprimieren. Die Axone der ORNs faszikulieren
und projizieren im antennalen bzw. maxillaren Nerv ins Gehirn (roter Kasten). Hier treffen
sie auf den antennalen Lobus (AL), wo sie ihr Zielgebiet suchen und dort in Glomeruli
konvergieren. Zudem projizieren ORN Axone auch uber die Kommissur in den

kontralateralen AL, wo sie ebenfalls in ihre Zielglomeruli konvergieren.

Die einzelnen Glomeruli bestehen aus den synaptischen Verknipfungen zwischen den
Axonen der ORNs und den Dendriten der Projektionsneurone (PNs) und lokalen
Interneuronen (LNs) (Stocker, 1994). Wahrend LNs VerknUpfungen zwischen mehreren oder
allen Glomeruli ausbilden (Ng et al., 2002b; Shang et al., 2007; Wilson and Laurent, 2005),
innervieren PNs spezifische Glomeruli und vermitteln die olfaktorische Information weiter ins
laterale Horn und die Pilzkorper (Jefferis et al., 2001; Marin et al., 2005; Wong et al., 2002).
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Im Vergleich zu den ORs der Vertebraten scheinen die Drosophila ORs keine Funktion in der
Verschaltung der ORN Axone im AL zu haben. Dobritsa et al. konnten in OR22a/OR22b
Deletionsmutanten zeigen, daf} die Wegfindung der ORNs von der Expression der ORs
unabhangig ist (Dobritsa et al., 2003). Zudem setzt die OR Expression erst ein, wenn die
Wegfindung der ORN Axone bereits abgeschlossen ist (Jefferis et al., 2004).

1.2.21 Axonale Konvergenz und Glomerulus-Bildung in der pupalen

Entwicklung

Vor dem Einwachsen der ersten ORNs bei etwa 18h nach Bildung der Puppe (APF; after
puparium formation (engl)= nach Bildung des Pupariums) haben die Dendriten der PNs
bereits distinkte Bereiche im AL besetzt (Jefferis et al., 2002; Jefferis et al., 2004). Die
einwachsenden ORN Axone projizieren zunachst Gber den AL nach dorsal und Uber die
Kommissur in den kontralateralen AL. Hierbei bleiben sie zunachst an der Oberflache des AL
und umgeben das AL Neuropil als eine Schicht von Axonfasern (NFL = nerve fiber layer). Im
Verlauf der Entwicklung sortieren sich die Axone verschiedener Klassen voneinander aus,
bis bei etwa 35% der pupalen Entwicklung Axone der gleichen ORN-Klasse erste Proto-
Glomeruli bilden. Hummel et al. konnten zeigen, daR dieser Schritt abhangig vom Ca*'-
abhangigen Adhasionsmolekil NCADHERIN ist (Hummel and Zipursky, 2004). Der Verlust von
NCAD beeinflult nicht die Projektion der Axone in die richtige Zielregion, vielmehr ist der
finale Schritt in der Glomerulus-Bildung, die axonale Konvergenz und synaptische
VerknUpfung mit den PN-Dendriten, betroffen. In den PN-Dendriten fuhrt der Verlust von
NCad zu einem vergleichbaren Phanotyp. Die Dendriten sind zwar noch in ihrer Zielregion
lokalisiert, projizieren jedoch nicht in kompakte Neuropil-Bereiche, sondern {berlappen
teilweise mit den Dendriten der Nachbarglomeruli (Zhu and Luo, 2004). Der NCad-Verlust in
PNs beeinfluf3t jedoch nicht die Konvergenz der korrespondierenden ORN-Axone.

Die synaptische Spezifitat einiger ORN-Klassen wird vom Transkriptionsfaktor ACJ6 reguliert
(Komiyama et al., 2004). Komiyama et al. konnten zudem zeigen, dal} die verschiedenen
ORN-Klassen in einer bestimmten Hierarchie miteinander interagieren. Zusammen fuhren
diese Ergebnisse zu einem Modell fir die Entwicklung des olfaktorischen Systems, in dem
ORNs und PNs sich zunachst unabhangig voneinander sortieren und grobe Glomeruli-
Karten bilden, die dann mit der nachfolgenden Synaptogenese verfeinert werden (Jefferis
and Hummel, 2006).

1.2.3 Zielfindung und synaptische Spezifitat der ORNs

Bisher ist weitgehend ungeklart, welche Faktoren die Spezifitat der ORN Verschaltung
bestimmen. Einige, der aus anderen Verschaltungsmustern bekannten Mechanismen,

wurden im olfaktorischen System bereits untersucht.
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In Vertebraten wurde fiir die Projektion der Neurone aus dem vomeronasalen Organ, das der
Aufnahme von Pheromon-Signalen gilt, in den akzessorischen olfaktorischen Bulbus
ebenfalls eine Funktion des SLIT-ROBO-Mechanismus beschrieben (Knoll et al., 2003). Auch
im olfaktorische System in Drosophila wurde die Funktion des SLIT/ROBO-Systems
untersucht (Jhaveri et al., 2004). RoBO1 und ROBO2 sind in unterschiedlichen ORN-Klassen
exprimiert, deren Axone in unterschiedlichen Bahnen Uber den AL projizieren. Der Verlust
oder die Uberexpression von robo flihren zu einer Storung des Projektions- und
Innervationsmuster einiger ORN-Klassen.

Als neuronales Wegfindungsmolekul fir ORN Axone wurde auf3erdem der Rezeptor DSCAM,
ein Mitglied der Ig-Superfamilie, identifiziert (Hummel et al., 2003). Durch alternatives
Spleilen kénnen Uber 38000 mdgliche Dscam Isoformen generiert werden (Schmucker et
al., 2000). Ob diese auch in der ORN Wegfindung und Konvergenz eine Funktion haben, ist
bisher nicht geklart. Der Verlust von Dscam in ORNs fuhrt zur Bildung neuer, ektopisch
lokalisierter Glomeruli entlang der ORN Projektionsbahnen im AL. Der eigentliche Ziel-
Glomerulus im AL wird dennoch von einigen mutanten ORNSs innerviert (Hummel et al.,
2003). Schmucker et al. identifizierten DSCAM zuvor als Interaktionspartner des SH2/SH3-
Adapterproteins Dock (Schmucker et al., 2000). DocK interagiert mit der Serin/Threonin-
Kinase PAK, die an die GTPasen der Rho-Familie bindet und so eine Verknipfung zur
Regulation des Aktin-Zytoskeletts darstellt. Auch der Verlust von dock und Pak wurde im
olfaktorischen System untersucht (Ang et al.,, 2003). Hier kommt es zu deutlichen
Fehlprojektionen und der Bildung ektopischer Glomeruli, die sich Uber den gesamten AL
verteilen.

Insgesamt sind die Mechanismen, die die spezifische Verschaltung der ORNs regulieren
noch weitgehend ungeklart. Die, im Vergleich zu Vertebraten, geringere Zellzahl und die
vielen Mdglichkeiten zur genetischen Manipulation machen das olfaktorische System von
Drosophila zu einem guten Modell, um die synaptische Spezifitdt von Neuronen und die

Entwicklung komplexer neuronaler Schaltkreise zu analysieren.

10



Einleitung

1.3 Ziel der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit ist die Analyse von Genfunktionen, welche die Spezifitdt der
synaptischen Verschaltung neuronaler Zellen im sich entwickelnden olfaktorischen System
von Drosophila kontrollieren.

Eine gro3 angelegte phanotypische Mutantenanalyse sollte zundchst zur Identifizierung
neuer Genfunktionen fihren. Eine der isolierten Mutanten (sema-71a) erwies sich aufgrund
ihres Verlustphanotyps als vielversprechender Kandidat fiir einen Kontrollfaktor synaptischer
Spezifitat und sollte daher umfangreich charakterisiert werden.

Aufgrund seiner molekularen Diversitdit und seines charakteristischen axonalen
Verlustphanotyps handelt es sich bei dem Transmembranmolekil DSCAM ebenfalls um einen
maoglichen Regulator der ORN Verschaltungsspezifitat. Daher sollte die Dscam Funktion, vor
allem mit Blick auf eine potentielle Funktion der DscaM Diversitat fir die Projektion der ORN

Axone, genauer analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den folgenden

Firmen in der Qualitat pro-analysis bezogen:

Aldrich (Steinheim) Amersham (Freiberg)
Biomol (Hamburg) Bioline (Luckenwalde)
Fluka (Neu Ulm) Eppendorf (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe) Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim) Roth (Karlsruhe)

2.1.2 Puffer, Medien und Losungen

Drosophila-Standardmedium:

Baker (Grof3-Gerau)
Biozym (Hameln)
GIBCO/BRL (Eggenstein)
Pharmacia/LKB (Feiburg)

Sigma (Deisenhofen)

- pro Liter Leitungswasser 8,5g Agar und 77g Maismehl aufkochen

- 18g Trockenhefe, 10g Sojamehl, 82g Malzextrakt und 41g Ribensirup hinzugeben

- auf 60 °C abkiihlen lassen

- 4,5ml Propionsaure sowie 1/5 ERI6ffel Nipagin hinzugeben

- in Plastikgefalie abfiillen und erkalten lassen

PBS (pH 7.6)
- 130 mM NacCl

-7 mM Na2HPO4
-3 mM KH2PO4
-2,7 mM KCI

PBT
- 0,1% Triton X-100 in PBS

Paraformaldehyd-Stammlésung (8%):
- 0,8 g Paraformaldehyd in 10 ml Reinstwasser geben
- Zugabe von 70 pl 1M NaOH

12
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- ca. 30 min bei 37°C losen

- Sterilfiltration mittels 0,2 ym Filter

- zum Fixieren von Gewebe, die Stammldsung durch Zugabe von PBS auf 2% verdinnen

2.1.3 Primare Antikorper und interkalierende Farbstoffe

Bezeichnung/ Herkunft Verdiinnung Quelle
o-GFP/ Kaninchen 1:1000 Molecular Probes
a-Ncad/ Ratte (DN-EX#8) 1:20 (Ilwai et al., 1997); Hybridoma Bank
a-NC82/ Maus 1:20 (Stortkuhl et al., 1994)
a-p-Galaktosidase/ Maus 1:300 Molecular Probes
Toto3 1:5000 Molecular Probes
o-CD2/ Maus 1:1000 Molecular Probes
a-Connectin/ Maus 1:50 (Meadows et al., 1994)
o-Semaita/ Kaninchen 1:1000 A. Kolodkin
a-Dscam®"°/ Kaninchen 1:1000 (Hummel et al., 2003)
a-Elav/ Ratte 1:10 Hybridoma Bank

2.1.4 Sekundare Antikorper

Bezeichnung Konjugation Verdiinnung Quelle
Ziege anti-Kaninchen Alexa 488 1:500 Molecular Probes
Ziege anti-Ratte Alexa 568 1:300 Molecular Probes
Ziege anti-Ratte Alexa 647 1:300 Molecular Probes
Ziege anti-Maus Alexa 488 1:300 Molecular Probes
Ziege anti-Maus Alexa 568 1:300 Molecular Probes
Ziege anti-GFP Alexa 488 1:1000 Molecular Probes
Ziege anti-HRP Cy5 1:200 Dianova GmbH
Ziege anti-HRP FITC 1:200 Dianova GmbH
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2.1.5 Fliegenstamme

21.51 Stamme zur Markierung verschiedener Zelltypen des olfaktorischen
Systems
Genotyp Chromosom | Quelle
C753-Gal4 3. (Yang et al., 1995)
720K-Gal4 2. (Acebes and Ferrus, 2001)
con-Gal4 3. diese Arbeit
con-Gal4 UAS-sytGFP 3. diese Arbeit
con-Gal4 UAS-CD8GFP 3. diese Arbeit
elav-Gal4 3. (Lin and Goodman, 1994)
GH146-Gal4 2. (Stocker et al., 1997)
GH298-Gal4 3. (Stocker et al., 1997)
MT14-Gal4 3. (Tissot et al., 1997)
MZ19-Gal4 2. (Ito et al., 1998; Jefferis et al., 2004)
OR19a-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR21a-Gal4 3. (Scott et al., 2001)
OR22a-Gal4 3. (Vosshall et al., 2000)
OR23a-Gal4 3. (Vosshall et al., 2000)
OR42a-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR42b-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR43a-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR43b-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR46a-Gal4 3. (Vosshall et al., 2000)
OR47a-Gal4 3. (Vosshall et al., 2000)
OR47b-Gal4 3. (Vosshall et al., 2000)
OR49a-Gal4 3. (Fishilevich and Vosshall, 2005)
OR49b-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR59c-Gal4 3. (Hummel et al., 2003)
OR65a-Gal4 3. (Fishilevich and Vosshall, 2005)
ORG67b-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR67c-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR71c-Gal4 3. (Hummel et al., 2003)
OR82a-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR83c-Gal4 3. (Couto et al., 2005)
OR85e-Gal4 3. (Komiyama et al., 2004)
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OR88a-Gal4 3. (Komiyama et al., 2004)
OR92a-Gal4 3. (Komiyama et al., 2004)
Sg18.1-Gal4 3. (Jhaveri et al., 2004)
UASCD2 3. N. Brown, Bloomington Stock Collection
UAS-mCD8GFP 3. (Lee and Luo, 1999)
UAS-sybGFP 3. (Estes et al., 2000)
UAS-sytGFP 3. K. Broadie, Bloomington Stock Collection
OR22a:sybGFP 3. (Vosshall et al., 2000)
OR47a:sytGFP 3. (Vosshall et al., 2000)
OR46a:CD8GFP 3. (Vosshall et al., 2000)
OR88a:CD8GFP 3. B. Dickson
OR83c:CD8GFP 3. B. Dickson
ORA47b:sytGFP 2. (Vosshall et al., 2000)
OR47b:sytGFP 3. (Vosshall et al., 2000)
OR21a:sytGFP 3. (Vosshall et al., 2000)
OR82a:CD8GFP 2. B. Dickson
OR92a:CD8GFP 2. B. Dickson
OR43a:CD8GFP 2. B. Dickson
ORS56a:CD8GFP 3. B. Dickson
Sp/ CyO; OR71a-Gal4 UAS-CD2

2., 3. (Engelen, 2005)
OR46a:sytGFP/ TM6
Sp/ CyO; OR22a-Gal4 UAS-CD2
ORA7a:sytGFP/ TM6 2, 3. (Engelen, 2005)
Sp/ CyO; Or47b:sytGFP Or47b- 2., 3. (Engelen, 2005)
Gal4 UAS-CD2/ TM2
E132-Gal4 1. (Halder et al., 1995)
E132-Gal4 UAS-sytGFP; UAS-

1., 2. Steffes, 2007

CD8GFP

21.5.2 Balancer und Stamme zur klonalen Analyse

Genotyp

Quelle

eyFLP

(Newsome et al., 2000)

eyFLP; Gla Bc hs-hid/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

eyFLP; Cyo/ Tft

Hummel, unveroffentlicht

eyFLP; FRT40A

Hummel, unveroffentlicht
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hsFLP

(Golic and Lindquist, 1989)

hsFLP; Cyo/ Tit

Hummel, unveroffentlicht

N/ EM7: CyO/ Tt

(Edenfeld, 2004)

eyFLP UAS-CD2; CyO/Tft

Steffes, 2007

eyFLP UAS-sytGFP; CyO/Tft

Steffes, 2007

hsFLP UAS-CD2; CyO/Tft

Steffes, 2007

OR22a:sybGFP FRT40A GMR-GFP diese Arbeit
eyFlp; OR22a:sybGFP FRT40A GMR-GFP /CyO | diese Arbeit
OR21a-Gal4 OR23a-Gal4 OR46a-Gal4 OR47a- _ _

diese Arbeit

Gal4 OR47b-Gal4 UAS-sytGFP/ TM2

FRT40A CycE/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

FRT40A CycE/ CyO; TM2/ TM6 diese Arbeit
FRT40A CycE/ CyO; OR21a-Gal4 OR23a-Gal4
OR46a-Gal4 OR47a-Gal4 OR47b-Gal4 UAS- diese Arbeit

SytGFP/ TM2

FRT40A tubP-GAL80/CyO

L. Luo, Bloomington Stock Collection

FRT40A tubP-GAL80/ CyO; TM2/ TM6

diese Arbeit

FRT40A tubP-GAL80/ CyO; OR21a-Gal4 OR23a-
Gal4 OR46a-Gal4 OR47a-Gal4 OR47b-Gal4 UAS-
SytGFP/ TM2

diese Arbeit

PCNA FRT42D/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

PCNA FRT42D / CyO; TM2/ TM6

Hummel, unveroffentlicht

tubP-GAL80 FRT42D/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

tubP-GAL80 FRT42D/ CyO; TM2/ TM6

Hummel, unveroffentlicht

Zur Analyse einzelner ORN-Klassen im Minute Hintergrund wurden folgende Stadmme

etabliert:

FRT40A CycE/ CyO; OR-Gal4 UAS-sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht; diese Arbeit

PCNA FRT42D/ CyO; OR-Gal4 UAS-sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht; diese Arbeit

FRT40A CycE/ CyO; OR71a-Gal4 UAS-CD2
ORA46a:sytGFP/ TM6

diese Arbeit

PCNA FRT42D / CyO; OR71a-Gal4 UAS-CD2
OR46a:sytGFP/ TM6

diese Arbeit

FRT40A CycE/ CyO; OR88a-Gal4 UAS-CD2
OR47b:sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht

PCNA FRT42D / CyO; OR88a-Gal4 UAS-CD2
ORA47b:sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht
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Zur Analyse einzelner ORN-Klassen in MARCM-Klonen wurden folgende Stamme etabliert:

FRT40A CycE/ CyO; OR-Gal4 UAS-sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht; diese Arbeit

PCNA FRT42D/ CyO; OR-Gal4 UAS-sytGFP/ TM6

Hummel, unveroffentlicht; diese Arbeit

21.5.3 Rekombinante Dscam-Chromosomen und Stamme zur Analyse der

Dscam Funktion

FRT42 Dscam®’ (Hummel et al., 2003)
FRT42 Dscam® (Hummel et al., 2003)
FRT42 Dscam™ (Hummel et al., 2003)
FRT42 Dscam® (Zhan et al., 2004)
FRT42 Dscam® (Zhan et al., 2004)
eyFLP; FRT42 Dscam®’ Gal80 B. Géllner

eyFLP; FRT42 Dscam® Gal80 B. Géllner

eyFLP; FRT42 Dscam® Gal80 B. Géllner

eyFlp; FRT42 Dscam?’ Or22a:sytGFP/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

eyFlp; FRT42 Dscam?’ Or46a:sytGFP/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

eyFlp; FRT42 Dscam?’ Or47a:sytGFP/ CyO

(Engelen, 2005)

eyFlp; FRT42 Dscam?’ Or21a:sytGFP/ CyO

(Engelen, 2005)

eyFLP; FRT42 Dscam®' MZ19-Gal4/ CyO

(Engelen, 2005)

eyFLP; FRT42 Dscam® MZ19-Gal4/ CyO

(Engelen, 2005)

eyFLP; FRT42 Dscam® MZ19-Gal4/ CyO

(Engelen, 2005)

eyFLP; FRT42 Dscam?’ GH146-Gal4/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

eyFLP; FRT42 Dscam® GH146-Gal4/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

eyFLP; FRT42 Dscam® GH146-Gal4/ CyO

Hummel, unveroffentlicht

UAS-Dscamfexon 17.1]-GFP

(Wang et al., 2004)

UAS-Dscamfexon 17.2]-GFP

(Wang et al., 2004)

DscamAP4.1-4.3

(Wang et al., 2004)

Dscam AP4.3-4.7

(Wang et al., 2004)

Dscam AP4.1-4.12

(Wang et al., 2004)
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21.5.4 Rekombinante semala-Chromosomen und Stamme zur Analyse der

semaia Funktion

semata’’ Kolodkin et al., 1993; Yu et al., 1998)

semata? Kolodkin et al., 1993; Yu et al., 1998)

semata”’ FRT40 Lattemann et al., 2007)

semala”’ FRT40 Lattemann et al., 2007

sema"?°"® FRT40 Gal80 Lattemann et al., 2007

sema”’?%"® FRT40 MZ19-Gal4 Lattemann et al., 2007

)
)
)
)

sema’*?"® FRT40 OR21a:sytGFP Lattemann et al., 2007

sema”’?%"® FRT40 OR47b:sytGFP Lattemann et al., 2007)

UAS-semaa Godenschwege et al., 2002)

UAS-semata™® Godenschwege et al., 2002)

UAS-sema1a’® Godenschwege et al., 2002)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

UAS-plexinA Godenschwege et al., 2002)

2.2 Genetische und histologische Methoden

2.2.1 Fliegenzucht

Alle Fliegenstdamme wurden auf Drosophila-Standardmedium (siehe Abschnitt 2.1.2.) in
PlastikgefaRen bei 25°C oder 18°C gehalten. Fir Kreuzungen wurden jeweils frisch
geschlipfte, jungfrauliche Weibchen (0-4h nach Verlassen des Pupariums) und Mannchen

verschiedener Altersstufen verwendet.

2.2.2 Praparation von Gehirnen und Antennen

2.2.2.1 Adulte Gehirne

Fliegen mit dem zu analysierenden Genotyp werden zunachst mit CO, betaubt und
anschlieftend in Ethanol getotet. Das Ethanol wird nach einer Minute durch mehrmaliges
Waschen mit PBS entfernt. Zum Praparieren werden einzelne Fliegen mit einer Pinzette auf
eine Praparierplatte aus Silikon Uberfihrt und mit PBS Uberschichtet.

Um das Gehirn freizulegen wird erst die Proboscis entfernt und dann, ausgehend von der
entstandenen Offnung, die Kutikula entfernt. Das nun freiliegende Gehirn wird von Tracheen

befreit und vom Rest des Korpers abgetrennt.
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2.2.2.2 Pupale Gehirne und Antennen

Um das jeweilige pupale Entwicklungsstadium zu bestimmen wird die Position sich
verpuppende Larven an der Gefalkwand markiert. Die so markierten Puppen werden dann im
zu untersuchenden Entwicklungsstadium aus dem Gefal3 entfernt und auf einem Streifen
dopellseitigem Klebeband auf der Praparierplatte fixiert. Mit Hilfe von Pinzetten wird dann
zunachst das Operculum entfernt und das Puparium langsseitig aufgeschlitzt. Die so
freigelegte Puppe wird auf einen neuen Streifen dopellseitigen Klebeband Uberflihrt und mit
2% PFA Uberschichtet und 10 Minuten vorfixiert. Die sich entwickelnde Kopf-Kutikula wird
mit Pinzetten gedffnet und das darunter liegende pupale Gehirn freiprapariert.

Zur Praparation von pupalen Antennen werden Puppen bei 30-50h APF verwendet. Hier wird
der gesamte anteriore Teil der sich entwickelnden Kopfkapsel, in dem die Antennen liegen,

abgetrennt. Die Antennen werden erst nach Fixierung und Antikdrperfarbung freiprapariert.

2.2.3 Fixierung von Gewebe

- Uberfiihren des freipraparierten Gewebes in ein MikroreaktionsgefaR mit 2% PFA
- Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Taumler
- Abnehmen der Fixierlésung

- 3 x 15 Minuten mit PBT waschen

2.2.4 Antikorperfarbung

- Inkubation mit 10% Ziegenserum in PBT fir eine Stunde

- Inkubation mit primaren Antikérpern in 10% Ziegenserum (in PBT) bei 4°C Uber Nacht

- Abnehmen der Antikdrperldsung

- 3 x 15 Minuten waschen in PBT

- Inkubation mit sekundarem Antikdrper in 10% Ziegenserum (in PBT) fUr drei Stunden bei
Raumtemperatur

- 3 x 15 Minuten waschen in PBT

- Aufbewahrung bei 4 °C

2.2.5 EMS-Mutagenese zur Isolierung zweitchromosomaler Mutationen

Fur die Mutagenese werden 3-4 Tage alte, isogenisierte Mannchen mit dem Genotyp GMR-
GFP FRT40 OR22a:sybGFP (homozygot) gesammelt. Diese werden Uber Nacht in leeren
Aufzucht-Réhrchen  gehalten  und  anschlielend einer 25mM EMS-Lésung
(Ethylmethansulfonat) ausgesetzt. Je 50 der so mutagenisierten Mannchen werden mit ca.
200 Jungfrauen des Genotyps eyFLP; Gla Bc hs-hid/CyQO; ,en masse® verkreuzt und diese

Kreuzung zweimal im Abstand von je einem Tag auf neues Futtermedium umgesetzt. Aus
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der F1-Generation werden dann eyFLP; GMR-GFP FRT40* OR22a:sybGFP/CyO-Mannchen
(Trager des mutagenisierten Chromosoms) gesammelt und einzeln gegen eyFLP; Gla Bc hs-
hid/CyQ;-Jungfrauen gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzungen werden dann auf das
Vorhandensein des Balancers CyO hin selektioniert und zur Etablierung des einzelnen

mutagenisierten Chromosoms miteinander verkreuzt (siehe auch Kapitel 3.1.1.3 und Abb. 6).

2.2.6 Zytologische Kartierung letaler Mutationen

Eine erste grobe Bestimmung der Lokalisation letaler Loci erfolgte durch
Komplementationsanalysen mit verschiedenen chromosomalen Defizienzen. Hierzu wurde
eine Kollektion von Defizienzen aus dem Bloomington Stock Center verwendet, die
insgesamt ein Minimum von 94,8% des Chromosomenarms 2L abdecken.

Zur Komplementationsanalyse wurden ca. zehn Jungfrauen mit der zu kartierenden Mutation
mit jeweils 2-3 Mannchen verkreuzt, die eine Defizienz tragen. Die nachkommende F1-
Generation wurde auf Tiere hin untersucht, die Mutation und Defizienz in trans tragen.
Kommt dieser Genotyp nicht vor, so kann die letale Mutation dem von der Defizienz
betroffenen zytologischen Bereich zugeordnet werden.

Im Anschlul wird durch Komplementationsanalysen mit immer kleineren chromosomalen

Defizienzen die zytologische Region weiter eingegrenzt.

2.2.7 Generierung von Gal4-Aktivatorlinien durch P-Element-Konversion

Um aus einer spezifischen Enhancer-Trap Linie wie z.B. rF400, die eine P[lacZ, ry'] Insertion
tragt, eine Gal4-Linie zu generieren mul die P[lacZ, ry*] Insertion durch eine P[Gal4, w']
Insertion ausgetauscht werden. Der gerichtete Austausch der beiden P-Element Insertionen
erfolgt nach dem Protokoll von Sepp und Auld (1999).

Zunachst werden Fliegenstamme etabliert, die eine x-chromosomale P[Gal4, w'] Insertion,
sowie den lacZ-Enhancer-Trap tragen. Jungfrauen dieses Stamms werden ,en masse” mit
Mannchen verkreuzt, die auf dem 3. Chromosom die 42-3 Transposase tragen (Genotyp:
Sp/CyO; SbA2-3 TM3/Df(3R)). Einzelne Jungfrauen aus der F1-Generation, die den Genotyp
P[GAL4, w']/+; rF400/CyO; SbA42-3 TM3/+ haben, werden dann gegen Doppelbalancer-
Méannchen mit dem Genotyp Bl/ CyO; TM2/ TM6 gekreuzt. Aus den Nachkommen dieser
Kreuzung werden dann Jungfrauen ohne die drittchromosomale Transposase gesammelt
und erneut mit Doppelbalancer-Mannchen verkreuzt.

Die hieraus resultierenden w* Mannchen werden verwendet um neue Fliegenstamme zu
etablieren, die dann auf das richtige P-Element Konversionsereignis hin untersucht werden.
Im Fall der hier durchgefiihrten Konversion der rF400-[lacZ, ry'] Insertion in eine connectin-

Gal4 Linie wurde die Expression in einer Kreuzung gegen Tiere, die eine UAS-mCD8GFP
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Insertion tragen, und einer Antikérperfarbung mit a-Connectin bestétigt. Die Daten zur con-

Gal4 Expression im AL sind im Anhang aufgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Systematische Mutantenanalyse

Da bisher wenige Gene beschrieben wurden, die an der Kontrolle der Entwicklung axonaler
Konvergenz der ORNs im olfaktorischen System beteiligt sind, bieten sich zwei
Méglichkeiten, um weitere Erkenntnisse Uber diesen Entwicklungsprozel zu gewinnen. Zum
einen konnen sogenannte ,Kandidaten“-Gene, d.h. Gene, deren Funktion fir Wegfindungs-
und Verschaltungs- Prozesse anderer Neurone bereits beschrieben wurde oder bekannte
Genfunktionen aus Vertebraten, auf eine &ahnliche Funktion im olfaktorischen System
untersucht werden (Lattemann, 2004).

Eine andere Moglichkeit ist die zufallige Generierung neuer Mutationen und eine
anschlielende Analyse eines mdglichen Einflusses auf das neuronale Verschaltungsmuster.
Der Vorteil einer systematischen Mutantenanalyse ist, dal® auch Gene identifiziert werden
kénnen, fur die bisher keine Funktion im Aufbau neuronaler Verschaltung beschrieben
wurde. Bei einer grof angelegten phanotypischen Mutantenanalyse kénnen so theoretisch
alle fur den untersuchten Prozel3 wichtigen Gene identifiziert werden. Die Markierung des zu
analysierenden Verschaltungsmusters ist hierbei besonders wichtig.

Die im Folgenden beschriebene, systematische Mutantenanalyse in genetischen Mosaiken
diente der histologischen ldentifizierung von Verschaltungsdefekten sensorischer Neurone
im AL.

3.1.1.1 Generierung homozygot mutanter ORNs durch mitotische

Rekombination

Um phanotypisch Genfunktionen zu identifizieren, die direkt in den ORN-Axonen ihre
korrekte Wegfindung und Verschaltung kontrollieren, ist es notwendig, einen indirekten
EinfluR auf die sensorische Verschaltung durch morphologische Verdnderungen im
Zielgebiet auszuschlieRen.

Um die zu untersuchenden Genfunktionen selektiv in den einwachsenden ORN-Axonen
auszuschalten, wurde das FRT-FLP-System genutzt (Xu and Rubin, 1993). Durch die Wahl
einer Flipase-Quelle unter der Kontrolle des eyeless-Promotors ist es mdglich, genetische
Mosaike in der Augen-Antennen-Imaginalscheibe (AAS) zu induzieren. Auf diese Weise
werden die ORN-Vorlaufer homozygot mutant fir die zu untersuchende Mutation. Das ZNS-
Zielgebiet der ORNs bleibt hingegen heterozygot. Alle beobachteten Verschaltungsdefekte

von ORN-Axonen sind daher auf einen Verlust der Genfunktion innerhalb der ORNSs
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zurtckzufiihren. Auf diese Weise kdnnen folglich homozygot mutante Bereiche in adultem
Gewebe untersucht werden. Zudem kann eine mdgliche friihe Letalitat der Mutation
umgangen werden.

Um einen deutlich ausgepragten mutanten Phanotyp zu bekommen, wurden die Anzahl der
homozygot mutanten ORNs durch Gegenselektion mit einer Zell-letalen Mutation erhéht.
Eine Minute Mutation (CycE) wird hierzu auf das wildtypische Gegenchromosom gebracht,
um den homozygot mutanten Zellen einen Wachstumsvorteil vor den wildtypischen und
heterozygoten Zellen zu ermdglichen. In Abb. 3 ist die Generierung von Mosaik-Klonen

schematisch zusammengefalit.

Mutation

— N FRT —
mitotische Mutation
Mutation \ - Rekombination Mutation
— W FRT S— S W FRT i—

muaton | und Zellteilung

. E — M T D homozygot mutant
Flipase- ;
Akfivitﬁt ‘ Wachstumsvorteil

Mutation

[ CFRT S— GECTE T D
FRT ¢! — . (GycE ]
heterozygot, homozygot wildtypisch,
eingeschrénktes Wachstum letal

Abb. 3: Erzeugung homozygot mutanter Bereiche im Mosaik-Gewebe.

3.1.1.2 Visualisierung der synaptischen Spezifitat

Frihere Arbeiten haben bereits gezeigt, dall sich der Verlust einer Genfunktion auf das
Projektionsverhalten verschiedener ORN-Klassen durchaus unterschiedlich auswirken kann
(Komiyama et al., 2004). Verschiedene ORN-Klassen besitzen bestimmte Eigenschaften, die
sie von anderen unterscheiden. Neben der charakteristischen Expression bestimmter ORs in
einzelnen ORNSs projizieren die ORNs aus einem von drei mdglichen Sensillentypen,
stammen entweder aus Antenne oder Maxillarpalpus und die Zielglomeruli innerhalb des AL
sind in bestimmten Bereichen lokalisiert. Zudem gibt es auch ORN-Klassen, die eine rein
ipsilaterale Projektion im Gehirn zeigen.

Fur die phanotypische Mutantenanalyse sollte daher ein Marker generiert werden, der
moglichst viele dieser unterschiedlichen ORN-Eigenschaften darstellen kann, um so auch

Gene mit einer ORN Klassen-spezifischen Funktion zu identifizieren.
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3.1.1.2.1 Generierung eines Markers zur Darstellung multipler ORN-Klassen

Zunachst wurden einige besonders charakteristische ORN-Klassen ausgewahlt, die in

einfach identifizierbare Glomeruli, sogenannte ,Landmark-Glomeruli’, projizieren (Tabelle 1).

Tabelle 1: In der Mutantenanalyse untersuchte ORN-Klassen und ihre Zielglomeruli.

ORN-Klasse Glomerulus Sensillentyp olfaktorisches Organ
ORN21a Vv ab1 Antenne
ORN22a DM2 ab3 Antenne
ORN23a DA3 at2 Antenne
ORN46a VA7m, VAT7I pb2 Maxillarpalpus
ORN47a DM3 ab5 Antenne
ORN47b VA1lv at4 Antenne

Die ausgewahlten ORN-Klassen stammen aus unterschiedlichen Sensillen und projizieren in
funf Glomeruli, die im gesamten AL verteilt liegen. Die Abstdnde der Glomeruli zueinander
sind so grol3, dall Fehlprojektionen und ektopische Strukturen deutlich zu erkennen sein
sollten.

Die ORN-Klassen 22a und 47a liegen beide im dorso-medialen AL. Wahrend der ORN22a
Glomerulus die mediale Abgrenzung zur Mittellinie des Gehirns im posterioren AL bildet, liegt
der ORN47a Glomerulus weiter anterior auf Hohe der Kommissur. Mit der Klasse ORN23a
wurde ein Glomerulus ausgewahlt, der im dorso-anterioren Lobus liegt. Wahrend die meisten
Glomeruli im AL eine eher kugelige Form haben ist der ORN47b Glomerulus mit seiner
Halbmond-ahnlichen Form besonders auffallig. ORN46a reprasentiert einen Vertreter der
maxillaren ORN-Klassen. Im Vergleich zum direkten Projektionsweg antennaler ORNs in den
AL, durchqueren die maxillaren ORNs durch den maxillaren Nerv zunachst das primare
Verarbeitungszentrum fur gustatorische Informationen, das SOG. Erst dann treffen sie auf
Hohe des V-Glomerulus auf den AL. Die antennale Klasse ORN21a innerviert den V-
Glomerulus, der die posterior-ventrale Grenze des AL bildet. Zudem zeigen ORN21a Axone
keine kontralaterale Projektion. Im Gegensatz dazu senden ORNs der anderen Klassen
Axone Uber die Kommissur in den kontralateralen AL, wo sie ebenfalls ihren Zielglomerulus
innervieren.

Die verschiedene OR-Gal4 Linien der ausgewahlten ORN-Klassen wurden zusammen mit
dem Konstrukt UAS-synaptotagminGFP auf ein Chromosom rekombiniert. Auf diese Weise
ist es moglich, die synaptischen Bereiche multipler ORN-Klassen im AL gleichzeitig
darzustellen. Im Folgenden wird dieses Marker-Chromosom als MM1-Marker (multi-Marker
1) bezeichnet. Zur Markierung der Klasse ORN22a wurde eine direkte Fusion von

synaptobrevinGFP an den Promotor des Rezeptorgens OR22a verwendet. Diese ORN22a-
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Fusion wurde auf das zu mutagenisierende FRT-Chromosom gebracht. Abbildung 4 zeigt

das Projektionsmuster der markierten ORN-Klassen im Wildtyp.

3.1.1.2.2 Darstellung der kontralateralen Projektion

Um die kontralaterale Projektion der ORNs sichtbar zu machen, wurde den zu
analysierenden Tieren unilateral das 3. Antennalsegment mit einer Pinzette abgetrennt.
Nachdem der antennale Nerv auf dieser Seite degeneriert ist, bleibt nur noch die Projektion
der ORNs aus dem anderen Nerv Ubrig. Sollten Mutationen zu einer Beeintrachtigung der
kontralateralen Projektion fihren, so sollte dies nun im deantennisierten AL sichtbar werden.
Abbildung 5 zeigt das Innervationsmuster der analysierten ORNs im Wildtyp, nachdem der
rechte antennale Nerv entfernt wurde. Es zeigt sich deutlich, da die Innervation des V-

Glomerulus im rechten AL fehlt.

3.1.1.3 EMS-Mutagenese und Etablierung letaler, zweitchromosomaler

Mutationen

Mutagenisierte Mannchen mit dem Genotyp GMR-GFP * FRT40 OR22a:sybGFP wurden mit
Jungfrauen des Genotyps eyFLP; Gla Bc hs-hid/CyQO; ,en masse“ verkreuzt. Aus der F1-
Generation wurden dann eyFLP; GMR-GFP * FRT40 ORZ22a:sybGFP/CyO-Mannchen
gesammelt und einzeln gegen eyFLP; Gla Bc hs-hid/CyQ;-Jungfrauen gekreuzt. Aus diesen
Einzelkreuzungen wurden, entweder Uber einen Hitzeschock oder durch Selektion auf Tiere
mit dem Balancer CyO, einzelne mutagenisierte Chromosomen etabliert.

Da die Mutation Gla mit der Inversion In(2LR)Gla assoziiert ist, kann sie auch als Balancer
fur den linken Arm des zweiten Chromosoms verwendet werden (Lindsley and Zimm, 1992).
So wurden einige Mutationen auch Uber das Gla-Chromosom etabliert.

Letale Mutationen bieten die Mdoglichkeit, das betroffene Gen durch einfache
Komplementationsanalysen zu kartieren.

Die einzelnen Etablierungsschritte zur Generierung der in der Mutantenanalyse

phanotypisch untersuchten Fliegenstdmme sind in Abb. 6 nochmals zusammengefalit.
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Abb. 4: Innervationsmuster des ORN-Markers MM1 im
Wildtyp. In (A) ist eine Projektion des GFP-Signal der im MM1
markierten ORN-Klassen in Minute-Klonen dargestellt. Die markierten
ORN-Klassen sind in (B) und (C) in einem Farbcode aufgeschlisselt. (D-
F) sind einzelne Schnittebenen durch die anterior-posterior Achse. Das
Modell in (G) zeigt diese Schnittebenen nochmals mit dem bereits
verwendeten Farbcode. Hier sind die von den jeweiligen ORN-Klassen
innervierten Glomeruli beschriftet. (H) zeigt eine 3D-Rekonstruktion der
GFP-Expression im MM1-Marker. In (I) und (J) sind die verschiedenen
Glomeruli im Farbcode aufgeschlisselt. Die 3D-Rekon-struktionen
zeigen die raumliche Orientierung der markierten ORN Klassen
zueinander. Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40* GMR-GFP/ CycE
FRT40;, MM1/+. Die hier gezeigten AL wurden mit a-GFP (griin) und o -
Ncad (rot) gefarbt.



- AN /

Abb. 5: Darstellung der kontralateralen Projektion. Um die kontralaterale
Projektion einzelner ORN-Klassen sichtbar zu machen wurde das 3. Antennalsegment
der rechten Antenne entfernt. Nach ca. 5 Tagen ist der antennale Nerv (aN)
degeneriert. Die Glomeruli im rechten AL werden nun nur noch durch die kontralateral
projizierenden Axone der ORN-Klassen innerviert. Da die Klasse ORN21a keine
kontralaterale Projektion hat, fehlt die Innervation des V-Glomerulus im rechten AL
(roter Pfeil in B). (A) und (B) zeigen jeweils eine Projektion von konfokalen Schnitten.
Genotyp: eyFLP; FRT40/ CycE FRT40; MM1/+; Antikorperfarbung: o-GFP (grin).
Abkirzungen: AS (Antennalsegment), Ar (Arista), K (Kommissur), aN (antennaler
Nerv), mN (maxillarer Nerv).
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, EMS

eyFLP Gla Bc hs-hid X + OR22a:sybGFP FRT40 GMR-GFP
eyFLP CyO + OR22a:sybGFP FRT40 GMR-GFP
eyFLP Gla Bc hs-hid eyFLP OR22a:sybGFP FRT40* GMR-GFP
X ~ .
C eyFLP  CyO CyO/ Gla Be hs-hid

eyFLP OR22a:sybGFP FRT40* GMR-GFP

C eyFLP Cyo

Uberprufung der etablierten Linien auf Letalitat

Abb. 6: Etablierung homozygot letaler Mutationen.

Insgesamt wurden 51 Ansatze mit EMS behandelt. Aus 5564 Einzelkreuzungen von
Mannchen der F1-Generation mit dem Balancer eyFLP; Gla Bc hs-hid/CyO konnten
insgesamt 4135 homozygot letale Mutationen etabliert werden. Dies entspricht einer

Letalitatsrate von 75%. Vitale Mutationen wurden verworfen.

3.1.1.4 Durchfuhrung der systematischen phanotypischen Analyse

Je drei bis vier Mannchen aus den etablierten Linien wurden mit Jungfrauen der MM1-
Marker-Linie verkreuzt. Aus der F1-Generation wurden dann Weibchen gesammelt, die auf
dem 2. Chromosom sowohl das mutagenisierte FRT-Chromosom, als auch das Minute-FRT-
Chromosom und zudem den MM1-Marker auf dem 3. Chromosom trugen (siehe auch
Kreuzungsschema in Abbildung 7).

Den gesammelten Weibchen wurde das 3. Antennalsegment auf der rechten Seite entfernt
und nach ca. 5 Tagen wurden die Gehirne prapariert und auf einen mutanten Phanotyp hin

untersucht.
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CycE FRT40 MM1 UAS-sytGFP
CyO ™2

eyFLP OR22a:sybGFP*FRT40 GMR-GFP
Cyo

X

eyFLP ORZQa:sybGFP*FRTtlo GMR-GFP MM1 UAS-sytGFP

C + CycE FRT40 +

Entfernen des rechten 3. Antennalsegments

nach 5 Tagen Praparation der Gehirne

MM1 = OR21a-Gal4 OR23a-Gal4 OR46a-Gal4 OR47a-Gal4 OR47b-Gal4 I

Abb. 7: Kreuzungsschema zur Durchfiihrung der phanotypischen

Mutantenanalyse.

In Zusammenarbeit mit Britta Kuhlmann und Claus Schulte wurden so 1828 letale

Mutationen untersucht.

3.1.1.5 Identifizierung mutanter Phanotypen

Der mutante Phanotyp einer Mutation wurde zunachst durch eine unabhangige zweite
Analyse bestatigt. Hierzu erfolgte nach der Praparation eine Fixierung der Gehirne sowie
einer Antikorperfarbung. Die Mutationen, die in Minute-Klonen zu offensichtlichen,
morphologischen Defekten in den peripheren Organen flihren, wurden verworfen.
Mutationen, die z.B. in Homozygose zu einer Reduktion des 3. Antennalsegments fiihren,
zeigen meist auch eine Reduktion des GFP-Signals im antennalen Lobus (Daten nicht
gezeigt). Das Fehlen von Axonen der verschiedenen markierten ORN-Klassen ist hier
wahrscheinlich eher auf den Verlust der ORN-Zellkérper im reduzierten Organ
zurlckzufuhren und nicht auf eine Fehlprojektion und den Verlust der synaptischen
Spezifitat.

Unter den 1828 analysierten Mutationen konnten 110 Mutationen gefunden werden, die
einen mutanten Phanotyp im olfaktorischen System zeigten, der nicht auf eine offensichtliche

morphologische Veranderung der peripheren Organe zurtickzufiihren ist.

3.1.1.6 Phanotypische Klassifizierung

Insgesamt lassen sich die beobachteten Phanotypen in der ORN Projektion in drei
phanotypische Gruppen aufteilen. Zum einen die Mutationen, in denen eine Reduktion des

ORN-Projektionsmuster beobachtet werden kann. Desweiteren solche Mutationen, die zu

27



Ergebnisse

einer Fehlprojektion von ORNs in ektopische Regionen des AL fiihren. In die dritte
phanotypische Gruppe zahlen Mutationen, in denen eine Veradnderung der synaptischen
Bereiche zu beobachten ist. Diese Gruppen werden im Folgenden weiter klassifiziert. In den

Abbildungen 8 und 9 ist hierzu eine Ubersicht mit Beispielen gezeigt (siehe auch Tabelle 2).

In die Gruppe ,Reduktion der ORN-Projektion® zahlen zwei phanotypischen Klassen. Die
Klassifizierung ,Verlust synaptischer Markierungen“ faldt Mutationen zusammen, die eine
drastische Reduktion des sytGFP-Signals im Vergleich zum Wildtyp zeigen. Hierbei kommt
es zum kompletten Verlust der Markierung eines oder mehrerer Glomeruli. Im Vergleich dazu
stehen die Mutationen, die zu einer unvollstdndigen Innervation eines oder mehrere
Glomeruli fuhren. Die Glomeruli der markierten ORN-Klassen lassen sich hier zwar eindeutig

identifizieren, werden jedoch nicht im gleichen Mal innerviert, wie im Wildtyp.

Zur Gruppe ,Defekte in der Glomerulus Bildung“ werden zum einen Mutationen gezahlt, die
in der klonalen Analyse eine auffallige Veranderung in der Form und Struktur eines
Glomerulus zeigen. Die mutanten ORN-Axone projizieren zwar noch in die korrekte
Zielregion im AL, konvergieren jedoch nicht mehr in einen Glomerulus mit der fir die ORN-
Klasse charakteristischen Form. Der bereits beschriebene charakteristische NCad-Phénotyp
entsteht durch den Verlust der Konvergenz von ORN-Axone (Hummel and Zipursky, 2004).
Die einwachsenden ORN-Axone finden zwar ihr Zielgebiet, bilden jedoch keinen kompakten

Glomerulus mehr aus. Insgesamt sehen die Glomeruli zur Kommissur hin ,verschmiert aus.

Die zweitgrofRte phanotypische Gruppe umfaldt verschiedene Arten von Projektionen in
ektopische AL-Regionen. Hierzu zahlen zum einen Fehlprojektion von ORN-Axonen, bei
denen vereinzelte Axone in ektopischen Regionen des AL zu sehen sind. Hier ist haufig das
SytGFP-Signal in den ektopisch projizierenden Axonen zu finden. Zum anderen gehdrt in
diese Gruppe eine weitere Form der Fehlprojektion von ORN-Axonen. In einigen Mutanten
kommt es zur Bildung von ektopischen glomeruldren Strukturen. Hierbei sind nicht nur
einzelne Axone in ektopischen Bereichen verteilt, es kommt vielmehr zur Konvergenz in

kompakte glomerulare Strukturen.
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A Wildtyp

Verlust synaptischer
B Markierung einzelner
ORN-Klassen

Unvolistandige Innervation

C eines Glomerulus
D Defekte in Form und
Struktur eines Glomerulus
Abb. 8: Ubersicht zur phinotypischen Klassifizierung I. Reihe (A) zeigt das

wildtypische Projektionsmuster der ORN-Klassen des MM1-Markers. In Reihe (B) ist ein
Beispiel fir eine Mutante gezeigt, die zum Verlust der synaptischen Markierung der ORN-
Klassen ORN47b und ORN47a (gestrichelte Linien in Abbildung und Modell) fuhrt. Ein
Beispiel fiir einen unvollstéandig innervierten Glomerulus ist in Reihe (C) gezeigt. Der von
ORN23a innervierte Glomerulus zeigt deutlich Bereiche, in denen keine sytGFP
Markierung zu sehen ist. Das Modell zeigt den in der Abbildung eingerahmten Ausschnitt.
In Reihe (D) ist ein Beispiel fur eine Mutation gezeigt, die zu einer abgerundeten Form des
ORN47b Glomerulus und einem stark vergroRerten ORN46a Glomerulus fiihrt. Alle
Abbildungen zeigen Antikdrperfarbungen mit a-Ncad (rot) und a-GFP (grin).



A Wildtyp
B Fehlprojektion von
ORN-Axonen

C Ektopische glomerulare
Strukturen

NCad-ahnlicher
Phanotyp

d
®
s
L

Abb. 9: Ubersicht zur phinotypischen Klassifizierung II. Reihe (A) zeigt
den Wildtyp. In Reihe (B) ist ein Beispiel fiir eine Fehlprojektion dargestellt. Die Pfeile
deuten hier auf innervierte Bereiche im AL die im Wildtyp keine synaptische
Markierung zeigen. In Reihe (C) weisen die Pfeile auf kompakte, ektopische
Strukturen hin. Reihe (D) zeigt ein Beispiel fiir den charakteristischen Phanotyp, der
durch den Verlust von NCad bedingt wird. Die markierten Glomeruli wirken zur
Kommissur hin (Sternchen) ,verschmiert* und haben eine langgezogene Form. Alle
Abbildungen zeigen Antikdrperfarbungen mit a-Ncad (rot) und a-GFP (grin).
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Tab. 2: Phéanotypische Klassifizierung der Mutanten.
Gruppe phanotypische Klasse
Reduktion des Verlust synaptischer Markierung einzelner ORN-Klassen

ORN-Projektionsmusters | unvollsténdige Innervation von Glomeruli

Projektion in ektopische | ektopische glomerulére Strukturen

AL-Regionen Fehlprojektion von ORN-Axonen

Defekte in der Glomerulus | Defekte in Form und Struktur eines Glomerulus
Bildung NCad-éhnlicher Phanotyp

Abbildung 10 zeigt die prozentuale Verteilung der Mutationen (n=110) auf die einzelnen

phanotypischen Klassen.

Reduktion des ORN-Projektionsmusters
48,2%

Projektion in ektopische AL-Regionen
33,3%

Defekte in der Glomerulus Bildung
18,5%

74% 2419 3 Verlust synaptischer Markierung einzelner ORN-Klassen
O unvolistéandige Innervation der Glomeruli

B Defekte in Glomerulus-Form und -Struktur
B Ncad-Phanotyp

241% B Fehlprojektion von ORN-Axonen

13,9% m Ektopische glomerulare Strukturen

259%

4.,6%

Abb. 10: Prozentuale Verteilung der analysierten Mutationen auf die

phanotypischen Klassen.

Es wird deutlich, dall etwa die Halfte der analysierten Mutationen eine Reduktion des MM1-
Projektionsmusters aufweist. Etwa ein Drittel der Mutanten zeigt eine Art von Fehlprojektion

der ORNs in Bereiche des AL, die im Wildtyp nicht innerviert sind.

Die Grenzen zwischen den hier eingeteilten phanotypischen Klassen sind manchmal
flieRend. Einzelne Mutationen zeigen durchaus mehrere Charakteristika der verschiedenen
phanotypischen Klassen. Abbildung 11 zeigt Beispiele von Mutationen, die in Minute-Klonen
zu besonders divergenten Phanotypen flhren. So kdnnen verschiedene Mosaik-Gehirne
derselben Mutante zum Teil sehr unterschiedliche Charakteristika zeigen. Wahrend ein Teil

der analysierten Gehirne eine Reduktion der ORN-Innervation zeigt, fehlt in anderen die
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Markierung einer einzelnen ORN-Klasse. In einem weiteren Teil der Gehirne ist hingegen
eine deutliche Fehlprojektion von ORN-Axonen in ektopische AL-Regionen zu beobachten
(siehe Mutation F2-129 in Abb. 11).

Bei solchen Mutationen erfolgte die Einteilung in eine der phanotypischen Gruppen dann

entsprechend der Expressivitat oder Penetranz einzelner Defekte.

3.1.1.7 Reduktion des ORN-Projektionsmusters

3.1.1.71 Verlust der synaptischen Markierung einzelner ORN-Klassen

Insgesamt wurden 26 der aufgedeckten Mutanten dieser phanotypischen Klasse zugeordnet
(siehe Auflistung in Tabelle 3).

Tab. 3: Mutationen, die zum Verlust synaptischer Markierungen einzelner ORN-

Klassen fiihren.

A1-004 F2-085 G2-037 J1-076
D1-011 F2-113 G2-072 J2-038
D1-013 F2-116 H1-004 J3-003
D1-040 F2-125 H1-037 J3-044
E1-013 G1-040 H2-195 J3-066
E1-034 G1-060 11-031

E2-028 G2-036 12-065

Abbildung 12 zeigt einige Beispiele aus dieser phanotypischen Klasse. Beim Vergleich der
hier eingeordneten Mutationen fallt auf, dal} es in einigen Mutanten zwar zum Verlust des
GFP-Signals verschiedener ORN-Klassen kommt, die Glomeruli dieser Klassen jedoch mit
Hilfe der a-NCAD-Farbung nachgewiesen werden kdnnen. Anscheinend beruht die fehlende
Markierung hier auf einem Defekt im Transport oder der Expression des SYTGFP-Proteins
(z.B. G2-072 und H1-037 in E-F). In einigen Mutanten ist der Verlust von Glomeruli auch mit
der a-NCAD-Farbung nachweisbar, was Hinweise auf das Fehlen der jeweiligen ORN-
Klassen gibt (z.B. H2-195 und A1-004 in G-H).

Interessanterweise konnte unter den analysierten Mutationen keine gefunden werden, in der
es nur auf der kontralateralen Seite des Gehirns zum kompletten Verlust einzelner ORN-
Markierungen kommt. Lediglich eine starkere Reduktion der ORN-Innervation verschiedener

Klassen wurde beobachtet.
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Abb. 11: Heterogenitat und Expressivitat mutanter Phanotypen. Reihe (A)

zeigt die unterschiedlichen Phanotypen der Mutante D7-040. In einem Grolteil der AL
fehlen synaptische Markierungen von Glomeruli. Lediglich der von den ORN46a
Axonen innervierte Glomerulus ist stets markiert. Ein Drittel der AL zeigen jedoch eine
deutliche Innervation der anderen Glomeruli sowie ektopische glomerulare Strukturen
(Pfeilspitze). Reihe (B) zeigt AL der Mutante F2-129. Neben der Reduktion mehrer
ORN Klassen (54,5%) ist auch der selektive Verlust der ORN47b Markierung
(gestrichelte Markierung) zu beobachten (37,3%). Andere AL dieser Mutante zeigen
jedoch starke Fehlprojektionen (Pfeil) und den Verlust klar abgegrenzter, glomerularer
Strukturen (18,2%). In Reihe (C) ist die Mutante F2-085 dargestellt. Alle der
untersuchten Gehirne zeigten eine Reduktion des synaptischen Musters. Hier sind
entweder ganze Glomeruli nicht markiert (linkes Bild) oder die Innervation einzelner
Glomeruli ist reduziert (Pfeilspitze). Etwa ein Drittel der Mosaik-Gehirne zeigt ein
wildtypisches Projektionsmuster. Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40* GMR-
GFP/ FRT40 CycE; MM1/+. Die hier gezeigten Praparate wurden mit a-Ncad (rot) und
o-GFP (griin) markiert.




Abb. 12: Verlust der synaptischen Markierung einzelner
ORN-Klassen. In (A) ist der ORN-Marker MM1 im Wildtyp dargestellt.
In den hier gezeigten Mutanten fehlt oft die synaptische Markierung
ganzer ORN-Klassen. Die Auspragung des Phanotyps ist
unterschiedlich. Wahrend der Mutante F2-113 (C) ausschlieRlich die
Innervation der ORN47b-Axone fehlt, so kommt es in der Mutante
F2-116 (D) zum Verlust aller ORN-Marker mit Ausnahme der Klassen
ORN46a (Sternchen) und ORN22a (Pfeilspitzen). Ein haufig
beobachteter Phanotyp ist am Beispiel der Mutante A7-004 (H) gezeigt.
Hier ist nur eine synaptische Markierung im Bereich des ORN46a-
Glomerulus zu erkennen (Pfeile). Wahrend in G2-072 (E) und H71-037
(F) lediglich die GFP-Markierung des ORN47b Glomerulus fehlt, ist die
Struktur des Glomerulus in der Antikdrperfarbung mit a-Ncad deutlich
zu erkennen (gestrichelte Linien). Die Antikorperfarbung der Gehirne in
J1-076 (B) und H2-195 (G) zeigt hingegen einen deutlichen Defekt der
AL-Struktur. Genotyp: eyFLP; ORZ22a:sybGFP FRT40* GMR-GFP/
FRT40 CycE; MM1/+. Die hier dargestellten adulten Gehirne wurden
mit a-Ncad (rot) und a-GFP (griin) markiert.
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3.1.1.7.2 Reduzierte Innervation einzelner Glomeruli

In Abbildung 13 sind einige Beispiele fir Mutanten gezeigt, die eine unvollstandige
Innervation eines oder mehrer Glomeruli zeigen. Insgesamt wurden 25 Linien dieser

phanotypischen Klasse zugeordnet (siehe Auflistung in Tabelle 4).

Tab. 4: Mutanten, die eine unvolistindige Innervation verschiedener Glomeruli
zeigen.
A1-002 F2-096 H1-046 L2-033
B1-031 G2-034 H1-056 L2-039
C1-012 G2-073 11-051 L2-081
C1-014 G2-101 12-107 T1-036
D1-044 H1-038 J3-023
F2-012 H1-039 K1-021
F2-084 H1-045 L1-020

Die hier eingeordneten Mutationen zeigen alle eine reduzierte Innervation mehrerer ORN-
Klassen. Unter allen analysierten Mutationen konnte keine gefunden werden, die spezifisch

zur Reduktion einer einzelnen ORN-Klasse fihrt.

3.1.1.8 Projektion von ORN-Axonen in ektopische AL Regionen

3.1.1.8.1 Mutationen, die zur Fehlprojektion von ORN Axonen fiihren

Insgesamt konnten in der phanotypischen Mutantenanalyse 30 Mutationen isoliert werden,
die eine Fehlprojektion markierter ORN-Axone =zeigen. Abbildung 14 zeigt einige

phanotypische Beispiele der in Tabelle 5 aufgelisteten Mutationen.

Tab. 5: Mutanten mit Fehlprojektionen der markierten ORN Axonen.
C1-010 F2-123 12-063 L2-004 u2-017
C1-020 H1-002 J1-024 L2-026 W1-040
C1-024 H1-013 J1-049 L2-105
C1-055 H1-040 J1-059 T1-049
D1-031 H1-044 J2-071 T3-022
F1-025 H2-134 J2-072 ui1-016
F2-042 11-070 K1-070 U1-032
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Im Vergleich zum Wildtyp fallt auf, daR in fast allen der hier eingeordneten Mutanten eine
Anhaufung des SytGFP-Signals in den Axonen zu beobachten ist. Zum einen ist das Signal
vesikular in bestimmten Bereichen des AL zu finden (F’), zum anderen scheint es in
manchen Axonen gleichmalig verteilt (G’).

Neben eher vereinzelten Axonen (F’, gestrichelte Markierung in B), die beispielsweise in den
ventro-medialen AL projizieren, kommt es auch zu Akkumulationen in kleinere gemeinsame
Bereiche (Pfeile in C und E). Eine Konvergenz der Axone in eine gemeinsame kompakte
Struktur konnte jedoch nicht beobachtet werden. Vielmehr bleiben sie an der Oberflache

dieser Bereiche liegen oder sie innervieren Glomeruli anderer Klassen (G’).

3.1.1.8.2 Mutationen, die zur Bildung ektopischer glomerularer Strukturen fiihren

Insgesamt wurden nur in zehn Mutationen ektopische glomerulare Strukturen identifiziert.

Abbildung 15 zeigt einige der in der Tabelle 6 aufgelisteten Mutationen.

Tab. 6: Mutanten, in denen ektopische glomerulédre Strukturen zu finden sind.

A1-005 H1-006 12-066 Uz2-017
F2-021 H2-126 K2-073
F2-130 H2-180 V2-013

Im Gegensatz zu Mutationen, in denen eine Fehlprojektion von ORN Axonen in andere
Glomeruli beobachtet werden kann (siehe 3.1.1.8.1), kommt es in den hier eingeordneten
Mutationen zur Bildung neuer glomerularer Strukturen. Diese lassen sich auch durch eine
a-NCAD-Farbung nachweisen.

Auffallend ist zudem, da® die Mutanten in dieser phanotypischen Klasse kaum weitere
Defekte, wie z.B. unvollstadndige Innervation einzelner Glomeruli oder ahnliches, zeigen.

Die ektopischen Glomeruli kénnen zum einen stets an der gleichen Position im AL lokalisiert
sein (wie z.B. bei F2-130, Abb. 15 B), zum anderen kann die Lokalisation in den

verschiedenen Mosaik-Gehirnen auch variieren (wie z.B. bei A7-005 in Abb. 15 D).
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Abb. 13: Unvollstandige Innervation eines Glomerulus. (A) zeigt das
Projektionsmuster des MM1-Markers im Wildtyp. Die hier exemplarisch
dargestellten Mutanten zeigen alle eine unvollstdndige Innervation der
Glomeruli einer oder mehrerer ORN-Klassen. In der Mutante C71-012 (B) ist
nur die Innervation des ORN46a Glomerulus deutlich reduziert. Die Mutanten
J3-023 (C-C’), F2-096 (E) und G2-034 (F-F‘) zeigen eine Reduktion in
mehreren ORN Klassen. In einigen Mutanten kommt es auch zum kompletten
Verlust der Markierung von ORN Klassen. In der Mutante A7-002 (D) fehlt die
Markierung der ORN46a und ORN47a Axone (gestrichelte Markierung). Die
Ubrigen markierten Glomeruli zeigen zudem kleinere Bereiche, in denen kein
GFP-Signal zu detektieren ist. Im Fall von /1-0567 (G) wird die reduzierte
Innervation des ORN47b Glomerulus besonders deutlich, wenn man die
kontralaterale Projektion betrachtet (G*). Wahrend im ipsilateralen Bereich
(G) die Halbmond-ahnliche Form des Glomerulus mehr oder weniger
ausgeflllt ist, so ist das Innervationsmuster der kontralateral projizierenden
Axone deutlich reduziert. Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40* GMR-
GFP/ CycE FRT40; MM1/+. Die hier dargestellten adulten Gehirne wurden
mit a-Ncad (rot) und o-GFP (grin) gefarbt. (B'-F‘) sind Ausschnitts-
vergréRerungen aus den Projektionen in (B-F).



Abb. 14: Fehlprojektion von ORN-Axonen. In (A) ist das wildtypische
Projektionsmuster des MM1-Markers dargestellt. In den meisten Mutanten
dieser phanotypischen Klasse wird der ventro-mediale AL innerviert. In den
Mutanten L2-026 (B) und C7-055 (F) sind vor allem im kontralateralen, ventro-
medialen AL ektopische Axontermini lokalisiert (gestrichelte Markierung in B
und F*). Die Mutanten J2-071 (C) und J7-059 (D) zeigen sowohl ipsi- als auch
kontralateral Fehlprojektionen in dieser Region (Pfeile). In C71-024 (E) kommt
es zur Fehlprojektion der Axone in anterior-mediale Bereiche des AL (Pfeile).
Die Mutation B7-031 (G) fihrt zur partiellen Innervation des VA1-Glomerulus
(gestrichelte Markierung in G'). Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40*
GMR-GFP/ CycE FRT40; MM1/+. Die hier dargestellten adulten Gehirne
wurden mit a-Ncad (rot) und a-GFP (griin) gefarbt. (F*-G‘) sind Ausschnitts-
vergréRerungen aus den Projektionen in (F-G).



Abb. 15: Ektopische glomerulare Strukturen. (A) zeigt das
wildtypische Muster des ORN-Markers. Die hier gezeigten Mutanten sind
Beispiele fir die unterschiedlichen Auspragungsformen ektopischer
glomerularer Strukturen. So findet man neben kleineren Glomeruli
(Pfeilspitzen in C und E) auch groRe kompakte glomeruldre Strukturen
(Pfeilspitzen in B und D). Die Mutation F2-130 fihrt zur Bildung eines
ektopischen Glomerulus (Markierung in B‘), der stets unterhalb des ORN23a-
Glomerulus liegt (Sternchen). Weitere Analysen haben gezeigt, dal® dieser
jedoch von ORN47b Axonen innerviert wird. In der Mutante K2-073 ist haufig
eine Verbindung (Pfeil in E') der ektopischen Strukturen (gestrichelte
Markierung) zum ORN47b Glomerulus zu beobachten. Dargestellte
Mutanten: (B) F2-130, (C) F2-021, (D) A1-005, (E) K2-073 und (F) H1-006.
Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40 * GMR-GFP/ CycE FRT40; MM1/+.
Die hier dargestellten adulten Gehirne wurden mit a-Ncad (rot) und a-GFP
(griin) gefarbt. (B, E' und G*) sind AusschnittsvergrofRerungen aus den
Projektionen in (B, E und F).
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3.1.1.9 Defekte in der Glomerulus Bildung

3.1.1.9.1 Mutationen, die zu Defekten in Form und Struktur eines Glomerulus fiihren

Insgesamt wurden 15 Linien anhand ihres Phanotyps dieser Klasse zugeordnet (siehe

Tabelle 7). Abbildung 16 zeigt eine Auswahl der Phanotypen.

Tab. 7: Mutanten, mit Defekten in Form und Struktur der Glomeruli.

D1-007 F2-074 L1-063
D1-016 F2-129 L2-080
D1-030 G1-002 V1-019
E1-001 J2-064
F1-020 J2-075
F2-022 J3-047

Die Entscheidung, ob ein Glomerulus eine andere Form oder Struktur hat fallt oft schwer. Da
die meisten der markierten Glomeruli klein sind und eine kugelige, runde Form aufweisen,
lassen sich solche Defekte meist nur am besonders markanten ORN47b Glomerulus
erkennen. In einigen Fallen kommt es zur Veranderung der charakteristischen Halbmond-
Form, so daf ein eher rundlicher Glomerulus entsteht (D und D’). Auffallig ist der Phanotyp
der Mutation F2-022. Hier laldt sich die synaptische Markierung haufig keiner bestimmten
ORN-Klasse zuordnen (E).

Einige Mutationen flihren nicht direkt zu einer Veranderung der Glomerulus Form, vielmehr
ist das Innervationsmuster innerhalb eines Glomerulus betroffen. So zeigt z.B. die Mutation
D1-016 in den ORN47b (Kasten in C und C’) und ORN23a Glomeruli (Pfeil in C) runde
Bereiche, in denen keine ORN Axone zu sehen sind. Hier scheint eher die Anordnung von

ORN-Axonen und den PN- und LN-Dendriten gestort zu sein.

3.1.1.9.2 Die Komplementationsgruppe NCad

Zunachst wurden in der phanotypischen Mutantenanalyse finf Mutationen isoliert, die den
charakteristischen fur NCad beschriebenen Konvergenzverlust zeigen (Hummel and
Zipursky, 2004). Darauf folgende Komplementationsanalysen mit einer beschriebenen
NCad-Mutation ergaben, dall es sich bei allen finf Mutationen um NCad-Allele handelt.
Abbildung 17 zeigt die Phanotypen der Komplementationsgruppe.
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Tab. 8: Im Screen identifizierte NCad-Allele.
E2-023 H2-237
H2-096 uU1-018
H2-115

Drei der isolierten NCad-Allele stammen aus dem Mutagenese-Ansatz H2, kénnten also
klonalen Ursprungs sein. lhre phanotypische Auspragung ist jedoch unterschiedlich. Das
Allel NCad"#%% zeigt, ahnlich wie NCad®?°%, einen milden Effekt, NCad"*?” hingegen fiihrt
zum kompletten Verlust der AL-Struktur.

Alle Mutationen, die den flir NCad beschriebenen Phanotyp zeigen, konnten als Allele von
NCad bestatigt werden. Somit konnten auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms keine
weiteren Gene identifiziert werden, die ebenfalls zu diesem charakteristischen Phanotyp

fUhren.

3.1.1.10 Kartierung der letalen Mutationen

In Zusammenarbeit mit Claus Schulte (Schulte, 2005) und Bernd Goéliner (Gollner, 2007)
wurde die zytologische Kartierung einer Auswahl von Mutationen begonnen. Hierzu wurden
die letalen Mutationen mit einer Kollektion von homozygot letalen Defizienzen (Bloomington,
Drosophila Stock Center) auf ihr Komplementationsverhalten hin untersucht. Falls die
Defizienzen eine oder mehrere Letalitdten des mutanten Chromosoms aufdecken konnten,
wurden weitere kleinere Defizienzen, sowie letale P-Element Insertionen oder Mutationen in
dieser Region in die Komplementationsanalyse mit einbezogen. Tabelle 9 fallt die

Ergebnisse der Kartierung zusammen.

Tab. 9: Kartierungsdaten ausgewahlter Mutationen.

Mutation | chromosomaler Bereich ORN Phanotyp

Veranderte Form der Glomeruli; Fehlprojektionen
E1-001 21B4 ; 21B7
einzelner Axone; teilweise reduzierte Innervation

26B01-02 ; 26D01-02

F2-022 Fehlprojektionen in den ventro-medialen AL
31B ; 32D1
F2-042 34D4 ; 34E2 Fehlprojektionen einzelner Axone im gesamten AL
Fehlprojektion der ORN47b Axone in ektopischen
F2-130 26D10 ; 27C1
Glomerulus im dorso-lateralen AL
Starke Fehlprojektionen von ORN-Axonen im gesamten
H1-002 22E1; 22F3

AL
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H1-056

11-070

12-063

J1-059

K1-070

K2-073

L2-105

T1-036

T1-049

T3-022

U1-016

U1-032

uz2-017

V1-019

V2-013

W1-040

33B3 ; 33B8

36C11 ; 36D1

31F4 (CG6094)

(Class 1 peptide chain

release factor)

CG9140
(NADH-Ubichinon
Oxidoreduktase)
31B; 32A

36B3 ; 36C
32D1 ; 32F1-3

24C2-8 ; 25C8-9
26D3-E1 ; 26F4-7

28A4-B1; 28D3-9 *
28E4-7 ; 29B2-C1 *

35F-36A ; 36D
36C2-4 ; 37B9-C1

29C1-2; 30C8-9

35B4-6 ; 35F1-7

21E2

21A1; 21B7-8

35B4-6 ; 35F1-7

lace

21B7-C1 ; 21B6-8

semala

30C3-5 ; 30F1

Reduzierte Innervation und Verlust einzelner Glomeruli;

Defekte in anderen Bereichen des Kopfes

starke Fehlprojektion von Axonen im gesamten AL

Fehlprojektionen einzelner Axone im gesamten AL;

ektopischer Glomerulus im posterioren AL

Fehlprojektionen in den ventro-medialen AL, ORN47b

Glomerulus ist elongiert

Fehlprojektion von einzelnen Axonen im gesamten AL

Fehlprojektionen in den dorsalen AL

Fehlprojektionen im gesamten AL

* Aus Komplementationskreuzungen schliipfen einzelne

Escaper-Tiere mit deutlichen Fligel-Phanotypen

Reduzierte Innervation des ORN47b Glomerulus,

Fehlprojektionen im lateralen AL
Fehlprojektionen in den dorso-medialen AL

Innervation der Glomeruli durch ORN-Axone mit
starken Bouton-artigen Verdickungen; Fehlprojektionen
und elongierter ORN47b Glomerulus

Fehlprojektion in den ventro-medialen AL

Abgrenzung der Glomeruli wirkt undeutlich,

Fehlprojektionen im ventralen AL

Ektopische Glomeruli im gesamten AL verteilt
Reduzierte Innervation von Glomeruli

Ektopische Glomeruli, elongierter ORN47b Glomerulus

Fehlprojektionen oberhalb des ORN47b Glomerulus
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Abb. 16: Defekte in Form und Struktur eines Glomerulus. (A)
zeigt den MM1-Marker im Wildtyp. In den hier dargestellten Mutanten
zeigen unterschiedliche Glomeruli Defekte in Form oder Struktur der
synaptischen Markierung. In der Mutante D71-030 (B) zeigen sowohl der
ORN21a (Pfeilspitze), als auch der ORN47b Glomerulus (Pfeil) eine
unregelmafllige Abgrenzung. Die Glomerulus-Grenze weist hier
deutliche Einkerbungen auf. In D7-076 Mutanten sind im ORN47b und
ORN23a Glomerulus Bereiche zu beobachten, die von einer ORN-
Innervation ausgespart werden (Pfeil in C und Cf). Der ORN47b
Glomerulus in F2-129 Mutanten wirkt eher rund (Markierung in D und
D). Der eigentlich Halbond-formige Glomerulus ist auch mit der a-
Ncad-Farbung nicht nachweisbar. In F2-022 (E-E‘) 14t sich die GFP-
Markierung oft nicht eindeutig einer bestimmten ORN-Klasse zuordnen.
ORN47b und ORN46a Axone konvergieren hier scheinbar in
gemeinsame Bereiche. In J2-075 Mutanten (F) projizieren die ORN47b
Axone, Uber ihren Zielglomerulus hinaus weiter dorsal in benachbarte
Glomeruli (Markierung in F‘). Der ORN47b Glomerulus wirkt auch hier
nicht mehr scharf abgegerenzt. Genotyp: eyFLP;, ORZ22a:sybGFP
FRT40* GMR-GFP/ CycE FRT40; MM1/+. Die hier dargestellten
adulten Gehirne wurden mit a-Ncad (rot) und a-GFP (griin) gefarbt. (C*-
F*) sind Ausschnittsvergréf3erungen aus den Projektionen in (C-F).



Abb. 17: Die Komplementationsgruppe NCad. (A) zeigt den MM1-Marker im
Wildtyp. In den hier dargestellten Ncad-Allelen konvergieren die markierten Axone nicht
mehr in kompakte Glomeruli. Die phanotypische Auspragung ist in den verschiedenen
Allelen unterschiedlich. Den schwachsten Phanotyp zeigt das Allel E7-023 (C). Das
SytGFP-Signal im AL laf3t sich noch den einzelnen ORN-Klassen zuordnen, zudem zeigt
die a-Ncad-Farbung noch Reste glomerularer Strukturen. Das Allel H2-096 (B) zeigt keine
glomerulare Strukturierung mehr. In H2-115 (D) und U7-018 (E) kann das GFP-Signal den
einzelnen ORN-Klassen nicht mehr eindeutig zugeordnet werden. Das Allel H2-237 (F)
zeigt den starksten Phanotyp. Da die in der rechten Spalte abgebildeten Allele (B, D, F)
alle aus dem gleichen Mutageneseansatz (H2) stammen, kénnten sie auch klonal sein.
Der besonders starke Phanotyp von H2-237 unterscheidet sich jedoch deutlich von dem
der anderen Allelen. Genotyp: eyFLP; OR22a:sybGFP FRT40* GMR-GFP/ CycE FRT40;
MM1/+. Die hier dargestellten adulten Gehirne wurden mit a-Ncad (rot) und o-GFP (grun)
gefarbt.
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3.2 Die Mutation sema1a“?"?

Die Mutante V2-13 fiel im phanotypischen Screen aufgrund der Fehlprojektion von ORN-
Axonen und der Bildung ektopischer glomerularer Strukturen auf (Schulte, 2005). Mittels
Komplementationsanalysen konnte die letale Mutation der Linie V2-13 zunachst auf den
Bereich 29E kartiert und dann als ein neues Allel von semaphorinia identifiziert werden.

Die Mutation V2-13 konnte die beiden beschriebenen semaphorinia Allele sema1a” und
semata™ (Kolodkin et al., 1993; Yu et al., 1998) nicht komplementieren. Zudem konnten fiir
die beschriebenen Allele vergleichbare Phanotypen beobachtet werden. In Abbildung 18 ist
das MM1-Projektionsmuster in Minute-Klonen mit den verschiedenen sema7a-Allelen
dargestellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dall der ORN47b Glomerulus in einigen der Mosaik-Gehirne
stark elongiert ist (Pfeilspitzen in B und D-F). Oberhalb des ORN47b Glomerulus ist in
einigen Gehirnen zudem ein ektopischer Glomerulus zu erkennen (Pfeilspitzen in C und G).
Auch neben dem ORN21a Glomerulus ist in 2/3 der Mosaik-Gehirne ein ektopischer
Glomerulus lokalisiert. Die Axone der maxillaren Klasse ORN46a scheinen ihren
Zielglomerulus im AL nicht mehr vollstandig zu innervieren (Sternchen in C-G). In einigen
Fallen terminieren ORN-Axone in Bereichen aulRerhalb des AL (Umrisslinie in C).

In Zusammenarbeit mit Marc Lattemann wurde die folgende Charakterisierung der sema1a-

Funktion im olfaktorischen System durchgefuhrt (Lattemann et al., 2007).

3.2.1 Phanotypische Charakterisierung von sema7a-Mutanten

Bisher wurde der Phénotyp von sema1a’?"

nur im Hintergrund des MM1-Markers analysiert.
Es gibt zwar einige Hinweise darauf, welche der markierten ORN-Klassen fiir welchen
Phanotyp verantwortlich ist, jedoch kann erst nach Analyse einzelner markierter ORN-
Klassen eine eindeutige Aussage uber die Funktion von sema7a in den verschiedenen

Klassen gemacht werden.

3.2.1.1 Analyse einzelner antennaler ORN-Klassen

Durch die Verwendung spezifischer OR-Gal4 Linien zusammen mit dem Reporterkonstrukt
UAS-sytGFP werden die einzelnen ORN-Klassen im wildtypischen und mutanten

Y213 \wurden nun die verschiedenen

Hintergrund dargestellt. In Minute-Klonen mit semaia
ORN-Klassen auf mogliche Projektionsdefekte hin untersucht. Einige Beispiele der
untersuchten ORN-Klassen sind in Abbildung 19 zusammengestellt.

Die Analyse der einzelnen ORN-Klassen ergab, dall der Verlust von semala in den

untersuchten ORN-Klassen zu zwei Arten von Projektionsdefekten fuhrt.
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Zum einen kommt es bei einigen ORN-Klassen in sema7a-Mosaiken zur Fehlprojektion von
Axonen in benachbarte Regionen. ORN19a und ORN83c Axone projizieren z.B. Uber ihr
eigentliches Ziel hinaus in ihre Nachbar-Glomeruli. Die Abgrenzung des Glomerulus wirkt
daher unregelmaRig. Die Axone scheinen zwar ihre ungefahre Zielregion im AL zu finden,
konvergieren jedoch nicht vollstandig zu einem kompakten, klar abgegrenzten Glomerulus.
Diese Art des Konvergenzverlustes wird im Folgenden als Konvergenzdefekt ,Typ 1°
beschrieben.

Ein weiterer Phanotyp ist das Auftreten kompakter ektopischer Glomeruli. Neben den
ORN47b (H und H’) und ORN21a Axonen, die bereits im MM1-Muster markiert waren,
zeigen auch Axone der Klasse ORNG67b eine Fehlprojektion in ektopische glomerulare
Strukturen (Pfeil in F). Hier projizieren die sema7a mutanten Axone in ektopische Regionen
des AL und konvergieren dort zu einem zusatzlichen Glomerulus. Diese Art von Phanotyp
wird im Folgenden als Konvergenzdefekt vom , Typ 2* beschrieben

Der Verlust der semaa Funktion in den ORNSs fiihrt jedoch nicht in allen Klassen zu einem
der beschriebenen Konvergenzdefekte. Einige Klassen, wie z.B. ORN92a (I-J) und ORN42b

(K-L), zeigen in Minute-Klonen mit sema1a"?"?

keine Veranderung zum wildtypischen
Innervationsmuster. Insgesamt wurden 17 antennale ORN-Klassen auf Projektionsdefekte
hin untersucht. Die phanotypische Analyse von Mosaik-Klonen der verschiedenen ORN-

Klassen ist in Tabelle 10 zusammengefalit.
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Abb. 18: Projektionsdefekte von ORN Axonen in semafa
Klonen. Das semafa-Allel V2-13 zeigt nach Markierung mit dem
Markerchromosom MM1 eine Vielzahl von phanotypischen
Veranderungen. Im Vergleich zum Wildtyp (A) ist der sonst
sichelférmige ORN47b Glomerulus elongiert (Pfeilspitze in B und D).
Oberhalb des ORN47b Glomerulus (Pfeilspitzen in C) oder auch neben
dem ORN21a Glomerulus (Pfeil in D) sind ektopische glomerulare
Strukturen zu beobachten. ORN46a sind im AL teilweise stark
reduziert (Sternchen in C) oder auch weniger stark konvergiert
(Sternchen in D). In einem Teil der Mosaik-Gehirne innervieren
ORN46a Axone Bereiche aufderhalb des AL (gestrichelte Markierung in
C). Die Allele sema1af? (E-F) oder sema1af? (G) zeigen die gleichen
Phanotypen. ORN47b-Axone konvergieren in einen elongierten
Glomerulus (Pfeilspitzen in E-F), dessen dorsaler Teil entweder Uber
einen schmalen Bereich mit dem Rest des Glomerulus verbunden ist,
oder einen eigenen ektopisch lokalisierten Glomerulus (Pfeilspitze in
G). ORN46a Axone konvergieren im AL nicht zu einem Kklar
abgegrenzten Glomerulus (Sternchen in E-F) und ORN21a Axone
bilden ebenfalls einen zweiten ektopischen Glomerulus aus (Pfeil in
G). Das Schema falt die unterschiedlichen Projektionsdefekte
nochmals zusammen. Genotypen: (A) eyFLP; FRT40/ FRT40 CycE;
MM1-Gal4 UAS-SytGFP/+; (B-G) eyFLP; semala FRT40/ FRT40
CycE; MM-Gal4 UAS-SytGFP/+. Verwendete semala-Allele: (B-D)
semalaV?13, (E-F) semataf’, (G) sema1aP2. Alle abgebildeten AL
wurden mit mit a -GFP (griin), a-Nc82 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.



Abb. 19: Der Verlust der sema7a Funktion fiihrt in antennalen ORN-Klassen
zu unterschiedlichen Projektionsdefekten. In den ORN-Klassen 19a (B) und
83c (D) fihrt der Verlust von semaa zu einer Fehlprojektion der mutanten ORN
Axone. Zwar finden diese noch zu ihrem eigentlichen Zielgebiet, projizieren jedoch
auch in benachbarte Bereiche (Pfeile in B* und D). Der Glomerulus grenzt sich
nicht mehr deutlich ab. Im Folgenden wird dieser Phanotyp , Typ1-
Konvergenzdefekt “ genannt. In anderen ORN-Klassen, wie z.B. ORN67b (F) und
ORN47b (H), kommt es zur axonalen Konvergenz in einen ektopischen
Glomerulus (,Typ2-Konvergenzdefekt®). Der ektopische ORN67b Glomerulus liegt
auch weit vom urspriinglichen Terminationsort entfernt (Pfeil in F). Andere ORN-
Klassen, wie 92a (J) oder 42b (L), sind hingegen nicht vom semafa Verlust
betroffen. Genotypen: (A, C, E, G, | und K) eyFLP; FRT40/ CycE FRT40; OR-Gal4
UAS-sytGFP/ + (B, D, F, H, J und L) eyFLP;sema1aV2'3 FRT40/ CycE FRT40;
OR-Gal4 UAS-sytGFP/ +. Verwendete ORN-Klassen: (A-B) ORN19a, (C-D)
ORN83c, (E-F) ORNG67b, (G-H) ORN47b, (I-J) ORN92a und (K-L) ORN42b. Fur
die Antikoérperfarbung wurden o-GFP (grin), o-NC82 (rot) und toto3 (blau)
verwendet.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die phénotypische Analyse der verschiedenen

antennalen ORN-Klassen in sema1a“*" Minute-Klonen.

Klasse Sensille | Glomerulus | Phédnotyp | Penetranz
ORN19a at3 DC1 Typ 1 30%
ORN 21a ab1 \Y, Typ 2 75%
ORN 22a ab3 DM2 Wildtyp -
ORN 23a at2 DA3 Wildtyp -
ORN 42b ab1 DM1 Wildtyp -
ORN 43a at3 DA4| Typ 1 60%
ORN 43b ab8 VM2 Typ1 81%
ORN 47a ab5 DM3 Wildtyp -
ORN 47b at4 VA1lv Typ 2 85%
ORN 49a ab10 DL4 Wildtyp -
ORN 49b ab6 VA5 Typ 1 83%
ORN 65a at4 DL3 Wildtyp -
ORN 67b ab9 VA3 Typ 2 60%
ORN 67c ab7 VC4 Wildtyp -
ORN 83c at2 DC3 Typ 1 70%
ORN 88a at4 VA1d Typ 1 50%
ORN 92a ab1 VA2 Wildtyp -

Alle untersuchten Klassen projizieren entweder aus basikonischen oder trichoiden Sensillen
in den AL. Es ist jedoch keine Korrelation zwischen Auspragung des Phanotyps und dem
Sensillen-Typ festzustellen. So zeigen ORN-Klassen aus basikonischen Sensillen sowohl
Konvergenzdefekte vom Typ1 oder Typ2, als auch ein wildtypisches Innervationsmuster der
jeweiligen Glomeruli.

Ebenso scheint die Lokalisation des eigentlichen Zielglomeruli innerhalb des AL in keinem
Zusammenhang mit einem Konvergenzdefekt oder der wildtypischen Innervation zu stehen.
Sowohl dorsal lokalisierte Glomeruli als auch die ventral liegenden zeigen das gesamte

phanotypische Spektrum.
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3.2.1.2 Analyse einzelner maxillarer ORN-Klassen

Die Besonderheit maxillarer ORN-Klassen besteht darin, da® diese ihre Axone innerhalb des
maxillaren Nervs zunachst durch das SOG projizieren. Aus diesem treten sie etwas
unterhalb des AL aus und wachsen schliellich medial des V-Glomerulus in den AL ein.
Zunachst wurde die Innervation der eigentlichen Zielglomeruli im AL untersucht. Abbildung
20 zeigt die funf analysierten maxillaren ORN-Klassen im Uberblick.

Fur alle hier untersuchten maxillaren ORN-Klassen konnte ein Konvergenzdefekt vom ,Typ1©
beobachtet werden. Teilweise erstreckt sich die Innervation durch die Axone einer ORN-
Klasse {iber groRere Bereiche. sema’a'?"® mutante Axone der Klassen ORN59¢ (D) und
ORN85e (F) terminieren z.B. in einiger Entfernung zum eigentlichen Zielglomerulus
(Pfeilspitzen). Im Vergleich zu antennalen ORN-Klassen, wie ORN47b oder ORN67b, kommt
es hier jedoch nicht zur axonalen Konvergenz in kompakte ektopische Strukturen. Die
Glomeruli der Klassen ORN71a und ORN46a liegen im AL direkt benachbart und grenzen
sich im Wildtyp deutlich voneinander ab. Durch eine differentielle Markierung beider Klassen
laRt sich ihre gemeinsame Grenze im Wildtyp darstellen (K). In semata“?" Mutanten
verschwindet diese Abgrenzung. Die ORN-Axone der beiden Klassen ,greifen ineinander®
und ihre Innervation begrenzt sich nicht auf einen kompakten Glomerulus (L). Jedoch konnte
in keinem der analysierten Gehirne eine Co-Konvergenz von ORN71a und ORN46a Axonen
in gemeinsame Bereiche beobachtet werden. Die Ergebnisse zur Analyse der Innervation

V2-13

semaila mutanter maxillarer ORNSs sind in Tabelle 11 nochmals zusammengefalt.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die phdnotypische Analyse der verschiedenen maxillaren

ORN-Klassen in sema1a“*"® Mosaik-Klonen.

Klasse Sensille | Glomerulus | Phdnotyp | Penetranz
ORN 42a pb1 VA7 Typ 1 60%
ORN 46a pb2 VM7m/ Typ 1 80%
ORN 59c pb3 1, VM7 Typ 1 99%
ORN 71a pb1 VC2 Typ 1 83%
ORN 85e pb2 VCA1 Typ 1 98%

FUr den mutanten Phanotyp im MM1-Marker wurde bereits eine ektopische Innervation
unterhalb des AL beschrieben (siehe 3.3). In Abbildung 21 sind Beispiele der analysierten
maxillaren ORN-Klassen gezeigt, die neben ihrer Zielregion im AL (Pfeile in A-C) auch

Bereiche unterhalb des AL innervieren. Diese ektopischen Bereiche kénnen mit dem
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Abb. 20: Der Verlust der sema7a Funktion in maxillaren ORN-Klassen (1).
Im Wildtyp konvergieren ORN42a (A) Axone in einen kompakten Glomerulus ventro-
medial im AL. In sema7a Mutanten projizieren die Axone zwar in die richtige Region,
der Glomerulus wirkt jedoch unférmig und grenzt sich nicht deutlich von den
benachbarten Klassen ab (B). Auch sema7a mutante ORN59¢c Axone (D) zeigen einen
deutlichen Konvergenzverlust im Vergleich zum Wildtyp (C). Wahrend im Wildtyp
ORNB85e Axone in einen einzelnen, kompakten Glomerulus konvergieren, akkumulieren
in semaia Mutanten die Axontermini (F) in deutlich voneinander getrennten Bereichen
(Pfeilspitzen). Auch die ORN46a (J) und ORN71a (H) Glomeruli grenzen sich in
semaia Mutanten nicht klar von benachbarten Glomeruli ab. Doppelmarkierungen
beider Klassen zeigen, dal} sich ihre Axone durchmischen. In der 3D-Rekonstruktion (L)
ist keine scharfe Grenze zwischen dem von ORN46a (griin) und dem von ORN71a (rot)
innervierten Glomerulus zu erkennen. Genotypen: (A, C, E, G, |) eyFLP, FRT40/ FRT40
CycE; OR-Gal4 UAS-sytGFP/+ (B, D, F, H, J) eyFLP, semaV?-3 FRT40/ FRT40 CycE;
OR-Gal4 UAS-sytGFP/+ (K) eyFLP, FRT40/ FRT40 CycE;, OR71a-Gal4 UAS-CD2
OR46a::sytGFP/+ (L) eyFLP, semaV?'3 FRT40/ FRT40 CycE; OR71a-Gal4 UAS-CD2
OR46a::sytGFP/+, verwendete OR-Gal4 Linien: (A-B) OR42a-Gal4 (C-D) OR59c-Gal4
(E-F) OR85e-Gal4 (G-H) OR71a-Gal4 (I-J) OR46a-Gal4. Antikdrperfarbungen: (A-J) a-
GFP (griin), a-Nc82 (rot) und toto3 (blau) (K-L) a-GFP (griin) und a-CD2 (rot).



Abb. 21: Der Verlust der semala Funktion in maxillaren ORN-
Klassen (2). Maxillare ORN Axone missen auf dem Weg zu ihrem
Zielgebiet im AL zunachst das SOG durchqueren (siehe Schema). In
semaia Mutanten kommt es in einigen Fallen zur Bildung ektopischer
glomerularer Strukturen unterhalb des AL. Die Axone der verschiedenen
ORN-Klassen stoppen nach Austritt aus dem SOG und es kommt zur
Akkumulation von Axontermini der verschiedenen ORN-Klasse. Einige
Axone projizieren dennoch in ihre Zielregion im AL (Pfeile in A-C).
Genotypen: (A) eyFLP, semaV?'3 FRT40/ FRT40 CycE; OR85e-Gal4
UAS-sytGFP/+ (B) eyFLP, semaV?13 FRT40/ FRT40 CycE; OR71a-Gal4
UAS-sytGFP/+ (C) eyFLP, semaV213 FRT40/ FRT40 CycE; OR46a-Gal4
UAS-sytGFP/+ (A'-C) sind Vergrofierungen der ektopischen Strukturen in
(A-C). Die hier gezeigten Praparate wurden alle mit o -GFP (griin), a-
Nc82 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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a-NCad-Antikérper nachgewiesen werden. Auffallend ist, dal3 auch hier die ORN-Axone
nicht zu kompakten, ektopischen Strukturen konvergieren. Vielmehr scheint es sich um

Ansammlungen ektopischer Axontermini der verschiedenen ORN-Klassen zu handeln.

3.2.2 Klassen-spezifische Erkennung sema7a mutanter ORN Axone

Eine wesentliche Eigenschaft der axonalen Konvergenz im AL ist, dal® jeder Glomerulus nur
von einer ORN-Klasse innerviert wird. Fir die Klassen ORN21a, ORN47b und ORNG7b
wurde die Konvergenz von Axonen in ektopische, glomerulare Strukturen beobachtet. Es
stellt sich die Frage, ob die fehlprojizierenden Axone dieser Klassen in einen neuen
Glomerulus konvergieren oder, ob sie den Zielglomerulus einer anderen ORN-Klasse
innervieren, d.h. ihre synaptische Spezifitat aufgehoben ist. Hierzu wurde zunachst der
Projektionsdefekt der Klasse ORN47b untersucht.

3.2.21 Analyse ektopischer ORN47b Glomeruli im AL

Kommt es in den sema1a Mosaik-Gehirnen zur Konvergenz von ORN47b Axonen in einen
ektopischen Glomerulus, so ist dieser stets dorsal zum eigentlichen Ziel-Glomerulus
lokalisiert. Die differentielle Markierung der Klassen ORN47b und ORN43a (Abbildung 22 A-
C) zeigt, dald der ektopische Glomerulus direkt unterhalb des ORN43a Glomerulus liegt. Die
beiden Glomeruli grenzen sich jedoch deutlich voneinander ab. Es konnte in keinem der
analysierten Mosaik-Gehirne eine Co-Konvergenz der beiden ORN-Klassen beobachtet
werden. Auch die Analyse der Doppelmarkierung von ORN47b und ORN88a Axonen ergab
keine Konvergenz der beiden Klassen in gemeinsame Bereiche (Abb. 22 D-F). Zudem wird
deutlich, dal im Fall eines elongierten oder auch ektopischen ORN47b Glomerulus der
ORN88a Glomerulus ebenfalls eine veranderte Form aufweist. Kommt es zu einem Typ1-
Konvergenzdefekt der ORN88a Axone (F), ist auch hier stets die deutliche Sortierung von

Axonen der beiden Klassen in getrennte Bereiche zu beobachten.

3.2.2.2 Analyse ektopischer ORN21a Glomeruli im AL

In semaia Mutanten konvergieren ORN21a Axone haufig in einen kompakten, ektopischen
Glomerulus, der neben dem eigentlichen V-Glomerulus lokalisiert ist. Die Linien con-Gal4
und MT74-Gal4 sind in einem Grofdteil der ORN-Klassen exprimiert, die dem V-Glomerulus
benachbart sind. Die Analyse der differentiellen Markierung von ORN21a Axonen und den
benachbarter ORN-Klassen zeigt deutlich, daR sema7a“?"® mutante ORN21a Axone nicht
mit con- oder MT14-positiven ORN-Klassen in gemeinsame Bereiche konvergieren

(Abbildung 23). Im Widtyp ragt der von ORN21a Axonen innervierte
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Abb. 22: Konvergenzdefekte sema7a mutanter ORN47b Axone. semaia
mutante ORN47b Axone konvergieren haufig in eine ektopische glomerulare
Struktur die dorsal Uber dem eigentlich von ORN47b innervierten VA1v-
Glomerulus liegt. In dieser Region liegt im Wildtyp (A) auch der ORNA43a
Glomerulus. Der ektopische ORN47b Glomerulus liegt direkt angrenzend zu
diesem Glomerulus (B und C). Die Axone beider Klassen sortieren sich jedoch
deutlich voneinander aus und konvergieren nicht in gemeinsame Bereiche. Dorsal
zum ORN47b Glomerulus liegt der ORN88a Glomerulus (Wildtyp in D). In semaia
Mutanten liegen ORN88a Axone zwischen dem dorsalen, ektopischen ORN47b
Glomerulus dem eigentlichen ORN47b Zielglomerulus. Auch in den Fallen, in
denen ORN88a Axone einen ,Typ1-Konvergenzdefekt® zeigen (F), ist keine Co-
Konvergenz von Axonen beider Klassen zu beobachten. Genotypen: (A) eyFip;
ORA47b::sytGFP FRT40/ CycE FRT40; OR43a-Gal4 UAS-CD2. (B-C) eyFlp;
ORA47b::sytGFP sema-1a¥213 FRT40/ CycE FRT40; OR43a-Gal4 UAS-CD2 (D)
eyFlp; FRT40/ CycE FRT40;, OR88a::CD8GFP OR47b-Gal4 UAS-CD2 (E-F)
eyFlp;, sema-1a¥213 FRT40/ CycE FRT40; OR88a:sytGFP OR47b-Gal4 UAS-
CD2. (B*-F) und (B“ und F*) zeigen jeweils den grinen bzw. roten Kanal aus den
Projektionen (B-F). Alle AL wurden mit a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau)
gefarbt.



Abb. 23: semala mutante ORN21a Axone
konvergieren in einen neuen ektopischen Glomerulus. Die
Linie con-Gal4 innerviert nicht den von ORN21a-Axonen
innervierten V-Glomerulus (Wildtyp in A). In semaa Mutanten
(B) konvergieren die ORN21a Axone in einen zweiten
ektopischen Glomerulus (weifse Markierung in B-B*). Dieser
ektopische Glomerulus wird nicht von con positiven ORNs co-
innerviert. Markiert man mit Hilfe von MT714-Gal4 einen
anderen Teil von ORN-Klassen, die dem ORN21a Glomerulus
benachbart sind (Wildtyp in C), so zeigt sich auch hier im
semala mutanten Hintergrund, da} sich der ektopische
ORN21 Glomerulus (Markierung in D‘-D*) zwischen die
benachbarten Glomeruli schiebt und kein schon vorhander
Glomerulus innerviert wird. (A-D) sind Ausschnitts-
vergroflerungen aus (A-D). (A“-D“) zeigen den roten Kanal
aus (A'-DY). Genotypen: (A) eyFLP; OR21a::sytGFP FRT40/
CycE FRT40; con-Gal4 UAS-CD2 (B) eyFLP; semaila
OR21a::sytGFP FRT40/ CycE FRT40; con-Gal4 UAS-CD2
(C) eyFLP; OR21a::sytGFP FRT40/ CycE FRT40; MT14-Gal4
UAS-CD2 (D) eyFLP; semala OR21a::sytGFP FRT40/ CycE
FRT40; MT14-Gal4 UAS-CD2. Alle abgebildeten AL wurden
mit a-GFP (grin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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V-Glomerulus am ventralen Rand aus dem AL (A). Seine nachsten benachbarten Glomeruli
sind con positiv. Der ektopische ORN21a Glomerulus in den sema7a’?’® Mutanten ist
oberhalb des V-Glomerulus, inmitten der con-positiven Glomeruli lokalisiert. Die con-

positiven ORNs scheinen ihre Position im AL verandert zu haben (B).

3.2.3 Expression des SEMA1a Proteins im olfaktorischen System

Die Analyse von Minute-Klonen verschiedener ORN-Klassen zeigte, dal® der Verlust der
semaia-Funktion nicht in allen analysierten Klassen einen mutanten Phanotyp verursacht.
Um zu kléren, ob das SEMA1A Protein mdglicherweise in einigen ORN-Klassen nicht
exprimiert ist, wurde mit Hilfe eines a-SEMA1A-Antikérpers zunachst die Expression im
olfaktorischen System analysiert. Der o-SEMA1A-Antikorper markiert in den peripheren
olfaktorischen Sinnesorganen die Faszikel der sensorischen Neurone, die aus den Sensillen
in Richtung Gehirn projizieren (Pfeile in Abbildung 24 A und C). Im Bereich der Dendriten
und Zellkérper der ORNSs ist hingegen nur eine punktuelle Markierung zu sehen (B und D).
Das SEMA1A Protein scheint spmit hauptsachlich in den Axonen der einwachsenden ORNs
lokalisiert zu sein.

V2-13

3.2.3.1 Lokalisation des SEMA1A Proteins in semala und sema”’ mutanten

ORNs

Um zu kldren, ob es in fiir sema7a"?"® homozygot mutante ORNs zu einer Reduktion oder
dem Verlust des Proteins kommt, wurde das Mosaik-Gewebe von MARCM-Klonen
analysiert. Die a-SEMA1A-Farbung von pupalen Antennen mit MARCM-Klonen zeigt eine
deutliche Reduktion der Markierung in den Faszikeln. Auffallig ist die starke Markierung der
ORN-Zellkérper in der Antenne (Pfeil in Abbildung 25 C”). Anscheinend kommt es in
sema“?"® mutanten ORNSs zu einer Fehllokalisierung des Proteins. Im Vergleich dazu wurde
die Verteilung des SEMA1A Proteins in sema” mutanten ORNSs analysiert. Hier ist lediglich
eine schwache Markierung der Faszikel zu erkennen (Pfeilspitze in B und Pfeil in D). Die

Zellkdrper der sema”™ mutanten ORNs zeigen keine Markierung.

3.2.3.2 Differentielle Expression von SEMA1A wahrend der pupalen
Entwicklung

Die Untersuchung von a-SEMA1A-Farbungen an Antennen und Maxillarpalpen ergab, daf

das SEMA1A Protein in den Axonen der sensorischen Neurone exprimiert wird. Die Axone

der verschiedenen ORN-Klassen projizieren aus der Antenne in den AL, wo sie in ihre

spezifischen Zielglomeruli konvergieren. Um zu Uberprifen, ob auch im AL das SEMA1A
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Protein in den Axonen detektierbar ist, wurden o-SEMA1A-Farbungen an Gehirnen
untersucht.

In adulten Gehirnen konnte mit dem Antikérper keine SEMA1A Expression nachgewiesen
werden. Das Protein scheint also temporar in der Entwicklung exprimiert zu werden. Die
Analyse pupaler AL unterschiedlichen Alters ergab eine differentielle Expression von SEMA1A
in den verschiedenen Glomeruli. Abbildung 26 zeigt die Antikdrperfarbung mit a-SEMA1A von
pupalen Gehirnen. Bereits 35h APF ist eine deutliche Expression von SEMA1A im dorso-
lateralen AL zu sehen. Bei etwa 45-50h APF lassen sich einige der Landmark-Glomeruli
bereits anhand ihrer Position und Morphologie unterscheiden (Beschriftungen in D”). Die
Glomeruli DL3, DA1, VA1d und VA1v zeigen eine starke Expression des SEMA1A Proteins.
Im Vergleich dazu ist das SEMA1A-Signal in DA4m und DA4l etwas schwacher. Die
Expression im DA3 Glomerulus ist noch schwacher (Pfeilspitze in D). Besonders auffallig ist,
dafl der von ORN21a Axonen innervierte V-lomerulus fast keine Expression von SEMA1A
zeigt (Markierung in E; und F4). Die dorsal tGber dem V-Glomerulus liegenden Glomeruli
zeigen hingegen eine starke Expression.

Um zu Kklaren, ob die unterschiedlichen Expressions-Niveaus in den Glomeruli mit dem
Auftreten eines semaia Verlust-Phanotyps korrelieren, wurden Phanotypen und Starke des
SEMA1A-Signals der verschiedenen ORN-Klassen miteinander verglichen. Tabelle 12 zeigt

die Zusammenstellung der Ergebnisse.
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Abb. 24: Semala Expression in den periphdren olfaktorischen
Sinnesorganen. Die hier gezeigten pupalen, olfaktorischen Sinnesorgane, Antenne (A-B)
und Maxillarpalpus (C-D), wurden mit einem Antikérper gegen Sema1la (rot) gefarbt. Um
einen Teil der antennalen und maxillaren ORNs zu Markieren wurde die Linie Sg18.7-
Gald UAS-CD8GFP verwendet. Die Semala Expression ist am deutlichsten in den
Faszikeln zu sehen (Pfeil in A-A* und C-C'). Innerhalb der Zellkérper der antennalen (B)
und maxillaren ORNs (D) ist lediglich eine punktuelle Markierung zu erkennen. Das
Sema1a Protein ist hauptsachlich in den Axonen der ORNs lokalisiert. Antikérperfarbung:
a-GFP (grin), a-Semala (rot) und toto3 (blau). In (A*-D*) ist der blaue Kanal aus (A-D)
ausgeblendet.



Abb. 25: Die Lokalisation des Semala Proteins im

semala mutanten Hintergrund. Die Abbildungen zeigen MARCM-
Klone der Allele sema1aV?13 (A, C) und semaf’ (B, D) in pupalen
Antennen. Die homozygot mutanten ORNs sind mit GFP (grin)
markiert. Nach Antikorperfarbung mit o-Semala (rot) =zeigt
semaaV?13 eine deutliche Markierung der ORN-Zellkérper (Pfeil in
C-C"). Vergleicht man damit die Antkorperfarbung des semataf’-
Alleles, so ist hier eine deutliche Farbung der Faszikel zu sehen
(Pfeilspitze in B und Pfeil in D-D*). Die Zellkdrper zeigen hingegen
keine o-Semala-Farbung. Genotypen: (A) eyFLP; semailaV?13/
FRT40; elav-Gal4 UAS-CD8GFP/+ (B) eyFLP; semala”!/ FRT40;
elav-Gal4 UAS-CD8GFP/+ Antikérperfarbung: o-GFP (grin), o-
Semaa (rot) und toto3.



Abb. 26: Differentielle Expression von Semala im antennalen Lobus. Die
Expression des Sema1a Proteins lalt sich mittels eines Antikorpers im sich entwickelnden
AL nachweisen. Wahrend der pupalen Entwicklung unterliegt der AL groRen
morphologischen Veranderungen: bei 35h APF wird zundchst nur eine breite anterior-
lateral liegende Domane sichtbar (Markierung in A), aus der sich nach weiteren 5h
einzelne glomerulare Strukturen ,abschniren® (Markierung in B). Bei etwa 50h APF lassen
sich erste Glomeruli anhand ihrer Morphologie bestimmen (Markierungen in C-D und
Beschriftungen in D). Das GFP-Signal (griin) markiert con-positive Glomeruli, was zur
Identifizierung einzelner Glomeruli beitragt. In den Glomeruli DL3, DA1, VA1d und VA1v
ist eine deutliche Expression des Semala Proteins zu sehen. Im Vergleich dazu ist die
Expression in DA4m und DA4l etwas schwacher. Im DA3 Glomerulus ist nur eine geringe
Expression zu sehen (Pfeilspitze in D). Der V-Glomerulus (Markierungen in E, und F,)
zeigt fast keine Expression von Sema1a. Der Glomerulus liegt bei etwa 45h APF zunachst
zwischen Glomeruli mit hoher Semala Expression (E-E,), bei 50h APF jedoch unterhalb
dieser Glomeruli (F-F,). (E4-F,) sind Ausschnittsvergrofierungen aus (E-F). Die hier
gezeigten pupalen AL wurden mit a-Ncad (blau), a-Semala (rot) und o-GFP (griin)
gefarbt.
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Tab. 12: Vergleich der glomeruldren SEMA1A Expression und den Verlust-

Phénotypen verschiedener ORN-Klassen.

Glomerulus Klasse Phéanotyp
VA1v ORN 47b Typ 2
DL3 ORN 49a Wildtyp
Starke SEMA1A VA5 ORN 49b Typ 1
Expression VA3 ORN 67b Typ 2
VA1d ORN 88a Typ 1
VA2 ORN92a Wildtyp
DC1 ORN19a Typ 1
Mittlere SEMA1A
. DL3 ORNG65a Wildtyp
Expression
DC3 ORNB83c Typ 1
Vv ORN21a Typ 2
DA3 ORN23a Wildtyp
DM2 ORN22a Wildtyp
Schwache SEMA1A
. DMA1 ORN42b Wildtyp
Expression
DA4I ORN43a Typ 1
VA7m/I ORN46a Typ 1
DM3 ORN47a Wildtyp

Der Vergleich zwischen Expressisons-Starke und Art des Phanotyps ergibt jedoch keinen
offensichtlichen Zusammenhang. So zeigen z.B. einige der ORN-Klassen mit einer starken
SEMA1TA Expression keinen Phanotyp in den Minute-Klonen. Ebenso gibt es auch ORN-
Klassen, in denen nur eine schwache Expression beobachtet wurde, die jedoch einen

Konvergenzdefekt in Minute-Klonen zeigen.

3.2.4 Entwicklung des Konvergenzdefekts in sema7a Mutanten

Das SEMA1A Protein ist im Wildtyp in den Axonen der unterschiedlichen ORN-Klassen

V213 scheint das Protein in den mutanten Axonen zu

exprimiert. In Minute-Klonen mit semata
fehlen (Vergleiche 3.2.3.1). Es stellt sich nun die Frage, welche Rolle SEMA1A flr die
korrekte Projektion und Konvergenz der Axone spielt und wann die SEMA1A Funktion hier
wichtig wird. Hierzu wurde im Folgenden der Typ 2-Konvergenzdefekt der Klasse ORN47b
im Verlauf der pupalen Entwicklung analysiert. Die Linie con-Gal4 markiert bereits in der
frGhen pupalen Entwicklung die dorso-lateralen Landmark-Glomeruli der Klassen ORN47b,
ORNB88a und ORN43a. Abbildung 27 zeigt die Entwicklung des dorso-lateralen AL im

Wildtyp und in MARCM-Klonen mit semata“?">.
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Bei 35-40h APF sind im Wildtyp langliche con-positive Doméanen zu sehen (A). Die Grenzen
des ORN47b Glomerulus sind zunachst nicht zu erkennen. Die a-NCAD-Farbung zeigt in der
langlichen Doméane jedoch erste Einschnirungen, aus denen spater die Glomeruli DA4m
und DAA4| entstehen (Pfeile in A’). Nach etwa 5h werden die glomeruldren Grenzen der
verschiedenen ORN-Klassen sichtbar. Der ORN47b Glomerulus wirkt zunachst stark
elongiert und umfalt gréfitenteils den dorsal liegenden ORN88a Glomerulus (gestrichelte
Markierungen in B’). Im weiteren Verlauf der Entwicklung zieht sich die dorso-mediale Spitze
des ORN47b Glomerulus nach ventral zuriick (Pfeil in C), sodal’ der ORN47b und ORN88a
Glomerulus untereinander liegen.

Die Analyse der MARCM-Klone fiir sema1a“?"

ergab in der friihen pupalen Entwicklung
zunachst keine Unterschiede zum Wildtyp. Auch hier formieren sich aus einer breiteren
Doméane nach und nach kompakte glomerulare Strukturen, bis schlief3lich auch die
glomerularen Grenzen des ORN47b und ORN88a Glomerulus sichtbar werden. Im
Gegensatz zum Wildtyp setzt hier nach 50h APF jedoch nicht die Retraktion des ORN47b
Glomerulus ein. Die dorso-mediale Spitze des Glomerulus bleibt stets auf gleicher Héhe mit
der dorsalen Grenze des ORN88a Glomerulus (Pfeilspitzen in F’-H’). SEMA1A scheint also
bei der Sortierung von ORN-Axonen in ihre Protoglomeruli und der anschlieRenden

Konvergenz in kompakte Glomeruli zu wirken.

3.2.5 Analyse von MARCM-Klonen mit sema1a"*"

In den bisher analysierten Minute-Klonen war der Grofteil der ORN-Axone, die in den AL
projizieren, homozygot mutant fiir sema7a“?". In Klonen ohne eine Gegenselektion mit der
Zell-letalen Minute Mutation ist der Anteil homozygot mutanter Axone jedoch geringer. Es
stellt sich die Frage, ob ein verandertes Verhaltnis von mutanten zu wildtypischen Axonen

einen Einflul® auf die Auspragung des Phanotyps hat.
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Abb. 27: Entwicklung des antero-lateralen Glomerulus-
Komplexes in sema7a mutanten Fliegen. Bei etwa 35-40h APF
werden zunachst langliche Domanen sichtbar, in denen sich einzelne
glomerulare Strukturen nur schwer erkennen lassen. Zunachst sind
nur ,Einschniirungen® zu erkennen (Pfeile in A*) aus denen spater die
Glomeruli DA4m und DA4l entstehen. In (B-D) ist dargestellt, wie sich
die dorsomediale Spitze des ORN47b Glomerulus (Sternchen) im
Lauf der Entwicklung nach ventral zuriickzieht (Pfeil in C und C). In
(B*-D*) sind die Umrisse der Glomeruli ORN47b und ORNB88a
gekennzeichnet. Die Schemazeichnungen fassen die Wildtyp-
Entwicklung nochmals zusammen. In semala Mutanten sind
zunachst auch die breiten Neuropil-Domanen sichtbar (Markierungen
in EY). Im Verlauf der weiteren Entwicklung zieht sich der ORN47b
Glomerulus jedoch nicht zurick. Die dorsomediale Spitze des
ORN47b und des darin eingefal’t liegenden ORN88a Glomerulus
liegen dicht nebeneinander (Pfeilspitzen in F'-H und Sternchen in F-
H). Genotypen: (A-D) eyFLP; FRT40/ FRT40 Gal80; con-Gal4 UAS-
SytGFP/ TM2 (E-H) eyFLP;sema1aV2-13 FRT40/ FRT40 Gal80; con-
Gal4 UAS-sytGFP/TM2. Die hier dargestellten pupalen AL sind 3D-
Rekonstruktionen. Alle gezeigten Gehirne wurden mit o-GFP (grun)
und a-Ncad (rot) gefarbt.
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Abb. 28: Vergleich von Minute- und MARCM-Klonen.

Das Schema in Abbildung 28 zeigt den Vergleich von Mosaik-Gewebe in Minute- und
MARCM-Klonen (mosaic analysis with a repressible cell marker). MARCM-Klone sind im
Vergleich zu Minute-Klonen deutlich kleiner. Wahrend in Minute-Klonen alle ORNs markiert
sind, ist es in MARCM-Klonen mdglich selektiv die homozygot mutanten ORNs zu markieren
(Lee and Luo, 2001). Hierzu wird, anstelle der Minute Mutation, ein ubiquitér exprimiertes
Gal80 Transgen (P{tub-Gal80}) auf dem FRT-Chromosom verwendet. Nach der Flipase-
induzierten mitotischen Rekombination entstehen neben homozygot mutanten ORNs auch
Zellen, die homo- oder heterozygot fir das Gal80 Transgen sind. Das exprimierte Gal80
Protein unterdriickt die Gal4 abhangige Expression des UAS-GFP Reporters.

Abbildung 29 zeigt die Analyse von MARCM-Klonen in semala Mutanten. Fir mutante
ORN21a Axone konnte, wie auch in Minute-Klonen, die Konvergenz in ektopische Glomeruli
beobachtet werden (B). Auch die Klassen ORN88a (L), ORN46a (Q) und ORN59c (V) zeigen
in MARCM-Klonen Phanotypen, die denen der Minute-Klone ahnlich sind. Mutante ORN47b
Axone konvergieren hier jedoch nur in einen elongierten Glomerulus (G). In keinem der
analysierten Mosaik-Gehirne wurde ein dorsal liegender, ektopischer ORN47b Glomerulus

gefunden.

3.2.6 Analyse reverser MARCM-Klone und Einzel-Zell-Klone

Durch Rekombination des Gal80 Transgens auf das Chromosom mit der sema“?"? Mutation,
wird die Aktivierung des UAS-GFP Konstrukts in den homozygot semaia mutanten ORNs

unterdriickt. Auf diese Weise werden selektiv die Wildtyp-Axone im klonalen Gewebe
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Abb. 29: Selektive Markierung wildtypischer und mutanter Axone im semaia
Klonen. In MARCM-Klonen (zweite Spalte) werden ausschlief3lich homozygot sema1a-
mutante Axone markiert. Hier zeigen sich deutliche Konvergenzdefekte (B-V). Fur
mutante ORN47b Axone konnte lediglich die Konvergenz in einen elongierten
Glomerulus beobachtet werden (G). Die Markierung der wildtypische Axone (dritte
Spalte) zeigt, daR diese an den Konvergenzdefekten beteiligt sind. Der Phanotyp von
ORNA47b Axonen ist in reversen MARCM-Klonen sogar starker (Pfeilspitze in H), als in
MARCM-Klonen. Bei Verlust der sema7a Funktion in einzelnen, wenigen Zellen (hsFLP-
Klone) zeigt nur die Klasse ORN21a die Konvergenz in einen ektopischen Glomerulus
(Pfeilspitze in E). Die anderen untersuchten Klassen zeigen hier keinen mutanten
Phanotyp. Genotypen: (A, F, K, P, U) eyFLP; FRT40/ FRT40 Gal80; OR-Gal4 UAS-
SytGFP (B, G, L, Q, V) eyFLP; sema1aV?-13 FRT40/ FRT40 Gal80; OR-Gal4 UAS-sytGFP
(C, H, M, R, W) eyFLP; sema1aV?13 FRT40 Gal80/ FRT40; OR-Gal4 UAS-sytGFP (D, I,
N, S, X) hsFLP; FRT40/ FRT40 Gal80; OR-Gal4 UAS-sytGFP (E, J, O, T, Y) hsFLP;
semaiaV?13 FRT40/ FRT40 Gal80; OR-Gal4 UAS-sytGFP. Verwendete OR-Gal4 Linien:
(A-E) OR21a-Gal4 mit UAS-CD2; (F-J) OR47b-Gal4; (K-O) OR88a-Gal4; (P-T) OR46a-
Gal4; (U-Y) OR59c-Gal4. Antikdrperfarbungen: (A-E) a-CD2 (griin) und toto3 (blau); (F-
Y) a-GFP (griin), a-NC82 (rot) und toto3 (blau).
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markiert. Die Analyse dieser ,reversen MARCM-Klone’ zeigt, dal® auch wildtypische Axone
nicht mehr richtig in die verschiedenen Glomeruli konvergieren (Abbildung 29). Fir alle der
hier untersuchten Klassen konnte ein mutanter Phanotyp beobachtet werden, der meist dem
Phanotyp im MARCM-Klon vergleichbar ist. Der Verlust der sema7a Funktion in einigen
ORN-Axonen beeinflul3t somit auch die Projektion der wildtypischen Axone im Klon.

Fur die wildtypischen ORN47b Axone in sema“’’-Klonen konnte sogar ein starkerer
Konvergenzdefekt als in den herkdmmlichen MARCM-Klonen beobachtet werden. In den
hier analysierten reversen MARCM-KIonen lassen sich immer wieder separate ektopische
Glomeruli dorsal zum eigentlichen Zielglomerulus finden (Pfeilspitze in H). Der in semaia
Mutanten beobachtet ektopische Glomerulus scheint weniger von mutanten Axonen
innerviert zu werden, vielmehr wird dieser von einem erheblichen Anteil wildtypischer Axone
innerviert. Dies weist auf eine nicht zellautonome Funktion von sema7a in der Sortierung der
Axone hin.

Die Analyse vereinzelter, homozygot mutanter ORNs, die durch hsFLP induzierte
Rekombination generiert wurden, zeigt fur die meisten der analysierten ORN-Klassen keine
mutanten Phanotypen. Der Verlust von SEMA1A in einem Axon flihrt also nicht automatisch
zu einer Fehlprojektion desselben. Lediglich fir ORN21a konnten einzelne Axone
beobachtet werden, die in eine ektopische Struktur projizieren (Pfeilspitze in Abb. 29 E).

Méglicherweise besitzt sema7a in dieser Klasse auch zellautonome Eigenschaften.

3.2.7 Verschaltung homozygot semala mutanter ORNs mit den PN-

Dendriten im antennalen Loben

Ahnlich wie die ORNs zeigen auch PNs ein spezifisches Innervationsmuster. Jedes PN
projiziert seine Dendriten in einen bestimmten Glomerulus (Jefferis et al., 2001; Jefferis et
al., 2004; Marin et al., 2005; Wong et al., 2002). Somit gehoért zu jeder einzelnen ORN-
Klasse mindestens ein spezifisches korrespondierendes PN. Die Klassen ORN21a und
ORN47b zeigen in Minute-Klonen eine Konvergenz in ektopische, Klassen-spezifische
Glomeruli, die in der Nahe des eigentlichen Zielglomerulus lokalisiert sind. Es stellt sich nun
die Frage, ob diese ektopischen Glomeruli auch von den Dendriten der PNs innerviert
werden?

Die Linie GH146-Gal4 markiert einen Grofdteil der PNs im AL (Jefferis et al., 2001; Stocker et
al., 1997). Der ORN47b Glomerulus wird im Wildtyp ebenfalls von GH7146-positiven PNs
innerviert. Abbildung 30 =zeigt die Doppelmarkierung der Klasse ORN47b und den
innervierenden PNs. In Minute-Klonen resultiert der Verlust der sema7a Funktion entweder
in einem deutlich elongierten Glomerulus (B) oder aber in einem weiteren, ektopischen
Glomerulus (C). Sowohl elongierte Glomeruli als auch ektopische Glomeruli werden deutlich

von den fein verzweigten PN-Dendriten innerviert.
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3.2.7.1 Spezifitait der ORN-PN-Erkennung in ektopischen Glomeruli in sema1a

Mutanten

Fir die meisten ORN-Klassen ist beschrieben, dal ihr jeweiliger Glomerulus von mindestens
einem spezifischen PN innerviert wird. Fiir den ORN47b positiven VA1v Glomerulus wurden
bereits drei unterschiedliche PNs identifiziert, deren Dendriten in diesen Glomerulus
projizieren (Marin et al., 2005). Die Untersuchungen zur Innervation ektopischer Glomeruli
mit einem breiten Marker, wie der zuvor verwendeten GH746-Linie, 1alkt keine Aussage Uber
die synaptische Spezifitdt zu, d.h. welches der PNs sich mit den ektopischen ORN-Axonen
verschaltet. Die Linie MZ19-Gal4 markiert eine kleinere Anzahl von PNs. Hier werden
insgesamt sechs PNs aus dem dorsalen Zellcluster markiert, die in die Glomeruli VA1d und
DC3 projizieren, sowie sieben weitere aus dem lateralen Zellcluster, die DA1 innervieren
(Berdnik et al., 2006).

Die Analyse der Doppelmarkierung von ORN88a Axonen und den MZ19-positiven PNs in
Minute-Klonen ergab keine auffalligen Unterschiede zur Innervation im Wildtyp. In einigen
der untersuchten Mosaik-Gehirne ist jedoch eine Positionsverschiebung der Glomeruli im AL
zu beobachten. Zwischen ORN88a- und DA1-Glomerulus bildet sich in einigen Fallen eine
Licke (Abbildung 31 Pfeil in B). Vergleicht man hierzu jedoch die Doppelmarkierung von
MZ19-positiven PNs und den ORN47b Axonen, so wird deutlich, da® die beobachtete
Positionsverschiebung mit dem Auftreten ektopischer ORN47b Axone im dorsalen Bereich
korreliert (Pfeilspitze in F). In keinem der untersuchten Mosaik-Gehirne wurde eine
Innervation ektopischer ORN47b Strukturen durch die markierten PNs entdeckt. Zumindest
fur die hier analysierten ORN- und PN-Klassen scheint die spezifische Erkennung im

semaia mutanten Hintergrund noch gegeben.

3.2.7.2 Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten in semala

Mutanten

Glomeruli bestehen nicht nur aus den synaptischen Verschaltungen der ORN-Axone mit
ihren korrespondierenden PNs, sie werden gleichermaflen von feinen dendritischen
Verzweigungen der LN-Dendriten innerviert. Die Linie C753-Gal4 markiert eine Gruppe von
LNs, deren Zellkérper in drei groRen Zellclustern neben dem AL angeordnet sind. lhre
Dendriten innervieren alle Glomeruli des AL und die feinen Verzweigungen der markierten
Dendriten fiillen die innervierten Glomeruli komplett aus.

Abbildung 32 zeigt die Doppelmarkierung C753-positiver LNs zusammen mit den ORN21a
bzw. ORN47b Axonen in Minute-Klonen. Die Analyse der Mosaik-Gehirne ergab stets eine
deutliche dendritische Innervation der ektopischen Strukturen (Pfeilspitzen in B4 und D4). Im

Vergleich zur Innervation des eigentlichen Zielglomerulus ist kein Unterschied zu erkennen.
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Abb. 30: Innervation verschiedener Glomeruli durch heterozygote
PN-Dendriten und semala mutante ORNs (1). GH746 positive PNs
innervieren etwa 2/3 der Glomeruli im AL. Im Wildtyp (A) wird auch der V-
formige ORN47b-Glomerulus von GH746 positiven PN-Dendriten innerviert.
sem1a-mutante ORN47b Axone konvergieren in einen stark elongierten (B)
oder einen separaten, ektopischen Glomerulus (C). Sowohl der stark
elongierte Glomerulus als auch der ektopische Glomerulus (Pfeilspitze in C,*)
werden von PN-Dendriten innerviert. Genotypen: (A) eyFLP; FRT40 GH146-
Gal4/ CycE FRT40; 47b::CD8GFP UAS-CD2/+ (B-C) eyFLP; V2-013 FRT40
GH146-Gal4/ CycE FRT40; 47b::CD8GFP UAS-CD2/+. Die Bilder (A,-C,)
sind Ausschnittsvergréfierungen der Glomeruli aus (A-C). (A,-C,‘) und (A1*-
C,") zeigen den griinen bzw. roten Kanal aus (A,-C,). Die gezeigten AL
wurden mit a-GFP (griin), o -CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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Abb. 31: Innervation verschiedener  Glomeruli durch

heterozygote PN-Dendriten und sema7a mutante ORNs (2). Die
Gal4-Linie MZ19 markiert PNs, deren Dendriten die anterioren
Glomeruli VA1d, DA1 und den darunter liegenden DC3 innervieren. Die
ORNB88a Axone (A-C) innervieren den VA1d-Glomerulus. Im Wildtyp hat
dieser Glomerulus eine runde Form und liegt dicht neben dem dartber
liegenden DA1-Glomerulus (A). In semaa Mutanten ist zum einen eine
ovalere Form des Glomerulus zu beobachten (C), zum anderen
verschiebt sich in einigen Fallen das raumliche Verhaltnis zum
benachbarten DA1 Glomerulus (Pfeil in B). ORN47b Axone innervieren
im Wildtyp den VA1v Glomerulus, der ventral zum VA1d Glomerulus
liegt. In sema1a Mutanten ist der ORN47b Glomerulus elongiert (E). In
einigen Fallen sind ORN47b Axone zwischen den Glomeruli VA1d und
DA1 lokalisiert (Pfeilspitze in F). Das Schema (G) fasst die dargestellten
Phanotypen zusammen. Genotypen: (A) eyFLP; FRT40 MZ19-Gal4/
CycE FRT40; 88a::CD8GFP UAS-CD2/+ (B-C) eyFLP; V2-013 FRT40
MZ19-Gal4/ CycE FRT40; 88a::CD8GFP UAS-CD2/+ (D) eyFLP;
FRT40 MZ19-Gal4/ CycE FRT40; 47b::CD8GFP UAS-CD2/+ (E-F)
eyFLP; V2-013 FRT40 MZ19-Gal4/ CycE FRT40; 47b::CD8GFP UAS-
CD2/+. Die gezeigten AL wurden mit a-GFP (grin), a -CD2 (rot) und
toto3 gefarbt.



Abb. 32: Innervation ektopischer ORN21a und ORN47b Glomeruli
durch LN-Dendriten. Die Linie C753-Gal4 markiert die Dendriten
verschiedener LNs. ORN21a (A) und ORN47b (C) Glomeruli werden im Wildtyp
gleichmafig von diesen Dendriten innerviert. semafa mutante ORN21a Axone
projizieren in einen dorsal des V-Glomerulus liegenden, ektopischen Glomerulus
(B und B,). Dieser ektopische Glomerulus wird von C753 positiven LNs
innerviert (Pfeilspitze in B,). Mutante ORN47b Axone konvergieren in einen
ektopischen Glomerulus dorsal zum sonst innervierten VA1v-Glomerulus
(Pfeilspitze in D,), der ebenfalls von C753 positiven LN-Dendriten innerviert
wird. Genotypen: (A) eyFLP; OR21a::sytGFP FRT40/ CycE FT40; C753-Gal4
UAS-CD2/+ (B und B‘) eyFLP; V2-13 OR21a::sytGFP FRT40/ CycE FT40;
C753-Gal4 UAS-CD2/+ (C) eyFLP; OR47b::sytGFP FRT40/ CyckE FT40; C753-
Gal4 UAS-CD2/+ (D und D*) eyFLP; V2-13 OR47b::sytGFP FRT40/ CycE FT40;
C753-Gal4 UAS-CD2/+. Alle gezeigten AL wurden mit a-GFP (grin), o -CD2
(rot) und toto3 (blau) gefarbt. Alle Bilder zeigen konfokale Aufnahmen einer
Schnittebene. (B,-D,) sind Ausschnitssvergréf3erungen aus (B-D).
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3.2.8 Uberexpression von SEMA1A in ORNs

Der Verlust von semata fiuhrt zu Konvergenzdefekten in einzelnen ORN-Klassen. Zudem
zeigt der Wildtyp ein differentielles Expressionsmuster des Proteins in den verschiedenen
ORN-Klassen. Zusammen spricht dies fir eine Funktion der unterschiedlichen
Expressionsniveaus in den Glomeruli fir die korrekte ORN-Sortierung und Konvergenz.
Wenn Axone benachbarter ORN-Klassen ein unterschiedliches Expressions-Niveau des
SEMA1A Proteins brauchen, um in kompakte, klar abgegrenzte Glomeruli zu konvergieren,
so sollte die gleichmaRige Uberexpression des Proteins in benachbarten Klassen einen
Einflul auf die axonale Sortierung und Konvergenz haben.

Zur Uberexpression wurden verschieden Konstrukte verwendet, mit denen zum einen das
komplette SEMA1A Protein, zum anderen aber auch nur der intra- (UAS-sema7a-trunc™")
oder extrazellulare Teil des Proteins (UAS-sema7a-EC) exprimiert werden kann. Die Linie
en-Gal4 ist in einer Gruppe von ORNs exprimiert, die eine schmale Domane in der Mitte des
anterioren AL innervieren (Wildtyp in Abb. 33 A). Wird mit Hilfe dieser Linie nun das UAS-
semaia Konstrukt exprimiert, so flihrt dies zu einem drastischen Effekt. Die en-Domane wirkt
zum einen sehr schmal, zum anderen lassen sich keine glomerularen Strukturen innerhalb
der Domane ausmachen (B). Die Linie 720K-Gal4 markiert unter anderem einen
charakteristischen Glomerulus im posterioren AL. Auch hier resultiert die Expression des
UAS-semaia Konstruktes in der Innervation eines schmalen, langlichen Bereichs (F). Die
Expression der Konstrukte UAS-sema7a-trunc™° und UAS-sema7a-EC zeigten weder mit
der Treiberlinie en-Gal4, noch mit 720K-Gal4 einen Unterschied zum Innervationsmuster
des Wildtyps.

Far die Expression des Konstruktes UAS-sema7a-trunc™° konnte durch eine
Antikérperfarbung mit o-myc eine Lokalisation innerhalb der Uberexpressionsdoméane

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.81 Analyse des Semala Uberexpressions-Phinotyps in selektiv

markierten ORN-Klassen

Die Uberexpression in en-Gal4 fihrt scheinbar zu einem Verlust glomeruldrer Grenzen
innerhalb der Uberexpressionsdoméne. Es stellt sich die Frage, ob sich die Axone der
einzelnen Klassen innerhalb der Doméane noch korrekt sortieren? Die Doppelmarkierung der
en-Domane und einzelner Glomeruli sollte klaren, ob die Axone einzelner ORN-Klassen in
einen bestimmten Bereich innerhalb der Domane innervieren und wie weit sie noch in der
Lage sind, in einen gemeinsamen Glomerulus zu konvergieren. Die Analyse der
Doppelmarkierungen ist in den Abbildungen 34 und 35 dargestellt.

Die Glomeruli der Klassen ORN46a und ORN82a liegen beide innerhalb der en-Domane

(Wildtypen in Abb. 34 A und C). Nach Uberexpression von UAS-semata wirkt die en-
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Domane sehr schmal. Die Markierung der einzelnen ORN-Klassen zeigt, dal die Axone
zwar in eine gemeinsame Zielregion projizieren, diese im Vergleich zum Wildtyp jedoch
deutlich elongiert ist (B und D). Die Axone der hier analysierten Klassen konvergieren in
einen elongierten und weniger kompakten Glomerulus. Rechts und links der
Uberexprimierenden en-Domane ist die glomerulare Organisation des AL wildtypisch. Die
Doppelmarkierung der en-Domane und benachbarten ORN-Klassen, wie ORN92a oder
ORN43a, zeigt zudem, dal} sich die Uberexprimierenden Axone deutlich von den Klassen mit
wildtypischer SEMA1A Expression abgrenzen Abb. 35 A und B). In keinem der analysierten
Gehirne konnte eine Fehlprojektion einzelner Axone in Bereiche aulRerhalb der en-Doméne

beobachtet werden.

3.2.9 Interaktion von SEMA1A und seinem Rezeptor PLEXINA

Als Rezeptoren fir die verschiedenen Semaphorine wurden Mitglieder der Plexin- und
Neuropilin-Familie identifiziert (He and Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997). Fir das
Drosophila SEMA1A-Signal wurde in friiheren Analysen zur Wegfindung von Motoneuronen
im Drosophila Embryo PLEXINA bereits als Rezeptor beschrieben (Terman et al., 2002;
Winberg et al., 1998).Um zu prifen, ob auch die Sortierung und Konvergenz von ORN-
Axonen Uber den SEMA1A-PLEXINA-Signalweg vermittelt wird, wurde die genetische
Interaktion der beiden analysiert (siehe Abbildung 36).

Zunachst wurde der Phanotyp in den heterozygoten Situationen analysiert. Die Analyse der
sema1a"?"® heterozygoten Gehirne ergab, dal schon beim Verlust einer Kopie des semata
Gens die ORN47b Axone in einen elongierten Glomerulus konvergieren (A). ORN47b Axone,
die heterozygot fur die Defizienz Df(4)plexA sind, zeigen keinen auffalligen Phanotyp (Abb.
36 B). Zwar kommt es in etwa 11% der untersuchten Gehirne zu einem leicht elongierten
Glomerulus, dessen Auspragung ist jedoch wesentlich schwacher als in der semata
heterozygoten Situation. In der doppel-heterozygoten Situation, d.h. nach Verlust je einer
Kopie semata und plexinA, ist eine deutliche Verstarkung des Phanotyps zu beobachten.
Neben stark elongierten ORN47b Glomeruli (ca. 55%) ist in etwa 14% der untersuchten
Gehirne auch die Konvergenz in ektopische ORN47b Glomeruli zu finden (Pfeilspitze in C).
Auch fir die Analyse von Doppelmarkierungen der maxillaren Klassen ORN46a und
ORN71a ist ein deutlicher Phanotyp in sema7alplexA doppel-heterozygoten Gehirnen zu
finden. Die Axone einer Klasse innervieren in mehrere Bereiche, die teilweise in einigem
Abstand zueinander liegen (Sternchen in F). Zudem liegen die innervierten Bereiche
benachbarter Klassen haufig ineinander verschachtelt. Eine Co-Innervation in gemeinsame
Bereiche kann jedoch nicht festgestellt werden. Die Grafik in Abbildung 37 falt die

Quantifizierung der Projektionsdefekte nochmals zusammen.
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Abb. 33: Uberexpression verschiedener UAS-sema7a Konstrukte mit en-
Gal4 und 720K-Gal4. Die Linie en-Gal4 markiert im AL ein Drittel der Glomeruli. en-
Gal4 positive ORNs innervieren eine schmale Domane medial und hauptsachlich
anterior im AL (Wildtyp in A). Wird das UAS-semaia Konstrukt in dieser Domane
exprimiert lassen sich morphologisch keine einzelnen Glomeruli mehr unterscheiden
(B). Die uberexprimierenden Axone respektieren zwar die Grenze zu den
benachbarten, en negativen Regionen, konvergieren jedoch nicht in unterscheidbare
Glomeruli. Die gesamte en-Doméane ist schmaler. 720K-Gal4 markiert unter anderem
einen charakteristichen, posterior im AL liegenden Glomerulus (Wildtyp in E). Nach
Uberexpression von UAS-sema7a ist nur noch ein schmaler langlicher Bereich
sichtbar (F). Die Expression der Konstrukte UAS-sema1a trunc™¢ (C und G) und UAS-
semaEC (D und H) zeigen mit den verwendeten Treiber-Linien keinen Effekt.
Genotypen: (A) en-Gal4 UAS-sytGFP/ CyO; +/+ (B) en-Gal4 UAS-sytGFP/ CyO; UAS-
semaia/+ (C) en-Gal4 UAS-sytGFP/ CyO; UAS-sema1ia trunc™¢ /+ (D) en-Gal4 UAS-
sytGFP/ CyO; UAS-sema EC/+ (E) 720K-Gal4 UAS-CD8GFP;; +/+ (F) 720K-Gal4
UAS-CD8GFP;; UAS-semata/+ (G) 720K-Gal4 UAS-CD8GFP;; UAS-semaila
trunc™e/+ (H) 720K-Gal4 UAS-CD8GFP;; UAS-sema EC/+. Antikorperfarbungen:
o-GFP (griin) und a- Ncad (rot) und toto3 (blau).



Abb. 34: Darstellung einzelner ORN-Klassen nach
Uberexpression von Semala (1). Die Promotorfusionen
ORB82a::CD8GFP (A-B) und OR46a::CD8GFP (C-D) markieren
Glomeruli, die innerhalb der en-Domane liegen. In (A) bzw. (C)
ist die Innervation im Wildtyp dargestellt. Nach Uberexpression
von Semala wirkt die gesamte en-Domane schmaler (B und
DY). Einzelne Glomeruli kénnen nicht mehr anhand ihrer
Morphologie identifiziert werden. Die Markierung der ORN-
Klassen 82a (B“) und 46a (D) zeigt jedoch, daf} die Axone der
einzelnen ORN-Klassen noch zu einem gemeinsamen
Glomerulus konvergieren, und nicht etwa Uber die gesamte
Domane verteilt sind. Die Form der einzelnen Glomeruli ist
jedoch entlang der dorso-ventral Achse stark elongiert.
Genotypen: (A) en-Gal4 UAS-RFP/ OR82a::CD8GFP; +/+ (B)
en-Gal4 UAS-RFP/ OR82a::CD8GFP; UAS-semata/+ (C) en-
Gal4 UAS-RFP/ OR46a::CD8GFP; +/+ (D) en-Gal4 UAS-RFP/
OR46a::CD8GFP; UAS-sematla/+. Die hier dargestellten
antennalen Loben wurden mit a-GFP (griin) und o- Ncad (blau)
gefarbt. Das native RFP-Signal ist rot dargestellt.(A'-D*) und (A*-
D*) sind AusschnittsvergroRerungen aus (A-D) und zeigen den
grunen bzw. roten Kanal zusammen mit der a-Ncad-Markierung.



Abb. 35: Darstellung benachbarter ORN-Klassen nach
Uberexpression von Semala (2). Die Promotorfusion
OR92a::CD8GFP (A) markiert einen ventro-lateral gelegenen
Glomerulus, die Promotorfusion OR43a::CD8GFP (B) markiert
einen dorso-zentralen Glomerulus. Beide Glomeruli sind der en-
Domane (A* und BY), in der UAS-semaa exprimiert wird, direkt
benachbart. Die Nachbarschaft beeintrachtigt jedoch nicht die
Morphologie der von ORN92a und ORN43a innervierten
Glomeruli. Im Gegensatz zu den elongierten Glomeruli innerhalb
der Uberexpressions-Domane (Vergleiche Abb. 34) behalten die
benachbart liegenden Glomeruli ihre charakteristische Form.
Genotypen: (A) en-Gal4 UAS-RFP/ OR92a::CD8GFP; UAS-
sematla/+ (B) en-Gal4 UAS-RFP/ OR43a::CD8GFP; UAS-
semata/+. (A'-B‘) und (A“-B“) zeigen das RFP-Signal bzw. GFP-
Signal in Ausschnitts-vergréRerungen aus (A-B). Die hier
dargestellten antennalen Loben wurden mit o-GFP (griin) und -
Ncad (blau) gefarbt. Das native RFP-Signal ist rot dargestellt.



1V2-13/+ Df(4)pl sema-1av2-13/+;
sema-1a (4)plexA/+ Df(4)plexA/+

Abb. 36: Genetische Interaktion von plexinA und semala. semaaV?13
heterozygote ORN47b Axone konvergieren in einen deutlich elongierten Glomerulus
(Pfeilspitze in A). Im Vergleich dazu fUhrt der Verlust einer Kopie von plexinA in
Df(4)plexA heterozygoten Tieren zu keinen auffalligen Veranderungen des ORN47b
Glomerulus (B). In Df(4)plexA/sema"2-'3 doppel-heterozygote Tieren projizieren die
Axone in einen ektopischen Glomerulus (Pfeilspitze in C). Auch die
Doppelmarkierung der maxillaren Klassen ORN46a und ORN71a zeigt in den
doppel-heterozygoten AL einen deutlichen Konvergenzdefekt (F). Hier akkumulieren
die Termini der ORN46a Axone in mehreren Bereichen (Sternchen). Zudem greifen
ORN71a und ORN46a Axone ineinande (Pfeil). Insgesamt wirken die Glomeruli
stark aufgeldst. Zwar kommt es auch in einigen Tieren, die entweder heterozygot
flir semaV2-13 (D) oder plexinA (E) sind, zur Innervation breiterer Bereiche und zur
Konvergenz in weniger kompakter Glomeruli (Sternchen) durch ORN71a und
ORNA46a Axone, der Phanotyp ist hier jedoch nicht so stark ausgepragt. Genotypen:
(A) semat1aV213 47b:sytGFP/+ (B) ;;Df(4)plexA/+ (C) semataV2-13 47b:sytGFP/+;;
Df(4)plexA/+ (D) semalaV2-13/+; OR46a:sytGFP OR71a-Gal4 UAS-CD2 (E)
;,OR46a:sytGFP OR71a-Gal4 UAS-CD2; Df(4)plexA/+ (F) semalaV2-13/+;
OR46a:sytGFP OR71a-Gal4 UAS-CD2; Df(4)plexA/+. Die hier dargestellten AL,
bzw. Glomeruli, wurden mit o -GFP (griin), a-Nc82 bzw. a-CD2 (rot) und toto3
(blau) gefarbt.
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Df(4)plexA/+
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ORN71a und ORN46a konvergieren in multiple

lelongierter ORNA47b Glomerulus Akkumulationen von Axontermini

Konvergenz von ORN47b Axonen Axone der Klassen ORN71a und ORN46a
in ektopischen Glomerulus greifen ineinander

Abb. 37: Quantifizierung der Projektionsdefekte in sema7a und plexA

heterozygoten Gehirnen.

Die Verstarkung des Phanotyps nach Verlust der semaia- und plexinA-Funktion spricht flr
eine Rolle des SEMA1A-PLEXA-Signalwegs in der ORN-Sortierung und Konvergenz.

Die Uberexpression von UAS-plexinA in en-Gal4 zeigte hingegen keinen Effekt auf die
Konvergenz der Glomeruli (Abb. 38 B).
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Abb. 38: Uberexpression von PlexinA in der en-
Domane. Im Vergleich zur Uberexpression von Semala mit en-
Gal4 (vergleiche Abb. 34) fihrt die Expression des Konstrukts
UAS-PlexA zu keiner Veranderung der glomerularen
Strukturierung (B). Der ORN56a Glomerulus wirkt kompakt und
genau wie im Wildtyp (A) sind deutliche interglomerularen
Grenzen innerhalb der en-Domane zu erkennen. Genotypen: (A)
en-Gal4 UAS-RFP/+; ORb56a::CD8GFP/+ (B) en-Gal4 UAS-
RFP/UAS-plexA; OR56a::CD8GFP/+ Die hier dargestellten
antennalen Loben wurden mit a-GFP (griin) und a- Ncad (blau)
gefarbt. Das native RFP-Signal ist rot dargestellt.
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3.3 Phanotypische Analyse der Mutation Dscam

Das Drosophila Homolog des ,Down Syndrom Cell Adhesion’ Molekiils DSCAM war das erste
neuronale Zelloberflachenmolekil, fir das eine Rolle in der synaptischen Verschaltung
verschiedener ORN Klassen beschrieben werden konnte (Hummel et al., 2003). Hier wurden
drei phanotypische Klassen von Projektionsdefekten unterschieden. Neben Dscam mutanten
ORN-Klassen mit Fehlprojektionen im ipsilateralen AL gibt es auch Klassen, die zudem im
kontralateralen AL fehlprojizieren. Fir maxillare ORNs wurde die Bildung ektopischer
Glomeruli im SOG beschrieben.

Der folgende Teil dieser Arbeit umfaldt eine genauere Charakterisierung der ektopischen
Konvergenz von Dscam mutanten ORN-Axonen und dient zur Klarung einiger noch offener
Fragen. So sollte geklart werden, inwieweit ektopische Glomeruli von Axonen einer ORN-
Klasse innerviert werden oder eine Co-Konvergenz verschiedener ORN-Klassen stattfindet.
Zudem sollte untersucht werden, ob ektopische Glomeruli von Dendriten der ZNS-Zielzellen
innerviert werden. Desweiteren ist bisher nicht bekannt, wie der charakteristische Dscam-
Verlust-Phanotyp in der Entwicklung entsteht.

Durch alternatives Spleilien kénnen Uber 38000 Isoformen generiert werden. Bisher ist
unklar, inwiefern diese hohe Diversitat mdglicher DscAM-Proteine eine Rolle in der
synaptischen Verschaltung der ORNs spielt. Es stellt sich also die Frage, welche Auswirkung
eine Reduktion der Diversitat oder auch die Expression einer einzigen Isoform auf die

Konvergenz von ORN Axonen hat.

3.3.1 Funktion von Dscam in verschiedenen ORN-Klassen

Von den in MARCM-KIonen bisher untersuchten acht ORN-Klassen wurde fiir sechs Klassen
eine Projektion in ektopische AL-Regionen und fur zwei Klassen eine reduzierte Innervation
des kontralateralen Zielglomerulus beschrieben (Hummel et al., 2003). Um die Frage zu
untersuchen, ob Dscam nur in der Verschaltung bestimmter ORN-Klassen eine Funktion hat,
wurden weitere ORN-Klassen auf eine Abhangigkeit der Dscam Funktion hin untersucht. Die
bisherige phanotypische Charakterisierung basierte ausschlieRlich auf der Analyse von
MARCM-Klonen. Um zu klaren, welchen Einflu eine gréRere Anzahl mutanter ORNs auf
den bisher beschriebenen Projektionsdefekt hat, wurden durch Minute-Klone gréRere

homozygot mutante Bereiche induziert.
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3.3.1.1 Vergleich des Dscam Verlust-Phanotyps in MARCM- und Minute-

Klonen

Von Hummel et al. wurde der Dscam Verlust-Phanotyp in MARCM-Klonen fur einige ORN
Klassen beschrieben (Hummel et al., 2003). Die ORN Klassen 47a und 21a zeigten hier
Fehlprojektionen der Axone zu ektopischen glomeruldren Strukturen innerhalb des
ipsilateralen AL. Die ORN Klasse 47b zeigte neben ipsilateralen Fehlprojektionen auch ein
verstarktes Auftreten ektopischer Glomeruli im kontralateralen AL. Fir die ORN-Klassen 22a
und 23a wurden bisher keine ipsilateralen Projektionsdefekte in MARCM-Klonen
beschrieben. Diese Klassen zeigten lediglich eine reduzierte Innervation ihrer kontralateralen
Glomeruli. Eine weitere phanotypische Kategorie bilden die ORN Klassen aus den
Maxillarpalpen. Hier wurden bisher die ORN Klassen 46a, 71a und 59c untersuchten. Alle
maxillaren ORN-Klassen zeigten ektopische, glomerulare Strukturen aufierhalb des AL
sowie in einigen Fallen auch ektopische Glomeruli im ventralen Bereich des AL.

Die Abbildung 39 zeigt den Dscam Verlust-Phanotyp der bereits beschriebenen ORN-
Klassen in Minute-Klonen. Die bereits in MARCM-Klonen beobachteten Phanotypen der
Klassen ORN47a (Abb. 39, Pfeile in B), ORN21a (Pfeile in D) und ORN47b sind in Minute-
Klonen ebenfalls zu finden. Anzahl und Lokalisation der ektopischen Strukturen sind in
beiden Klonen ahnlich. Im Vergleich zu MARCM-Klonen ist die Penetranz der Phanotypen
fur einige ORN-Klassen im Minute-Hintergrund jedoch erhoht. In 79% der analysierten
Mosaik-Gehirne (n=64 AL) zeigen ORN47a Axone eine Konvergenz in ektopische Glomeruli,
die zum Teil weit vom eigentlichen Zielglomerulus entfernt liegen. Das bedeutet eine
Steigerung der phanotypischen Penetranz um 12% in Minute-Klonen. Die Fehlprojektion von
ORN47b Axonen in eine dorsal zum Zielglomerulus liegende Region ist in 36% der Mosaik-
Gehirne zu sehen. Neben der um 10% hoheren Penetranz fihrt die erhdhte Anzahl Dscam
mutanter Axone in Minute-Klonen zudem zu einer etwas starkeren Expressivitat dieses
Defekts. Im Vergleich dazu tritt der Projektionsdefekts von ORN21a Axonen in MARCM- und
Minute-Klonen etwa gleich haufig auf. Auch der bereits beschriebene Projektionsdefekt der
maxillaren ORN-Klassen ist in Minute-Klonen ahnlich dem fir MARCM-Klone beschriebenen
Phanotyp. Neben einigen Dscam mutanten ORN46a Axonen, die weiter in den AL projizieren
konvergiert ein Grolteil der Axone (J) noch vor dem Eintritt ins SOG in ektopischen
Glomeruli. Auch hier bleibt die phanotypische Penetranz ungefahr gleich.

Fir die Klassen ORN22a und ORN23a konnte in MARCM-Klonen bisher keine
Projektionsdefekte gezeigt werden. Durch eine erhdohte Anzahl Dscam mutanter Axone in
Minute-Klonen kann jedoch fir beide Klassen eine Fehlprojektion induziert werden. So zeigt
hier auch die Klasse ORN22a (Abb. 40 B) kleinere ektopische glomerulare Strukturen (ca.
43%, n=14). Diese sind meist im ventralen AL lokalisiert, treten jedoch auch vereinzelt in

dorso-lateralen AL-Bereichen auf. Auch ORN23a Axone projizieren in Minute-Klonen in 1-2
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Abb. 39: Projektionsdefekte Dscam mutanter ORN Axone (1). Fir die hier
gezeigten ORN-Klassen wurde in MARCM-Klonen eine Projektion in ektopische
Glomeruli beschrieben (Hummel et al., 2003). In den hier dargestellten antennalen Loben
wurde der Anteil der homozygot mutanten ORNs durch eine Gegenselektion mit der Zell-
letalen Mutation PCNA erhoht. Ahnlich wie in MARCM-Klonen projizieren auch hier die
mutanten Axone der antennalen ORN-Klassen 47a (B) und 21a (D) in kleinere ektopische
Glomeruli (Pfeile) im AL, die teilweise auch weit von der eigentlichen Zielregion entfernt
liegen. Wie auch fir MARCM-Klone beschrieben zeigen Dscam mutante ORN47b Axone
einen Projektionsdefekt in weiter dorsal gelegene Regionen (Pfeil in F). Die ORN47b
Axone teilen sich hier gleichmaRig in zwei grofiere glomerulare Strukturen auf. Maxillare
ORN-Klassen wie z.B. ORN46a (H) bilden ektopische Glomeruli im SOG (durch
gestrichelte Linie gekennzeichnet). Dennoch erreichen einige ORN46a Axone ihr
Zielgebiet im AL. Genotypen: (A) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR47a-Gal4 UAS-
SytGFP (B) eyFLP, FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR47a-Gal4 UAS-sytGFP (C)
eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR21a-Gal4 UAS-sytGFP (D) eyFLP, FRT42 Dscam21/
FRT42 PCNA; OR21a-Gal4 UAS-sytGFP (E) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR47b-Gal4
UAS-sytGFP (F) eyFLP, FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR47b-Gal4 UAS-sytGFP (G)
eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR46a-Gal4 UAS-sytGFP (H) eyFLP, FRT42 Dscam21/
FRT42 PCNA; OR46a-Gal4 UAS-sytGFP. Die hier abbgebildeten AL wurden alle mit a-
GFP (gruin), a-Ncad (rot) und toto3 (blau) gefarbt.



Abb. 40: Projektionsdefekte Dscam
mutanter ORN-Axone (2). In MARCM-
Analysen konnten fir die Klassen ORN22a
und ORN23a keine Projektionsdefekte gezeigt
werden. Die Analyse von Minute-Klonen mit
dem Dscam?!-Allel zeigen jedoch, daR auch
Axone dieser Klassen in ektopische AL-
Regionen projizieren und dort ektopische
glomerulare Strukturen ausbilden. Ektopische
ORN22a Glomeruli liegen hierbei haufig im
ventralen und medialen AL (Pfeilspitze in B),
ektopische ORN23a Glomeruli verteilen sich
Uber den gesamten AL. Im hier dargestellten
Beispiel liegen sie in der dorso-lateralen Halfte
des AL (Pfeilspitzen in D). Genotypen: (A)
eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR22a-Gal4
UAS-CD8GFP (B) eyFLP, FRT42 Dscam21/
FRT42 PCNA; OR22a-Gal4 UAS-CD8GFP
(C) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR23a-
Gal4 UAS-sytGFP (D) eyFLP, FRT42
Dscam?21/ FRT42 PCNA; OR23a-Gal4 UAS-
sytGFP. Die hier abbgebildeten AL wurden
alle mit a-GFP (griin), a-Ncad (rot) und toto3
(blau) gefarbt.
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ektopische Glomeruli, die im AL verteilt liegen (Abb. 40 D). Die Penetranz dieses Phanotyps
liegt hier bei 9 %.
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Abb. 41: Vergleich der Penetranz von Dscam®’ Verlust-Phanotypen in MARCM- und

Minute-Klonen.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dall der Projektionsdefekt, d.h. die Anzahl und
Lokalisation ektopischer Glomeruli, den die einzelnen ORN-Klassen in MARCM-Klonen
zeigen, dem Phanotyp der Minute-Klone sehr ahnlich ist. Die Penetranz des Dscam-
Phéanotyps in Minute-Klonen ist in einigen Klassen etwas hoher als in den MARCM-Klonen.
Besonders auffallend ist der Projektionsdefekt der Klassen ORN22a und ORN23a in Minute-
Klonen. So scheint zumindest flr diese Klassen die Menge der Dscam mutanten ORNSs, die

in den AL projizieren, auf die korrekte Projektion der Axone einen Einflul® zu haben.

3.3.1.2 Analyse des Dscam Verlust-Phanotyps in weiteren ORN-Klassen

Bis auf die maxillaren ORN-Klassen projizieren alle der bisher analysierten ORN-Klassen in
peripher im AL lokalisierte Glomeruli, d.h. in Glomeruli, die nicht von allen Seiten von ORNs
anderer Klassen umgeben sind. Die ORN-Klasse 83c projiziert in einen Glomerulus, der
zentral im AL liegt (Abb. 42 A). Dscam mutante ORN83c Axone projizieren in 70% (n=10) der
Falle auch hier in kleinere ektopische Glomeruli (Pfeile in B). Hier sind 1-2 ektopische
Glomeruli pro AL zu finden. Diese kénnen sowohl im dorso-medialen als auch im dorso-
lateralen AL lokalisiert sein.

Fur die Klasse ORN47b wurde bereits ein Projektionsdefekt beschrieben. Dies macht eine
Analyse des von ORNS88a innervierten, benachbarten VA1d-Glomerulus besonders
interessant. In Dscam Klonen ist der eigentliche VA1d-Glomerulus stets innerviert. Die im

Wildtyp auffallend runde Form des Glomerulus scheint hingegen in einigen Fallen verandert.
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Zur Fehlprojektion in kleinere ektopische Glomeruli kommt es hingegen nur in etwa 8%
(n=26) der Mosaik-Gehirne. Diese ektopischen ORN88a Glomeruli sind meist posterior und
etwas weiter ventral zum eigentlichen VA1d-Glomerulus lokalisiert (Pfeilspitze in H).

Es wurden aulBerdem weitere ORN-Klassen analysiert, die in besonders leicht zu
bestimmende, sogenannte ,Landmark-Glomeruli’ projizieren. Der von ORN65a innervierte
DL3 Glomerulus bildet die dorso-lateralen Grenze des AL (C). In etwa 1/5 der Mosaik-
Gehirne projizieren auch hier Dscam mutante Axone (21%, n=14) meist in einen ektopischen
Glomerulus. In allen analysierten AL lagen die ektopischen Glomeruli stets im dorso-
medialen oder dorso-lateralen Bereich. ORN92a-Axone projizieren in den prominenten
ventro-medial liegenden VA2-Glomerulus (Wildtyp in E). In 50% der untersuchten AL
konnten 1-2 ektopische Glomeruli gezahlt werden (Pfeil in F), die im gesamten AL lokalisiert
sein kénnen.

Neben den hier beschriebenen antennalen ORN-Klassen wurde aullerdem noch eine
weitere maxillare Klasse untersucht. Die Klasse ORN42a projiziert in den Glomerulus VM7,
der unter anderem auch von den Axonen der Klasse ORNS9c innerviert wird (Couto et al.,
2005). Wie auch in den anderen bereits untersuchten maxillaren ORN-Klassen kommt es
hier zur Bildung ektopischer glomeruldrer Strukturen in der Nahe des SOG (durch
gestrichelte weilde Linie in | und J markiert). Ein Teil der ORN42a Axone erreicht jedoch noch

den Zielglomerulus im AL.

3.3.1.2.1 Akkumulation ektopischer glomerularer Strukturen auBerhalb des AL

Neben kleineren, ektopischen Glomeruli innerhalb des AL kommt es in Dscam mutanten
maxillaren ORNs immer wieder zur Bildung ektopischer Glomeruli am Eintritts- oder
Austrittspunkt des maxillaren Nervs in bzw. aus dem SOG. Auffallend ist, da® der a-NCad-
Antikorper stets weitere glomerulare Strukturen in direkter Nachbarschaft nachweist. Durch
die Markierung mehrerer maxillarer Klassen mit Hilfe der breit exprimierten Linie MT14-Gal4,
lassen sich in Dscam Minute-Klonen sowohl am Eintritts- als auch am Austrittspunkt des
maxillaren Nervs ins bzw. aus dem SOG Anhaufungen ektopischer Glomeruli darstellen
(Abb. 43, roter Kanal in B’ und C’). Eine Doppelmarkierung mit ORN46a Axonen zeigt
deutlich, dald es sich hierbei um ektopische Glomeruli einzelner ORN-Klassen handelt
(griner Kanal in B und C). In den meisten der hier analysierten Minute-Klonen wurden stets
mehrere ektopische SOG-Glomeruli in direkter Nachbarschaft gefunden. Zudem fallt auf, daf}
meist nur an einer Stelle, entweder am Eintrittspunkt ins SOG oder aber zwischen SOG und
AL, diese ektopischen Strukturen akkumulieren.

Bisher wurde nur fir maxillare ORN-Klassen eine Bildung ektopischer Glomeruli aul3erhalb
des AL beschrieben (Hummel et al., 2003). Die Analyse der Minute-Klone zeigt jedoch, dal}

auch antennale ORN-Klassen auf ihrem Projektionsweg zu frih in ektopische glomerulare
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Abb. 42: Projektionsdefekte Dscam mutanter ORN Axone (3). Dscam mutante ORN
Axone verschiedener Klassen projizieren in falsche Regionen und konvergieren dort in
ektopische glomerulare Strukturen (Pfeile in B, D und F). Auch Axone der Klasse ORN88a
(Wildtyp in G) zeigen beim Verlust von Dscam einen Projektionsdefekt. Im hier
dargestellten Beispiel liegt posterior zum eigentlichen ORN88a Glomerulus eine groRere
langgestreckte ektopische Struktur (Pfeilspitze in H). Ahnlich der bisher untersuchten
maxillaren ORN-Klassen zeigt auch die Klasse ORN42a ektopische Glomeruli im SOG
(gestrichelte Linie und Pfeil in J). Genotypen: (A) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR83c-
Gal4 UAS-sytGFP (B) eyFLP, FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR83c-Gal4 UAS-sytGFP
(C) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; ORG65a-Gal4 UAS-sytGFP (D) eyFLP, FRT42
Dscam21/ FRT42 PCNA; OR65a-Gal4 UAS-sytGFP (E) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA;
OR92a-Gal4 UAS-CD8GFP (F) eyFLP, FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR92a-Gal4
UAS-CD8GFP (G) eyFLP, FRT42/ FRT42 PCNA; OR88a-Gal4 UAS-CD8GFP (H) eyFLP,
FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR88a-Gal4 UAS-CD8GFP (I) eyFLP, FRT42/ FRT42
PCNA; OR43a-Gal4 UAS-sytGFP (J) eyFLP, FRT42 Dscam21/ FRT42 PCNA; OR43a-
Gal4 UAS-sytGFP. Die hier abbgebildeten AL wurden alle mit a-GFP (griin), a-Ncad (rot)
und toto3 (blau) gefarbt.
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Abb. 43: Ubersicht iiber die Lokalisation ektopischer Glomeruli in
Dscam Mutanten. Die Gal4-Linie MT14 markiert neben einigen antennalen
auch einen Teil der maxillaren ORN-Klassen (roter Kanal im Wildtyp A). Die
maxillaren ORNs (wie z.B. ORN46a, grine Markierung in A-C) projizieren
durch das SOG. In Dscam Mutanten konvergieren maxillare ORNs unter
anderem in ektopische Glomeruli am Eintritts- oder Austrittspunkt des
maxillaren Nervs im SOG (Sternchen in B und C‘). Auch antennale ORN
Axone wie z.B. von ORN47b bilden ektopische glomerulare Strukturen
aullerhalb des AL (Pfeilspitze in E). Die Linie con-Gal4 markiert einen
Grofteil antennaler ORNs (Wildtyp in F). Im Dscam mutanten Hintergrund
kommt es zu einer Anhaufung ektopischer antennaler Glomeruli im AMMC
(umrahmter Bereich in G und Sternchen in G*). Das Vorkommen ektopischer
Glomeruli ist mit Sternchen in der Schemadarstellung des Gehirns
gekennzeichnet. (A-G) sind Projektionen mehrerer konfokaler Schnitte. (B*-C’
und G') sind Ausschnittsvergréfierungen des roten bzw. griinen Kanals der
eingerahmten Bereiche in (B-C und G). Genotypen: (A) eyFLP; FRT42
46a::sytGFP/FRT42 PCNA; MT14-Gal4 UAS-CD2/+, (B-C) eyFLP; FRT42
Dscam21 46a::sytGFP/FRT42 PCNA; MT14-Gal4 UAS-CD2/+, (D) eyFLP;
FRT42 47b::sytGFP/FRT42 PCNA; MT14-Gal4 UAS-CD2/+, (E) eyFLP;
FRT42 Dscam21 47b::sytGFP/FRT42 PCNA; MT14-Gal4 UAS-CD2/+, (F)
eyFLP; FRT42/FRT42 PCNA; con-Gal4 UAS-sytGFP/+, (G) eyFLP; FRT42
Dscam21/FRT42 PCNA; con-Gal4 UAS-sytGFP/+. Alle hier dargestellten ALs
wurden mit a-GFP (griin) und a-Ncad bzw. a-CD2 (rot) markiert.
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Strukturen konvergieren. So zeigt beispielsweise die Klasse ORN47b (E) neben dem
Projektionsdefekt innerhalb des AL auch ektopische Glomeruli in anderen Bereichen des
Gehirns. Auch bei der Analyse von Dscam Minute-Klonen, bei denen selektiv einzelne ORN-
Klassen (ORN83c, ORN92a und ORN47a) markiert wurden, konnten kleinere ektopische
Glomeruli in dieser Region beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Analysen
verschiedener Antikorperfarbungen geben Hinweise darauf, dal es sich bei dieser
Gehirnregion um den antennomechanosensorischen Komplex (AMMC) handelt. Die Axone
der ORNs projizieren aus der Antenne in einem Faszikel zusammen mit anderen Axonen
mechanosensorischer Neurone. So projizieren z.B. die Axone der auditorischen
Mechanorezeptoren aus dem ,Johnston's Organ’ in den AMMC (Kamikouchi et al., 2006;
Sivan-Loukianova and Eberl, 2005). Ahnlich wie bei den maxillaren ORN-Klassen
akkumulieren auch die ektopischen Glomeruli antennaler ORN-Klassen in einen engen
Bereich. Dies wird durch die Markierung eines Grolteils der antennalen ORNs durch con-
Gal4 besonders deutlich (G, Sternchen in G’).

3.3.1.2.2 Klassen-spezifische Sortierung Dscam mutanter ORN-Axone

Um zu klaren, ob Dscam mutante Axone bestimmter ORN-Klassen mit Axonen anderer
Klassen co-konvergieren, wurden benachbarte ORN-Klassen differentiell markiert. Dies
ermdglicht eine genaue Analyse der inter-glomerularen Grenzen.

Abbildung 44 zeigt eine Analyse der Klassen ORN47b und ORN88a, die benachbarte
Bereiche im dorso-lateralen AL innervieren (Wildtyp in A). In eyFLP induzierten Klonen
kommt es in 36% der Mosaik-Gehirne zu einem Projektionsdefekt der Klasse ORN47b. Bei
genauerer Analyse lassen sich zwei Arten von Projektionsdefekten fir ORN47b beschreiben.
Meist projizieren die Dscam mutanten Axone hier in zwei gro3e glomeruldre Strukturen, die
um den ORN88a Glomerulus herum angeordnet sind (B und D). Diesen eher lokalen
Projektionsdefekt zeigen 2/3 der betroffenen Mosaikgehirne. In einigen Fallen kommt es
jedoch auch zur Fehlprojektion von ORN47b Axonen in vom Zielglomerulus entfernt
liegende, ektopische Glomeruli (C und E). Bisherige Analysen, bei denen lediglich die Klasse
ORN88a markiert wurde, zeigten in etwa 8% der untersuchten AL eine Projektion Dscam
mutanter Axone in kleinere ektopische Glomeruli. Die gleichzeitige Markierung des
benachbarten ORN47b-Glomerulus macht jedoch deutlich, daf3 die im Wildtyp auffallig runde
Form des Glomerulus in Dscam Mutanten haufig gestort ist. In allen analysierten AL, in
denen eine Aufspaltung der ORN47b Axone in zwei Glomeruli zu beobachten ist, kommt es
stets zu einer Veranderung der Form des ORN88a-Glomerulus (B und D). Bei einer
Fehlprojektion der markierten ORN-Klassen in weiter von der eigentlichen Zielregion
entfernte Bereiche projizieren ORN47b und ORN88a Axone haufig in benachbarte,

ektopische Glomeruli (Projektionen in C und E). Eine Analyse der inter-glomerularen
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Grenzen in einzelnen Schnittebenen zeigt, dal auch hier Axone der benachbarten Klassen
nicht in gemeinsame Regionen co-konvergieren. Auffallig ist, dal in allen untersuchten AL, in
denen auch ORN88a Axone ektopische Glomeruli bilden, diese stets ektopischen ORN47b
Glomeruli benachbart sind.

Die von den ORN-Klassen 47a und 22a innervierten Glomeruli DM3 und DM2 liegen beide
im dorso-medialen AL, sind jedoch nicht direkt benachbart. In Dscam Mutanten projizieren
beide Klassen in kleinere ektopische Strukturen (B). Mutante ORN47a Axone projizieren
bevorzugt in ektopische Glomeruli in dorso-lateralen und ventralen AL-Regionen (siehe auch
3.3.2.1), ektopische ORN22a Glomeruli projizieren hingegen bevorzugt in die ventrale Halfte
des AL (siehe auch 3.3.2.2). Kommt es zu einer eher lokalen Fehlprojektion von ORN47a
Axonen in den dorso-medialen Bereich (Abb. 45, Pfeil in C), in dem auch der ORN22a
Glomerulus lokalisiert ist, 1Rt sich eine Veranderung der Glomerulus Positionierung
beobachten. Die Position des ORN22a Glomerulus scheint weiter nach ventral verschoben.
Auch hier konnte in keinem Fall die Co-Konvergenz von Axonen beider ORN-Klassen in
gemeinsame Bereiche beobachtet werden.

Dscam mutante maxillare ORN Axone konvergieren haufig bereits vor dem AL in ektopische
Glomeruli (Abb. 46 B-C und E-F). In keiner der analysierten Fehlprojektionen in SOG-
Glomeruli konnte eine Co-Konvergenz von zwei ORN-Klassen in einen gemeinsamen
ektopischen Glomerulus gezeigt werden. Auch Dscam mutante Axone verschiedener
Klassen, die in die Zielregion projizieren sortieren sich in getrennte Bereiche aus (Daten
nicht gezeigt). Die Klasse ORNS59c innerviert im Wildtyp zwei posteriore Glomeruli, 1 und
VM7 (roter Kanal in D). Die beiden Klassen sind im AL nicht direkt benachbart. In Minute-
Klonen projizieren Axone beider Klassen in ektopische Glomeruli auferhalb des AL. Dort
kénnen diese auch direkt benachbart liegen (Kastchen in E) oder im Verhaltnis zur
eigentlichen Position innerhalb des AL zumindest naher aneinander (F).

Die Analyse der Doppelmarkierungen zeigt, dal® der Verlust von Dscam zwar zur
Fehlprojektion von ORNs verschiedener Klassen in ektopische Glomeruli fihrt, die
Aussortierung verschiedener ORN-Klassen untereinander jedoch nicht beeintrachtigt ist.
Zudem wird deutlich, dal die zuvor erwdhnten Akkumulationen ektopischer Glomeruli in der
Nahe des SOG aus Axonen verschiedener ORN-Klassen bestehen, die sich deutlich

voneinander abgrenzen.

3.3.1.3 Analyse reverser MARCM-Klone

Um zu klaren, ob auch wildtypische ORN-Axone in Dscam mutanten ektopischen Glomeruli
projizieren, wurden ,reverse MARCM-Klone* analysiert, die eine selektive Markierung der

wildtypischen Axone ermdglichen.
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Abb. 44: Innervation Dscam mutanter ORN47b und ORN88a
Axone. ORN88a Axone innervieren im Wildtyp den Glomerulus
VA1d. Direkt darunter konvergieren ORN47b Axone in den V-
formigen VA1v Glomerulus (A und Schema). In Dscam Mutanten
projizieren ORN47b Axone haufig in zwei etwa gleich grofie
glomerulare Strukturen, die sich um den ORNB88a-Glomerulus
herum anordnen (B und D). Die im Wildtyp runde Form des
ORNB88a-Glomerulus wirkt hier zusammengedrickt (B-D). In
einigen Fallen kommt es zur Projektion beider Klassen in
mehrere kleinere ektopische Glomeruli, die weiter vom
eigentlichen Zielglomerulus entfernt liegen (C und E). Axone
beider Klassen sortieren sich hier voneinander aus und
konvergieren in abgegrenzte Bereiche. Genotypen: (A) eyFLP;
FRT42 PCNA/ FRT42 OR47b:sytGFP; OR88a-Gal4 UAS-CD2/ +
(B-C) eyFLP; FRT42 PCNA/ FRT42 Dscam21 OR47b:sytGFP;
OR88a-Gal4 UAS-CD2/ + (D-E) eyFLP; FRT42 PCNA/ FRT42
Dscam33 OR47b:sytGFP; OR88a-Gal4 UAS-CD2/ +. (C,) und
(E,) sind vergroRerte, einzelne Schnitte aus den Projektionen in
(C) und (E). Die hier abgebildeten antennalen Loben wurden mit
a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau) markiert.



Abb. 45: Innervation Dscam mutanter ORN47a und ORN22a Axone. Im Wildtyp
liegt der von ORN47a Axonen innervierte DM3 Glomerulus etwas anterior Uber dem
von ORN22a Axonen innervierten DM2 Glomerulus (A und Schema). Dscam mutante
ORN22a (grin) und ORN47a Axone (rot) projizieren in von der Zielregion weiter
entfernte AL Bereiche (Pfeile in B). Bei der in (C) dargestellten, eher lokalen
Fehlprojektion von ORN47a Axonen (Pfeil) kommt es zudem zu einer Verschiebung
des ORN22a Glomerulus (Sternchen). Im Vergleich zum linken AL liegt der DM2
Glomerulus im rechten AL deutlich weiter ventral. Die beiden dorsalen ORN47a
positiven Glomeruli hingegen liegen auf etwa gleicher Héhe. Genotypen: (A) eyFLP;
FRT42 PCNA/ FRT42 OR22a:sybGFP; OR47a-Gal4 UAS-CD2/ + (B-C) eyFLP;
FRT42 PCNA/ FRT42 Dscam33 OR22a:sybGFP; OR47a-Gal4 UAS-CD2/+. Die hier
abgebildeten antennalen Loben wurden mit a-GFP (grin), a-CD2 (rot) und toto3
(blau) markiert.



Abb. 46: Innervation Dscam mutanter ORN Axone der maxillaren ORN-Klassen 71a,
46a und 59c. Die Klassen ORN46a und ORN71a innervieren direkt benachbarte
Glomeruli im AL (Wildtyp in A und Schema). Die Klassen ORN59c und ORN46a liegen
etwas weiter auseinander (Wildtyp in D und unteres Schema). Dscam mutante Axone
bilden auf ihrem Projektionsweg in den AL bereits ektopische Glomeruli (B-C und D-E).
Die Ausschnittsvergroflerung einzelner konfokaler Schnitte aus den dargestellten
Projektionen zeigen, dal sich die mutanten Axone der verschiedenen Klassen deutlich
voneinander abgegrenzen und nicht in gemeinsame Bereiche co-konvergieren. Die
gestrichelten Linien zeigen die Umrisse des AL und des SOG an. Genotypen: (A) eyFLP;
FRT42 ORA46a:sytGFP/ FRT42 PCNA; OR71a-Gal4 UAS-CD2/+ (B-C) eyFLP; FRT42
Dscam21 OR46a:sytGFP/ FRT42 PCNA; OR71a-Gal4 UAS-CD2/+ (D) eyFLP; FRT42
OR46a:sytGFP/ FRT42 PCNA; OR59c-Gal4 UAS-CD2/+ (E-F) eyFLP; FRT42 Dscam21
OR46a:sytGFP / FRT42 PCNA; OR59c-Gal4 UAS-CD2/+. Die hier gezeigten antennalen
Loben wurden mit a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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Abb. 47 zeigt die phanotypische Analyse der verschiedenen klonalen Situationen im
Vergleich. Wahrend homozygot mutante ORNs in den ,forward” MARCM-Klonen die fur die
einzelnen ORN-Klassen beschriebenen Projektionsdefekte zeigen, konnte fir die in reversen
MARCM-Klonen markierten wildtypischen Axone keine Fehlprojektion beobachtet werden.
Alle untersuchten AL zeigten ein dem Wildtyp ahnliches Projektionsmuster der markierten
ORN-Axone. Dies bedeutet, dalk der fir Dscam beschriebene Phanotyp ausschlief3lich durch
die Fehlprojektion der homozygot mutanten ORNs gebildet wird. DscaM wirkt in den hier

analysierten ORN-Klassen folglich zellautonom.

3.3.1.4 ORN-Projektionsdefekte beim Verlust der Dscam Funktion im
Zielgebiet
Frihere Expressionsdaten haben gezeigt, da® DscAM sowohl in den ORNs als auch den
PNs exprimiert ist (Hummel et al., 2003). Es stellt sich die Frage, ob die beobachteten
Projektionsdefekte der verschiedenen ORN-Klassen auf der Stérung einer DSCAM
vermittelten Axon-Axon-Interaktion oder aber einer Axon-Dendrit-Interaktion zurtickzufiihren
sind. Um zu klaren, ob Dscam eine Rolle bei der Erkennung von PNs und ORNs spielt,
wurde der Phanotyp der oben beschriebenen Minute-Klone mit dem ORN-Projektionsmuster
in Dscam transheterozygoten Tieren verglichen, in denen neben den ORNs nun auch PNs
und LNs mutant sind.
Die Kombination der beiden hypomorphen Allele Dscam®* und Dscam®’ fihrt zu
transheterozygoten adulten ,Escapers’ (5%), die auf ORN Projektionsdefekte analysiert
wurden. Diese Dscam?/Dscam®-Tiere zeigen starke motorische Defekte, entfalten ihre
Fluigel nicht und tberleben meist nur 2 Tage. Ahnlich wie fiir die Analyse der Minute-Klone
der ORN-Klassen 47b und 88a, zeigen auch die fir Dscam transheterozygoten Gehirne die
typische Projektion von ORN47b Axonen in zwei groliere Glomeruli, die sich um den
ORN88a Glomerulus anordnen (Abb. 48 B). Auch kleinere, weiter entfernte ektopische
Glomeruli kénnen beobachtet werden (C). Wie auch in den Minute-Klonen ist hier die
klassen-spezifische Sortierung der ORNSs in voneinander getrennte Bereiche noch intakt.
In transheterozygoten AL zeigt auch die Klasse ORN47a den aus den klonalen Analysen
bekannten Phanotyp. Die ORN Axone projizieren in ektopische Glomeruli, die sich im
gesamten AL verteilen. Auch hier zeigt die Doppelmarkierung, dall die raumliche
Orientierung der ORN22a und ORN47a Glomeruli zueinander verandert ist. Diese
~Glomeruli-Verschiebungen® konnten in 19% der fir ORN47a und ORN22a markierten AL
festgestellt werden (n=16).
Als Beispiel fur das Projektionsverhalten maxillarer ORN-Klassen wurden Markierungen der
Klassen ORN59c und ORN46a analysiert (Abb. 48 G-J). Auch hier lassen sich keine

Unterschiede zum Projektionsdefekt der ORNs in Minute-Klonen feststellen (Vergleiche mit
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Abb. 47: Selektive Markierung homozygot Dscam
mutanter und wildtypischer ORN Axone. In der ersten
Spalte ist jeweils das wildtypische Innervationsmuster der
Klassen ORN47b (A), ORN47a (D) und ORN46a (G)
dargestellt. Die mittlere Spalte zeigt die Markierung der
Dscam mutanten Axone der verschiedenen ORN-Klassen.
Dscam mutante ORN47b Axone projizieren in zwei
Glomeruli, die um den Nachbarglomerulus angeordnet sind
(Pfeilspitzen in B). Homozygot mutante ORN47a Axone
konvergieren in kleinere Glomeruli (E) und mutante
ORN46a Axone stoppen noch bevor sie den AL erreichen
und bilden dort ektopische Glomeruli (Pfeilspitze in H). Die
Markierung der wildtypischen Axone im Dscam Klon
(rechte Spalte) zeigt, dal® diese nicht in die ektopischen
Glomeruli terminieren. Genotypen: (A) eyFLP; FRT42/
FRT42 Gal80;, ORA47b-Gal4 UAS-sytGFP/+ (B) eyFLP;
FRT42 Dscam21/ FRT42 Gal80, OR47b-Gal4 UAS-
sytGFP/+ (C) eyFLP; FRT42/ FRT42 Dscam21 Gal80;
ORA47b-Gal4 UAS-sytGFP/+ (D) eyFLP; FRT42/ FRT42
Gal80; OR47a-Gal4 UAS-sytGFP/+ (E) eyFLP;, FRT42
Dscam21/ FRT42 Gal80; OR47a-Gal4 UAS-sytGFP/+ (F)
eyFLP; FRT42/ FRT42 Dscam21 Gal80; OR47a-Gal4 UAS-
SytGFP/+ (G) eyFLP; FRT42/ FRT42 Gal80; OR46a-Gal4
UAS-CD8GFP/+ (H) eyFLP; FRT42 Dscam21/ FRT42
Gal80; OR46a-Gal4 UAS-CD8GFP /+ (I) eyFLP; FRT42/
FRT42 Dscam21 Gal80; OR46a-Gal4 UAS-CD8GFP /+ Die
dargestellten AL wurden mit a-GFP (griin) und a-Ncad (rot)
markiert.



Abb. 48: Projektionsdefekte verschiedener ORN Klassen in Dscam
transheterozygoten Fliegen. Im Wildtyp umfaldt der sichelférmige ORN47b
Glomerulus den dorsal darlber liegenden ORN88a Glomerulus (A). In Dscam
transheterozygoten Tieren kommt es haufig zu einer Spaltung des ORN47b
Glomerulus (B), in einigen Fallen sogar zu einer Spaltung beider Glomeruli (C).
Axone beider ORN Klassen konvergieren stets in deutlich voneinander
abgegrenzte Bereiche. Auch Dscam transheterozygote ORN47a Axone
projizieren in ektopische Glomeruli (E-F, hier zusammen mit ORN22a (griin)
dargestellt). Maxillare ORNs konvergieren in Dscam transheterozygoten Tieren
in ektopische Glomeruli innerhalb (Pfeilspitze in H) und aulRerhalb des AL (I und
Sternchen in J). Genotypen: (A) OR47b::sytGFP/ OR88a-Gal4 UAS-CD2 (B-C)
Dscam47/Dscam24; OR47b::sytGFP/  OR88a-Gal4 UAS-CD2 (D)
OR22a::sypbGFP/ OR47a-Gal4 UAS-CD2 (E-F) Dscam47/Dscam?24;
OR22a::sypbGFP/ ORA47a-Gal4 UAS-CD2 (G) OR59c-Gal4 UAS-CD2/
OR46a::sytGFP ~ (H-J)  Dscam47/Dscam24;  OR59c-Gal4  UAS-CD2/
ORA46a::sytGFP. Alle hier dargestellten AL wurden mit o-GFP (griin), a-CD2
(rot) und toto3 (blau) gefarbt. Die Markierungen in (G-J) zeigen die Umrisse des
AL und SOG.
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Abb. 46 E-F). Neben ektopisch positionierten Glomeruli innerhalb des AL (Pfeilspitze in H)
treten auch hier wieder ektopische glomeruladre Strukturen am Ein- und Austrittspunkt des
maxillaren Nervs in bzw. aus dem SOG auf.

Der Zusatzliche Dscam Verlust im Zielgebiet flhrt nicht zu einer verstarkten Fehlprojektion
von ORN Axonen. Die phanotypische Auspragung in transheterozygoten Tieren gleicht der
Situation in Minute-Klonen. Auch hier findet ein Teil der ORNs seinen eigentlichen
Zielglomerulus. Zudem sind Anzahl und GroRRe der ektopischen Glomeruli vergleichbar. Falls
Dscam in PNs und LNs eine Funktion als Wegfindungssignal hatte, so ware eine verstarkte
Fehlprojektion zu erwarten gewesen. Die Wegfindung der ORN-Axone, d.h. die Erkennung
des Zielgebiets, scheint daher Dscam unabhangig zu sein. DSCAM stellt somit kein
Erkennungsmolekil fir ORNs und ihre korrespondierenden PNs dar. Obwohl die Art der
Fehlprojektionen sich in Transheterozygoten nicht verstarkt, ist die phanotypische Penetranz
deutlich héher als in Minute-Klonen. Fur alle der analysierten Doppelmarkierungen lag die

phanotypische Penetranz in transheterozygoten Tieren bei 100%.

3.3.2 Innervation ektopischer Glomeruli durch PN-Dendriten

Einige der Dscam mutanten Axone konvergieren in weit vom eigentlichen Zielgebiet
entfernten Regionen. Es stellt sich die Frage, ob diese entfernt liegenden, ektopischen
Glomeruli von PN Dendriten innerviert werden. Mit Hilfe der Linie GH146-Gal4 wurde nun
untersucht, ob ektopische Glomeruli, die von Dscam mutanten ORN-Klassen gebildet

werden von Dendriten der markierten PNs innerviert sind.

3.3.2.1 Dendritische Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli in Dscam

Mutanten

Die Linie GH146 markiert unter anderem auch die PNs, die in den von ORN47a innervierten
DM3 Glomerulus projizieren. Neben der Projektion in den eigentlichen Zielglomerulus
terminieren Dscam mutante ORN47a Axone in mehrer ektopische Glomeruli, die oft weit von
der eigentlichen Zielregion entfernt lokalisiert sind. Dies macht eine genauere Analyse der
dendritischen Innervation ektopischer Glomeruli besonders interessant.
Die Innervation des wildtypischen ORN47a Glomerulus zeigt in einer einzelnen konfokalen
Schnittebene durch die Mitte des Glomerulus deutlich die Bereiche in denen PN-Dendriten
und ORN-Axone ineinander greifen (Wildtyp in Abb. 49 A). Auch in den Mosaik-Gehirnen
wird der von ORN47a Axonen innervierte DM3 Glomerulus von feinen dendritischen
Verzweigungen der PNs durchzogen (AusschnittsvergréRerungen in C; und D). Die Analyse
der ektopischen Glomeruli zeigt, daf} nicht alle von PNs innerviert werden (B4 und C;). Um
eine Korrelation zwischen Innervations-Verhalten der PNs und Lokalisation der Dscam
mutanten ektopischen Glomeruli zu finden, wurden die Grofle der ektopischen Glomeruli,
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Abb. 49: Dendritische Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli durch PNs.
Der ORN47a Glomerulus wird im Wildtyp (A) von GH146 positiven PN-Dendriten
innerviert. Dscam mutante ORN47a Axone konvergieren unter anderem haufiger im dorso-
lateralen AL zu ektopischen Glomeruli (Pfeilspitzen in B,C und D). Wahrend der eigentliche
Zielglomerulus von ORN47a stets von PN-Dendriten innerviert ist (C, und D,), werden
ektopische Glomeruli im dorso-lateralen Bereich hingegen nicht immer innerviert. In (B,
und C,) scheinen die umliegenden PNs eine Innervation des von ORN47a Axonen
besetzten Bereichs zu meiden. Im unter (D,) gezeigten, weiter anterior liegenden dorso-
lateralen Glomerulus ist jedoch eine deutliche Innervation durch die fein verzweigten PN-
Dendriten zu erkennen. Die Bilder (A-D) zeigen Projektionen mehrerer konfokaler
Einzelschnitte. Die anderen Abbildungen sind Vergroferungen einzelner Schnitte aus
diesen Projektionen. Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 GH146/ FRT42PCNA; OR47b::sytGFP
UAS-CD2/+ (B-D) eyFLP; FRT42 Dscam21 GH146/ FRT42PCNA; OR47b::sytGFP UAS-
CD2/+. Die gezeigten AL wurden mit a-GFP (grtin), o -CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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ihre Lokalisation im AL sowie ihre Distanz zur eigentlichen Zielregion vermessen und dann

miteinander verglichen (Abb. 50).
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Abb. 50: Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli.
Die Grafik fal3t einzelne ektopische Glomeruli aus unterschiedlichen AL (n=8) zusammen.
Auf der X-Achse ist die Distanz des ektopischen Glomerulus zum DM3-Zielglomerulus
aufgetragen. Die Y-Achse gibt den Durchmesser des ektopischen Glomerulus an. Die in
der Grafik dargestellten Farbfelder korrespondieren mit den farblich gekennzeichneten
Bereichen im AL-Schema. Der rote Bereich im AL gibt die Position des DM3 Glomerulus
an. Die Position des V-Glomerulus ist durch eine Umrisslinie gekennzeichnet. Es werden
nur die ektopischen ORN47a Glomeruli von PNs innerviert, die anterior im dorso-
lateralen AL liegen (gruner Bereich in Grafik und AL-Schema). Alle anderen Glomeruli,

auch solche mit geringerer Distanz zur Zielregion, zeigen keine Innervation.

Fur die Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli 1aRt sich sagen, dal® nur anterior im
dorso-lateralen AL lokalisierte, ektopische Glomeruli von PN-Dendriten innerviert werden.
Selbst ektopische Glomeruli, die anterior im ventro-medialen AL, d.h. ndher am eigentlichen
Zielglomerulus liegen, werden nicht von PNs innerviert. Die Lokalisation der ektopischen
Glomeruli scheint fiir die Innervation von PNs also von Bedeutung zu sein. Zudem |aRt sich
eine Korrelation zwischen Glomerulus-Durchmesser und PN-Innervation feststellen. Es stellt
sich jedoch die Frage, ob hier die Innervation durch PNs fur die GréRe der Glomeruli
verantwortlich ist oder, ob besonders kleine Glomeruli einfach nicht von PNs innerviert

werden.
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Abb. 51: Dendritische Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli durch PNs.
ORN22a Axone innervieren im Wildtyp (A) den posterior im AL liegenden DM2-
Glomerulus. Dieser wird ebenfalls von GH146 positiven PN-Dendriten innerviert (A,). In
allen untersuchten Dscam Mosaik-Gehirnen ist die PN-Innervation des eigentlichen
Zielglomerulus (Sternchen in C, und D,) &hnlich dem Wildtyp. Dscam mutante ORN22a
Axone projizieren unter anderem auch in ventromediale (Pfeilspitzen in C, und D,) oder
ventrolaterale Bereiche (B,) des AL. Diese ektopischen Glomeruli werden in den hier
dargestellten Beispielen (B-D) unterschiedlich stark von GH746 positiven PN-Dendriten
innerviert. Wahrend in (B,) der ektopische Glomerulus deutlich mit verzweigten PN-
Dendriten durchzogen ist, scheint die Innervation im unter (C,) gezeigten Fall etwas
schwacher (Pfeilspitze). Die Bilder (A-D) zeigen Projektionen mehrerer konfokaler
Einzelschnitte. Die anderen Abbildungen sind Vergrofierungen einzelner Schnitte aus
diesen Projektionen. Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 GH146/ FRT42PCNA;
OR22a::sytGFP UAS-CD2/+ (B-D) eyFLP; FRT42 Dscam21 GH146/ FRT42PCNA;
OR22a::sytGFP UAS-CD2/+ Die gezeigten AL wurden mit a-GFP (griin), o -CD2 (rot)
und toto3 (blau) gefarbt.
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3.3.2.2 Dendritische Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli in Dscam

Mutanten

Die Analyse der ektopischen ORN22a Glomeruli ist besonders interessant im direkten
Vergleich zu ektopischen ORN47a Glomeruli. Da die eigentlichen Zielglomeruli, DM2 und
DM3, im AL relativ nah zueinander liegen, projizieren die Axone beider Klassen entlang
ahnlicher Routen. Zum einen stellt sich die Frage, ob mutante Axone der beiden Klassen so
auch in ahnliche Regionen konvergieren und, ob die dendritische Innervation vergleichbar
ist. Die PN-Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli ist in Abbildung 51 dargestellit.
Abbildung 52 zeigt die fiir ORN22a Glomeruli gemessenen Daten im Uberblick.
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Abb. 52: Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli. Die
Grafik fallt ektopische ORN22a Glomeruli aus insgesamt sieben AL zusammen. Die X-
Achse gibt die Distanz des ektopischen Glomerulus zum DM2-Zielglomerulus an, die Y-
Achse den Durchmesser des ektopischen Glomerulus. Die Farbfelder in der Grafik
korrespondieren mit den farblich gekennzeichneten Bereichen im schematisch
dargestellten AL. Der rote Bereich im AL gibt die Position des DM2 Glomerulus an.
Ektopische ORN22a Glomeruli sind sowohl dorso-lateral als auch ventral im AL
lokalisiert. PN-Innervation ist jedoch hauptsachlich in ventralen Glomeruli zu beobachten.

Nur einer der dorso-lateral lokalisierten Glomeruli zeigt eine PN-Innervation.

Ektopische ORN22a und ORN47a Glomeruli sind also in dhnlichen AL Regionen lokalisiert.
Jedoch werden ektopische ORN22a Glomeruli meist dann von PNs innerviert, wenn sie in
der ventralen Halfte des AL liegen und so eine geringere Distanz zum Zielglomerulus haben.
Obwohl die eigentlichen Zielglomeruli und somit die korrespondierenden PNs in einer

ahnlichen Region liegen ist die Innervation der ektopischen Glomeruli sehr verschieden.
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3.3.2.3 Dendritische Innervation ektopischer ORN47b Glomeruli in Dscam

Mutanten

Im Gegensatz zu den Fehlprojektionen Dscam mutanter ORN47a und ORN22a Axone in
weit entfernte Regionen, zeigt die Klasse ORN47b eher einen lokalen Projektionsdefekt. Der
in Minute-Klonen meist beobachtete Phanotyp Dscam mutanter ORN47b Axone ist die
Aufteilung in zwei grélkere glomerulare Strukturen, die in der eigentlichen Zielregion
lokalisiert sind (Abb. 53 B). Kommt es jedoch zur Projektion Dscam mutanter Axone in
mehrere ektopische Strukturen, so sind auch diese vergleichsweise nah zur dorso-lateralen
Zielregion lokalisiert, verteilen sich jedoch meist entlang der anterior-posterior Achse. In allen
untersuchten AL, in denen es zu einer Spaltung des VA1d Glomerulus kam (B und B,),
konnte eine deutliche Innervation beider Kompartimente durch PNs festgestellt werden
(n=8). Innerhalb der beiden Glomeruli sind stets GH146 positive Dendriten zu sehen.

Kommt es zur Fehlprojektion mutanter ORN47b Axone in etwas weiter entfernte Regionen
des AL, so kann meist auch hier die dendritische Innervation ektopischer Glomeruli
beobachtet werden. Einige der ektopischen Glomeruli, die sich in derselben anterior-
posterior Ebene befinden zeigen jedoch eine unterschiedlich starke Innervation durch PN-
Dendriten (D3). Die genaue Lokalisation der Glomeruli scheint hier zumindest fur die Dichte
der PN-Innervation von Bedeutung zu sein. Auch hier wurden die Daten zu GroRe, Distanz
und Lokalisation der ektopischen ORN47b Glomeruli in einer Grafik zusammengefaldt (Abb.
54). Es wurden jedoch nur solche Glomeruli in die Analyse mit einbezogen, die deutlich von
einem als solchen identifizierbaren Zielglomerulus entfernt lagen. Alle AL, in denen der VA1d
Glomerulus in zwei groRere glomerulare Strukturen geteilt ist, wurden nicht berlcksichtigt, da

hier keine Distanz zum Zielglomerulus ermittelt werden kann.
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Abb. 53: Dendritische Innervation ektopischer ORN47b Glomeruli durch PNs.
Im Wildtyp (A) wird der sichelférmige ORN47b Glomerulus durch GH146 positive PN-
Dendriten innerviert (A,). In Dscam Mutanten teilen sich ORN47b Axone auf zwei
anteriore (B) oder auch mehrere kleinere ektopische Glomeruli auf (C und D), die auch
weiter posterior im AL liegen kdénnen. Neben den groReren von ORN47b innervierten
Bereichen (C, und D,) werden auch kleinere weiter posterior liegende ektopische
Glomeruli von PN-Dendriten innerviert (C,, D, und D,). Die Dichte der innervierenden PN-
Dendriten variiert jedoch. (D,-D;) zeigen jeweils einzelne Schnitte aus der konfokalen
Projektion in (D), die von anterior nach posterior angeordnet sind. Auffallig ist, daf auch
ektopische Glomeruli, die in der gleichen anterior-posterior Ebene liegen unterschiedlich
stark von PNs innerviert sind. So ist der weiter ventral gelegene Glomerulus (Sternchen in
D;) im Vergleich zum dorsalen deutlich schwacher innerviert. (A-D) zeigen Projektionen
mehrerer konfokaler Einzelschnitte. Die anderen Abbildungen sind einzelne Schnittebenen
aus diesen Projektionen. Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 GH146-Gal4/ FRT42PCNA;
ORA47b::sytGFP UAS-CD2/+ (B-D) eyFLP; FRT42 Dscam21 GH146-Gal4/ FRT42PCNA;
ORA47b::sytGFP UAS-CD2/+. Die gezeigten AL wurden mit a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und
toto3 (blau) gefarbt.
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Abb. 54: Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN47b Glomeruli. Da
eine Fehlprojektion von ORN47b Axonen in weiter entfernte Bereiche des AL nicht so
haufig vorkommt, konnten hier nur wenige AL in die Analyse mit einbezogen werden
(n=4). Die X-Achse gibt die Distanz des ektopischen Glomerulus zum VA1v-
Zielglomerulus an, die Y-Achse den Durchmesser des ektopischen Glomerulus. Die in
der Grafik dargestellten Farbfelder korrespondieren mit den farblich gekennzeichneten
Bereichen im AL-Schema. Der rote Bereich im AL gibt die wildtypische Position des VA1v
Glomerulus an. Die ektopischen ORN47b Glomeruli verteilen sich nur in der lateralen
Halfte des AL. Der Grofteil der Glomeruli liegt hierbei posterior unterhalb der eigentlichen
Zielregion (gelbes Farbfeld). Fast alle hier analysierten ORN47b Glomeruli werden von

PNs innerviert.

Zusammenfassend laldt sich feststellen, dal® die Dscam mutanten ORNs der verschiedenen
Klassen in bestimmte Bereiche des AL projizieren. Wahrend sich ORN47b Axone entweder
in zwei grolde ektopische Strukturen aufteilen oder weiter posterior im ventro-lateralen AL in
kleinere ektopische Glomeruli konvergieren, projizieren mutante ORN47a und ORN22a
Axone hauptsachlich in dorso-laterale bzw. ventro-laterale Regionen. Hierbei ist es von
Klasse zu Klasse verschieden, wann ektopische Glomeruli von PN-Dendriten innerviert
werden. Allen drei hier untersuchten ORN-Klassen ist gemeinsam, daf erst in ektopischen
Glomeruli mit einer Grélke von mindestens 4um Durchmesser eine Innervation durch PN-

Dendriten sichtbar ist.

3.3.3 Spezifitat der ORN-PN-Erkennung in Dscam Mutanten

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dal® sich in Dscam Mutanten

ektopische projizierende ORNs durchaus mit Dendriten der PNs verschalten kénnen. Die
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Analyse der Doppelmarkierung von MZ19-Gal4 und den Klassen ORN47b und ORN88a
sollte die Frage nach der Spezifitdt der ORN-PN-Erkennung klaren.

In Minute-Klonen zeigen ORN47b Axone haufig eine Aufteilung in zwei glomerulare
Strukturen, die um den ORN88a Glomerulus herum positioniert sind (Abb. 55 B und C).
Betrachtet man nun die Anordnung der MZ19 positiven Glomeruli, so fallt auf, da} auch
diese eine veranderte Position im AL zeigen. In einigen der untersuchten AL zeigt der
ORN88a Glomerulus (VA1d) eine eher langliche Form, die von zwei ORN47b innervierten
Strukturen eingerahmt ist. Die ektopischen ORN47b Glomeruli zeigten in keinem der
analysierten Mosaik-Gehirne eine Fehlinnervation durch MZ19 positive PN-Dendriten.
Vielmehr ist eine deutliche Abgrenzung zwischen den beteiligten Zelltypen zu erkennen. Im
Vergleich dazu zeigt eine selektive Markierung der ORN88a Axone in Minute-Klonen, dal}
solch ein langgestreckter ORN88a Glomerulus auch von seinen MZ19 positiven PN-
Dendriten innerviert wird (Abb. 56 B). Im Fall der hier analysierten ORN-Klassen 47b und
88a scheint die spezifische Erkennung der korrespondierenden PN-Klassen in Minute-
Klonen mit Dscam?’ nicht gestért zu sein. Der fiir die ORNs beobachtete Projektionsdefekt
bzw. Veranderung der glomeruldren Form und Position wurde in allen analysierten AL vom

Innervationsmuster der PNs widergespiegelt.

3.3.4 Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten

Fur die ektopischen Glomeruli der Klassen ORN47a und ORN47b konnte bereits eine
Innervation durch PN-Dendriten gezeigt werden. Auch die Analyse des LN-
Innervationsmusters in Minute-Klonen ergab fiir beide Klassen stets eine gleichmaRige
Verteilung der LN-Dendriten innerhalb der ektopischen Glomeruli (Abb. 57 B und D), sofern
die ektopischen Glomeruli innerhalb des AL lokalisiert waren. Kleinere ektopische Strukturen,
wie sie fir einige antennale ORN-Klassen auch im AMMC und am Eintrittspunkt des
antennalen Nervs am AL gezeigt werden konnten, werden nicht von LNs innerviert. Auch die
Analyse ektopischer Glomeruli der Klasse ORN21a zeigte in allen der untersuchten Mosaik-
Gehirne eine deutliche Innervation durch LN-Dendriten. Interessanterweise scheinen auch
kleinere, ektopische Strukturen, mit einem Durchmesser unter 4um, noch einzelne LN-
Dendriten zu beinhalten. Im Vergleich zur PN-Innervation fanden sich in allen analysierten
ektopischen Glomeruli innerhalb des AL stets LN-Dendriten. Hier scheinen Grélke und
Lokalisation der Glomeruli nicht von Bedeutung zu sein.

Besonders interessant ist die Analyse der ektopischen ORN46a Glomeruli. Maxillare ORN-
Axone terminieren in Minute-Klonen haufig in Regionen aul3erhalb des AL. Teilweise kommt
es zu Akkumulationen ektopischer Glomeruli direkt unterhalb des AL. Hier ist auch in
ektopischen ORN46a Glomeruli, die direkt unterhalb des AL lokalisiert sind, d.h.

beispielsweise dem V-Glomerulus direkt benachbart sind, eine deutliche Innervation durch
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Abb. 55: Spezifitit der ORN-PN-Erkennung in Dscam Mutanten (1). Die Linie MZ19-
Gal4 markiert die dendritische PN-Innervation der Glomeruli DA1, VA1d und DC3. Im
Wildtyp (A) liegen die beiden Glomeruli DA1 und VA1d anterior im AL. Unterhalb des
VA1d Glomerulus ist der DC3 Glomerulus (siehe Schemazeichnung). Dscam mutante
ORN47b Axone projizieren oft in zwei grofiere ektopische Glomeruli, die dem VA1d
Glomerulus benachbart liegen (Sternchen in B). In einigen Fallen sind diese Glomeruli so
lokalisiert, dal® eine morphologische Veranderung des VA1d Glomerulus sichtbar wird
(gestrichelte Umrisslinie in C). In keinem der gezeigten Beispiele kommt es jedoch zur
Verschaltung MZ19 positiver Dendriten mit ektopisch projizierenden ORN47b-Axonen.
Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 MZ19-Gal4/ FRT42 PCNA; OR47b:sytGFP UAS-CD2/+
(B-C) eyFLP; FRT42 Dscam21 MZ19-Gal4/ FRT42 PCNA; OR47b:sytGFP UAS-CD2/+.
Die hier abgebildeten AL wurden alle mit a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau)
gefarbt. (A'-C’) und (A“-C*) zeigen jeweils den roten bzw. griinen Kanal aus (A-C).



Abb. 56: Spezifitit der ORN-PN-Erkennung in Dscam Mutanten (2). ORN88a
Axone innervieren den MZ19 positiven VA1d Glomerulus (Wildtyp in A). In Dscam Minute-
Klonen kommt es haufig zur Verschiebung der glomeruldren Strukturen. Der ORN88a
Glomerulus ist elongiert und liegt nicht mehr direkt unterhalb des DA1 Glomerulus. Die
Umrisslinie in (B) gibt die Form eines mutmaRlichen, veranderten ORN47b Glomerulus an
(vergleiche ORN47b Phanotyp in Abb. 55 C), der sich keilférmig zwischen die MZ19
positiven Glomeruli schiebt. Trotz der veranderten Form und Position wird der VA1d
Glomerulus neben den ORN Axonen auch noch von MZ19 positiven PN-Dendriten
innerviert. Genotypen: (A) eyFLP UAS-CD2; FRT42 MZ19-Gal4/ FRT42 PCNA;
ORS88a:sytGFP UAS-CD2/+ (B) eyFLP UAS-CD2; FRT42 Dscam21 MZ19-Gal4/ FRT42
PCNA; OR88a:sytGFP UAS-CD2/+. Die hier abgebildeten AL wurden alle mit a-GFP (griin),
a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt. (A*-B‘) und (A“-B*) zeigen jeweils den roten bzw.
griinen Kanal aus (A-B).



Abb. 57: Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten (1). Die Linie
C753-Gal4 markiert eine Vielzahl von LNs, die ihre Dendriten aus zwei dorsalen Zell-
Clustern in den AL projizieren und alle Glomeruli des AL innervieren (Wildtypen in A und
C). Dscam mutante ORN47b-Axone projizieren meist in in zwei etwa gleich grof3e
Strukturen (B). In einigen Fallen sind jedoch auch kleinere ektopische Glomeruli am
Eintrittspunkt des antennalen Nervs zu beobachten (Sternchen in B,). Die beiden grofien
Glomeruli werden gleichmaRig von C753 positiven LN-Dendriten innerviert, die ektopische
Struktur aufderhalb des AL jedoch nicht. Dscam mutante ORN47a-Axone (D) konvergieren
wie im Wildtyp in den DM3-Glomerulus und auferdem in einen weiter ventral-anterior
liegenden ektopischen Glomerulus. Beide Glomeruli werden gleichermallen von LN-
Dendriten innerviert (D,-D,). Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 OR47b:sytGFP/ FRT42
PCNA; C753-Gal4 UAS-CD2/+ (B) eyFLP; FRT42 Dscam21 OR47b:sytGFP/ FRT42
PCNA; C753-Gal4 UAS-CD2/+ (C) eyFLP; FRT42 OR47a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-
Gal4 UAS-CD2/+ (D) eyFLP; FRT42 Dscam33 OR47a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-Gal4
UAS-CD2/+. (A-D) sind Projektionen mehrer Schnittebenen. (B1, D1 und D2) sind
VergrofRerungen einer einzelnen Schnittebene aus den Projektionen (B und D). Die hier
abgebildeten AL wurden alle mit a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.



Abb. 58: Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten (2). Ahnlich dem
wildtypischen Innervationsmuster (A) werden auch ektopische ORN21a Glomeruli von LN-
Dendriten innerviert (B und Pfeil in B,). Maxillaren Klassen, wie ORN46a zeigen in Dscam
Mutanten neben einer partiellen Innervation der eigentlichen Zielregion au3erdem haufig
ektopische Glomeruli in der SOG Region. Die in die wildtypische Region (vergleiche
Wildtyp in C) projizierenden Axone scheinen sich noch mit LNs zu verschalten. Die
markierten ORN Axone umfassen hier C753 positive Dendriten (D,). Auch ektopische
Glomeruli (D und Pfeil in D,), die unterhalb des AL liegen, scheinen noch von PN-
Dendriten innerviert zu werden (Markierungen in D und D, zeigen die Umrisse des V-
Glomerulus). Genotypen: (A) eyFLP; FRT42 OR21a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-Gal4
UAS-CD2/+ (B) eyFLP; FRT42 Dscam33/ OR21a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-Gal4
UAS-CD2/ + (C) eyFLP; FRT42 OR46a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-Gal4 UAS-CD2/ +
(D) eyFLP; FRT42 Dscam21 OR46a:sytGFP/ FRT42 PCNA; C753-Gal4 UAS-CD2/ +. (A-
D) sind Projektionen mehrer konfokaler Schnittebenen. Alle anderen Bilder sind einzelne
Schnitte aus diesen Projektionen. Die hier abgebildeten AL wurden alle mit a-GFP (grin),
a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.
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LN-Dendriten zu erkennen (Abb. 58, D und D,). Lagen die ektopischen Glomeruli hingegen
weiter vom AL entfernt, so konnten keine LN-Dendriten beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Die C753 positiven LNs scheinen also eine gewisse Reichweite zu haben, in der sie

selbst ektopische Glomeruli, die am Rand des AL liegen, noch erkennen und innervieren.

3.3.5 Die Rolle der DscAM-Diversitat in der Verschaltung der ORN Axone

In den vorangegangenen Mosaik-Analysen wurde stets der Effekt eines kompletten Dscam-
Verlusts in ORN-Axonen analysiert. Axone, die also keine DSCAM Molekiile exprimieren,
konvergieren in ektopische Glomeruli. Es stellt sich die Frage, ob ORN-Axone fiir eine
korrekte Projektion und Konvergenz ein bestimmtes Repertoire an unterschiedlichen DSCAM
Molekilen brauchen? Mit Hilfe verschiedener UAS-Dscam Konstrukte wurde in den
folgenden Analysen der Effekt einer einzelnen Isoform auf die Projektion verschiedener
ORN-Klassen untersucht. Zudem ermoglichen verschiedene Deletionskonstrukte die

Diversitat in unterschiedlichen Mal3en zu reduzieren.

3.3.5.1 Uberexpression einzelner Dscam-Isoformen

Mit den im Folgenden hier analysierten Konstrukten wird jeweils eine DSCAM-Isoform
exprimiert, deren variable |IG-Domanen von den Exons 4.1, 6.30, 9.30 codiert werden sowie
einer der beiden méglichen Transmembrandomanen (Zhan et al., 2004). Abbildung 59 zeigt
hierzu ein Schema.

Transmembran-

domaéane
Exon 4.1 Exon 6.30 Exon 9.30 Exon 17.2
Exon 4.1 Exon 6.30 Exon 9.30 Exon 17.1

Abb. 59: Aufbau der durch die UAS-Konstrukte exprimierten DscAM Isoformen.

Zur Expression der Konstrukte werden unterschiedliche Gal4-Linien verwendet, die bereits
wahrend der axonalen Projektion in den AL exprimiert sind. Durch die Verwendung
verschiedener OR-Promotorfusionen mit sytGFP ist es mdglich, im adulten Gehirn den Effekt

der Uberexpression in einzelnen ORN-Klassen darzustellen.
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Abbildungen 60 und 61 zeigen die Analyse der Uberexpression von UAS-Dscam
Konstrukten mit Hilfe der Linie con-Gal4. Diese Gal4-Linie markiert bereits wahrend der
frihen pupalen Entwicklung ein Drittel der ORN-Klassen. Diese konvergieren groftenteils in
dorso-laterale Glomeruli. Innerhalb dieser con-positiven Domane liegt auch der von ORN88a
innervierte VA1d Glomerulus (Sternchen in A). Wird nun mit con-Gal4 als Treiberlinie das
Konstrukt UAS-Dscam’”"' exprimiert, zeigt sich, daR ORN88a Axone nicht mehr
gemeinsam in einen Glomerulus konvergieren. Der Konvergenzverlust Uberexprimierender
ORN Axone ist auch in der restlichen con-Domane zu beobachten. Die im Wildtyp so
deutlichen Grenzen zwischen den einzelnen Glomeruli verschwinden. Die ORN-Axone
scheinen Uber ihr Zielgebiet hinaus, weiter in die Kommissur zu wachsen. Insgesamt sieht
die dorso-laterale con-Domane zur Kommissur hin ,verschmiert” aus.

Da ORN-Klassen, die eine einzelne DscAM-Isoform Uberexprimieren, nicht mehr in der Lage
sind, deutliche Abgrenzungen voneinander in kompakte glomerulare Strukturen auszubilden,
stellt sich die Frage der Sortierung angrenzender, wildtypischer ORN-Klassen. Hierzu wurde
zunachst mit Hilfe der Linie E132-Gal4, die im adulten Wildtyp in den ORN88a Axonen
exprimiert ist, das UAS-Dscam’”""? Konstrukt exprimiert. Wie bei der Uberexpression in con-
Gal4, nimmt der ORN88a Glomerulus hier eine breite und zur Kommissur hin gezogene
Form an (Umrisslinie in D). Der benachbarte ORN47b-Glomerulus (griner Kanal) scheint
sich dieser morphologischen Veranderung anzupassen. Auch dieser Glomerulus verliert
seine kompakte sichelférmige Struktur und wirkt statt dessen langgezogen. Die gemeinsame
Grenze mit dem Uberexprimierenden ORN-Nachbar wirkt zwar unregelmafig (siehe auch
Schema in E), eine Co-Innervation in der Grenzregion ist jedoch nicht zu erkennen. Die inter-
glomerularen Grenzen zu den Ubrigen, wildtypischen Glomeruli sind hingegen normal.
Inmitten der con-Domane liegt der rundliche ORN83c Glomerulus (Abb. 61 A-B), der selbst
jedoch nicht con-positiv ist. Diese Klasse eignet sich daher besonders gut, um den Effekt
Uberexprimierender ORNs auf eine wildtypische ORN-Klasse zu untersuchen. Nach
Uberexpression des UAS-Dscam’”?" Konstrukts unter con-Gal4 wirkt der ORNB83c
Glomerulus eher langgezogen. Zudem ist die im Wildtyp so deutliche Abgrenzung zu den
benachbarten Klassen nicht zu erkennen. Der ORNS56a Glomerulus grenzt zum einen direkt
an die con-positiven Glomeruli (Abb. 61 C-D), zum anderen liegt er innerhalb der von en-
Gal4 markierten Domane (Abb. 61 E-F). Dies ermoglicht es, die Gestalt des Glomerulus
sowohl in einer ,Nachbar-Situation“ als auch in einer Uberexpressions-Situation zu
vergleichen.

17.1-8

Auch die Expression des Konstrukts UAS-Dscam im con-Gal4 Muster flhrt zu einem

Konvergenzverlust innerhalb der con-Doméane. Jedoch ist der Phanotyp deutlich schwacher
als in den Uberexpressions-Experimenten mit den Konstrukten UAS-Dscam’”?" und UAS-

17.1-10

Dscam Die con-Domane wirkt hier wesentlich strukturierter und nicht so stark
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Wildtyp Uberexpression

. Dscam Uberexpression in ORN 88a

I:I ORN 47b (keine Uberexpression)

Abb. 60: Uberexpression von Dscam (1). Die con-Gal4 Linie markiert etwa ein
Drittel der Glomeruli im AL (Wildtyp in A). Inmitten der con positiven Doméane des AL liegt
der von ORN88a Axonen innervierten VA1d-Glomerulus (Sternchen in A). Nach Expression
des Konstrukts UAS-Dscam'?-1-10 in con-Gal4, wird aus dem im Wildtyp runden und klar
abgegrenzten VA1d-Glomerulus ein breiter zur Kommissur hin verlangerter Streifen. Auch
sind die Grenzen zu den benachbarten, ebenfalls con positiven Glomeruli nicht mehr so
deutlich (B). In Abbildung (D) wurde dieses UAS-Konstrukt nun nicht in einer breiten
Domane, sondern mit Hilfe von E7132-Gal4 ausschlieRlich in ORN88a Axonen exprimiert
(die UmriBlinie in C und die blau markierten Glomeruli in E zeigen den von ORN88a
innervierten Glomerulus). Mittels einer Promotorfusion wird der benachbarte ORN47b
Glomerulus markiert. Es ist deutlich zu erkennen dal3 der Uberexprimierende ORN88a
Glomerulus ahnlich wie unter (B) zur Kommissur hin verlangert ist. Der GFP-markierte,
benachbarte ORN47b liegt eng am ORN88a Glomerulus und ist ebenfalls deutlich zur
Kommissur hin gestreckt. Die Grenzen zum lberexprimierenden ORN88a Glomerulus sind
jedoch deutlicher abgegrenzt als in Abbildung (B). Das Schema (E) stellt nochmals die
unter (C-D) gezeigte Situation dar. Genotypen: (A) Sp/CyO; con-Gal4 UAS-
CD2/OR88a::CD8GFP (B) UAS-Dscam?”-1-19/ CyO; con-Gal4 UAS-CD2/OR88a::CD8GFP
(C) E132-Gal4 OR47b::sytGFP (D) E132-Gal4 OR47b::sytGFP; UAS-Dscam?7-1-19/ CyO.
Antikérperfarbung: (A-B) a-GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau); (C-D) a-GFP (grin),
a-Ncad (rot) und toto3 (blau).



Abb. 61: Uberexpression von Dscam (2). Die Klasse ORN83c liegt
inmitten der con-Domane, ist selbst jedoch nicht con-positiv (Wildtyp
in A). Nach Uberexpression des UAS-Dscam'7-2-! Konstrukts in con-
Gald kommt es zum Verlust der klar abgegrenzten glomerularen
Strukturen. Die Glomeruli wirken zur Kommissur hin ,verschmiert®.
Dies hat auch EinfluR auf den ORN83c Glomerulus, der von den
Uberexprimierenden ORN-Klassen umgeben ist. Der Glomerulus wirkt
aufgeldst und grenzt sich nicht mehr so deutlich von seinen Nachbarn
ab (B und Bf). Zudem erscheint er langezogen. Die ORN-Klasse 65a
ist ebenfalls con-negativ. Der ORN65a Glomerulus ist der con-
Domane jedoch an einer Seite direkt benachbart (Wildtyp in C). Das
Konstrukt UAS-Dscam'7-1-8 (D) zeigt im Vergleich zu dem unter (B)
verwendeten Konstrukt einen deutlich schwacheren Effekt. Dennoch
ist auch hier die runde kompakte Form des ORN65a Glomerulus nach
Uberexpression elongiert. Die ORN65a Axone scheinen sich den
Uberexprimierenden Nachbarn anzulagern. Wird hingegen das
Konstrukt UAS-Dscam'7-1-8 mittels en-Gal4 unter anderem auch in
dieser Klasse direkt Uberexprimiert, so zeigt sich, dall der Glomerulus
nun deutlich starker betroffen ist. Er wirkt grofer und weniger kompakt
als im Wildtyp (Wildtyp in E). Die tUberexprimierenden ORN65a Axone
projizieren zwar in ihr Zielgebiet, scheinen dieses aber weniger dicht
zu innervieren (B). Genotypen: (A) Sp/CyO; con-Gal4 UAS-CD2/
ORB83c::CD8GFP (B) UAS-Dscam?7-2'/ CyO; con-Gal4 UAS-CD2/
ORB83c::CD8GFP (C) OR65a::CD8GFP/Cy0O;con-Gal4 UAS-CD2/TM2
(D) OR56a::CD8GFP/Cy0O; con-Gal4 UAS-CD2/ UAS-Dscam'7-18 (E)
ORb56a::CD8GFP/en-Gal4 UAS-RFP; TM2/+ (F) OR65a::CD8GFP/
en-Gal4 UAS-RFP; UAS-Dscam'7-18 [+ AntikGrperfarbung: (A-D) a-
GFP (griin), a-CD2 (rot) und toto3 (blau); (E-F) a-GFP (griin), natives
RFP-Signal (rot) und toto3 (blau).
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Lverschmiert”. Dennoch zeigt sich auch hier ein erkennbarer Effekt auf den ORNS56a
Glomerulus. Dieser ist leicht elongiert und bleibt in engem Kontakt zu den
Uberxprimierenden, con-positiven Glomeruli. Zur anderen Seite hin, an der der ORN56a
Glomerulus sich von wildtypischen ORNs abgrenzt, zeigt er eine, dem Wildtyp ahnliche,

778 im en-Gal4 Muster ist innerhalb

runde Form (D). Nach Uberexpression von UAS-Dscam
der en-Domane fast keine glomerulare Strukturierung mehr sichtbar. Insgesamt scheinen
weniger ORN-Axone in die en-Domane zu projizieren. Die Innervation des ORN56a
Glomerulus wirkt reduziert und scheint eher diffus, da die Axone sich Uber einen breiten
Bereich verteilen und nicht in eine kompaktere Struktur konvergieren.

Alle der hier analysierten UAS-Dscam Konstrukte zeigen in der Uberexpression einen stark
repulsiven Effekt. Die Starke der verwendeten Konstrukte ist jedoch unterschiedlich. Die
Konstrukte UAS-Dscam’”""° und UAS-Dscam’”?" zeigen einen besonders starken Effekt.
Die Uberexpression dieser beiden Konstrukte in en-Gal4 ist letal. Das Konstrukt UAS-

17.1-8

Dscam zeigt zwar einen ahnlichen Phanotyp, dieser ist in seiner Expressivitat jedoch

wesentlich schwéacher.

3.3.5.2 Entwicklungsanalyse des Uberexpressionsphinotyps

Im adulten Gehirn scheinen ORN-Axone, die eine DSCAM-Isoform Uberexprimieren, nicht
mehr richtig in die einzelnen Glomeruli zu konvergieren. Um zu klaren, ob die Repulsion erst
bei der Konvergenz der Axone in einen Glomerulus oder bereits vorher, wahrend der
Projektion der Axone Uber den AL wirkt, wurde die Entwicklung des Uberexpressions-
Phanotyps im pupalen AL analysiert.

E132-Gal4 ist bereits sehr frih im sich entwickelnden ORN88a Glomerulus exprimiert. In der
frGhen pupalen Entwicklung werden zwar zwei weitere posteriore Glomeruli von E132-Gal4
markiert, die anteriore Position und die charakteristische grof3e, runde Form des ORN88a
Glomerulus ermdoglichen jedoch eine leichte Identifizierung. Die Projektion der ersten
ORN88a Axone anterior Uber den pupalen AL lassen sich in 3D-Rekonstruktionen, die mit
Hilfe des Programms Volocity-3D® erstellt wurden, leicht darstellen. Da die Entstehung eines
einzelnen, ansprechbaren Glomerulus bisher nicht beschrieben wurde, war zunachst eine
genaue Analyse der friihen wildtypischen Entwicklung notwendig. Abb. 62 zeigt die, im
folgenden beschriebenen, pupale Entwicklung des Wildtyps im Vergleich zur Entwicklung

des Uberexpressions-Phanotyps.

3.3.5.2.1 Bildung des ORN88a Glomerulus in der pupalen Entwicklung

Im wildtypischen AL sind die ersten einwachsenden Axone nach etwa 18h APF sichtbar
(Pfeilspitze in A). Insgesamt hat der pupale AL zunachst einen Durchmesser von ca. 25um.

Erste einzelne E132 positive Axone projizieren durch den antennalen Nerv (Pfeil in A). Nur
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45h APF 38h APF 26h APF 20h APF 18h APF

55h APF

Wildtyp

25 pm

Dscam-
Uberexpression

25 um

Abb. 62: Pupale Entwicklung des
Dscam Uberexpressionsphino-
typs. Bereits bei ca. 18h APF sind
die ersten ORN88a Axone zu
sehen, die aus dem antennalen
Nerv (Pfeil in A) anterior Uber den
pupalen AL projizieren (Pfeilspitze
in A und Pfeil in B). Bei 26h APF ist
im Wildtyp die Projektion der eng
faszikulierten Axone innerhalb der
Kommissur deutlich zu erkennen
(Pfeil in E). Die Projektion der
Uberexprimierenden ORNs Uber
den AL und in die Kommissur wirkt
wesentlich breiter (F). Wahrend
sich nach 38h APF im Wildtyp

8 kompakte Glomeruli bilden (G),

innervieren Uberexprimierende
Axone  weiterhin  eine  breite
Domane. Nach 45h sind erste
Landmark-Glomeruli identifizierbar
(Pfeilspitze und Sternchen in ).
Auch 55h APF innervieren die
Uberexprimierenden Axone noch
einen wesentlich breiteren Bereich
(L). Genotypen: (Wildtyp)
E132-Gal4 UAS-sytGFP; UAS-
mCD8GFP/ UAS-mCD8GFP
(Uberexpression) E132-Gal4 UAS-
sytGFP; UAS-Dscam'”'/ UAS-
mCD8GFP. Anterior ist oben,
ventral ist unten. Der in den 3D-
Rekonstruktionen angegebenen
Malstab zeigt jeweils 25um an.
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wenige Stunden spater kommen zu den wenigen Pionieren der ORN88a Axone weitere
hinzu, die nun einen breiten dorso-lateralen Bereich im anterioren AL innervieren (20 APF).
Nach etwa 26h APF sieht man bereits markierte Axone, die in die Kommissur projizieren
(Pfeil in E). Der pupale AL besteht nun aus insgesamt drei gréferen Neuropil Strangen, die
jeweils an Kommissur und Eintrittspunkt des antennalen Nervs zusammenhangen
(vergleiche auch schematische Darstellung in Abb. 63). Insgesamt scheinen die markierten
ORN Axone Uber einen breiteren Bereich des anterior liegenden Neuropil Strangs zu
projizieren, konzentrieren sich aber hauptsachlich auf eine schmale Projektionsbahn. Bei
etwa 38h APF werden erste glomerulare Strukturen sichtbar. Ihre Konturen sind jedoch eher
diffus und die ORN-Glomeruli zeigen noch nicht ihre charakteristische Morphologie. Die
markierten ORN88a Axone konvergieren bereits in einen distinkten, langlichen Bereich. Bei
etwa 45h APF lassen sich erste ,Landmark-Glomeruli’ erkennen, wie z.B. ORNA47b
(Sternchen in 1), ORN67d (Pfeilspitze) und ORN21a (Pfeil). Die Abgrenzung des ORN88a
Glomerulus zu den umgebenden Glomeruli ist nun viel deutlicher. Im adulten AL ist der
ORN88a Glomerulus dann kompakt und hat die charakteristische runde Form. Insgesamt hat
der AL im Lauf der pupalen Entwicklung seine Grofle ungefahr verdoppelt. Die
morphologischen Veradnderungen der pupalen AL-Struktur hin zur adulten sind in der

Schemazeichnung in Abb. 63 nochmals zusammengefal3t.

16-18h APF 26h APF 45h APF adult

Abb. 63: Schematische Darstellung der morphologischen Verdnderungen des
pupalen AL im Wildtyp.

3.3.5.2.2 Der DscAm Uberexpressions-Phinotyp in der pupalen Entwicklung

Wird unter E132-Gal4 nun das Konstrukt UAS-Dscam’’?" exprimiert, so &Rt sich bis etwa
20h APF keine Veranderung zur wildtypischen Entwicklung feststellen (Abb. 62 B und D).
Auch hier sind nach 18h APF die ersten Pionieraxone, nach 20h APF weitere ORN88a
Axone zu erkennen. Nach ca. 26h APF projizieren auch hier die Axone Uber den anterioren
Neuropil-Strang. Im Vergleich zum Wildtyp verteilen sich die ORN88a Axone jedoch uber
eine groRere Flache und scheinen weniger stark faszikuliert in die Kommissur zu wachsen
(F). Dieser breite von ORN88a Axonen besetzte Bereich ist auch bei 38h APF deutlich zu
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erkennen (H). Die umliegenden ORNs konvergieren in ihre Glomeruli, die ORN88a Axone
bleiben hingegen an der Oberflache des AL und bilden eine breite zur Kommissur hin
ziehende Struktur aus (J). Bei 45h APF wird deutlich, dal3 die Uberexprimierenden Axone
einen sehr viel breiteren Bereich einnehmen (L). Es ist praktisch keine kompakte
Glomerulus-Struktur zu erkennen. Im adulten AL grenzt sich zwar auch der
Uberexprimierende Bereich noch etwas deutlicher von den wildtypischen Nachbar-ORNs ab,
eine kompakte Glomerulus-Form wird jedoch nicht mehr gebildet. Die starke Repulsion durch
Uberexpression einer DSCAM-Isoform verhindert also bereits bei etwa 26h APF eine engere
Faszikulation der Uber den AL projizierenden Axone. Daher kann keine korrekte Konvergenz
in einen gemeinsamen Glomerulus stattfinden. Die Expression des Konstrukts UAS-

17.2-2

Dscam mit E132-Gal4 zeigte vergleichbare Phanotypen (Daten nicht gezeigt).

3.3.5.3 Uberexpression von DscAM in einzelnen ORN Axonen

Durch hsFLP induzierte mitotische Rekombination wurden mit Hilfe des MARCM Systems
vereinzelte E132-Gal4 positive ORN Axone im adulten AL markiert. Im Wildtyp ist deutlich zu
erkennen, dald sich bereits wenige, markierte Axone innerhalb des Glomerulus stark
verzweigen und sich diese Verzweigungen durch den gesamten Glomerulus ziehen (Abb. 64
A). Im Vergleich dazu scheinen einzelne Axone, in denen das Konstrukt UAS-Dscam’”?’
Uberexprimiert wird, nur an der Oberflache des Glomerulus entlang zu projizieren. Deutliche
Verzweigungen der Axone innerhalb des Glomerulus sind hier nicht zu erkennen (Abb. 64 B-
C). Interessanterweise kann selbst ein einzelnes Uberexprimierendes Axon nicht in sein
Zielgebiet konvergieren und sich zusammen mit den wildtypischen Axonen seiner ORN-
Klasse in den Glomerulus integrieren (D). Der Dscam Uberexpressions-Phanotyp scheint

daher zellautonom zu sein.

3.3.5.4 Differentielle Lokalisation verschiedener DscAmM-lsoformen innerhalb
der ORN Axone

Die Konstrukte UAS-Dscam’”'GFP und UAS-Dscam’"*GFP (Wang et al., 2004) ermdglichen
es, durch ihre direkte GFP-Markierung die Lokalisation der Isoformen innerhalb der
Uberexprimierenden ORN-Axone zu verfolgen. Abbildung 65 zeigt die Expression beider
Konstrukte in Expressionsmuster von Sg78.7-Gal4. Die Expression des Konstrukts
UAS-Dscam'’?GFP in Sg18.1-Gal4 zeigt deutlich die Lokalisation des GFP-Signals
innerhalb der Axone (siehe Projektion in Abb.65 B und Schnitt durch die anteriore Ebene in
B+). Der Uberexpressionsphanotyp gleicht hier dem zuvor gezeigten stark repulsiven Effekt

nach Expression von UAS-Dscam’’? (

siehe oben). Die innere Strukturierung des AL weist
starke Defekte auf. Es sind deutliche Lécher im Inneren des AL zu erkennen (Pfeilspitze in
B,), einzelne glomerulare Strukturen sind nicht zu identifizieren. Die hier Uber die Isoform
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markierten Axone scheinen den AL nicht zu innervieren, sondern oberflachlich weiter zu
projizieren.

Nach Expression des Konstrukts UAS-Dscam’”'GFP ist keine offensichtliche Veranderung
der glomerulare Organisation zu erkennen. Einzelne Glomeruli innerhalb des AL kdnnen
deutlich unterschieden werden (roter Kanal in den Schnitten C; und C,). Auffallig ist, da®
diese DscAwm-Isoform hauptsachlich in feinen Verzweigungen innerhalb der Glomeruli
lokalisiert ist. Im Gegensatz zum Konstrukt UAS-Dscam’”?GFP sind hier der einwachsende
Nerv und die Kommissur nicht markiert, so daf® hier méglicherweise Sg178. 7-positive LN- und
PN-Dendriten markiert werden. Die Expression der Transmembrandomane 1 fiihrt somit zur
Lokalisation des DsScAM Proteins in dendritische Strukturen. Dies wurde ebenfalls von Wang
et al. fur die Expression in Neuronen der Pilzkorper beschrieben.

Tabelle 13 faRt die Ergebnisse der Uberexpression-Analysen der unterschiedlichen

Konstrukte zusammen.

Tab. 13: Vergleich der Expressivitit des Uberexpressionsphédnotyps der
verschiedenen UAS-Dscam Konstrukte mit exprimierten

Transmembrandomane.

verwendetes Konstrukt Insertionsort Konvergenzdefekt
A UAS-Dscam™-1 2. Chromosom schwach
B UAS-Dscam'%2’ 3. Chromosom stark
C UAS-DscamZt"0 3. Chromosom stark (etwas schwécher als B)
D UAS-Dscam'>2GFP 3. Chromosom stark
E UAS-Dscam'™'GFP 3. Chromosom kein Effekt

Die hier untersuchten Uberexpressionsexperimente zeigen alle, daR die Expression einer
einzelnen Isoform in Axonen zu einem dominanten, repulsiven Effekt flhrt. Die
Uberexpression in einzelnen Axonen zeigt zudem, dal dieser Effekt zellautonom ist.
Lediglich die Expression des Konstruktes UAS-Dscam’ 'GFP, in denen die markierten

DscAM Molekule offenbar nicht ins Axon transportiert werden, zeigte keinen Effekt.

3.3.5.5 EinfluB einer reduzierten DscAm-Diversitat auf die Projektion der ORN
Axone

Durch Exzision eines in Exon 4 lokalisierten P-Elements wurden Deletionen generiert, in

denen ein Teil der 12 mdglichen alternativen Exons fiir die N-terminale Halfte der Ig-Domane

2 fehlen (Wang et al., 2004). Da diese Deletionen zudem eine FRT-Sequenz auf dem

Chromosom tragen, ist es moglich durch eyFLP-Klone ORNs zu generieren, die homozygot
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Abb. 64: Uberexpression von Dscam in einzelnen ORN
Axonen. In (A) sind etwa funf wildtypische ORN88a Axone
markiert (Pfeilspitzen in A,). Es ist deutlich zu erkennen, dal}
diese sich innerhalb des Glomerulus (gestrichelte
Markierung in A,’) stark verzweigen. Abbildung (B) zeigt vier
bis funf markierte Axone (Pfeilspitzen in B,) in denen das
Konstrukt UAS-Dscam?7-2-7 exprimiert wird. Hier sind im
Vergleich zum Wildtyp keine axonalen Verzweigungen
innerhalb des Glomerulus zu erkennen (gestrichelte
Markierung in B,). Einige Axonen weisen aufféllige
Verdickungen auf (Sternchen in B, und C,). Auch ein
einzelnes Axon, in dem Dscam Uberexprimiert wird
(Pfeilspitze in C,), bildet keine deutlichen Verzweigungen
aus sondern projiziert direkt Uber sein Zielgebiet hinweg
weiter in die Kommissur. Genotypen: (A) hsFLP UAS-CD2/
E132-Gal4 UAS-CD2; FRT42/ FRT42 Gal80 (B-D) hsFLP
UAS-CD2/ E132-Gal4 UAS-CD2;, FRT42 UAS-Dscam’7-2-1/
FRT42 Gal80. (A,-C,) sind Ausschnitts-vergroRerungen aus
(A-C). (A,-C,) zeigen den grinen Kanal aus (A,-C,).
Antikorperfarbung: Die hier gezeigten AL wurden zunachst
mit a-CD2 (gruin) gefarbt, nochmals fixiert und anschlie3end
mit a-Ncad gefarbt.



Abb. 65: Expression unterschiedlicher Dscam
Isoformen in Sg1718.7-Gal4. Die Linie Sg718.7-Gal4 ist in
einem Teil der verschiedenen ORN-Klassen exprimiert. Durch
die Expression von UAS-CD8GFP mit Sg18.1-Gal4 kdnnen
2/3 der Glomeruli im Wildtyp markiert werden (A). In (B) ist die
Uberexpression des Konstrukts UAS-Dscam?”-2GFP gezeigt.
Es ist deutlich zu erkennen, daf} die GFP-markierte Isoform in
den ORN Axonen lokalisiert ist (griner Kanal in B) und, daf}
diese nicht in den AL hineinprojizieren, sondern an der
Oberflache des AL bleiben (Vergleiche anteriore Schnittebene
in B, und mediale Schnittebene in B,). Die Uberexpression
des Konstrukts UAS-Dscam’”'GFP zeigt hingegen eine
Lokalisation des Proteins in fein verzweigten Strukturen
innerhalb des AL (C-C,). Hier projizieren die Axone in den AL
und verzweigen sich innerhalb einzelner Glomeruli. Die
Expression von UAS-Dscam’”-! zusammen mit UAS-mCD8
(D) zeigt einen ahnlichen Phanotyp wie das in (A) dargestellte
UAS-Dscam?”-7GFP Konstrukt. Der AL wirkt in beiden Fallen
unstrukturiert und 16chrig (Pfeilspitzen in B, und D,). (A, B, C)
sind Projektion mehrer Schnittebenen. (A,, B,, C,) zeigen
Schnitte durch den anterioren AL, (A,, B,, C,) durch den
medialen AL. Genotypen: (A) Sg18.1-Gal4 UAS-CD8GFP (B)
Sg18.1-Gal4/ UAS-Dscam?”2GFP (C) Sg18.1-Gal4/ UAS-
Dscam?”'GFP (D) Sg18.1-Gal4 UAS-CD8GFP/ UAS-
Dscam”-1. Antikorper-farbungen: a-GFP (griin), a-Ncad (rot)
und toto3 (blau).



Ergebnisse

fir diese Deletionen sind. Eine Ubersicht liber die verwendeten Deletions-Konstrukte ist in
Abb. 66 dargestellt.

1./
g2l

mMRNA

genomische
DNA

Deletions- [ THHI Il
Konstrukte [TITTIEERTLI | 1]

Wildtyp A4.1-43 A4.3-47 A4.4-412

Abb. 66: Reduktion der Dscam-Diversitit durch Deletionen alternativer Exons.

Die Abbildungen 67 und 68 zeigen die Analyse verschiedener ORN-Klassen in Mosaik-
Gehirnen mit den verschiedenen Deletions-Konstrukten. Das Projektionsmuster des MM1-
Markers zeigt fur alle drei Konstrukte ektopische, glomeruldre Strukturen im dorsalen AL
(Pfeile in Abb. 67 B-D). Die bisherige Analyse der einzelnen ORN-Klassen ergab, dal} diese
nicht durch Fehlprojektion von Axonen der Klassen 88a, 47b oder 21a entstehen. lhr
Projektionsmuster ist wildtypisch. Moglicherweise werden diese ektopischen Glomeruli von
ORN47a Axonen gebildet. Der Phanotyp wurde bisher nicht in selektiv markierten ORN47a
Axonen analysiert.

Einen mutanten Phanotyp zeigen jedoch die maxillaren ORN-Axone (Abb. 68). In den hier
untersuchten Klassen ORN46a und ORN71a kommt es zur Bildung von nicht klar
abgegrenzten Glomeruli. Die ORN-Axone projizieren zwar in die Zielregion, konvergieren
jedoch nicht in einem Kklar strukturierten Glomerulus. In der Projektion einzelner
Schnittebenen des AL wirkt der Glomerulus fragmentiert (C, E und G). Die
Doppelmarkierung der benachbarten ORN-Klassen zeigt, da® die Axone beider Klassen
ineinander greifen und die Glomeruli ,ineinander verschachtelt” sind (F4 und H,).

Im Vergleich der verschiedenen Konstrukte untereinander wird deutlich, dal3 die Deletion
AP*3 die 3 der 12 Alternativen des Exons 4 deletiert, den schwéchsten Phénotyp zeigt.
Zum einen ist die Struktur der Glomeruli etwas kompakter, zum anderen liegt die Penetranz

des Phanotyps bei etwa 13%.
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Das Konstrukt DscamAP***7 in dem 5 alternative Exons deletiert sind, zeigt hingegen eine
Penetranz von 33%. Die Auspragung des Phanotyps ist deutlich starker und gleicht der des
Konstrukts DscamAP***'2. Das groRte Deletionskonstrukt, DscamAP***'2 zeigt mit 76,%
zugleich auch die hdchste phanotypische Penetranz. Da die Phanotypen in allen drei
analysierten Deletions-Konstrukten recht ahnlich sind, scheint der Verlust bestimmter
Isoformen fir diese Klassen keine besondere Rolle zu spielen. Die Korrelation zwischen

verflugbarer Diversitat und phanotypischer Penetranz ist hingegen deutlich.
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AP 4.1-4.3 AP 4.3-4.7 AP 4.4-412

Abb. 67: Reduktion der Dscam-Diversitidt in Exon 4 (1). Die Reduktion der
Dscam-Diversitat in ORNs zeigt im Vergleich zum wildtypischen Expressionsmuster
des MM1-Markers (A) fiir alle untersuchten Konstrukte ektopische glomerulare
Strukturen im dorsalen AL (Pfeile in B-D). Weder die Analyse der einzelnen ORN-
Klasse 88a (E-H), 47b (I-L) oder 21a (M-P) zeigen ein vom Wildtyp abweichendes
Projektionsmuster (Wildtypen in E, | und M). Genotypen: (A, E, I, M) eyFLP, FRTG13/
FRTG13; OR-Gal4 UAS-sytGFP/+ (B, F, J, N) eyFLP, FRTG13 DscamAP*1-43/
FRTG13; OR-Gal4 UAS-sytGFP/+ (C, G, K, O) eyFLP; FRTG13 DscamAP*3-47/
FRTG13; OR-Gal4 UAS-sytGFP/+ (D, H, L, P) eyFLP; FRTG13 DscamAP44412/
FRTG13; OR-Gal4 UAS-sytGFP/+. Verwendete OR-Gal4 Marker: (A-D) OR21a-Gal4
OR23a-Gal4 OR46a-Gal4 OR47a-Gal4 OR47b-Gal4 (E-H) OR88a-Gal4 (I-L) OR47b-
Gal4 (M-P) OR21a-Gal UAS-CD2. Die hier abbgebildeten AL wurden mit a-GFP bzw.
a-CD2 (griin), a-Ncad (rot) und toto3 (blau) gefarbt.



Wildtyp

AP 4.1-4.3

AP 4.3-4.7

AP 4.4-4.12

Abb. 68: Reduktion der Dscam Diversitat in Exon 4 (2). Im Vergleich
zum Wildtyp (A) flhrt die Reduktion der Dscam-Diversitat mittels der Konstrukte
DscamAP*'-43(C), DscamAP4347 (E) und DscamAP44412 (G) in ORN46a
Axonen zum Verlust der Konvergenz in einen kompakten Glomerulus. Die
Glomeruli wirken fragmentiert. Der mit dem Konstrukt DscamAP#7-43(C) erzielte
Effekt ist jedoch schwéacher verglichen mit den beiden anderen Konstrukten.
Eine gleichzeitige Markierung der benachbarten Klasse ORN71a zeigt, da® die
Axone einer ORN-Klasse eine unregelmaflige Abgrenzung zu ihrem Nachbar-
Glomerulus ausbilden. Axone beider Klassen greifen ineinander und wirken
verschachtelt, anstatt klar abgegrenzte glomerulédre Strukturen auszubilden (F,
und H,). Genotypen: (A-B) eyFLP, FRTG13/ FRTG13; OR-Marker/+ (C-D)
eyFLP, FRTG13 DscamAP*'43/ FRTG13; OR-Marker/+ (E-F) eyFLP; FRTG13
DscamAP*3-47/ FRTG13; OR-Marker/+ (G-H) eyFLP; FRTG13 DscamAP*44.12/
FRTG13; OR-Marker/+. Verwendete OR-Marker: (A, C, E, G) OR46a-Gal4
UAS-sytGFP (B, D, F, H) OR46a::sytGFP OR71a-Gal4 UAS-CD2. (A-H) sind
Projektionen mehrer konfokaler Ebenen, (B,-H,) sind einzelne Schnittebenen
aus den Projektionen (B-H). Alle abbgebildeten AL wurden mit a-GFP (grin),
a-Ncad bzw. a-CD2 (rot) und toto3 (blau) gefarbt.



Diskussion

4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt die Analyse von Genfunktionen, die flr die synaptische
Spezifitdt von ORN-Axonen notwendig sind. Der erste Teil der Arbeit umfallt einen
systematische, phanotypische Mutantenanalyse, in der Uber 100 Mutationen isoliert wurden,
die zu einer Veranderung des synaptischen Innervationsmusters von ORN-Axonen flhren.
Die bisherige Kartierung der hier isolierten Mutationen flhrte zur Identifizierung von
Genfunktionen, deren Funktion bisher im Zusammenhang mit Prozessen wie z.B.
Termination der Translation, Golgi-Organisation, der Atmungskette oder auch
Phospholipidsynthese involviert sind.

Der zweite Teil dieser Arbeit stellt die vergleichende funktionelle Charakterisierung von zwei
Transmembranmolekilen dar, SEMAPHORIN1A und DSCAM, die an unterschiedlichen Schritten

in der synaptischen Verschaltung der ORN Axone beteiligt sind.

4.1 Die phanotypische Mutantenanalyse

Eine wichtige Vorraussetzung flr die phanotypische Mutantenanalyse war der stereotype
Aufbau des olfaktorischen Systems in Drosophila. Die Anordnung der verschiedenen
Glomeruli innerhalb des AL im Wildtyp ist in allen Gehirnen stets in der gleichen Auspragung
wiederzufinden und laft sich immer eindeutig den Synapsen einer bestimmten ORN-Klasse
mit ihren korrespondierenden PNs zuordnen (Couto et al., 2005; Laissue et al., 1999). Durch
die Markierung einer Auswahl von ORN-Klassen wurde in dieser Arbeit Mutationen isoliert,

die zu einem Defekt im Verschaltungsmuster des olfaktorischen Systems flihren.

4.1.1 EMS-Mutagenese

In Drosophila wurden bereits einige Mutantenanalysen zur Untersuchung von Genfunktionen
fur die axonalen Wegfindung durchgefuhrt. Als Modelsystem dienten hier z.B. die myotope
Verschaltung der Motoneuronen (Meyer and Aberle, 2006; Vactor et al., 1993), die
Entwicklung des embryonalen ZNS (Seeger et al., 1993) oder die Verschaltung der
Photorezeptorneurone (Choe et al., 2006; Clandinin et al., 2001; Newsome et al., 2000).

In dieser Arbeit konnte unter den insgesamt, auf einen Phanotyp hin analysierten, letalen
Mutationen in 6% der Falle ein vom Wildtyp abweichendes Projektionsmuster gefunden
werden. Da hier vor allem solche Phanotypen interessant waren, die eine Fehlverschaltung
der ORNs zeigen, wurde fir Mutationen aus den Gruppen ,Fehiprojektion einzelner ORN-
Axone’, Defekte in der Glomerulus-Form und Struktur und ,ektopische glomerulére

Strukturen’  versucht, die letale Mutation zZu kartieren. Die bisherigen
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Komplementationsanalysen mit verschiedenen Defizienzen ergaben, dall auf dem linken
Arm eines mutagenisierten Chromosoms 1-2 Letalmutationen liegen, die sich mit den hier
verwendeten Defizienzen aufdecken lassen. Da jedoch nicht alle in der phanotypischen
Analyse identifizierten Mutationen kartiert wurden und keine Komplementationsanalysen mit
Defizienzen des rechten Chromosomenarms durchgefiihrt wurden, lafdt sich Uber die
durchschnittliche Anzahl an Letalmutationen pro Chromosom keine eindeutige Aussage
treffen.

Einen Hinweis darauf, ob die hier durchgefihrte Mutagenese gesattigt ist, d.h. ob Mutationen
in allen Genen, die den Prozel3 der synaptischen Spezifitdt regulieren induziert wurden,
geben Komplementationsanalysen mit bereits beschriebenen Mutationen. Auf dem hier
untersuchten Chromosom 2L sind unter anderem Ncad (36E1) und dock (21D3) lokalisiert.
Neben der Rolle von NCad in der Protoglomerulus-Bildung (Hummel and Zipursky, 2004)
wurde auch fiir den Verlust der dock Funktion ein starker Defekt in der Projektion der ORNs
beschrieben (Ang et al., 2003). Die in der Mutantenanalyse identifizierten Mutationen, die
einen  deutlichen  Projektionsdefekt der ORNs  zeigten, wurden auf ihr
Komplementationsverhalten gegenliber NCad und dock getestet. Finf Mutanten konnten
NCad nicht komplementieren und zeigten zudem den charakteristischen Konvergenzdefekt
der ORNs. Unter den weiter untersuchten Mutanten (siehe Tabelle 9) konnten jedoch keine
dock Allele gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Da der ORN Projektionsdefekt der dock
Mutante im klonalen Hintergrund eher mild ist, ist es moglich, dal® eventuelle dock Allele
phanotypisch gar nicht erst aufgefallen sind und so aussortiert wurden.

Um weitere, neue Komplementationsgruppen aufzudecken wurden alle in Tabelle 9
aufgelisteten Mutationen aullerdem untereinander verkreuzt. Hierbei konnten keine
Komplementationsgruppen aufgedeckt werden. Da jedoch nicht alle isolierten Mutationen in
die Komplementationsanalysen mit einbezogen wurden ist es méglich, da® unter den bisher
nicht analysierten Mutationen weitere Allele der hier kartierten Mutanten, NCad oder dock zu
finden sind.

Insgesamt wurden die isolierten Mutationen auf dem linken Arm des Chromosoms 2 zu
wenig charakterisiert, um eindeutige Aussagen Uber den Sattigungsgrad der Mutagenese zu

machen.

4.1.2 Sensitivitat des verwendeten ORN-Markers (MM1)

Ob tatsachlich alle am zu untersuchenden Prozel} beteiligten Gene in einer phanotypischen
Mutantenanalyse aufgedeckt werden kénnen, ist stark von der Durchfiihrung der
phanotypischen Analyse und der Markierung des zu untersuchenden Gewebes abhangig (St
Johnston, 2002). Die Darstellung der synaptischen Spezifitdit durch eine Auswahl

unterschiedlicher ORN-Klassen (MM1-Marker, Tabelle 1) erwies sich fur die ldentifizierung
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von Mutionen, die zu ORN-Projektionsdefekten fiuhren, als ausreichend. Untersuchungen an
acj6, das einen POU-Transkriptionsfaktor codiert, haben bereits gezeigt, dall ein
Funktionsverlust des Gens nicht alle ORN Klassen in gleicher Weise betrifft (Komiyama et
al., 2004). Die Markierung mehrerer Glomeruli hat die Chancen, bestimmte Mutationen zu
identifizieren, erhoht. Erwartungsgeman sind in einigen Mutationen nicht alle der im MM1-
Muster markierten ORN-Klassen betroffen.

Die Markierung der synaptischen Bereiche im Zielgebiet der ORN-Axone ermdglichte es,
einige Mutationen aufzudecken, die zu einer Fehlverschaltung der markierten ORN-Klassen
fuhren. Da jedoch das SYNAPTOTAGMIN Protein entlang des Axons zur Synapse transportiert
wird (Littleton et al., 1993), sollten auch Mutationen, die Defekte im subzellularen
Proteintransport haben, ein verandertes ORN-Projektionsmuster zeigen. Die im MM1-Muster
beobachteten Phanotypen konnen daher ohne genaue Charakterisierung nicht eindeutig

einem defekten Wegfindungsmechanismus zugeordnet werden.

4.1.3 Die Analyse genetischer Mosaike

Die friheren systematischen Mutantenanalysen wurden an homozygot mutanten
Embryonen, durchgefiihrt (Schmucker et al., 1997; Seeger et al., 1993; Vactor et al., 1993).
Da viele Mutationen in der weiteren Entwicklung zur Letalitdt fihren kénnen, kann so
lediglich ihr Effekt in der frihen embryonalen Entwicklung analysiert werden. Um diese frihe
Letalitdt zu umgehen, bieten sich genetische Mosaike an, in denen nur die zu
untersuchenden Zellen homozygot fir das mutante Chromosom sind. In friheren
Mutantenanalysen wurden Klone durch den Einsatz von Roéntgenstrahlung induziert
(Perrimon et al., 1984). Die Verwendung der FLP Rekombinase aus der Hefe unter einem
gewebe- oder zeitspezifischen Promotor erméglicht hingegen eine gezielte mitotische
Rekombination (Golic and Lindquist, 1989). Es wurden bereits einige Mosaik-basierte
Mutantenanalysen durchgefiihrt, in denen Mutationen sowohl (ber phanotypischen
Charakterisierung (Babcock et al., 2003; Janody et al., 2004; Newsome et al., 2000; Reuter
et al., 2003; Slack et al., 2006) als auch uber Verhaltensanderungen identifiziert wurden
(Choe et al., 2006; Clandinin et al., 2001). Fir die Analyse der synaptischen Verschaltung
von ORNs bieten eyFLP induzierte Mosaike (Newsome et al., 2000) die Moglichkeit,
homozygot mutante ORNs zu erhalten.

Bei etwa 18h APF erreichen die ersten ORN Axone den pupalen AL. Die Dendriten der PNs
innervieren zu diesem Zeitpunkt bereits distinkte Bereiche und bilden so eine grobe erste
Karte des spateren Verschaltungsmusters (Jefferis et al., 2004). Die einwachsenden ORNs
mussen nun den fur ihre ORN-Klasse richtigen von PN-Dendriten innervierten Bereich
finden. Es liegt nahe, dal bestimmte Oberflachenmolekiile der jeweiligen PN-Dendriten als

attraktives oder repulsives Signal fur die ORN Axone wirken koénnten. Eine falsche

74



Diskussion

Positionierung der PN-Innervation kénnte so auch zu einer Fehlprojektion der Axone fiihren.
Die Analyse von eyFLP induziertem Mosaik-Gehirnen schliel3t mogliche Sekundareffekte, die
ein zusatzlich mutantes ZNS mit sich bringen kdnnte aus.

Das Ausschalten von Genfunktionen speziell in den ORNs ermdglichte es, gezielt die in
ORNs bendtigten Signal-Mechanismen zu stdéren. So sollten auch Wegfindungs-
Mechanismen, die auf einer direkten ORN-PN-Interaktion beruhen, identifiziert werden
kénnen. Zudem sollten auch Mechanismen aufgedeckt werden kénnen, die auf einer Axon-

Axon-Interaktion beruhen.

4.1.4 Phanotypische Klassen

Die synaptischen Verschaltung der ORNs mit PN-Zielzellen im AL IaRt sich grob in
verschiedene Schritte unterteilen. Zunachst erfolgt das Auswachsen der ORN-Axone im
antennalen bzw. maxillaren Nerv, dann die Wegfindung der ORNs auf der Oberflache des
AL, die Erkennung der Zielregion, die anschlieBende Konvergenz der Axone und die
Ausbildung von Synapsen mit den ZNS-Zielzellen. Die in dieser Arbeit generierten
Mutationen wurden ihren Phanotypen entsprechend in die folgenden phanotypischen

Kategorien eingeteilt:

o Verlust synaptischer Markierung einzelner ORN-Klassen
o unvollstdndige Innervation von Glomeruli

o ektopische glomerulare Strukturen

o Fehlprojektion von ORN-Axonen

o Defekte in Form und Struktur eines Glomerulus

o NCad-ahnlicher Phanotyp

Diese phanotypische Klassifizierung lat auch Ruckschlisse auf Defekte in den oben

genannten Entwicklungsschritten zu.

4.1.41 Reduktion des ORN-Projektionsmusters

In etwa 50% der Mutationen, die zu einem vom Wildtyp abweichenden Projektionsmuster
fuhren, kommt es zur Reduktion des ORN-Markers. Die eine Halfte dieser Mutationen zeigt
eine reduzierte Innervation eines oder mehrerer Glomeruli. In der anderen Halfte kommt es
zum kompletten Verlust der synaptischen Markierung einer oder mehrer ORN-Klassen. Eine
nahe liegende Erklarung fir eine fehlende oder reduzierte synaptische Markierung ist der
Verlust bestimmter ORNs. Aus diesem Grund wurden wahrend der phanotypischen
Mutantenanalyse die Mutationen aussortiert, die in Homozygose zu offensichtlichen
Defekten an den peripheren Organen (z.B. verkleinerte Antennen oder Verlust von Sensillen)

fuhrten. Dennoch konnte in einigen Mutationen neben dem Verlust des GFP-Signals auch
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der Verlust des eigentlich innervierten Zielglomerulus im a-NCAD-Muster beobachtet werden.
Es ist moglich, dal das Fehlen einer einzelnen ORN-Klasse bzw. vereinzelter ORNs sich in
der aufieren Morphologie der Antenne nicht bemerkbar macht.

Eine weitere Erklarungsmdglichkeit flir den Verlust oder die Reduktion synaptischer
Innervation ist, dal} die ORN-Axone Uberhaupt nicht in den AL einwachsen, d.h. den ersten
Schritt in der Projektion der ORN-Axone nicht vollziehen. Das Auswachsen eines Axons ist
von vielen Faktoren abhangig. Die Attraktion oder Repulsion des Wachstumskegels hat eine
dynamische Umorganisation des axonalen Zytoskeletts und so eine Richtungsanderung zur
Folge. Die kleinen GTPasen der RHO-Familie (z.B. RAC, RHO, und CDc42) sind hierbei
Schlissel-Regulatoren. Die Aktivierung von Rac und Cdc42 durch attraktive Signalmolekiile
fordert die Aktin-Polymerisation und bedingt somit das Auswachsen des Wachstumskegels.
Durch repulsive Signale aktiviertes Rho hingegen bedingt einen Rickzug des
Wachstumskegels (Kalil and Dent, 2005). Ng et al. konnten z.B. zeigen, dal} der Verlust von
rac das Auswachsen von Pilzkorperneuronen verhindert (Ng et al., 2002a). Mutationen, die
eine Elongation der ORN-Axone in Richtung ihres Zielgebiets verhindern, koénnten
theoretisch in einen Verlust der synaptischen Markierung resultieren.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit ist das Fehlen des GFP markierten SYNAPTOTAGMINS im
synaptischen Bereich des Axons. Fur Mutationen, die zum Funktionsverlust des KINESIN
Proteins fuhren, wurde bereits eine Auswirkung auf die Ausbildung von Synapsen
beschrieben (Gho et al., 1992; Hurd and Saxton, 1996). Der in diesem Labor fiir das
Chromosom 2R durchgeflihrte Screen (Steffes, unveréffentlicht) fihrte unter anderem zur
Identifizierung einer Mutation im kinesin heavy chain (KHC) Lokus (Vedder, 2006). Die im
MM1-Projektionsmuster entdeckte Fehllokalisation des SYTGFP Proteins bzw. das Fehlen
der Markierung im Zielglomerulus ist hier also nicht auf einen Wegfindungs- oder
Verschaltungsdefekt der ORNs zurlickzufiihren. Auch Reuter et al. fanden in ihrem Mosaik-
Screen zur neuronalen Morphogenese von Pilzkérperneuronen ebenfalls mehrere
Mutationen, die eher den axonalen Transport betreffen (Reuter et al., 2003).

In diesem Labor wurde zudem eine Mutation in dem Gen opa7-like auf dem 2R Chromosom
identifizierte. In Mosaik-Gehirnen flhrt diese zur Degeneration homozygot mutanter ORNs
(personliche Mitteilung von O. Aydemir, unveréffentlicht). In der friihen pupalen Entwicklung
kann zunadchst eine ORN-Innervation beobachtet werden. Ab einem bestimmten Zeitpunkt

degenerieren jedoch die Axone und die GFP-Markierung der ORNs ist nicht mehr zu sehen.

4.1.4.2 Projektion von ORN-Axonen in ektopische AL-Regionen

Diese phanotypische Gruppe ist in Bezug auf die zu untersuchende synaptische Spezifitat
besonders interessant. Mutationen, die in diese Gruppe eingeordnet wurden, zeigen meist

eine deutliche synaptische Markierung im AL. Der erste Schritt in der ORN-Projektion, d.h.
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die Wegdfindung der Axone zum AL scheint hier nicht betroffen zu sein. Vielmehr zeigt diese
Gruppe Phanotypen, welche vermutlich durch Defekte in der Sortierung der ORN-Axone in
ihrer Projektion Uber den AL entstehen.

Bei 30 Mutationen konnten in der phanotypischen Analyse beobachtet werden, dal} es zur
Lokalisation des SYNAPTOTAGMINGFP Signals in normalerweise nicht markierte Bereiche des
AL kommt. In zehn Mutationen kommt es au’erdem, abgesehen von der Fehlprojektion der
Axone, auch zur Konvergenz in kompakte glomerulare Strukturen. Innerhalb dieser
phanotypischen Klasse mul} jedoch unterschieden werden, ob die Axone in einen fremden
ORN Glomerulus konvergieren oder, ob sie neue, ektopische Glomeruli bilden.
Einzelklassen-Analysen mit verschiedenen Mutanten haben gezeigt, da® die ORN Axone
einer Klasse teilweise in von ihrem Zielglomerulus weit entfernte Regionen projizieren
konnen (Goliner, 2007; Schulte, 2005). Die Chance unter den hier zugeordneten Mutanten
solche zu finden, die an der Wegfindung und Sortierung der ORN Axone im AL beteiligt sind
ist hier besonders hoch. Daher wurden fir weitere phanotypische Analysen und die

Kartierung zunachst letale Mutationen dieser phanotypischen Gruppe ausgewahit.

4.1.4.2.1 Identifizierung von Genfunktionen, die zur Fehlprojektion von ORN-Axonen

filhren

Der Phéanotyp von [2-063 zeigt im MM1-Projektionsmuster neben der Innervation der
eigentlichen Zielglomeruli auch einzelne markierte Axone, die in dazwischen liegende
Bereiche projizieren und sogar in eine kompakte glomeruldre Struktur im posterioren AL
konvergieren (Gollner, 2007). Die Kartierung ergab eine letale Mutation im CG6094, dessen
Basensequenz einen putativen peptide chain release factor (engl.: Peptidketten-
Freisetzungs-Faktor) der Klasse 1 codiert. Diese Faktoren sind an der Termination der
mRNA-Translation beteiligt. Sie binden an Ribosomen, an deren A-Position ein Stop-Codon
auf der zu translatierenden mRNA lokalisiert ist. Die Bindung fuhrt dazu, daR die im Ribosom
wirkende PEPTIDYLTRANSFERASE das Carboxylende des Polypeptids freigibt und das fertige
Protein ins Zytoplasma entlassen wird (Bertram et al., 2001; Kisselev and Buckingham,
2000). Untersuchungen von Chao et al. haben gezeigt, dall nicht nur die
Erkennungssequenz des Stop-Codons (UAA, UAG und UGA) fir die Termination notwendig
ist. Auch der Kontext, d.h. die vor- und nachgestellten Tripletts, zwischen denen das Stop-
Codon auf der mRNA lokalisiert ist, spielt eine Rolle. Eine Nullmutation in eRF1 fihrt z.B. nur
zur Suppression von solchen Nonsens-Mutationen (z.B. in wg, en, shn, arm und Egfr), in
denen auf das Stop-Codon ein fiir Cystein codierendes Triplett folgt (Chao et al., 2003).
Diese Sequenz-Spezifitat von Terminations-Faktoren konnte dazu flhren, dall der
Funktionsverlust eines solchen Faktors die Freisetzung von Proteinen verhindert oder es zu

einer verlangerten Translation in ein nicht funktionelles Protein kommt. Die Fehlprojektion
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der ORN Axone kdnnte womdglich durch den Verlust wichtiger Proteine induziert werden, die
fur die korrekte Projektion der Axone notwendig sind.

Die letale Mutation J7-059 konnte auf das CG9140 kartiert werden (Gdllner, 2007). Die
Sequenz des CGs weist starke Homologien zu einer 51 kDa Untereinheit des NADH
Dehydrogenase Komplex 1 auf. Der NADH Dehydrogenase Komplex 1 ist der grofte der an
der mitochondrialen Atmungskette beteiligten Komplexe. Er stellt den Elektronen-Akzeptor
fur NADH dar und Ubertragt diese weiter an das CoenzymQ (Saraste, 1999; Smeitink et al.,
2001). Die hier betroffene 51 kDa Untereinheit ist nicht im mitochondrialen Genom zu finden,
wird also in nuklearen Genom codiert (Brandt, 2006). Mutationen, die die Atmungskette
betreffen, fihren zu einem Zusammenbruch der Energieversorgung einer Zelle und so
zwangslaufig zur Degeneration der Zellen. Es sind diverse Erkrankungen beschrieben
worden, die mit Mutationen in der mitochondrialen Atmungskette assoziiert sind (Smeitink et
al., 2001). Der Phanotyp, den J71-059 mutanten ORNs im Mosaik-Gewebe zeigen, ist jedoch
eher spezifisch fir bestimmte ORN-Klassen und ist somit kaum mit einem Zusammenbruch
der oxidativen Phosphorylierung zu erklaren.

Soltys et al. beschreiben verschiedene, nukledr codierte, mitochondriale Proteine, flr die
auch eine Lokalisation aul3erhalb der Mitochondrien nachgewiesen werden konnte (Soltys
and Gupta, 1999; Soltys et al., 2000). Auch eine weitere Untereinheiten des NADH
Dehydrogenase Komplex 1 konnte bereits auflerhalb der mitochondrialen Membran
nachgewiesen werden. Gingrich et al. haben gezeigt, dal die mitochondrial codierte
Untereinheit ND2 als Adaptor fur die Protein-Tyrosin-Kinase SRC wirkt und diese so an den
NMDA Rezeptor-Komplex in der Prasynapse bindet (Gingrich et al., 2004). In
Zusammenhang mit dem SEMA1A/PLEXINA-Signalweg in Drosophila wurde ebenfalls die
Funktion einer Oxidoreduktase beschrieben. Es wurde gezeigt, dall MICAL, eine
Flavoprotein-Oxidoreduktase, die zudem einige Domanen zur Interaktion mit Zytoskelett-
Komponenten besitzt, mit PLEXIN interagiert und fir die Axon-Repulsion notwendig ist
(Pasterkamp et al., 2006; Terman et al.,, 2002). Es gibt also einige Hinweise darauf, daf}
mitochondriale Proteine im Zytoplasma oder gar in synaptischen Bereichen lokalisiert sind
und dort auch eine Funktion in verschiedenen Signalwegen besitzen.

Die Mutation F2-130 konnte mittels Defizienzen-Kartierung zunachst auf den Bereich 26F4-5
eingegrenzt werden und in nachfolgenden Komplementationsanalysen konnte ein allelisches
Verhalten zur P-Element Insertion P{lacW}k14206 (Milchanowski et al., 2004) gezeigt
werden. Die Letalitdt der P-Element Insertion wurde in der Literatur mit zwei CGs in
Zusammenhang gebracht, zum einen mit CG11098 und zum anderen mit CG31635. Das
CG11098 wurde bereits in einer RNAi-basierten Mutantenanalyse zur Identifizierung von
Genen, die an der Protein-Sekretion beteiligt sind, identifiziert. Das Genprodukt des
CG11098, TANGO1, ist in der Golgi-Membran lokalisiert. Am amino-terminalen Ende des
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Proteins befindet sich eine SH3-Domane, gefolgt von zwei coiled-coil Domanen, zwei
Transmembran-Domanen und einer Prolin-reichen Domane. In S2-Zellen induziert das
tango1a-RNAi Konstrukt die Fusion von Golgi-Membranen mit dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER) (Bard et al., 2006).

Ein weiterer Kandidat fiir die die Mutation F2-130 ist CG31635. Die Nucleotid-Sequenz zeigt
Homologien zu einigen LRR-Doméanen (,Leucine rich repeat‘) vom Ribonuklease Inhibitor
Typ. LRR-Motive treten in zahlreichen Proteinen auf. Obwohl diese Proteine die
unterschiedlichsten Funktionen haben, sind sie alle an Protein-Protein Interaktionen beteiligt.
Beispielsweise interagieren alle drei ROBO Proteine mit einer bestimmten LRR-Doméane des
SLIT Proteins (Howitt et al., 2004). In Drosophila sind zahlreiche weitere LRR-Proteine
bekannt, wie z.B. der Rezeptor ToLL (Kim et al.,, 2006; Schuster and Nelson, 2000),
CONNECTIN (Fambrough and Goodman, 1996; Nose et al.,, 1997) oder auch die
Transmembranproteine TARTAN und CAPRICIOUS (Krause et al., 2006; Shinza-Kameda et al.,
2006). Fur einige sind bereits Funktionen fur die axonale Wegfindung und Verschaltung
beschrieben worden. Die Einzelklassen-Analyse der Mutation F2-130 ergab, daf® nur wenige
ORN-Klassen einen Projektionsdefekt zeigen (Gdllner, 2007). Diese Klassen-spezifischen
Defekte geben zumindest einen Hinweis darauf, da® hier kein genereller, fir das axonale
Wachstum wichtiger Prozel} betroffen ist.

Die Kartierung der Mutation U2-017 ergab, daf3 es sich um ein Allel von /ace handelt. Das
LACE Protein ist eine Untereinheit der Serin Palmitoyltransferase (SPT). Der SPT Komplex
besteht neben LACE (Spt-ll) aus der Untereinheit SPT-I. In der Mutantenanalyse fiir den
rechten Arm des zweiten Chromosoms konnte auch Spt-/ identifiziert werden. Mutationen in
Spt-I wurden als Ursache fir die hereditare sensorische Neuropathie Type | beschrieben
(Gable et al., 2002; McCampbell et al., 2005). Der Phanotyp der in der Mutantenanalyse
identifizierten Spt-/ Mutation ist dem der /ace“??"” Mutante vergleichbar. Arbeiten mit
Zellkulturen von Yasuda et al. haben gezeigt, da® das Vorkommen von LACE abhangig ist
vom Vorhandensein von SPT-| (Yasuda et al., 2003). SPT katalysiert den ersten Schritt in der
Sphingolipid Synthese (Hanada, 2003). Fur Drosophila wurde beschrieben, daf}
Imaginalscheiben die mutant fir ein /ace Hypomorph sind, eine erhdhte Apoptose Rate
zeigen. Hier ist der Zelltod mit der ektopischen Aktivierung des Janus Kinase (JNK)-
Signalwegs assoziiert (Adachi-Yamada et al., 1999). Der Verlust von /ace oder SPT-I flihrt
zur Verminderung der de novo Synthese von Sphingolipid-Metaboliten, unter denen sich
auch ,second messenger’ befinden (Hofmann and Dixit, 1998).

Sphingolipide sind in Drosophila auch ein Bestandteil der sogenannten Lipidrafts (Rietveld et
al., 1999). Diese Lipid-Mikrodomanen in der Membran sind fur die Lokalisation bestimmter
Membranproteine im Axon und somit fur die Wegfindungsfunktion des Wachstumskegels
wichtig (Guirland et al., 2004; Ibanez, 2004). Der in lace"?°"” beobachtete Projektionsdefekt
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konnte so auch die Fehllokalisierung bestimmter Rezeptor- oder Adhasionsmolekile
innerhalb des auswachsenden Axons zur Ursache haben. Analysen zur genetischen
Interaktion von Spt-I und bekannten Rezeptormolekilen, wie z.B. DSCAM, geben zudem
erste Hinweise auf die Funktion von Lipidrafts in Zusammenhang mit der Verschaltung von
ORN-Axonen (Steffes, 2007).

4.1.4.3 Konvergenzverlust in NCad mutanten ORN-Axonen

Insgesamt wurden funf Mutationen iin der Mutantenanalyse identifiziert, in denen Axone zwar
in ihre Zielregionen im AL projizieren, jedoch keinen kompakten Glomerulus bilden. Dieser
Phanotyp wurde bereits flir Mutationen in NCad beschrieben. NCAD wirkt zellautonom und ist
essentiell fir die Konvergenz von ORN-Axonen in ihren Zielglomerulus. NCad mutante
Axone finden zwar ihr Zielgebiet, bleiben jedoch auerhalb des Glomerulus und innervieren
diesen nicht (Hummel and Zipursky, 2004). Zudem scheinen alle analysierten ORN-Klassen
in gleichem MafRe von einem NCAD-Verlust betroffen zu sein.

Alle in dieser Arbeit induzierten Mutationen, die diesen charakteristischen Phanotyp zeigen,
stellten sich in der Komplementationsanalyse als NCad-Allele heraus. Auch in der
phanotypischen Mutantenanalyse fir den rechten Chromosomenarm konnten keine
Mutationen identifiziert werden, die zu einem mit NCad vergleichbaren Phanotyp fuhren.
NCad scheint also eine Schlusselfunktion fur die Konvergenz der ORN-Axone zu haben.
Zumindest auf dem zweiten Chromosom scheinen keine weiteren Genfunktionen zu liegen,

die speziell fir die Konvergenz notwendig sind.

4.1.4.4 Mutationen, die zu einer veranderten Glomerulus-Form fiihren

Nach dem Auswachsen der Axone, der Projektion zur Zielregion im AL und der axonalen
Konvergenz folgt der letzte Schritt, die Bildung eines Glomerulus durch die Verschaltung mit
den ZNS-Zielzellen und der klaren Abgrenzung von benachbarten Glomeruli.

Unter den Mutationen, in denen die glomerularen Strukturen betroffen sind, sind in einigen
Fallen nicht klar abgegrenzten Glomeruli zu beobachten. Wahrend im Wildtyp die Grenze
eines markierten Glomerulus stets in einer klaren Linie verlauft, zeigen einige Mutationen
hier eine ,gezackte’ Abgrenzung. Dies kénnte z.B. auf einen Defekt in der Sortierung von
ORN-Axonen benachbarter Klassen zurlickzuflihren sein. Besonders auffallig ist der
Phanotyp der Mutation F2-022 (Abb. 16 E). Hier sind im MM1-Muster haufig mehrere
glomerulare Strukturen zu sehen, die ihrer duReren Form nach keiner der markierten ORN-
Klassen zugeordnet werden kdnnen. Hier stellt sich die Frage, wie die stereotype aullere
Form eines Glomerulus reguliert wird. Im Vergleich zur teilweise variablen Anordnung der
Glomeruli im olfaktorischen Bulbus der Vertebraten, auch lokale Permutation genannt

(Schaefer et al., 2001; Strotmann et al., 2000), ist die glomeruldre Anordnung im AL in
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Drosophila hoch stereotyp. Zudem haben einige Glomeruli nicht die in Vertebraten Ubliche
kugelige Form, sondern zeigen eine langliche oder auch V-formige Morphologie. Diese
besonderen Eigenschaften der synaptische Verschaltung von Drosophila ORNs missen
besonders genau reguliert sein. Die Analyse der in F2-022 betroffenen Genfunktion kénnte
Hinweise auf die hier involvierten Regulationsmechanismen geben. Bisher konnten flr
F2-022 mittels Defizienzen-Kartierung zwei letale Mutationen identifiziert und auf die
Bereiche 26B01 bis 26D02 und 31B und 32D1 eingegrenzt werden.

In einzelnen Schnittebenen lassen sich anhand der ORN-Markierung im Wildtypglomerulus
Bereiche erkennen, in denen die LN-Dendriten in den Glomerulus einwachsen. Einige
Mutationen fiihren zu einer Veranderung dieser charakteristischen ORN Anordnung. In
diesen Mutationen konnten moglicherweise Gene betroffen sein, die an Axon-Dendrit-
Erkennung oder der Ausbildung von funktionellen Synapsen beteiligt sind. In T3-022
Mutanten weisen die ORN-Axone innerhalb der Glomeruli z.B. starke Verdickungen auf, die
an Boutons der Motoneurone bei der Innervation der Muskeln erinnern. Die in T3-022
betroffene Genfunktion scheint also vor allem die synaptische Organisation innerhalb der

Glomeruli und somit den finalen Schritt der ORN-Verschaltung zu treffen.

4.1.5 Beurteilung der phanotypischen Mutantenanalyse

Die grobe phanotypische Unterteilung der in dieser Arbeit identifizierten Mutationen 18Rt sich
rickblickend mit den verschiedenen Entwicklungsschritten der ORN-Verschaltung in
Zusammenhang bringen. Zu Beginn der Mutantenanalyse wurde erwartet, dal® sich unter
den induzierten Mutationen vor allem solche befinden, die fir die Zell-Zell-Erkennung
wichtige Molekiile betreffen. Neben den bereits beschriebenen Rezeptoren und Liganden, fir
die Funktionen in der axonalen Wegfindung beschrieben sind, wurde erwartet, dal} unter den
Mutationen auch Gene fir verschiedene Adhasionsmolekile betroffen sind.

Abgesehen vom hier identifizierten semaa-Allel V2-013 (siehe auch 4.2.), den NCad Allelen
und einem weiteren Dscam Allel (Steffes, unveréffentlicht) wurden in der Mutantenanalyse
fur das zweite Chromosom bisher keine weiteren Wegfindungs- oder Adhasionsmolekiile
gefunden. Fir einige Zelladhdsionsmoleklile wurde sowohl in Vertebraten als auch in
Drosophila eine funktionelle Redundanz fir die axonale Wegfindung beschrieben
(Kristiansen et al., 2005; Speicher et al., 1998). Mdéglicherweise ist der Funktionsverlust
eines Zelladhasionsmolekuls in der ORN Projektion nicht ausreichend um eine
Fehlprojektion zu verursachen.

Unter den zweitchromosomalen Mutationen befanden sich des Weiteren auch
Transkriptionsfaktoren (Steffes, unverdffentlicht), deren Funktionsverlust mdglicherweise die
Expression nachgeschalteter Wegfindungsmolekile beeintrachtigt, sowie Zytoskelett-

assoziierte Proteine. Reuter et al. haben in einer MARCM-basierten Mutantenanalyse zur
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Identifizierung von Genen, die die Morphogenese der Pilzkérperneurone regulieren,
ebenfalls eine Vielzahl von Zytoskelett oder Proteintransport assoziierten Genfunktionen
identifiziert. Auch hier konnte bisher nur ein Adhasionsmolekiil, FLAMINGO, aufgedeckt
werden (Reuter et al., 2003). Die bisherige Kartierung der in dieser Arbeit generierten
Mutationen, fiihrte auch zur Identifizierung von Genfunktionen, die bisher nicht im Kontext
der axonalen Wegfindung beschrieben wurden. Auf dem Chromosom 2L wurden so
Genfunktionen identifiziert, die mit Protein-Termination, Sphingolipidsynthese und der
mitochondrialen Atmungskette assoziiert sind. Eine detaillierte Funktionsanalyse muf erst
zeigen, wie diese Gene die betroffenen Entwicklungsschritte der ORN-Verschaltung

regulieren.

4.2 Die Analyse der Mutation semata“*’"

Die Mutation V2-013 fiel im phanotypischen Screen auf, da neben ektopischen Glomeruli in
der Nahe des SOG auch haufiger ektopische Glomeruli innerhalb des AL sowie eine
deutliche Elongation des ORN47b Glomerulus zu beobachten waren. Die
Komplementationsanalysen mit verschiedenen sema7a-Mutationen konnten zeigen, daf}
V2-013 ein semata-Allel ist (Schulte, 2005).

Die Familie der Semaphorine umfa’t sowohl Membran-assoziierte als auch sekretierte
Proteine. Alle besitzen eine etwa 500 Aminosauren umfassende Sema-Domane. Anhand
weiterer struktureller Domanen lassen sich die Semaphorine in acht Klassen unterteilen, von
denen drei in Invertebraten, die anderen in Vertebraten vorkommen (Pasterkamp and
Kolodkin, 2003; Raper, 2000). Sowohl Transmembran-SEMAPHORINE (SEMA1A, SEMA1B,
SEMA5SC) als auch sekretierte SEMAPHORINE (SEMA2A, SEMA2B) wurden in Drosophila
nachgewiesen (Khare et al., 2000). Das in dieser Arbeit identifizierte semafa codiert ein
Transmembranprotein, das neben seiner charakteristischen N-terminalen Sema-Domane
C-terminal keine weiteren bekannten Struktur-Motive besitzt (Yu and Kolodkin, 1999).
Godenschwege et al. identifizierten zudem eine funktionelle ENA-Bindungs-Doméane sowie
eine weitere Domane, die mdglicherweise die Bindung von PDZ-Proteinen ermoglicht
(Godenschwege et al., 2002).

Fur die ORN Projektion und Konvergenz im olfaktorischen System der Vertebraten wurde flr
das sekretierte Sema3A eine Funktion beschrieben. Das SEMA3A Signal wird von Gliazellen
im ventromedialen Bulbus exprimiert und ist flr die korrekte Projektion der, den Rezeptor
NEUROPILIN-1 exprimierenden ORN Axone verantwortlich (Schwarting et al., 2000; Taniguchi
et al., 2003). Der Verlust von Sema3A fuhrt neben der Fehlprojektion von NPN-1 positiven
ORNs auch zur ektopischen Konvergenz der NPN-1 negativen P2 ORNs im Bulbus
(Schwarting et al., 2004). Fir die Transmembran-Semaphorine (Klasse 6) wurde im

olfaktorischen System der Vertebraten bisher keine Funktion beschrieben.

82



Diskussion

Die Sequenzierung des hier identifizierten Allels V2-013 ergab bisher lediglich einen
Basenaustausch in Exon 21 (persdnliche Mitteilung von M. Lattemann). Die Analyse der
Expression des SEMA1A Proteins in sema7a“?°"® Mosaik-Gewebe in Antennen zeigte jedoch,
dafl in mutanten ORNs das Protein nicht langer im Axon lokalisiert ist, sondern im Zellkérper
liegt. Die induzierte Mutation flhrt daher zu einer Fehllokalisation des Proteins und kann

funktionell als Null-Allel interpretiert werden.

4.2.1 SEMA1A ist differentiell exprimiert und hat eine Klassen-spezifische
Funktion in der Konvergenz von ORN-Axonen

In Zusammenarbeit mit Marc Lattemann wurden die verschiedenen ORN-Klassen auf einen
Phanotyp in semata-Mosaik-Gehirnen hin untersucht. Der semaa Verlust fuhrt in einigen
ORN-Klassen zur Fehlprojektion der Axone in benachbarte Bereiche, so dal} die betroffenen
Glomeruli nicht klar abgegrenzt sind und weniger kompakt wirken (Typ1 Konvergenzdefekt).
In anderen ORN-Klassen projizieren die Axone in vom eigentlichen Zielglomerulus entfernte
Regionen und konvergieren in kompakte ektopischen Neuropil-Bereiche (Typ2-
Konvergenzdefekt). Einige ORN-Klassen sind von einem sema7fa Verlust hingegen nicht
betroffen.

Die Analyse der SEMA1A Expression in den Antennen und Maxillarpalpen zeigte, dal® das
Protein in den auswachsenden Axonen lokalisiert ist. Die Expression im pupalen AL zeigte
aullerdem, dall Axone verschiedener ORN-Klassen unterschiedlich starke Expressionslevel
zeigen. Dies steht im Gegensatz zu bisher beschriebenen Genen, wie z.B. Dscam oder
NCad, die eine ubiquitare Expression im pupalen AL zeigen (Hummel et al., 2003; Hummel
and Zipursky, 2004). Die Expressions-Starke in den verschiedenen ORN-Klassen zeigt keine
Korrelation zur Art und Auspragung der Konvergenzdefekte. ORN-Klassen mit starker
SEMA1A Expression liegen in direkter Nachbarschaft zu ORN-Glomeruli mit intermediarer
oder ohne SEMA1A Expression. Ein klarer Gradient der Expression innerhalb des AL ist nicht
zu erkennen. In AL bei etwa 20h APF, also vor Ankunft der ORN-Axone, ist auch eine
Expression in PN-Dendriten zu erkennen, die allerdings eher gleichmafig wirkt. Komiyama
und Luo diskutieren in ihrer Arbeit einen dorsolateralen-ventromedialen Gradienten in der
SEMA1A-Expression in PN-Dendriten (Komiyama and Luo, 2007).

Da die Expression des SEMA1A-Proteins in adulten Gehirnen nicht mehr nachgewiesen
werden kann, deutet dies auf eine dynamische Expression hin. Méglicherweise andert sich
die Starke der Expression innerhalb einer ORN-Klasse bereits in Lauf der pupalen

Entwicklung.
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4.2.2 Der Verlust der sema7a Funktion fuihrt zu Defekten in der ORN- und
Glomerulus-Sortierung

Die Analyse verschiedener Doppelmarkierungen benachbarter ORN-Klassen zeigte, daf} die
Klassen-spezifische Trennung der ORN-Axone in semaia Mutanten nicht beeintrachtigt ist.
Zwar sind die glomeruldren Grenzen teilweise stark betroffen, so dal z.B. in benachbarten
maxillaren ORN-Klassen Akkumulationen multipler Axontermini zu sehen sind (Typ1
Konvergenzdefekt), diese bestehen jedoch stets aus Axonen einer ORN-Klasse. Auch nach
semala Uberexpression kommt es zwar zum Verlust klarer Glomeruli Grenzen, eine Co-
Konvergenz von Axonen unterschiedlicher Klassen kann dennoch nicht beobachtet werden.
Die Klassen-spezifische Identitat der ORNs wird demnach nicht Uber SEMA1A vermittelt.
Zudem ist auch die Innervation der Glomeruli durch PNs in sema7a-Mosaik-Gehirnen nicht
betroffen. sema1a spielt daher auch keine Rolle in der ORN-PN-Erkennung.

Zum einen scheint sema7a die strikte Aussortierung von ORN-Axonen bestimmter Klassen
in abgegrenzte Bereiche zu regulieren. In diesen Klassen flihrt der semaia Verlust zu Typ 1
Konvergenzdefekten. In anderen Klassen ist es an der Bildung der Glomerulus-Form und
deren Positionierung beteiligt. Die anfangliche Aussortierung von semafa mutanten ORN47b
und ORN88a Axonen im pupalen AL erfolgt zunachst wie im Wildtyp. Bei etwa 50h APF
bleibt die im Wildtyp beobachtete Retraktion der dorsalen Spitze des ORN47b Glomerulus
jedoch aus, was in einen elongierten Glomerulus resultiert (Typ 2 Konvergenzdefekt). Dieser
Entwicklungsphanotyp gibt Hinweise darauf, dafl} im olfaktorischen System von Drosophila
abgesehen von der ORN Zielfindung, Sortierung und anfanglichen Konvergenz auch eine

spatere Verfeinerung der glomerularen Form stattfindet.

4.2.3 semala wirkt iiberwiegend nicht zellautonom

Die Analyse von reversen MARCM-Klonen konnte zeigen, dald der sema7a Verlust in einigen
ORNs die Projektion der wildtypischen Axone beeinflut. Vor allem die wildtypischen
ORN47b  Axone  zeigten im  semala-Mosaik-Gewebe  besonders  deutliche
Konvergenzdefekte. Dies gibt erste Hinweise auf eine nicht zellautonome Funktion von
semaia. Die Analyse von hsFLP induzierten, semaia mutanten Einzel-Zell-Klonen zeigte in
den meisten ORN-Klasse ebenfalls keinen Phanotyp. Uberwiegend scheint semaa in der
Axon-Sortierung also nicht zellautonom zu wirken. Lediglich einzelne mutante ORN21a
Axone konvergierten in einen ektopischen Glomerulus. semafa kénnte speziell in ORN21a
Axonen eine zellautonome Funktion haben.

Fur die korrekte Projektion der R-Zellen im visuellen System von Drosophila konnte ebenfalls
eine zellautonome Funktion von semala gezeigt werden (Cafferty et al.,, 2006).
Godenschwege et al. konnten zudem zeigen, dall der Verlust der sema7a Funktion neben

Wedgfindungsdefekten der ,Giant fiber (GF) auch zu Defekten in der Ausbildung einer
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funktionellen Synapse im Thorax fiihrt. sema7a ist hier sowohl pra- als auch postsynaptisch
fur die Bildung der zentralen Synapse notwendig (Godenschwege et al., 2002).
Uberexpressionsexperimente deuten darauf hin, daR SEMA1A hier selbst Rezeptorfunktion
besitzt und mdglicherweise Uber ENA Signale in die Zelle weitergibt. SEMA1A scheint
demnach in einen bi-direktionalen Signalweg involviert zu sein. Dementsprechend
postulierten auch Toyofuku et al. fir SEMAGD, das nachste Vertebratenhomolog zu SEMA1A,
einen bi-direktionalen Sigalmechanismus in der Herzentwicklung (Toyofuku et al., 2004).

Auf dem rechten Arm des Chromosoms 2 wurden wahrend der Mutantenanalyse auch zwei
ena-Allele identifiziert (Seidl, 2006). Im Rahmen der Diplomarbeit von S. Seidl wurde bereits
eine Rolle fiir ENA in der ORN-Projektion beschrieben. Der ena’®%’-Verlust-Phanotyp zeigt
unter anderem auch die ektopische Konvergenz von ORN21a Axonen in einen zusatzlichen
Glomerulus. Es ist also durchaus denkbar, dal®R semala in dieser Klasse eine

Rezeptorfunktion hat und tiber ENA Signale an das Zytoskelett weitergibt.

4.2.4 SEMA1A vermittelt axonale Repulsion

Die Analyse der semaa-Verlust-Phanotypen deutet auf eine friilhe Funktion von SEMA1A in
der ORN-ORN-Sortierung sowie eine spatere Funktion in der Sortierung und Formgebung
der reifenden Glomeruli hin. Wie vermittelt SEMA1A jedoch die Sortierung von ORN-Axonen?
Auch im olfaktorischen System der Maus wurde gezeigt, dal®3 der Verlust des sekretierten
SEMA3F zu einer Fehlsortierung von vomeronasalen und akzessorischen sensorischen
Neuronen fihrt (Cloutier et al., 2004). Fir die sekretierten SEMAPHORINE der Vertebraten
wurden zwar hauptsachlich repulsive Funktionen beschrieben (Kruger et al., 2005; Puschel
et al., 1995), es gibt jedoch auch Beispiele fir attraktive Wirkungen (de Castro et al., 1999;
Polleux et al., 2000; Spassky et al., 2002). In Drosophila wurde fir die Ausbildung der
neuromuskularen Synapsen gezeigt, dall semala an bestimmten Abschnitten des
Projektionswegs von Motoneuronen fiir die Defaszikulation notwendig ist (Yu et al., 1998),
d.h. Repulsion vermittelt.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Uberexpression des wildtypischen SEMA1A Proteins in
verschiedenen Gruppen von ORNs weist ebenfalls auf eine repulsive Funktion im
olfaktorischen System hin. Die Uberexpression fiihrt zum Verlust der glomeruléren
Abgrenzungen zwischen den Uberexprimierenden ORN-Klassen. Da eine Uberexpression
zugleich einen Verlust der differentiellen Expressionslevel bedeutet, gibt der
Uberexpressionsphanotyp Hinweise darauf, daB die Expressionsunterschiede in
benachbarten ORN-Klassen fur die korrekte Sortierung im Wildtyp verantwortlich sind. Da

das Allel sema1a"??"3

auch bereits in Heterozygose leichte Konvergenzdefekte zeigt, ist dies
ein weiterer Hinweis darauf, dal} die ORN-Sortierung sehr sensitiv auf Veranderungen des

SEMA1A-Levels reagiert.
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In Vertebraten fuhrt die Expression eines OR ,A* zu einer hohen Kirrel2 und Ephrin-A5
Expression, wahrend die Expression eines OR ,B* in benachbarten ORNs eine starke Kirrel3
und Eph-A5 Expression bewirkt (Serizawa et al., 2006). Serizawa et al. zeigten in
Mosaikanalysen, in denen einige ORNs der Klasse ,A“ nun zusatzlich zum OR Kirrel2
Uberexprimieren, dal® sich die ORNs entsprechend der Kirrel2 Expression sortieren und in
benachbarte Glomeruli konvergieren. Dieser Phanotyp zeigt einige Parallelen zu den hier
beobachteten Defekten in sem7a Mutanten. Auch hier scheint das jeweilige Expressionslevel
fur die Axon Sortierung benachbarter ORNs verantwortlich zu sein.

Die Tatsache, dal} die wildtypischen Axone in den elongierten Teil des ORN47b Glomerulus
konvergieren und der in der Entwicklung beobachtete Retraktions-Defekt, geben ebenfalls
Hinweise auf eine Axon-Axon-Sortierung entsprechend der unterschiedlichen Starke der
semala Expression. Abbildung 69 zeigt ein Modell zur Axon-Axon-Sortierung durch
Repulsion fiir die Klassen ORN47b und ORN21a.

Wildtyp semala
/—(0_ R@’“ Semaia-
- Expression
stark
schwach

ORNA47b

ORN47b

Abb. 69: Modell zur Entstehung des ORN21a und ORN47b Konvergenzdefekts in
semala Mutanten. Im Wildtyp fuhrt die SEMA1A vermittelte Repulsion einiger Glomeruli
mit hohem Expressionslevel zur ventralen Positionierung des ORN21a Glomerulus, der
selbst keine SEMA1A Expression zeigt. Die SEMA1A Reduktion in Mosaik-Geweben flhrt
so zu einer Fehllokalisation von ORN21a Axonen in weiter dorsale Regionen. Klassen-
spezifische, adhasive Eigenschaften kdnnten zur anschlieRenden Konvergenz flihren.
Der semata Verlust in einigen ORN47b Axonen resultiert in der Aussortierung
wildtypischer Axone in den dorsalen Bereich des Glomerulus. Durch SEMA1A vermittelte

Repulsion werden die mutante Axone zurtickgedrangt.
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Die differentielle SEMA1A Expression kdnnte eine unterschiedlich starke Repulsion der
verschiedenen ORN-Klassen induzieren. Ein ahnliches Modell wurde auch bereits fur die
Funktion adhasiver Molekiile vorgeschlagen (Steinberg and Takeichi, 1994). Zellen mit
hdherer Expression adhasiver Molekile sortieren sich von Zellen mit geringerem
Expressionsniveau aus.

Bei einer Aussortierung von ORN-Axonen Uber Repulsion missen jedoch weitere Klassen-
spezifische Molekile fiur die Adhasion der Axone innerhalb der gleichen ORN-Klasse sorgen.
Als Rezeptoren fiir SEMAPHORINE wurden die PLEXINE identifiziert, die direkt mit
SEMAPHORINEN interagieren (Comeau et al., 1998; Winberg et al., 1998) oder, im Fall der
sekretierten SEMAPHORINE in Vertebraten, NEUROPILINE als Co-Rezeptoren nutzen
(Tamagnone et al., 1999). Fur das Drosophila SEMA1A konnte fir die Projektion der
Motoneurone die Funktion von PLEXINA als Rezeptor identifiziert werden (Winberg et al.,
1998). Die Analyse von semata“?>°"*/plexinA doppel-heterozygoten AL zeigte deutlich, daR
auch fur die hier postulierte ORN-Sortierung eine SEMA1A/PLEXINA-Interaktion verantwortlich
ist. Zudem haben Analysen der PlexinA Expression im pupalen AL gezeigt, dal3 PLEXINA in
den ORN-Axonen exprimiert ist (Sweeney et al., 2007).

4.3 Die Analyse der Mutation Dscam

Dscam codiert ein Transmembranprotein der Immunoglobulin (Ig) Superfamilie. Die
extrazellulare Halfte des Proteins besteht aus Ig- und Fibronectin-Domanen (FNIII), die
haufig in Rezeptormolekiilen, wie z.B. RoBO (Kidd et al., 1998) oder FRAZZLED (Kolodziej et
al., 1996), gefunden werden. Es wurde bereits an einigen Beispielen gezeigt, dall Dscam
eine Funktion in der neuronalen Verschaltung hat. So fihrt der Verlust von Dscam im
embryonalen ZNS zu Defekten in der Ausbildung der Konnektive, im Bolwig’s Nerv zu
Fehlprojektionen und vorzeitigem Stoppen von Axonen (Schmucker et al., 2000).
Desweiteren wurde fir die Wegfindung des Bolwig’s Nerv gezeigt, dald Dscam mit dock und
Pak interagiert, was eine Verbindung zur Regulation des Zytoskeletts schafft (Schmucker et
al., 2000). Einige Arbeiten beschéftigten sich auch mit der Dscam Funktion in der Projektion
und axonalen Verzweigung von Pilzkérper Neuronen (Wang et al., 2004; Wang et al., 2002;
Zhan et al., 2004). Der Verlust von DScAM flhrt hier zum einen zur Ausbildung zahlreicher
axonaler Verzweigungen, zum anderen projizieren die axonalen Verzweigungen nun parallel

anstatt in verschiedene Richtungen auszuwachsen (Wang et al., 2002).

87



Diskussion

4.3.1 Der Verlust der Dscam Funktion induziert die ektopische

Konvergenz von ORN Axonen

Untersuchungen im olfaktorischen System von Drosophila haben gezeigt, dal der Verlust
von Dscam in MARCM-Klonen, zur axonalen Konvergenz von ORNs in ektopische
glomerulare Strukturen entlang ihres Projektionswegs fihrt (Hummel et al., 2003). Die
phanotypische Penetranz wird durch die groReren Minute-Klone flir einige ORN-Klassen
verstarkt. Fir die Klassen ORN22a und ORN23a, die in Dscam MARCM-Klonen bisher
lediglich eine reduzierte kontralaterale Projektion zeigten (Hummel et al., 2003), konnte so
auch eine ektopische Konvergenz induziert werden. Die Tatsache, dall hier eine erhdhte
Anzahl mutanter ORNs den Phanotyp verandern kann, deutet darauf hin, dal} diese Klassen
eine kritische Masse mutanter Axone bendtigen, um in einen ektopischen Glomerulus zu
konvergieren. Dscam hat hier méglicherweise eine nicht zellautonome Funktion.

Analysen reverser MARCM-Klone haben jedoch gezeigt, da® Dscam mutante Axone keinen
Einflud auf die Projektion der wildtypischen Nachbar-Axone haben. Hier scheint Dscam
zellautonom zu wirken. Hummel et al. haben am Beispiel der Klasse ORN47a zudem
gezeigt, dall auch einzelne mutante Axone in ektopische Glomeruli konvergieren kénnen. Da
es experimentell nicht moglich ist, reverse MARCM-Klone in einem Minute-Hintergrund zu
generieren, kann die Frage der Zellautonomie in den Klassen ORN22a und ORN23a nicht
eindeutig geklart werden.

Fur die Projektion von Pilzkérper-Neuronen wurde ebenfalls ein nicht zellautonomer Effekt in
Dscam MARCM-Klonen beobachtet. Kommt es in Neuroblasten-Klonen zu einer
Fehlprojektion der a/p Neurone in zwei parallel verlaufende Kern-Faszikel, so projizieren
auch die nachfolgenden wildtypischen Axone in diese Richtung (Wang et al., 2002). Wang et
al. erklaren diesen Phanotyp mit der Pionier-Funktion der friihen o/f Neurone; nachfolgende
wildtypische Neurone orientieren sich an der vorgegebenen Projektionsrichtung. Fir die
meisten der bisher analysierten Typen von Neuronen bzw. Prozesse, wie z.B. die axonale
Verzweigung, wurde allerdings eine zellautonome Dscam Funktion beschrieben (Chen et al.,
2006; Wang et al., 2002).

Es ist durchaus mdglich, dal® die verschiedenen ORN-Klassen unterschiedliche Strategien
nutzen, um in ihr korrektes Zielgebiet zu projizieren. Méglicherweise orientieren sich Axone
der Klassen ORN22a und 23a wahrend der Projektion starker an ihren Nachbar-Axonen als
Axone anderer Klassen. Die hdhere Anzahl mutanter ORNs im Minute-Mosaikgewebe
konnte so die Fehlprojektion von ORN23a und ORN22a Axonen durch Dscam unabhangige

Interaktionen mit Axonen benachbarter Klassen verursachen.
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4.3.2 DscAm verhindert eine vorzeitige Axon-Konvergenz indem es
sowohl inter- als auch intra-axonale Repulsion vermittelt

Bisher konnte eine Co-Konvergenz von ORNs verschiedener Klassen in ektopische
Glomeruli nicht ausgeschlossen werden. Die hier analysierten, differentiellen Markierungen
benachbarter ORN-Klassen haben nun gezeigt, dall Dscam mutante Axone einer Klasse
sich stets von Axonen anderer Klassen aussortieren. DSCAM codiert also nicht die ,Klassen-
Identitat* von ORNs.

Dscam mutante Axone der verschiedenen ORN-Klassen konvergieren jeweils in bevorzugte
Regionen. Die ektopischen Glomeruli sind hauptsachlich entlang der (blichen
Projektionsrouten der ORNSs Uber den AL lokalisiert. Der Verlust der Dscam Funktion fihrt
also dazu, dal® Axone vorzeitig, d.h. vor Erreichen des Ziels, in einen ektopischen
Glomerulus konvergieren. Zusammen mit der hier festgestellten, Uberwiegend
zellautonomen Funktion von Dscam laldt sich fur die Entstehung ektopischer Glomeruli
folgendes Modell postulieren: Einzelne Axone stoppen vor Erreichen des Zielglomerulus und
adhasive Eigenschaften zwischen Axonen einer ORN-Klasse fuhren dazu, dall weitere
Axone ebenfalls an dieser Stelle konvergieren. Die von Schmucker et al. gezeigte genetische
Interaktion von Dscam mit dock und Pak, die eine Verknipfung zur Regulation des
Zytoskeletts darstellt (Schmucker et al., 2000), kdnnte den Zusammenhang zwischen dem
Verlust von Dscam und dem vorzeitigen Stoppen von ORN Axonen erklaren.

Die Analyse der DscAM Uberexpression in ORNs zeigte einen stark repulsiven Effekt. Axone
projizieren eher oberflachlich tber die Zielregion hinweg und konvergieren nicht mehr richtig
in ihren Zielglomerulus. Dieser Uberexpressionsphanotyp zeigt starke Ahnlichkeit mit dem fiir
NCAD beschriebenen Verlust-Phanotyp, bei dem mutante ORNs ihre Konvergenz zueinander
verlieren und ihren Zielglomerulus nicht mehr richtig innervieren (Hummel and Zipursky,
2004). Die starke Repulsion zwischen Axonen, die eine DSCAM-Isoform Uberexprimieren
wurde auch fir die Neurone der Pilzkorper beobachtet (Wang et al., 2004; Zhan et al., 2004).
Fir das humane DscaM konnte, durch die Aggregation von transfizierten Mauszellen in vitro,
eine homophile Interaktion gezeigt werden (Agarwala et al., 2000). Weitere Analysen von
Wojtowicz et al. haben gezeigt, dal® das Drosophila DSCAM Uber die variablen Ig-Domanen
Ig2, 1g3 und Ig7 homophil interagiert (Wojtowicz et al., 2004). Hier zeigten nur identische
Isoformen eine homophile Bindung.

Die Expression identischer DScAM Molekile in einer Vielzahl benachbarter Axone fihrt zur
homophilen Repulsion und verhindert somit die axonale Konvergenz im Zielgebiet.
Interessanterweise zeigte die Uberexpression in einzelnen ORN-Axonen einen
vergleichbaren Phanotyp und weist somit auf einen zellautonomen Effekt, d.h. intra-axonale

Repulsion, hin.
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Fur andere Struktur-verwandte Rezeptoren der Ig-Superfamilie konnten bereits Interaktionen
in cis nachgewiesen werden. Untersuchungen von Stein et al. konnten zeigen, dal3 die
Bindung von NETRIN-1 an den Rezeptor DCC eine Rezeptor-Multimerisierung, d.h. eine
homophile Interaktion in cis, induziert (Stein et al., 2001). Zudem kdnnen die
Rezeptormolekiile DCC und RoBO-1 auch Heterodimere bilden (Stein and Tessier-Lavigne,
2001). Inwieweit die in der Uberexpression beobachtete intra-axonale Repulsion im Wildtyp
tatsachlich stattfindet, ist jedoch unklar. Die Expression einer ektopischen Zahl von DSCAM

Molektlen in einer Zelle konnte auch artifizielle Effekte hervorrufen.

4.3.3 Die Erkennung zwischen ORNs und ihren ZNS Zielzellen ist Dscam
unabhangig

DscaMm ist sowohl in ORNSs als auch in ihren ZNS-Zielzellen, den PNs, exprimiert. In Dscam
transheterozygoten Gehirnen konnte, abgesehen von einer 100%igen phéanotypischen
Penetranz, keine Verstarkung in Anzahl oder Lokalisation ektopischer Glomeruli festgestellt
werden. Wenn DSCAM eine Interaktion zwischen PNs und ORNs vermitteln wiirde, so wére
eine starkere Fehlprojektion der ORN-Axone zu erwarten gewesen. Auch Zhu et al. haben
mit der Analyse von Neuroblasten-Klonen gezeigt, dafl® der Verlust von Dscam in PNs nicht
zur Fehlprojektion der Dendriten flihrt. Lediglich die Innervation innerhalb eines Glomerulus
ist reduziert (Zhu et al., 2006).

Die Analyse der dendritischen Innervation ektopischer Glomeruli durch die ZNS Zielzellen
ergab, dall innerhalb des AL liegende ektopische Glomeruli immer von LN-Dendriten
innerviert werden. Auch Glomeruli maxillarer ORN-Axone, die ventral zu den regularen AL-
Glomeruli liegen, zeigten eine deutliche LN Innervation. Die hier analysierte Gruppe von LNs
zeigt also eine hohe Flexibilitdt in der Innervation, so daR sie auch Uber ihren eigentlichen
Wirkungsradius hinaus, ektopische ORN-Glomeruli innerviert.

Fehllokalisierte ORNs sind zwar generell in der Lage auch PNs uber relativ weite Distanzen
zu ,rekrutieren®, die unterschiedlichen GH746 positiven PNs unterscheiden sich jedoch
deutlich in ihrem Innervationsverhalten. Moglicherweise bilden hier repulsive Dendrit-Dendrit-
Interaktionen verschiedener PNs eine Barriere, die das Auswachsen in eine bestimmte
Richtung verhindert. Die dendritische Innervation ektopischer Glomeruli verschiedener ORN-
Klassen durch PNs ist demnach abhangig von der jeweiligen Lokalisation. Die Analyse des
Innervationsmusters von MZ19 positiven PNs in Dscam Minute-Klonen zeigte aulerdem,
dafy zumindest flr die Klassen ORN47b und ORN88a die PN Innervation noch spezifisch ist.
Interessanterweise sehen sich die Phanotypen Dscam mutanter ORNs und Dscawm
Uiberexprimierender PNs (Daten nicht gezeigt) sehr &hnlich. Die DSCAM Uberexpression in

MZ19 fihrt ebenfalls zur Positionsverschiebung des VA1d Glomerulus. Das
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Innervationsmuster der spater einwachsenden wildtypischen ORNs spiegelt diese
Positionsverschiebung wieder (Zhu et al., 2006).

Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dall sich ORNs und PNs zunachst unabhangig
voneinander sortieren und sich spater entsprechend verschalten. Fehllokalisationen sowohl
von PNs als auch von ORNs haben so Einflul auf die spatere glomerulare Organisation.
Auch in Vertebraten gibt es Hinweise darauf, dal® sich ORNs unabhangig von ihren ZNS-
Partnern sortieren und Protoglomeruli bilden. In der embryonalen Entwicklung des
olfaktorischen Systems zeigen ORNs bereits in Stadium E20 die Bildung von Protoglomeruli.
Die Dendriten der Mitralzellen scheinen zu diesem Zeitpunkt eher verteilt (Bailey et al., 1999;
Treloar et al., 1999). Bulfone et al. konnten zudem zeigen, dal in Thr-1 mutanten Mausen, in
denen ein Teil der Mitralzellen fehlt, die ORN Axone trotzdem in Glomeruli konvergieren
(Bulfone et al., 1998). Die ZNS-Zielzellen scheinen also fir die initiale Bildung der Glomeruli

eine untergeordnete Rolle zu spielen.

4.3.4 Mogliche Funktion von Dscam in der axonalen Wegfindung
antennaler ORNs

Einige Klassen zeigen auch ektopische Glomeruli im AL, die nicht unmittelbar am
Projektionsweg der ORNs liegen. ORN47b Axone zeigen z.B. neben einem lokalen
Konvergenzdefekt (Aufteilung der Axone in zwei grofiere Bereiche in der Zielregion) auch
vereinzelt ektopische Glomeruli in weiter posterior gelegene Regionen. Inwieweit der Dscam-
Verlust auch eine Fehlprojektion von Axonen im AL verursacht mul} allerdings weiter
analysiert werden. Es ist unklar, ob es tatsachlich festgelegte Projektionsrouten fir
verschiedene ORN-Klassen gibt. Zwar zeigen ORNs einer Klasse meist 1-2 Haupt-Routen
entlang derer sie projizieren, es sind jedoch auch im Wildtyp immer wieder vereinzelte Axone
zu sehen, die einen abweichenden Projektionsweg wahlen (personliche Mitteilung von Ch.
Scheper). Um eine Rolle von Dscam in der axonalen Wegfindung im AL zu bestatigen, mul}
zunachst das Projektionsverhalten der einzelnen Klassen detaillierter analysiert werden.

Fur maxillare ORN-Klassen wurde bereits die Konvergenz in Glomeruli aul3erhalb des AL
beschrieben. Die hier durchgefihrten Analysen von Minute-Klonen ergaben, dall auch
antennale ORN-Klassen auferhalb des AL ektopisch konvergieren. Die Axone der ORNs
projizieren zusammen mit anderen sensorischen Neuronen im antennalen Nerv zum Gehirn
(Sivan-Loukianova and Eberl, 2005). Histologische Untersuchungen von Kamikouchi et al.
zeigen, daf® ORNs und auditorische Neurone (aN) sich im oberen Bereich des Nervs in
distinkte Bereiche verteilen. Die ORNSs bilden drei Faszikel, die um die aN herum angeordnet
sind. Wahrend die auditorischen Neurone den antennalen Nerv verlassen und posterior-
ventral ins AMMC projizieren, wachsen die ORNs weiter bis in den AL (Kamikouchi et al.,

2006). In Dscam Mutanten scheinen einige ORNs nun dem Weg der aN in den AMMC zu
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folgen. Neben der Funktion, ein Stoppen und so die vorzeitige Konvergenz von Axonen vor
erreichen der Zielregion zu verhindern, kénnte Dscam also auch eine Funktion in der
Aussortierung antennaler ORNs von anderen sensorischen Neuronen im antennalen Nerv
haben. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine mogliche, zusatzliche Rezeptorfunktion von
DscawM. Es gibt hierzu erste Hinweise, daly DSCAM in der Entwicklung des embryonalen ZNS
maoglicherweise einen neuen Rezeptor fir NETRIN darstellt (Andrews, "Axon Guidance,
Synaptogenesis & Neural Plasticity" Meeting CSH 2006). Inwieweit dies auch fur die axonale

Wegfindung im olfaktorischen System zutrifft, mul} jedoch erst tUberpriift werden.

4.3.5 Modell zur Dscam Funktion in der ORN Verschaltung

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigten, dald Dscam in den einwachsenden
ORN-Axonen eine vorzeitige Konvergenz inhibiert. In den meisten ORN-Klassen geschieht
dies zellautonom. Die Schemata in Abbildung 70 und 71 zeigen Modelle zur DSCAM Funktion
zum Zeitpunkt der ORN-Projektion (en route Status) bzw. wahrend der axonalen Konvergenz

im Zielgebiet.

Abb. 70: DscAam vermittelte Inhibition axonaler Konvergenz wahrend der ORN-
Projektion. ORN Axone exprimieren wahrend der Entwicklung ein oder mehrere
Molekile, die die Identitat, d.h. die Klassen-Zugehdrigkeit von ORNs, bestimmen (rote
Molekile). Adhasive Krafte zwischen ORNs der gleichen Klasse ermdglichen eine
Konvergenz der Axone. Wahrend der Projektion der ORNs Uber den AL vermittelt Dscam
(blaue Molekile) tiber die homophile Interaktion gleicher Isoformen in frans die Repulsion
zwischen den ORN-Axonen (1) und verhindert so die vorzeitige Konvergenz. Auch die
intra-axonale Repulsion Uber DscaM Interaktion in cis ist denkbar (2). Die Aktivierung
eines Dscam-Signalwegs, fuhrt zum weiteren Auswachsen des Axons. In einigen ORN-
Klassen kdnnte DscAM zudem eine Rezeptorfunktion besitzen, die zur Wegfindung im AL
beitragt (3).
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ZNS-Zielgebiet

Abb. 71: Axonale Konvergenz im Zielgebiet. Im Zielgebiet angekommen wird die
Dscam vermittelte Inhibition aufgehoben. Dies kann zum einen durch Regulation der
Dscam-Expression erfolgen, zum anderen auch durch direkte Protein-Interaktionen von
Molekulen im Zielgebiet mit DscaM. Ohne die Dscam vermittelte Inhibition kommt es zur

Konvergenz der ORN Axone durch Klassen-spezifische Adhasion.

4.3.6 Die Konvergenz maxillarer ORN Axone ist von einer hohen DSCAM
Diversitat abhangig

In der Entwicklung des Nervensystems muf} sich jedes Neuronen mit bestimmten Zielzellen
verschalten. Dies bedeutet, dal} jedes Neuron eine bestimmte ,ldentitat” haben muf3, die der
Unterscheidung und Erkennung durch andere Zellen dient. Zum einen kdnnten einige wenige
Oberflachen-Moleklle durch eine bestimmte Kombinatorik die ,ldentitat eines Neurons
darstellen. Zum anderen kdnnten jedoch auch einzelne Moleklle, die eine hohe Diversitat
zeigen, die ,ldentitat” eines Neurons codieren.

Es sind einige Beispiele flir molekulare Diversitdt von Rezeptormolekilen bekannt. In
Vertebraten werden durch alternative Promotoren und Spleillen tausende verschiedener
NEUREXINE generiert (Rissone et al., 2007; Rowen et al., 2002; Tabuchi and Sudhof, 2002).
In Xenopus konnte auch eine zeitlich und raumlich regulierte Expression der verschiedenen
NEUREXIN Isoformen gezeigt werden (Zeng et al., 2006). Auch flir das Drosophila NCAD
kénnen durch alternatives SpleiRen 12 mdgliche Isoformen generiert werden. Fir die
Projektion der Photorezeptorneurone wurde gezeigt, da® der Verlust von NCad zu einer R7
Fehlprojektion fuhrt (Ting et al., 2005). Dieser Phanotyp konnte allerdings mit jeder der 12
Isoformen gerettet werden. Die Untersuchungen von Yonekura et al. bestatigten zudem, dalk

verschiedene Klassen von Photorezeptorneuronen ein eher dhnliches Repertoire an NCAD
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Isoformen  exprimieren. So haben Zellkultur-Experimente gezeigt, dall diese
unterschiedlichen Isoformen eine gestaffelte, homophile Adhasion vermitteln kdnnen
(Yonekura et al., 2006).

Die Dscam Diversitat, mit 38016 mdglichen Isoformen, zeigt wohl die bisher grofte
Diversitat. Die in dieser Arbeit verwendeten Deletionskonstrukte ermoglichten es in
Kombinationen, nacheinander alle der 12 Alternativen fiir Exon 4 auszuschalten. Celotto und
Graveley konnten zeigen, dal} das alternative Spleilen des Exon 4 Clusters in der
Drosophila Entwicklung reguliert ist (Celotto and Graveley, 2001). Das am starksten
regulierte Exon, 4.2, wird im Embryo z.B. seltener verwendet, ist in adulten Tieren jedoch
stark exprimiert. Zudem wurde gezeigt, da® in den verschiedenen adulten Geweben auch
unterschiedliche DscAM Kollektionen zu finden sind. Die Expression verschiedener DSCAM
Isoformen scheint sowohl zeitlich als auch raumlich reguliert.

Neves et al. konnten zudem zeigen, dall selbst unterschiedliche Klassen von
Photorezeptorneuronen jeweils ein bestimmtes Repertoire an DSCAM Isoformen exprimieren
(Neves et al., 2004). Einzelne Neurone der gleichen Klasse exprimieren verschiedene
Isoformen aus diesem Repertoire. Ahnliche Ergebnisse ergab auch die Analyse der
Expressionprofile in den Neuronen der Pilzkérper. Es wurde gezeigt, dal ein einzelnes
Neuron multiple Isoformen exprimiert und dal} das Exon 9 hier besonder haufig exprimiert
wird (Zhan et al., 2004).

Eine Einschrankung der DscAM Diversitat mittels der Deletionskonstrukte fuhrte in den ORNs
zu unterschiedlichen Konvergenzdefekten (siehe 3.1.5.5). Zum einen kommt es zur
ektopischen Konvergenz in kompakte Strukturen wie sie im MM1-Muster zu sehen waren. Im
Vergleich dazu verteilten sich die Axontermini der maxillaren Klassen auf eine breitere
Region und zeigten eher einen Konvergenzverlust. Eine eingeschrankte DSCAM Diversitat
fuhrt nicht zu einer Co-Konvergenz von unterschiedlichen ORN-Klassen. Die “neuronale
Identitat” scheint daher nicht Uber die Diversitat codiert zu sein.

Fir das olfaktorische System ist bisher nicht bekannt, ob auch die ORN-Klassen ein
definiertes DSCAM Repertoire exprimieren. Die beiden unterschiedlichen Phanotypen,
ektopische Konvergenz und Konvergenzverlust, kénnten jedoch ein Hinweis darauf sein, dal}
maxillare ORN-Klassen madglicherweise andere Isoformen benétigen als die im MM1-Muster
markierten antennalen Klassen. Es ist jedoch auch moglich, dal’ die Diversitat, in den spater
einwachsenden maxillaren ORNSs, eine andere Rolle Gbernimmt.

Die Auspragung des Phanotyps war mit allen analysierten Konstrukten gleich. Lediglich die
phanotypische Penetranz steigerte sich mit abnehmender Diversitat. Chen et al. konnten
hingegen zeigen, dall der durch Deletionen induzierte Verlust bestimmter Isoformen,

unterschiedliche Phanotypen im axonalen Verzweigungsmuster der multisensorischen
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Neurone im Thorax hervorruft (Chen et al., 2006). Die Rolle einzelner Isoformen oder der
Diversitat scheint also kontextabhangig zu sein.

Die Tatsache, dall die ORN-Konvergenzdefekte mit allen hier analysierten Konstrukten
ahnlich sind, spricht eher dafir, dal? vor allem die Vielfalt der Isoformen, in Axonen einer
ORN-Klasse, fir eine korrekte Konvergenz notwendig ist. Wie bereits fir die
Photorezeptoren beschrieben (Neves et al., 2004), kébnnten auch Axone der gleichen ORN-
Klassen unterschiedliche Isoformen aus einem Klassen-spezifischen Repertoire exprimieren.
Eine reduzierte DSCAM Diversitat fihrt dazu, daf® die Axone einer ORN-Klasse nun ahnliche

Isoformen exprimieren und sich voneinander abstof3en (DSCAM vermittelte Repulsion).

4.4 Die Regulation synaptischer Spezifitit im olfaktorischen
System

Die prazisen Verschaltungen der ORNs mit ihren ZNS Zielzellen erfolgt in verschiedenen
Entwicklungsschritten. Zunachst missen die ORN Axone aus den peripheren Organen
auswachsen und ihr Zielgebiet im AL erreichen. Das hier analysierte Gen Dscam verhindert
eine vorzeitige Konvergenz der einwachsenden ORN Axone. Dies zeigt, dal® die ORN Axone
der verschiedenen Klassen bereits vor Erreichen des eigentlichen Zielgebiets alle zur
Konvergenz notwendigen Eigenschaften besitzen. Zudem ist Dscam in einigen ORN Klassen
aktiv als mdoglicher Rezeptor fir Richtungsentscheidungen des auswachsenden Axons
verantwortlich.

Wahrend die Axone Uber den AL projizieren scheint bereits eine Sortierung in Klassen-
spezifische Projektionsrouten zu erfolgen (persénliche Mitteilung Ch. Scheper). Die Analyse
der pupalen Glomerulus-Entwicklung hat gezeigt, dal® sich ORNs der unterschiedlichen
Klassen zunachst aus gemeinsamen, breiteren Domanen aussortieren, um dann in
kompakte Glomeruli zu konvergieren. An dieser Sortierung von ORN Axonen ist in einigen
Klassen sema1a involviert.

Der Verlust von sema17a resultiert in diesen ORN Klassen in einen Verlust der axonalen
Konvergenz. Einzelne Axone einer ORN Klasse ragen in benachbarte Bereiche anstatt in
ihren Zielglomerulus zu konvergieren. Auch Axone maxillarer ORNSs, in denen die Diversitat
der moglichen DscaAaM Isoformen eingeschrankt wurde, zeigen einen deutlichen
Konvergenzdefekt. Die betroffenen ORNSs projizieren zwar in ihre Zielregion, konvergieren
jedoch nicht mehr in kompakte Glomeruli.

Obwohl beide Molekiile, SEMA1A und DSCAM, Repulsion vermitteln, sind die Mechanismen
hier doch unterschiedlich. Die semala abhangige Sortierung erfolgt eher Uber
unterschiedliche Expressionslevel in benachbarten ORN Klassen. In der Dscam abhangigen

Sortierung spielt hier die Diversitat der exprimierten DSCAM-Molekiile eine Rolle.
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Nach Bildung der Protoglomeruli in der pupalen Entwicklung der AL kdnnen weitere
Verschiebungen und Form-Anderungen beobachtet werden. Auch hier wirkt semaa in
einigen ORN-Klassen. Die Analyse der PN Innervation von ektopisch konvergierten semaia
oder Dscam mutanten Axonen hat zudem gezeigt, dal® das anfanglich gebildete
Innervationsmuster noch veranderbar ist und die Synaptogenese sich an Fehlprojektionen
anpassen kann.

Im olfaktorischen System der Vertebraten erfillen die ORs die Funktion eines
Jldentitatssignals®. Die Verlust eines OR Rezeptors resultiert im Verlust von axonaler
Konvergenz im Bulbus (Wang et al., 1998). Die Arbeiten von Serizawa et al. und Imai et al.
haben gezeigt, dall die OR-Expression und Aktivitat in direktem Zusammenhang mit der
komplementaren Expression von Adhasions- und Wegfindungsmolekilen wie KIRRELZ2,
KIRREL3, EPHAS5, EPHRIN-A5 und NPN-1 in den ORNSs steht (Imai et al., 2006; Serizawa et al.,
2006).

In Drosophila konnte bisher kein vergleichbares Identitdt gebendes Signal identifiziert
werden. Mit semaia und Dscam wurden hier zwei Genfunktionen analysiert, die vielmehr die
Axon-Axon-Sortierung regulieren. Die Frage, wie die Expression solcher Zell-
Erkennungsmolekile in Drosophila reguliert wird, bleibt zunachst offen. Moglicherweise wird
eine kombinatorische Expression verschiedener Zell-Erkennungsmolekule in einzelnen
ORN-Klassen Uuber unterschiedliche Transkriptionsfaktoren reguliert. Die Analyse der
Expressionsmuster vom Transkriptionsfaktor ENGRAILED und connectin, das als potentielles
ENGRAILED Zielgen beschrieben wurde (Solano et al., 2003), geben hierzu erste Hinweise.
en und con sind in komplementaren Bereichen des AL exprimiert (siehe Anhang). Die
kombinatorische Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B. engrailed, acj6
(Komiyama et al., 2004) oder auch sequoia (Petrovic, unveroffentlicht), und deren Zielgene

konnte so eine ,neuronale Identitat” codieren.

96



Diskussion

| Auswachsen und gerichtete
Projektion der ORN Axone

Dscam

Sortierung der ORN Axone

semaila

Axonale Konvergenz

Dscam-Diversitat

Vollendung der Glomerulus-Form
und finale Positionierung

semala

Abb. 72: Funktionen von sema7a und Dscam wahrend der verschiedenen
Entwicklungsschritte der ORN Verschaltung.
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5 Zusammenfassung

Die sensorischen Neurone des olfaktorische Systems (ORNs) von Drosophila zeigen ein
hohes Mal} an synaptischer Spezifitdt. Die Axone der ORNSs projizieren ins Gehirn und
konvergieren dort in Klassen-spezifische Glomeruli, indem sie sich mit ihren ZNS Zielzellen
verschalten. Dieses prazise Verschaltungsmuster erfordert eine genaue genetische

Regulation.

Um Gene zu identifizieren, die die synaptische Spezifitdt der ORNs regulieren, wurden 1800
letale Mutationen auf eine Veranderung in der ORN-Verschaltung hin untersucht.
In einer systematischen Mosaikanalyse konnten 110 Mutationen identifiziert weden, die zu

einem defekten ORN-Verschaltungsmuster fuhren.

Unter den so isolierten Mutationen befand sich auch semaphorinia. Funktionelle Analysen
ergaben, dald sema1a in der Sortierung von ORN Axonen nicht zellautonom wirkt. Hierbei ist
die differentielle Expression von semala in benachbarten ORN-Klassen entscheidend.
semafia ist auBerdem in der finalen Glomerulus-Positionierung innerhalb des AL involviert.
Analysen zur genetischen Interaktion von semaa und plexinA konnten zudem zeigen, daf}
die ORN-Sortierung und Konvergenz Uber die Interaktion von SEMA1A mit dem Rezeptor

PLEXINA erfolgt.

Funktionelle Analysen von Dscam ergaben, dal die Konvergenz der ORN Axone vor
Erreichen ihres eigentlichen Zielgebiets im AL verhindert wird. In einigen ORN Klassen ist
Dscam zudem aktiv an der Wegfindung der Axone in den AL beteiligt. Die Analyse
verschiedener Arten von Klonen ergab desweiteren, dall Dscam in den ORNs zellautonom
wirkt. Durch die Reduktion der Gesamtzahl von DscAM Isoformen konnte gezeigt werden,
dal} eine hohe molekulare Diversitat von Dscam fir die korrekte Konvergenz der maxillaren

ORN Axone von Bedeutung ist.
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7 Anhang

Abkilirzungsverzeichnis

2L
2R
7-TM-Doméane
AAS
AL
aN
APF
Ar
EMS
kDa
LN
MARCM
mN
NFL
OR
ORN
PN
PNS
RT
SC
SOG
U.N.
ZNS

linker Arm des zweiten Chromosoms

rechter Arm des zweiten Chromosoms
7-Transmembran-Domane
Augen-Antennen-Imaginalscheibe
Antennaler Lobus

antennaler Nerv

,after puparium formation’ = nach Bildung des Pupariums
Arista

Ethylmethylsulfonat

kilo Dalton

Lokales Interneuron

,mosaic analysis with a repressible cell marker’
maxillarer Nerv

,nerve fiber layer’ = Schicht aus Nervenfasern
olfaktorischer Rezeptor

olfaktorisches Rezeptorneuron
Projektionsneuron

Peripheres Nervensystem

Raumtemperatur

Superior Colliculus

Suboesophagialganglion

uber Nacht

Zentrales Nervensystem
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26:
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Verschaltungsmuster des olfaktorischen Systems der Vertebraten.
Schematische Ubersicht (iber den Aufbau des olfaktorischen Systems von
Drosophila.

Erzeugung homozygot mutanter Bereiche im Mosaik-Gewebe.
Innervationsmuster des ORN-Markers MM1 im Wildtyp.

Darstellung der kontralateralen Projektion.

Etablierung homozygot letaler Mutationen.

Kreuzungsschema zur Durchfiihrung der phanotypischen Mutantenanalyse.
Ubersicht zur phanotypischen Klassifizierung .

Ubersicht zur phanotypischen Klassifizierung Il.

Prozentuale Verteilung der analysierten Mutationen auf die phanotypischen
Klassen.

Heterogenitat und Expressivitat mutanter Phanotypen.

Verlust der synaptischen Markierung einzelner ORN Klassen.

Unvolistandige Innervation eines Glomerulus.

Fehlprojektion von ORN-Axonen.

Ektopische glomerulare Strukturen.

Defekte in Form und Struktur eines Glomerulus.

Die Komplementationsgruppe NCad.

Projektionsdefekte von ORN-Axonen in sema7a Klonen.

Der Verlust der semala Funktion fihrt in antennalen ORN-Klassen zu
unterschiedlichen Projektionsdefekten.

Der Verlust der sema7a Funktion in maxillaren ORN-Klassen (1).

Der Verlust der sema7a Funktion in maxillaren ORN-Klassen (2).
Konvergenzdefekte sema7a mutanter ORN47b Axone.

semala mutante ORN21a Axone konvergieren in einen neuen ektopischen
Glomerulus.

SEMA1A Expression in den peripheren olfaktorischen Sinnesorganen.

Die Lokalisation des SEMA1A Proteins im sema1a mutanten Hintergrund.
Differentielle Expression von SEMA1A im antennalen Lobus.

Entwicklung des antero-lateralen Glomerulus-Komplexes in sema7a mutanten
Fliegen.

Vergleich von Minute- und MARCM-Klonen.

Selektive Markierung wildtypischer und mutanter Axone im sema7a mutanten

Klon.
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53:
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58:

Innervation verschiedener Glomeruli durch heterozygote PN-Dendriten und
semaia mutante ORNs (1).

Innervation verschiedener Glomeruli durch heterozygote PN-Dendriten und
semaia mutante ORNs (2).

Innervation ektopischer ORN21a und ORN47b Glomeruli durch LN-Dendriten.
Uberexpression verschiedener UAS-semala Konstrukte mit en-Gal4 und
720K-Gal4.

Darstellung einzelner ORN-Klassen nach Uberexpression von SEMA1A (1).
Darstellung einzelner ORN-Klassen nach Uberexpression von SEMA1A (2).
Genetische Interaktion von plexinA und sema1ia.

Quantifizierung der Projektionsdefekte in semafa und plexA heterozygoten
Gehirnen.

Uberexpression von PlexinA in der en-Domane.

Projektionsdefekte Dscam mutanter ORN-Axone (1).

Projektionsdefekte Dscam mutanter ORN-Axone (2).

Vergleich der Penetranz von Dscam?®’ Verlust-Phanotypen in MARCM- und
Minute-Klonen.

Projektionsdefekte Dscam mutanter ORN Axone (3).

Ubersicht tiber die Lokalisation ektopischer Glomeruli in Dscam Mutanten.
Innervation Dscam mutanter ORN47b und ORN88a Axone.

Innervation Dscam mutanter ORN47a und ORN22a Axone.

Innervation Dscam mutanter ORN Axone der maxillaren ORN Klassen 71a,
46a und 59c.

Selektive Markierung homozygot Dscam mutanter und wildtypischer ORN
Axone.

Projektionsdefekte verschiedener ORN Klassen in Dscam transheterozygoten
Fliegen.

Dendritische Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli durch PNs.

Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN47a Glomeruli.
Dendritische Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli durch PNs.

Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN22a Glomeruli.
Dendritische Innervation ektopischer ORN47b Glomeruli durch PNs.

Analyse zur dendritischen Innervation ektopischer ORN47b Glomeruli.
Spezifitat der ORN-PN-Erkennung in Dscam Mutanten (1).

Spezifitat der ORN-PN-Erkennung in Dscam Mutanten (2).

Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten (1).

Innervation ektopischer Glomeruli durch LN-Dendriten (2).
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Aufbau der durch die UAS-Konstrukte exprimierten Dscam Isoformen.

Uberexpression von Dscam (1).
Uberexpression von Dscam (2).

Pupale Entwicklung des Dscam Uberexpressionsphanotyps.

Schematische Darstellung der morphologischen Veranderungen des pupalen

AL im Wildtyp.
Uberexpression von Dscam in einzelnen ORN Axonen.

Expression unterschiedlicher Dscam Isoformen in Sg18.1-Gal4.

Reduktion der Dscam-Diversitat durch Deletionen alternativer Exons.

Reduktion der Dscam-Diversitat in Exon 4 (1).

Reduktion der Dscam-Diversitat in Exon 4 (2).

Modell zur Entstehung des ORN21a und ORN47b Konvergenzdefekts in

semaia Mutanten.

Dscam vermittelte Inhibition axonaler Konvergenz wahrend der ORN-

Projektion.
Axonale Konvergenz im Zielgebiet.
Funktionen von semala und Dscam wahrend der

Entwicklungsschritte der ORN Verschaltung.

verschiedenen



7.2

Analyse der Expressionsmuster der hier verwendeten Gal4-
Aktivatorlinien en-Gal4 und con-Gal4.
ORN-Klasse Sensille | Glomerulus con positiv en positiv
ORN10a ab1 DL1
ORN13a ail DC2 X
ORN19a/b at3 DC1 X
ORN21a ab1 Y
ORN22a/b ab3 DM2 X
ORN23a at2 DA3 X
ORN2a at3 DA4| X
ORN33c/85e pb2 VCA1 X
ORN35a act VC3
ORN42a pb1 VM7 X
ORN42b ab1 DM1 (schwache Expression)
ORN43a at3 DA4m X X
ORN43b ab8 VM2 X
ORN46a pb2 VA7I/m X
ORN47a ab5 DM3
ORN47b at4 VA1lv X
ORN49b ab6 VA5
ORN56a ab4 DA2 X
ORN59b ab2 DM4
ORN59c pb3 1
ORNG65a/b/c at4 DL3 X
ORN67a ab10 DM6 X
ORNG67b ab9 VA3 X
ORNG7c ab7 VC4
ORNG67d at1 DA1 X
ORN69aA/B ab9 D
ORN71a pb1 VC2 (schwache Expression) X
ORN7a ab4 DL5 X
ORN82a ab5 VAG X
ORN83c at2 DC3
ORN85a ab2 DM5 X
ORNS85b (?) VM5d X




ORN85d

pb3

VA4

ORNB85f/49a

ab10

DL4

ORN88a

at4

VA1d

ORN92a

ab1

VA2

X| X| X| X

ORN98a

ab7

VM5v

ORN9a

ab8

VM3

DP1m

DC4

DP1I

VM1

VL2p

DL2

VM4

VLA

VL2a

VM6




7.3 Ubersicht iiber die identifizierten Mutationen, die zu
ORN Verschaltungsdefekten fuhren

Mutante | A7-002

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Mutante | A7-004

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

D1-013

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur




Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen




Mutante

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Ncad-Phanotyp

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante | F2-012

Mutante | F2-021

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur




Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen




Mutante

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur




Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen




Mutante

Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen




Mutante

Mutante

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli




Mutante

Mutante

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli




Mutante

Mutante

Mutante

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Ncad-Phanotyp

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Ncad-Phanotyp

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen




Mutante | H2-195

Mutante | /1-051

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Ncad-Phanotyp

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

Mutante

12-066

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

J2-064

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur




Mutante

Mutante

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli




Mutante | J3-044

Mutante | J3-066

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

Verlust synaptischer
Markierungen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante | K2-073

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen




Mutante

Mutante

Reduktion des
ORN-Projektionsmusters

unvollstandige Innervation
von Glomeruli

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Ncad-Phanotyp




Mutante | (J71-032

Mutante

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Defekte in der
Glomerulus-Bildung

Defekte in Form und
Struktur

Projektion in ektopische
AL-Regionen

ektopische glomerulare
Strukturen

Projektion in ektopische
AL-Regionen

Fehlprojektion von ORN-
Axonen
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