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1. Finleitung 1

1. Einleitung

Morphologische Verianderungen und das Auftreten neuer Funktionen fiihrten zur Evolution
komplexer Organismen. Evolution findet hiufig aufgrund von Modifikationen in den
Interaktionen von entwicklungssteuernden Genen statt. Es ist daher nicht immer mdglich,
Riickschliisse tiber den Ursprung morphologischer Verdnderungen durch den Vergleich von
Korperbaupldnen verschiedener Organismen zu gewinnen. Vielmehr ist es notwendig die
Evolution von Entwicklungsprozessen zu verstehen.

Durch die grolen Fortschritte im Bereich der Entwicklungsgenetik und die daraus
resultierende Verbindung der beiden Disziplinen Evolution und Entwicklungsbiologie war ein
Fundament geschaffen, die genetische Kontrolle der Entwicklung zu untersuchen und somit
Anderungen in Struktur und Funktion des Ké&rperbauplans durch entwicklungsbiologische
Evolution zu erkléren.

Der Vergleich regulatorischer Mechanismen auf genetischer Ebene ermdglicht, spezifische
Anderungen, welche zu Unterschieden in Morphogenese und Musterinformation fiihren, zu
untersuchen. Dabei zeigt sich, dass regulatorische Gene und ihre Funktion in der Entwicklung
hiufig zwischen weit entfernten Spezies konserviert sind. Dies wirft jedoch die Frage auf, wie
Organismen mit anndhernd gleichen Genen so unterschiedlich sein konnen.

Um die Variation in Entwicklungsvorgingen zu studieren, ist es von Bedeutung,
phylogenetisch nahe stehende Spezies zu betrachten. Vergleichende Studien der
Insektenentwicklung bilden aufgrund der detaillierten Kenntnisse des regulatorischen
Netzwerkes der frithen Achsenbildung in der héheren Diptere Drosophila melanogaster (Dm)
einen guten Ansatzpunkt. Um Fragestellungen wie z.B. nach Abwandlungen im Mechanismus
der dorsoventralen Musterbildung auf dem Weg zu héheren Dipteren zu bearbeiten, hat sich
der Mehlkéfer Tribolium castaneum (Tc), dessen Entwicklung sich vor 284 bis 275 Millionen
Jahren von Drosophila trennte (Savard et al., 2006), als neuer Modellorganismus bewahrt.
Tribolium bietet dabei die Vorziige einer leichten Haltung und einer kurzen Generationszeit.
Des Weiteren stehen molekulare und entwicklungsbiologische Techniken, wie z.B. parentale
RNAI1 (Bucher et al., 2002) und Keimbahntransformation (Berghammer et al., 1999) sowie
die Tribolium-Genom-Sequenz (Richards et al. 2008) zur Verfiigung.

Tribolium gehort, wie auch Drosophila, zu den holometabolen Insekten, vollzieht also eine
komplette Metarmorphose. Allerdings verlduft seine Embryogenese nach dem Kurz- bzw.
Intermedidrtypus (Tautz 2002), welcher eigentlich fiir hemimetabole Insekten, die die Gruppe

der ,,primitiveren Insekten représentieren, typisch ist. Somit ist Tribolium ontogenetisch der
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basaleren Entwicklungsart zuzuordnen, die eher dem Grundtypus der Insektenentwicklung
entspricht (Sander 1975).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit vergleichenden Betrachtungen der dorsoventralen
Musterbildung von Drosophila und Tribolium, wobei das Hauptaugenmerk auf die
Mesodermbildung, die ihr zugrunde liegenden genetischen Faktoren und ihren Einfluss auf

die weitere dorsoventrale Musterbildung gelegt wird.

1.1. Die Embryonalentwicklung von Drosophila und Tribolium im Vergleich

Der grofite sichtbare Unterschied zwischen den Embryonen verschiedener Insektenordnungen
besteht in der Art der Keimstreifformung. Die Klassifikation in Kurzkeim- und
Langkeiminsekten unterscheidet, ob die Keimanlagen nach dem Blastodermstadium einen
sekunddren Wachstumsprozess durchlaufen oder nicht.

Bei Langkeiminsekten, wie den Dipteren, zu denen auch Drosophila gehdrt, werden alle
Segmente bereits im synzytialen Blastoderm vor der Zellularisierung angelegt (Abb.1.1). Dies
bedeutet, dass Transkriptionsfaktoren frei diffundieren konnen und so eine Gradientenbildung
in dieser nicht-zellularisierten Umgebung moglich ist. In Intermedidr- und Kurzkeiminsekten
werden stattdessen nur Kopf- und thorakale Segmente im Blastoderm angelegt, wohingegen
die posterioren Segmente sukzessiv durch sekundire Wachstumsprozesse entstehen (Sommer

und Tautz 1993; Patel et al., 1994) (Abb.1.1).

. Anlageplane von
| ““i\ N Langkeiminsekten, wie
) ' ) Drosophila, und
Kurzkeiminsekten, wie
g N __— Tribolium.
= — (Abb. nach Wolpert,
Entwicklungsbiologie, 1999)

. = : : = || Abb.1.1:
Anlagenplan eines Langkeiminsekts Anlagenplan eines Kurzkeiminsekts N . A
—1 | Die unterschiedlichen
= S e
\

Die Tatsache, dass beim Kéfer (Coleoptera) Tribolium der grof3ite Anteil der Musterbildung in
der zellularisierten Umgebung der posterior angelegten Wachstumszone stattfindet, fiihrt zu
der Frage, wie die Steuerung der Musterbildung hier erfolgt.

Kurzkeim- und Langkeiminsekten entwickeln sich unterschiedlich schnell. Wihrend
Drosophila innerhalb eines Tages die komplette Embryogenese durchlduft, bendtigt
Tribolium circa vier Tage dafir (Handel et al., 2000). Das bedeutet, dass die
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Embryonalentwicklung bei Drosophila und die damit verbundenen morphogenetischen
Bewegungen eine hohe Prizision und Koordination erfordern (Handel et al., 2005).

Ein weiterer Unterschied zwischen der Embryonalentwicklung von Drosophila und Tribolium
besteht in der Verteilung von embryonalem Gewebe und Hiillgewebe. Wihrend bei
Drosophila nur ein sehr kleiner dorsaler Teil des Embryos extra-embryonales Gewebe bildet
(die Amnioserosa) (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997), bildet ein sehr groBBer Anteil der
anteriordorsalen Zellen im Tribolium-Ei die so genannte Serosa (Handel et al., 2000). Aus der
posteriorventralen Region des Tribolium-Eies entwickeln sich das Amnion und der
eigentliche Embryo (Handel et al., 2000). Dies ist der erste Differenzierungsschritt im
Tribolium-Embryo, welcher als differenziertes Blastoderm bezeichnet (Abb.1.2B). Die
Existenz der zwei extraembryonalen Hiillen Serosa und Amnion ist wichtig fiir das
Verstindnis  der  spiteren = morphogenetischen =~ Bewegungen  wihrend — der

Embryonalentwicklung von Tribolium (Handel et al., 2000).

D Serosa Amnion

Abb.1.2:
Vergleich der Embryoanlage und
der Gastrulationsbewegungen von
Drosophila und Tribolium (die
gegeniiberliegenden Schemata
entsprechen nicht direkt
vergleichbaren Stadien, sondern sollen
nur die Unterschiede verdeutlichen)
Wihrend bei Drosophila (links) der
Embryo das gesamte Ei ausfiillt (A),
bildet sich der Tribolium-Embryo
posteriorventral (B). Dabei bewegen
sich die extraembryonalen
Membranen Amnion und Serosa iiber
E posteriore Mitteldarminvagination den Embryo (D)
\ Bei Drosophila kommt es fast
\ zeitgleich zur  Mesoderm-  und
posterioren  Mitteldarminvagination
/ (C,E). Im Tribolium-Embryo bildet
e 5 die Serosa eine kontinuierliche duflere
Keimstreifausstreckung Serosla—FEnS[er Amnion Hille (F) Das Amnion bedeckt den
Embryo ventral (F).

Mesoderm Invagnation

falte

Leptin 2003, verindert Handel et al. 2000

Im Verlauf der Gastrulation bewegen sich Serosa und Amnion iiber das posteriore Ende des
Tribolium-Embryos, wodurch die posteriore Amnionfalte gebildet wird (Abb.1.2D). In einem
weniger starken Ausmal} erfolgt dies auch anterior, wodurch die anteriore Amnionfalte

ensteht. Die ventralen Kuppen der Amnionfalten bilden das Serosafenster, welches sich bald
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darauf schliefit, wodurch eine kontinuierliche duflere Hiille, die Serosa, und eine innere,

ventrale Hiille, das Amnion, entstanden sind (Abb.1.2F).

1.2. Die dorsoventrale Musterbildung von Drosophila und Tribolium im Vergleich

Bei Drosophila wird die Dorsoventralpolaritit durch ecine komplexe Kaskade, an der
hauptsdchlich maternale Gene beteiligt sind im Perivitellinspalt, auBerhalb des Eies etabliert
und iiber den Toll-Signalweg in den Embryo iibermittelt (Govind 1999; Moussian und Roth
2005). Die ausschlieBlich ventrale Aktivierung des ubiquitdr in den Membranen des
Blastodermembryos vorkommenden Toll-Rezeptors durch seinen Liganden Spitzle (Morisato
und Anderson 1994; DeLotto et al., 2001) fiihrt zum Kern-Import von Dorsal (Roth et al.,
1989; Stein et al., 1991). Dorsal gehort zur rel/NF-kB-Familie von Transkriptionsfaktoren
(TF) und ist vor der Toll-Aktivierung gebunden an Cactus, einem IkB-Homolog, gleichméBig
im Zytoplasma des Embryos verteilt (Belvin und Anderson 1996; Bergmann et al., 1996).
Durch den aktivierten Toll-Rezeptor kommt es zur Weiterleitung des Signals iiber Pelle und
Tube, was zur Phoshorylierung von Cactus fiihrt (Belvin et al., 1995). Hieraus resultiert der
Abbau von Cactus, die Komplexbildung mit Dorsal geht verloren, und Dorsal kann in die
Zellkerne gelangen (Abb.1.3) (Belvin und Anderson 1996; Bergmann et al., 1996). Da die
Aktivierung des Toll-Rezeptors graduell von ventral nach dorsal abnimmt, entstehen
unterschiedliche Konzentrationen von Dorsal in den Zellkernen (Rusch und Levine 1994). Als
Resultat ist Dorsal im dorsalen Bereich des Embryos ausschlieBlich im Zytoplasma
vorhanden, wihrend in ventralen Kernen die hdchsten Dorsal-Konzentrationen vorliegen
(Roth et al., 1989; Rushlow et al., 1989; Steward 1989).

Dieser Kerngradient des Dorsal-TF unterteilt den Embryo entlang der dorsoventralen (DV)
Achse. Abhédngig von den unterschiedlichen Dorsal-Kernkonzentrationen und dessen
spezifischer kombinatorischer Bindung mit anderen TF an regulatorische Regionen, kommt es
zur Aktivierung bzw. Reprimierung zygotischer Gene, die das Schicksal der Zellen, in denen
sie exprimiert werden, festlegen (Abb.1.4). Dadurch wird die Differenzierung zum
Mesoderm, Neuroektoderm und dorsalen Ektoderm initiiert (Roth et al., 1989; Roth und
Schupbach 1994; Stathopoulos und Levine 2002).

Die Zielgene von Dorsal wurden aufgrund der Charakterisierung ihrer regulatorischen
Regionen, die fiir die konzentrationsabhdngige Antwort auf den Dorsal-Gradienten

verantwortlich sind, in drei Klassen eingeteilt (Stathopoulos und Levine, 2002).



1. Finleitung 5

dorsal-cactus-Weg

oA
o

LY seoess 82
Cytoplasma ¥ Zellkem
/ v \

dorsal caclus

{

Abb.1.3: Mechanismus, welcher zum Kerntransport von Dorsal
fuhrt

Die Aktivierung von Toll auf der ventralen Seite des Eies fiihrt zum
Abbau des Cactus-Proteins, wodurch Dorsal in die ventralen
Blastodermkerne gelangen kann, wéhrend es dorsal im Zytoplasma
verbleibt.

(Abb. nach Wolpert, Entwicklungsbiologie, Spektrum 1999)

pelle O @ tube

! Cytoplasma

Perivitellin-
raum

extrazellular-
ventrales Signal
(spatzle-Fragment)

In den ventralen Regionen kommt es zum Einen zur Aktivierung des Typ-I-Dorsal Zielgenes
twist (twi), dessen Produkt, ein ,,basic Helix-Loop-Helix* (bHLH)-Transkriptionsfaktor, ein
Aktivator fiir mesodermale Gene - inklusive twi selbst - ist (Thisse et al., 1987). Zum Anderen
kommt es zur Aktivierung von snail (sna) (ebenfalls ein Typ-I-Dorsal Zielgen), welches fiir
die Aufrechterhaltung der mesodermalen Grenzen zustindig ist (Leptin 1991). Sna ist ein TF
der Zinkfingerklasse und hauptsichlich fiir die Reprimierung ventrolateral exprimierter Gene
im Mesoderm zustdndig (Kosman et al., 1991; Leptin 1991; Hemavathy et al., 1997). Twi und
sna konnen nur in der ventralen Regionen exprimiert werden, da ihre regulatorischen
Regionen nur niederaffine Dorsal-Bindestellen aufweisen (Jiang et al., 1991; Pan et al., 1991).
Sna wird auBlerdem von Twi aktiviert, was zum Einen durch funktionelle Analysen von twi-
Mutanten (Leptin  1991) und zum Anderen durch Bindestellen fiir bHLH-
Transkriptionsfaktoren im Sna-Promotor nachgewiesen wurde (Ip et al., 1992; Ip et al., 1992;
Kasai et al., 1992). Im Fall von sna fiihrt diese kooperative Aktivierung von Dorsal und Twi
zu einer scharfen Grenze der sna-Expression zum benachbarten Mesektoderm, wohingegen

die twi-Expression graduell abnimmt und sich bis in das Ektoderm erstreckt (Leptin 1991).
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dorsale Musterbildung
(kein dorsal-Protein vorhanden)

| tolloid  decapentaplegic  zerknillt
T

& = =(dorsal-Protein)s = <

Dorsalseite

zerknilt (/) \
4 \

tolloid,
decapeniaplegic r A |

rhomboid e |

single
minded

Ventralseite
Abb.1.4: Querschnitt eines Drosophila-Embryos im Blastodermstadium,
E’Posg'n_ und die Genregulationskaskade, die aufgrund des etablierten Dorsal-

Gradienten zur Musterbildung im Embryo fuhrt;

I l
o2 EIZI_HI

Ventral (blau/griin): Mesoderm

ventrale Musterbildung Ventral (rot): Mesektoderm
(Aktivierung durch dorsal-Protein) Lateral (orange):  Neuroektoderm
N Lateral (gelb): Dorsales Ektoderm
=== Aklivierung Dorsal (rot): Amnioserosa

| e Repression

| ‘ (Abb. nach Wolpert, Entwicklungsbiologie, Spektrum, 1999)

|

Die Aktivierung des Selektorgens single minded (sim) (Typ-II-Dorsal-Zielgen) in einer
einzelnen Zelline direkt angrenzend an die Sha-Expression spezifiziert das Mesektoderm,
welches nach der Invagination des Mesoderms die ventrale Mittellinie bildet (Crews et al.,
1988; Crews et al., 1992).

Aus den lateral gelegenen Regionen des Drosophila-Embryos entsteht das Neuroektoderm. In
diesem Bereich werden durch eine hohere Bindeaffinitét fiir Dorsal, Typ-II-Zielgene wie z.B.
rhomboid (rho) (Ip et al., 1992), short gastrulation (sog) (Biehs et al., 1996) und brinker
(Jazwinska et al., 1999) aktiviert. Durch die ventrale Reprimierung dieser Gene durch Sna
kommt es zu einer Expression in zwei lateralen Streifen (Ip et al., 1992). Dorsal-Typ-III-
Zielgene, wie zerknullt (zen) und der BMP (Bone Morphogenetic Protein) dhnliche Faktor
decapentaplegic (dpp) werden von Dorsal reprimiert, weshalb sie nur auf der dorsalen Seite
aktiviert sind.

Ein sekundirer Dpp-Gradient spezifiziert das dorsale Ektoderm und die extraembryonale

Amnioserosa (Doyle et al., 1989; Ferguson und Anderson 1992). Sog fungiert in lateralen,



1. Finleitung 7

neuroektodermalen Regionen als Dpp-Inhibitor, indem es durch die Komplexbildung mit
Dpp, dessen Rezeptorbindung verhindert (Srinivasan et al., 2002). Das BMP-System ist
hochkonserviert und fiir die DV-Musterbildung im Ektoderm von Vertebraten notwendig
(Ferguson 1996). Allerdings wurde eine Initiierung dieses BMP-Musterbildungsprozesses
mittels des rel/NF-kB-TF-Gradienten bisher nur bei Drosophila und Tribolium gefunden (van
der Zee et al., 20006).

Insgesamt reguliert Dorsal die Expression von etwa 50 Genen entlang der dorsoventralen
Achse, und mindestens die Halfte dieser Gene kodieren selbst Transkriptionsfaktoren oder
Signalkomponenten, die zur Aktivierung der Notch-, EGF-, FGF- und TGFB- Signalwege
fithren (Stathopoulos und Levine 2002). In den letzten Jahren war es -unter Anwendung von
Mikroarray-Analysen und Techniken der Bioinformatik-, moglich, weitere TF, die zusammen
mit Dorsal an regulatorische Regionen binden, zu identifizieren. Mindestens die Hilfte der
gewebespezifischen, regulatorischen Regionen, die Bindestellen fiir Dorsal aufweisen,
besitzen auch Bindestellen fiir Twi und/oder Sna (Stathopoulos und Levine 2002; Markstein
et al., 2004). Diese kombinatorische Bindung flihrt somit zu noch mehr Komplexitit und
Kontrolle und hebt die duBlerst wichtige Rolle der Gene twi und sna im gesamten DV-

Musterbildungsprozess heraus.

Es stellt sich natiirlich die Frage inwieweit dieser sehr gut verstandene dorsoventrale
Musterbildungsprozess von Drosophila auch in primitiveren Insekten vorhanden ist.

Bei Tribolium-Embryonen existiert zwar auch ein Tc-Dorsal-Gradient, dieser zeigt jedoch
einen deutlich dynamischeren Prozess der Gradientenbildung. Der zunéchst uniformen
schwachen Tc-Dorsal-Kernaufnahme folgt eine Gradienten-Verfeinerung auf einen schmalen
Streifen entlang der ventralen Mittellinie (Chen et al, 2000). Im differenzierten
Blastodermstadium ist Tc-Dorsal nicht mehr zu detektieren (Chen et al., 2000). Tc-Dorsal
wird zwar nicht in der Wachstumszone exprimiert, jedoch konnte gezeigt werden, dass sich
die innere und die duBere Schicht der Wachstumszone schon wéhrend der Gastrulation bilden
(Nunes da Fonseca et al., 2008). Anteriore Segmente scheinen als eine Art Schablone fiir die
DV-Musterbildung von posterioren Segmenten zu fungieren (Nunes da Fonseca et al., 2008).
Somit ist die DV-Musterbildung in der Wachstumszone nicht unabhidngig vom frithen Tc-
Dorsal-Gradienten.

Die wahrscheinlichen Dorsal-Zielgene twi und sna werden bei Tribolium ebenfalls ventral
exprimiert, allerdings ist die zeitliche Uberlappung mit dem Tc-Dorsal-Gradienten reduziert,

was eine groBere Autonomie auf der zygotischen Genexpressionsebene vermuten lésst
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(Sommer und Tautz 1994; Chen et al., 2000). Im Gegensatz zu Drosophila zeigen typische
Dm-Typ-II-Dorsal Zielgene, wie z.B. sog und rho eine zundchst ventrale Expressionsdoméne
in Tc-Blastodermembryonen (van der Zee 2006; van der Zee et al., 2006), was eine
Repressorfunktion von Tc-Sna gegeniiber diesen Genen im Blastoderm ausschlief3t.

Im Gegensatz zu Drosophila, wo zen und dpp direkt von Dorsal reprimiert werden, werden
Tc-zen und Tc-dpp bei Tribolium nicht von Tc-Dorsal reprimiert, was einen Verlust der
Repressorfunktion von Tc-Dorsal nahe legt (Chen et al., 2000). Interessanterweise fiihrten
RNAi-Experimente mit Tc-s0g zum vollstindigen Verlust des Nervensystems (van der Zee et
al., 2006). Diese Situation ist vergleichbar mit Vertebraten, in welchen das Sog Ortholog
Chordin fiir die Inhibierung der Anti-neurogenen Effekte des BMP-Systems benétigt wird.
Bei Drosophila fiihrt der Verlust von sog lediglich zu geringen Nervensystemdefekten, da
brinker, ein anderes Dorsal-Zielgen, Dpp direkt inhibiert (Jazwinska et al., 1999). Brinker
wurde zwar im Tribolium Genom gefunden, zeigt allerdings keine Expression und keinen
RNAi-Effekt in Embryonen (Fonseca und Roth, personliche Kommunikation).

Das Sog/Dpp-System bei Tribolium hat aulerdem einen Einfluss auf die anteriore
Mesodermanlage. Tc-dpp-RNAi fiihrt dabei zu einer VergroBerung der anterioren Tc-twi
Expression, wihrend Tc-sog-RNAi diese verkleinert (van der Zee et al., 2006). Ein solcher
Einfluss des BMP-Systems auf twi existiert bei Drosophila nicht. Somit zeigt dieses Beispiel,
wie das zygotische Musterbildungssystem (BMP/Chordin in Vertebraten und Sog/Dpp bei
Tribolium) teilweise durch den maternalen Dorsal-Gradienten bei Drosophila ersetzt wurde,
und dass Drosophila somit einen eher abgeleiteten Zustand reprisentiert.

Ferner konnte gezeigt werden, dass Tc-zen, trotz funktioneller Konservierung, groftenteils im
anteriorposterioren System, und nicht, wie bei Drosophila im dorsoventralen
Musterbildungsystem fungiert (van der Zee et al.,, 2005). Somit muss es auch hier
regulatorische Verdnderungen auf dem Weg zur intensiven DV-Musterbildungskontrolle von
Dorsal bei Drosophila gegeben haben.

Sowohl der Tc-Toll-Rezeptor als auch Tc-Cactus werden zygotisch und nicht, wie bei
Drosophila, maternal exprimiert (Maxton Kuchenmeister et al., 1999; Chen et al., 2000;
Nunes da Fonseca et al, 2008). TIhre Expression wird durch einen
Riickkopplungsmechanismus mit Tc-Dorsal reguliert (Nunes da Fonseca et al., 2008).
Zusammen mit der Unabhéngigkeit des zygotischen Musterbildungssystems vom maternalen
System, konnte dies die Erkldrung fiir die oft groBere regulatorische Kapazitit von

Kurzkeiminsekten gegeniiber Drosophila liefern (Roth, 2004).
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Studien an der niederen Diptere Anopheles gambiae, deren evolutiondre Distanz zur hoheren
Diptere Drosophila circa 200 Millionen Jahre betragt (Gailey et al., 2006), haben gezeigt,
dass auch hier intensive Verdnderungen in der Expression regulatorischer, fiir die
Musterbildung des dorsalen Ektoderms verantwortlicher Gene, stattgefunden haben (Goltsev
et al., 2007).

Wie diese Beispiele zeigen, ist die Kenntnis der Musterbildungsregulation vieler Organismen
wichtig, um evolutiondre Verdnderungen in der DV-Musterbildung nachvollziehen zu

konnen.

1.3. Konservierte und divergente Aspekte von Twi und Sna

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsidchlich mit der Funktion von twi und sna bei Tribolium
auseinandersetzt, soll im Folgenden intensiv auf diese Gene eingegangen werden.

o Twist
Die Existenz des Mesoderms ist charakteristisch fiir bilaterale, symmetrische Tiere. Bei
Drosophila wurde twi als die Schliisselkomponente fir die Mesodermentwicklung
identifiziert (Simpson 1983; Thisse et al., 1987; Leptin 1991). Drosophila-twi-Mutanten
bilden kein Mesoderm (Leptin und Grunewald 1990).
Twi ist ebenfalls fir den Invaginationprozess notig, in dessen Verlauf das zukiinftige
Mesoderm ins Innere des Embryos gelangt. In Drosiphila-twi-Mutanten bildet sich eine enge
und unstabile Furche, durch die aber keine ventralen Zellen in den Embryo gelangen (Leptin
und Grunewald 1990). Diese morphogenetische Rest-Aktivitdt ist wohl ein Resultat der
frithen Twi unabhéngigen sna-Expression (Ip et al., 1994), da nur Doppelmutanten keinerlei
mesodermspezifischen Zellforménderungen durchlaufen (Leptin und Grunewald 1990).
Komponenten, die von Twi aktiviert werden und in der Kontrollkaskade, die zur
Ventralfurchenbildung fiihrt, eine Rolle spielen, sind folded gastrulation (fog) und das
kiirzlich identifizierte Gen t48 (Costa et al., 1994; Dawes-Hoang et al., 2005; Kolsch et al.,
2007). Beide agieren in parallelen Signalwegen, die letztendlich zur Modifikation des Aktin-
Zytoskelettes und somit zur Bildung der Ventralfurche fiihren.
Neben seiner Funktion als frithe Mesodermdeterminante bei Drosophila, spielt twi ebenso in
spéteren Stadien der Mesodermdifferenzierung, wie z.B. bei der Musterbildung innerhalb des
Mesoderms und der Differenzierung der adulten Muskulatur, eine Rolle (Bate et al., 1991;

Bate und Rushton 1993).
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Bisher sind elf verschiedene Zielgene von Twi sicher identifiziert worden, u.a. sna, tinman,
Mef-2 sowie die micro-RNA mirl (Ip et al., 1992; Lee et al., 1997; Yin et al., 1997; Cripps et
al., 1998; Gajewski et al., 1998; Biemar et al., 2005; Sokol und Ambros 2005).

Kiirzlich konnte durch Kombination von ChIP-on-chip-Experimenten (Chromatin
Immunoprezipitation gefolgt von Mikroarray-Analysen) mit Expressionstudien in twi-
Mutanten gezeigt werden, dass Twi an weitaus mehr regulatorische Regionen bindet, als
bisher angenommen wurde (Sandmann et al., 2007). Dazu gehoren komplette Genkassetten,
die Prozesse wie Zellproliferation, Zellwanderung und Morphogenese regulieren.

Aufgrund seiner Schliisselfunktion wihrend der Mesodermdifferenzierung und -invagination
bei Drosophila wurden Homologe in grofler Zahl in Metazoen identifiziert. Diese erstrecken
sich von Primaten: Menschen (Wang et al., 1997), Affen (Gachot-Neveu et al., 2002);
Nagetieren: Maus und Ratte (Wolf et al., 1991; Bloch-Zupan et al., 2001) iiber Vogel: Huhn
(Tavares et al., 2001); Amphibien: Xenopus (Hopwood et al., 1989); Fische: Zebrafisch
(Morin-Kensicki und Eisen 1997); Cephalochordaten: Lanzettfischchen (Yasui et al., 1998);
Nematoden: Caenorhabditis elegans (Harfe et al., 1998) und Anneliden: Blutegel (Soto et al.,
1997) zu Mollusken (Nederbragt et al., 2002).

Expressionsstudien und Mutantenanalysen haben gezeigt, dass alle bisher identifizierten Twi-
Proteine in Aspekte der Mesodermdifferenzierung involviert sind, aber bei keinem konnte
eine vergleichbar wichtige und frithe Rolle wihrend der Mesodermbildung und -invagination
wie bei Drosophila festgestellt werden (Handel et al., 2005).

In der Maus, wie auch im Nematoden, ist twi erst nach der Gastrulation detektierbar und twi-
Funktionsverlustmutanten deuten auf eine normale Gastrulation und Mesodermspezifizierung
in diesen Spezies hin (Wolf et al., 1991; Chen und Behringer 1995; Gitelman 1997; Harfe et
al., 1998; Corsi et al., 2000). In einigen Spezies ist twi auBerdem in nicht-mesodermalem
Gewebe, wie der Neuralleiste exprimiert (Gitelman 1997). Ferner konnte twi-Expression in
einer kleinen Anzahl neuronendhnlicher Zellen in Caenorhabditis elegans festgestellt werden
(Harfe et al., 1998).

Ferner ist Twi an der Regulation verschiedenster Signalwege beteiligt. So zeigen Mutationen
im FGF-Rezeptor im Menschen den gleichen Phidnotyp wie Mutationen in twi (Wilkie und
Morriss-Kay 2001). In Miusen und in Menschen triagt Twi zur Tumormetastase bei, indem es
den epithelial-mesenchymalen Gewebeiibergang (EMT) erleichtert (Yang et al., 2004).
AuBerdem spielt Twi eine Rolle in der Zellproliferation und Apoptose. Humanes twi (H-twi)
wurde als potentielles Onkogen klassifiziert, da es Zellkulturen in einem proliferativen

Stadium hélt (Maestro et al., 1999). Ektopische Expression von H-twi bei Drosophila fiihrte
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interessanterweise zur Proliferationsinduktion und inhibierte p53-abhingige Apoptose
(Gullaud et al., 2003).

Erste Expressionstudien bei Tribolium castaneum (Handel et al., 2005), Anopheles gambiae
(Goltsev et al., 2007) und auch Apis mellifera (Fan 2001) sprechen fiir eine ebenso friihe
Funktion von twi in der Mesodermspezifizierung wie bei Drosophila melanogaster, was auf
eine  phylogenetisch alte Funktion von twi innerhalb der holometabolen

Insektenembryogenese schlieBen ldsst. (Handel et al., 2005).

e Snail
Genau wie twi wurde auch sna bei Drosophila als Mesodermdeterminante mit essentiellen
Funktionen wihrend der Embryogenese identifiziert (Simpson 1983; Grau et al., 1984; Leptin
1991).
Wie schon in Kapitel 1.2. beschrieben, fungiert sna in der Mesodermanlage als Repressor fiir
Gene, die im angrenzenden Mesektoderm sowie im Ektoderm exprimiert werden (Leptin
1991). Dabei konnte fiir die regulatorischen Regionen von sim und rho eine direkte Bindung
von Sna nachgewiesen werden (Ip et al., 1992; Kasai et al., 1992).
Weitere relevante Gene, die in sna-Mutanten dereprimiert werden, sind sog und Delta (Ip und
Gridley 2002).
In sna-Mutanten findet keine Invagination des Mesodermprimordiums statt, und alle weiteren
Merkmale der Mesodermmorphogenese unterbleiben (Leptin und Grunewald 1990).
Es stellt sich natiirlich die Frage, ob der Drosophila-sna-Phianotyp vor allem durch die
Derepression lateral exprimierter Gene im Mersodermprimordium zustande kommt. Zwar
konnte gezeigt werden, dass eine hypomorphe sna-Mutante zwar zu Derepression von Sim
und rho fiihrt, aber die ventrale Invagination des Mesoderms nicht stark beeinflusst
(Hemavathy et al., 1997). Allerdings hat eine detailliertere Analyse dieses sna-Allels ergeben,
dass die Mesoderminvagination wie auch dessen Ausbreitung nach der Invagination
beeintriachtigt sind (Seher 2004). Dies fiihrt zu der Annahme, dass es sich beim sna-Phanotyp
um einen additiven Effekt handelt.
Seit der Isolation von sna aus Drosophila vor mehr als 20 Jahren, wurden iiber 50
Familienmitglieder in Metazoen beschrieben (Nieto 2002). So hat eine frithe Duplikation
eines einzigen sha-Genes im Metazoen Vorfahren sehr wahrscheinlich zu den zwei Genen sha
und scratch gefiihrt (Manzanares et al., 2001), wobei scratch keine Rolle in der
Mesodermbildung zukommt. Unabhidngige Duplikationen von sha in den verschiedenen

Gruppen haben die snha-Familie weiter vergroert. So entstanden durch intrachromosomale
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Tandemduplikationen bei Drosophila die drei Mitglieder sna, escargot und worniu (Morales
und Nieto 2004), wobei nur sna eine frithe Rolle wihrend der MesodermdeTerminierung
zukommt, wihrend escargot und worniu zusammen mit sSna in spéteren Stadien der
Embryogenese fiir die Entwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) wichtig sind (Ashraf et
al., 1999).

Als identifizierte Mesodermdeterminante bei Drosophila ist sna von grolem Interesse, um
den Ursprung dieses dritten Keimblattes nachzuvollziehen. So konnte sna in Cnidaria, wie
z.B. der Anemone Nemastostella (Fritzenwanker et al., 2004), der Koralle Acropora
(Hayward et al., 2004) und der Qualle Podocoryne (Spring et al., 2002) identifiziert werden.
Cnidaria bestehen nur aus zwei Keimbléttern, und sna wird in diesen Organismen
hauptsédchlich im Endoderm, welches durch die Invagination des Blastoderms gebildet wird,
exprimiert.

In Triploblasten, wie z.B. im Mollusken Patella vulgata (Lespinet et al., 2002) und in der
Spinne Achaearanea (Yamazaki et al., 2005) werden sna-Homologe nicht im Mesoderm,
sondern in ektodermalem Gewebe, welches morphogenetische Bewegungen und
Zellforméinderungen durchliuft, exprimiert.

Trotz ihres Expressionsmusters gibt es auch keine direkten Beweise dafiir, dass sna-
Familienmitglieder in die Mesodermspezifizierung von Vertebraten involviert sind.
Homozygote sna-mutante Maus-Embryonen formen z.B. alle drei Keimblitter und
exprimieren mesodermale Marker wie brachyury (Carver et al., 2001). Der hauptséchliche-
Defekt dieser Mutanten liegt im Verlust der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Sna einen Konvergenzpunkt fiir unterschiedliche
Signalwege, wie z.B. FGF, Wnt, TGF3, BMP und EGF, die an der EMT-Induktion beteiligt
sind, darstellt (Barello-Gimeno und Nieto 2005). Allerdings kann Sna nicht generell als ein
EMT-Regulator bezeichnet werden, da es auch an Zellbewegungen, die kein vollstdndiges
EMT erfordern, beteiligt ist. Dazu gehdren z.B. auch die invaginierenden Zellen bei
Drosophila, in welchen die Zell-Zell-Adhésion zunachst nur reduziert ist (Oda et al., 1998). In
der Maus ist Snail2 in den Prozess der Zellmigration und reduzierten Zell-Zell-Adhédsion von
wundschlieBenden Zellen involviert (Savagner et al., 2005).

Neben der Abgrenzung der Mesodermanlage gegeniiber den lateral liegenden Zellen,
kontrolliert Drosophila-Sna aulerdem den Notch-Signalweg wihrend der Gastrulation und
beschrinkt dadurch die sim-Expression auf das Mesektoderm (Cowden und Levine 2002;
Morel et al., 2003). In Ascidien etabliert Sna die Muskel/Chorda-dorsalis-Grenze, indem es
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Brachyury in den Muskeln reprimiert (Fujiwara et al., 1998). Sna konnte also eine
konservierte Funktion in der Etablierung von Gewebegrenzen zukommen.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass die Funktionen von Sna als Mesodermdeterminante wohl
eher Prozessen wie Zellbewegung und Adhésion sowie der Festlegung von Gewebegrenzen
zuzuordnen sind (Barrallo-Gimeno und Nieto 2005). Fiir Drosophila konnte z.B. gezeigt
werden, dass die Funktion von Sna wihrend des Invaginationsprozesses darin liegt,

subapikale Zellverbindungen aufzulésen (Kolsch et al., 2007).

1.4. Die Mesoderminvagination von Drosophila und Tribolium im Vergleich

Im Verlauf der Gastrulation kommt es zu einer Reihe komplexer Zellmorphologieédnderungen
und Zellbewegungen. Die Mesoderminternalisierung bei Drosophila ist der am intensivsten
untersuchte Gastrulationsprozess; er beginnt direkt nach der Zellularisierung des Drosophila-
Embryos mit der Bildung der Ventralfurche, mittels derer das zukiinftige Mesoderm
invaginiert. So entsteht aus einem einschichtigen Epithel eine mehrschichtige Struktur, in
welcher sich das Mesoderm im Inneren des Embryos befindet. Es ist leicht vorstellbar, dass
solch ein komplexer Prozess der Koordination von Zellschicksals-Festlagung, Zellzyklus und
Zellbewegung bedarf.

Der Prozess der Ventralfurchenbildung bei Drosophila beginnt mit apikalen Verengungen
(Konstriktionen), die zu einer Abflachung im ventralen Epithel fithren (Leptin und Grunewald
1990; Sweeton et al., 1991). Gleichzeitig verindern die Zellkerne ihre Position von apikal
nach basal (Abb.1.5B). Die enstandene Vertiefung schreitet so weit fort, dass das gesamte
ventrale Epithel synchron in das Innere des Embryos gelangt und eine réhrenformige Gestalt
annimmt (Abb.1.5C). Dieser Zellverband verdndert kurz darauf seine epithelialen zu
mesenchymalen Eigenschaften, die Zellen beginnen sich zu teilen und breiten sich auf dem
nun ventral angrenzenden Ektoderm aus (Abb.1.5D) (Leptin und Grunewald 1990).

Der Prozess der Mesoderminvagination erfolgt zellautonom und ist ein sehr schneller-und
damit sehr effizienter-Vorgang von nur ca. 15 Minuten Dauer (Leptin und Grunewald 1990;
Sweeton et al., 1991; Leptin und Roth 1994).

Parallel zur Ventralfurchenbildung finden &hnliche Zellformidnderungen am posterioren Ende

des Embryos statt und fiihren zur posterioren Mitteldarminvagination (Sweeton et al., 1991).
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Abb.1.5: Zeichnungen von Drosophila-Embryo-Querschnitten in vier aufeinanderfolgenden Stadien der
Mesoderminternalisierung

A: Blastoderm aus einschichtigem Epithel, blau: die sna-Expression iiberlappt genau mit der Domine, die
invaginieren wird, rot: die Twi-Expression in den Zellkernen reicht etwas iiber den Rand des prospektiven
Mesoderms hinaus.

B: Konstriktion der ventralen Zellen, und Bewegung der Zellkerne nach basal, hellblau: fog—Expression.

C: Das ventrale Epithel ist invaginiert, behilt aber zunéchst die epitheliale Struktur.

D: Die invaginierten Zellen bekommen eine mesenchymale Struktur, beginnen sich zu teilen und dissoziieren
auf dem darunterliegendem Ektoderm.

(Abb. nach Leptin, 2005)

Die Analyse der Mesoderminternalisierung im Kurzkeiminsekt Tribolium zeigte viele
Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zum Invaginationsprozess bei Drosophila.

Wie bei Drosophila bilden sich auch bei Tribolium apikale Konstriktionen im ventralen
Epithel und die Kerne bewegen sich zur basalen Zellseite (Handel et al., 2005). Wihrend das
Mesoderm bei Drosophila vollstindig invaginiert ist, bevor es zu einer massiven
Keimstreifausstreckung kommt, erfolgt die Ventralfurchenbildung bei Tribolium parallel zu
einer beachtlichen Embryoverlangerung (Handel et al., 2000). Im Gegensatz zu Drosophila
nimmt die Mesoderminvagination von Tribolium mit einer Dauer von ca. einer Stunde,
deutlich mehr Zeit in Anspruch. Dadurch kénnte, im Gegensatz zu Drosophila, eine weniger
strikte Kontrolle von Zellmorpholgiednderungen moglich sein.

Anders als bei Drosophila findet die Invagination bei Tribolium nicht synchron entlang der
anteriorposterioren Achse statt. Wéhrend die Ventralfurche in anterioren Regionen noch
ziemlich flach ist und der Eindruck entsteht, das laterale Ektoderm driicke die Furche in den
Embryo (Abb.1.6B1, B2), ist sie in caudalen Regionen schon tief in den Embryo invaginiert
(Abb.1.6.B4) (Handel et al., 2005). AuBlerdem zeigt die Ventralfurche in caudalen Regionen
von Tribolium-Embryonen eine mehrschichtige Struktur (Abb.1.6.B3, B4) (Handel et al.,

2005). Da Zellteilungen in der Ventralfurche sowohl anterior als auch caudal stattfinden,
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konnte die unregelméBige Struktur der caudal invaginierenden Zellen darauf hindeuten, dass
diese Zellen mesenchymale Eigenschaften besitzen (Handel et al., 2005). Bei Drosophila
findet der Ubergang von epithelialer zu mesenchymaler Zellstruktur erst nach
abgeschlossener Mesoderminvagination statt (Leptin und Grunewald 1990; Sweeton et al.,

1991).
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Abb.1.6: Querschnitte an vier verschiedenen Positionen eines gastrulierenden Tribolium-Embryos
(Positionen in B angegeben), braun: Twi-Protein

Der Invaginationsprozess ist caudal (B4) wesentlich weiter fortgeschritten als anterior (B1). Die Zellen teilen
sich schon bei der Invagination und es ensteht eine mehrschichtige Struktur (B4) B3, Pfeile: Die dorsalen
Auslédufer des Ektoderms verbinden sich zum Amnion.

(Abbildung aus Handel et al. 2005).

Zellteilungen finden in der Mesodermanlage von Tribolium-Embryonen schon vor der
Ventralfurchenbildung statt, wohingegen Mitosen zu diesem Zeitpunkt bei Drosophila
reprimiert werden (Grosshans und Wieschaus 2000; Seher und Leptin 2000; Handel et al.,
2005), um eine geordnete Abfolge von Zellforminderungen zu gewéhrleisten. So sind sich
Querschnitte des invaginierenden Mesoderms von Tribolium-Embryonen und Drosophila-
Mutanten, in denen die Reprimierung der Zellteilung aufgehoben wurde, sehr dhnlich. Dies
konnte darauf hinweisen, dass die Reprimierung von Mitosen widhrend der
Mesoderminvagination eine schnelle und effiziente Invagination in hoheren Dipteren
gewihrleistet (Leptin 2005).

Ein weiterer Unterschied ist die frither einsetzende segmentale Modulation der twi-Expression
bei Tribolium. Bei Drosophila setzt diese erst nach der Ausbreitung des Mesoderms auf dem
Ektoderm ein (Handel et al., 2005).

Tribolium gehort zu den Kurzkeiminsekten, in welchen posteriore Segmente durch einen
zweiten Wachstumsprozess geformt werden. Es stellt sich natiirlich die Frage, wie sich das

Mesoderm in diesen posterioren Segmenten bildet. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Wachstumszone von Tribolium aus drei Schichten besteht, wobei die innere Schicht
mesenchymalen Charakter hat und in die mesodermale Schicht des Embryos iibergeht. Zwar
wird Tc-twi hier nur am posterioren Ende der Wachstumszone-und nicht in der gesamten
inneren Schicht-exprimiert, jedoch wird die Tc-twi-Expression bei der Bildung neuer

Segmente wieder initiert (Handel et al., 2005; Nunes da Fonseca et al., 2008).

1.5. Die genetische Kontrolle der Ventralfurchenbildung bei Drosophila

Die Regulation der Ventralfurchenbildung ist ein sehr interessantes Beispiel dafiir, wie
Signaltransduktion morphogenetische Prozesse auf zellbiologischem Niveau kontrolliert. Bis
zur Identifizierung von T48 (Kolsch et al., 2007) waren nur zwei Faktoren bekannt, die an der
Regulation der Ventralfurchenbildung beteiligt sind: der Ligand Folded gastrulation (Fog)
(Costa et al., 1994) und das G-a-Protein Concertina (Cta) (Parks und Wieschaus 1991). Das
direkte Twi-Zielgen fog reguliert die Synchronitét, mit der die Zellen der Ventralfurche und
die des posterior invaginierenden Mitteldarms ihre apikalen Konstriktionen initiieren (Costa
et al.,, 1994). Fog bindet an einen bisher nicht identifizierten Rezeptor, an welchen ein G-
Protein gekoppelt ist, wobei Cta die a-Untereinheit dieses G-Proteins bildet (Parks und
Wieschaus 1991). G-Proteine gelten als Mediatoren der Zell-Zell-Kommunikation zwischen
membrangebundenen Rezeptoren und intrazelluldren Effektoren. Drosophila-cta-Mutanten
zeigen den gleichen Phinotyp wie fog-Mutanten (wenig koordinierte Zellforménderungen in
Ventralfurche und posteriorer Mitteldarmanlage), was es sehr wahrscheinlich macht, dass
beide Faktoren innerhalb eines Signalweges agieren (Costa et al., 1994). Da Mutationen in
diesen beiden Faktoren sich eher auf die Geschwindigkeit und Effizienz der
Ventralfurchenbildung auswirken und sie nicht vollstdndig verhindern, wie es in twi- und sna-
Mutanten der Fall ist, miissen andere Faktoren ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die
Zellmorphogenese in diesem Prozess spielen. Das kiirzlich identifizierte Twi-Zielgen T48 ist
ein neuer Faktor, der parallel zur fog/cta-Kontrollkaskade agiert. T48/cta-Doppelmutanten
bilden, wie auch twi-Mutanten keine Ventralfurche (Kolsch et al., 2007). Die, im Vergleich
zur T48/cta-Doppelmutante, schwichere Ausprigung des twi-Phéanotyps in frithen Stadien
lasst vermuten, dass Twi einen negativen Regulator der Ventralfurchenbildung kontrollieren

konnte (Kolsch et al., 2007)
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Abb.1.7: Drosophila-Twi und dessen Zielgene, welche an der Regulation der Zell-
Kontakte und der Umorganisation des Zytoskelettes beteiligt sind.
(Abb. verandert aus Kolsch et al. 2007)

Zeitgleich zu Drosophila-T48 wurde die Kinase Drosophila-Abelson (Abl) ebenfalls als
wichtiger Faktor fiir die Organisation des apikalen Aktinnetzwerkes in der Zelle identifiziert
(Fox und Peifer 2007). Auch hier konnte gezeigt werden, dass in Abl/cta-Doppelmutanten die

Mesoderminvagination unterbleibt.

Interessanterweise konnte in der niederen Diptere Anopheles gambiae gezeigt werden, dass
zwar die Initierung der Mesoderminvagination der von Drosophila sehr dhnlich ist, jedoch die
Invagination des Mesoderms sehr ungeordnet verlduft und genau wie die bei Tribolium mit
dem Phénotyp von Drosophila-fog-Mutanten vergleichbar ist (Handel et al., 2005; Goltsev et
al., 2007). Dies macht deutlich, wie divergent morphogenetische Prozesse schon innerhalb ein
und derselben Insektenordnung reguliert werden, und dass es nicht immer einfach ist,

Riickschliisse aus Studien an nur einem Organismus zu ziehen.
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1.6. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Analyse der Gene twist, snail und concertina im Kéfer
Tribolium castaneum, um zum besseren Verstindnis der Entstehung evolutiondrer Diversitét
bei der Mesodermbildung und Gastrulationsbewegung in Insekten beizutragen.

In diesem Kontext sollten die Auswirkungen eines twi- bzw. sna-Funktionsverlustes auf die
Expression anderer DV-Musterbildungsgene untersucht werden.

Ein weiteres Interesse bestand in der Suche nach homologen Genen, die Zellmorphologie-
Anderungen, wie sie fiir die Ventralfurchenbildung benédtigt werden, vermitteln.

Die analysierten Funktionen sollen mit denen homologer Gene anderer Organismen
verglichen werden. Im Besonderen erfolgt dieser Vergleich mit der Fliege Drosophila
melanogaster, da hier die Funktion von twist, snail und concertina besonders detailliert

beschrieben worden ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Losungen und Chemikalien

Hybridisierungslosung: 5xSSC
50% Formamid
50ul/ml Heparin
0,2% Tween20
in H,O (DEPC)

Hybridisierungslosung/DNA: Hybridisierungslosung mit 100pg/ml Salmon Sperm
DNA

Klorix: Natriumhypochlorit 1:1 in Wasser

Ladepuffer: 0, 25% Bromphenol
0,25% Xylan
15% Ficoll

LB-Medium (Luria-Bertani): 1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
0,5% (w/v) NaCl

LB-Platten [amp/X-gal]: LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar
[50mg/ml Ampicillin]
[10% X-gal (5-Brom-4-chloro-3-
indolyl-B-D-Galaktosidase)]

LB Top-Agarose: LB-Medium mit 0,7% (w/v) Agarose
NBT: 75mg/ml in 70% DMF
PBS: 137mM NaCl

2,7mM KCl
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PBST:

PEMS:

RNA-AP-Puffer:

SSC:

TBE (10-fach):

TE:

X-Phosphat:

8mM NazHPO4
1,7mM KH;PO4
pH7,4 mit HCI

PBS mit 0,02% (v/v) Tween20

0,1M Pipes
2mM MgSO4
ImM EDTA

100mM NaCl
50mM MgCl,
100mM Tris, pH 9,5
0,2% Tween20

150mM NaCl
15mM NacCitrat
pH 7

89mM Tris Base
89mM Borsaure
2mM EDTA

pH 8,2

6,04¢g
0,4ml
0.2ml

200ml pH 6,8

10mM Tris/HCI pHS8,0

0,ImM EDTA

50mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat in DMF

Alle Losungen und Medien wurden mit destilliertem Wasser

(MilliwaterPurificationSystem Millipore,Eschborn) angesetzt.
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2.2. Molekularbiologische Arbeiten

2.2.1. Klonierungen und benutzte Marker Gene

Die Suche nach moglichen orthologen Sequenzen von Drosophila Genen bei Tribolium,
wurde mit dem Tribolium-web-server Kdln oder der Baylor’s website durchgefiihrt. Primer
Design, RNA-Extraktion mit Trizol (Invitrogen) und cDNA-Synthese (Cloned AMV First
Strand Synthesis Kit, Invitrogen) wurden nach Standardprotokollen der Hersteller
durchgefiihrt.

Alle Fragmente wurden in den TOPO II-Vektor (Invitrogen) kloniert. Tc-elav wurde mit den
Primern Tc-elaviwd GCGATAAAGTCACAGGGCAAT und Tc-elavrev
TACTCGGGTTGTTGGCAAAT, T48 mit den Primern Tc-T48fwd
ATTCGCCCGAAAGACGAGACT und Tc-T48revn TTCCACTGCGGATTCAGAGTG
amplifiziert. Tc-cta wurde von R. Fonseca mit Tc-ctafwd TCAAGCTGTGGCGGGATAG
und Tc-ctarev  CAGTGGATGTTCGTCTCGGGATT  kloniert. Alle verwendeten

Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma bezogen.

e Andere verwendete Markergene und ihre Referenzen:

Tc-sim und Tc-rho: R.Fonseca

Tc-twi und Tc-sha:  (Sommer und Tautz 1994)

Tc-dpp und Tc-s0g:  (van der Zee et al., 2006)

Tc-zenund Tc-pnr:  (van der Zee et al., 2005)

Tc-Ash und Tc-vnd:  (Wheeler et al., 2003; Wheeler et al., 2005)
Tc-vasa und Tc-Fgf8: (Schroder 2006; Beermann und Schréder 2008)
Tc-tin und Tc-Mef2:  R.JanBen

Tc-iro M.Schoppmeier

2.2.2. DNA-Isolierung
DNA-Fragmente von Interesse wurden moglichst genau mit einer Rasierklinge ausgeschnitten
und mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences)

aufgereinigt. Es wurde nach Anleitung des Herstellers gearbeitet.
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2.2.3. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte mittels eines ABI 3100 Sequencer. Fiir eine Sequenzierreaktion
wurden ca. 50ng der zu sequenzierenden DNA, 2ul Big Dye Terminator Ready Reaction Mix,
4ul 5xSequenzierpuffer und Ipl des entsprechenden Primers zusammengegeben und mit
dH,O auf 20ul aufgefiillt. Die Cycle Sequencing Reaktion erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

Fir die Analyse der Nukleinsdure- und Aminosduresequenzen wurde das Programm

Lasergene verwendet.

2.2.4. Transformation elektrokompetenter Zellen

Die Transformation elektrokompetenter Zellen E. coli DHS5a F- ®80d lacZAM15 endAl
recAl hsdR17 (r, my") SUpE44 thi-1 d'gyrA96 A(lacZY A-argF) U169 (Hanahan 1983)

wurde mit dem E. coli Pulser (Easyject Prisma, EQUIBIO) durchgefiihrt.

Mit Hilfe einer hohen elektrischen Spannung wurden Ligationsprodukte in kompetente Zellen
befordert. Der Transformationsansatz enthielt 1-2ul Ligationsansatz und  50ul
elektrokompetente Zellen und wurde in eine gekiihlte ,,Gene Pulser Cuvette® (BIO-RAD)
pipettiert und unter Benutzung des Elektroporators einer Spannung von 1,8kV ausgesetzt.
Direkt danach wurde der Ansatz in ca. 500ul SOC-Medium aufgenommen und fiir eine
Stunde bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert und zur Selektion auf Agarplatten mit 50pg/ul

Ampicilin ausgestrichen, da dort nur Zellen wachsen , die ein Plasmid enthalten.

2.2.5. Nachweis positiver Klone

Eine weitere Selektion erfolgt aufgrund der Zugabe von 100ul X-Gal (2%) und 20ul IPTG
(100mM) auf die Platten. Da Zellen mit einem ,einligierten DNA-Fragment keine B-
Galaktosidase produzieren und so X-Gal nicht umsetzen konnen, bleiben diese weil3. Das
Produkt der Zellen, die X-Gal umsetzen, ist blau. Bis sich ein sichtbarer Farbniederschlag
gebildet hat, vergehen ca. 15 Stunden, wobei IPTG als Induktor dieser Reaktion wirkt.

Um zu iiberpriifen, ob die im Vektor enthaltenen Fragmente die richtige Grofe besitzen,
isoliert man die Plasmide mittels dem QIA Miniprep Kit (Quiagen), schneidet das Fragment
mit dem passenden Restriktionsenzym heraus und analysiert die Grofle durch

Gelelektrophorese.
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2.2.6. Synthetisieung von doppelstrangiger RNA und in situ Sonden

Doppelstringige (ds) RNA wurde mit dem MEGAscript RNAI Kit (Ambion) nach Angaben
des Herstellers synthetisiert. Fiir die Injektionen von zwei verschiedenen dsRNAs wurden
zunichst jeweils gleich grofe Fragmente hergestellt und als Vorlage fiir die ds-Synthese
benutzt, um so gleiche Konzentrationen im Gemisch zu gewihrleisten.

DIG-markierte in situ Sonden wurden mit dem MAXIscript T7/T3 Kit (Ambion) synthetisiert
und mit dem DIG RNA-Labeling Mix (Roche) markiert.

2.3. Embryologische Arbeiten

2.3.1. Tierhaltung

Die in unserem Labor gehaltene Population von Tribolium castaneum (Coleoptera,
Tenebrionidae) ist ein Ableger von M. Klinglers Zucht aus Miinchen (Wolff et al., 1998). Die
Kéfer wurden bei 30°C auf Weizen/Hefe-Futter (5% Bierhefe auf Diamant extra Weizen,
Typ405) in 10x25cm groBen Boxen gehalten. Die Boxen besitzen seitliche Liiftungsschlitze
und sind mit einem Deckel verschlieBbar. Das Weizenmehl wurde aulerdem mit Fumidil B
(Sanoti, Frankreich) versetzt (500mg/Kg). Eine ausreichende Menge einer Tribolium
Population wurde zur Eiablage von Weizenmehl auf Instantmehl (Diamant instant, Typ 405
instant) iibertragen, und die Embryonen wurden je nach folgendem Experiment nach 1,5-3h
(bei embryonalen Injektionen) bzw. nach zwei bis drei Tagen (fiir Fixierungen) bei 30°C

abgesammelt. Dazu wurden diese durch ein 300um Sieb (Retsch) vom Mehl getrennt.

2.3.2. Fixierung von Embryonen

Nach dem Waschen der Embryonen erfolgte eine zweiminiitige Dechorionisierung in 50%
Chlorox. Nach mehrfachem Waschen mit dH,O wurden die Embryonen mit einem feinen
Pinsel in das vorbereitete Heptan-Fix Gemisch (5ml Heptan, 4ml PEMS, 1ml 37%
Formaldehyd) tibertragen und fiir 20-30min auf dem Schiittler bewegt. Die untere wassrige
Phase wird entnommen und durch 8ml Methanol ersetzt. Um die Embryonen von ihrer
Vitellinmembran zu trennen wurden diese fiir eine Minute kréftig geschiittelt.

Anschliefend wurde die obere Phase und ein Grofiteil des Methanols entfernt. Die
Embryonen vom Grund des GefiaBes wurden dreimal mit Methanol gewaschen und mit einer
abgeschnitten Pipettenspitze in ein Eppendorfgefill iiberfiihrt. Sie konnten so bei —20°C

gelagert werden.
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Embryonen fiir Phalloidinfarbungen wurden ohne Methanolschock in PBST iibertragen und

per Hand mit Nadeln devitellinisiert.

2.3.3. RNAI -Arbeiten

Durch die Injektion von Doppelstrang-RNA (dsRNA) ist es moglich, das durch die RNA
repriasentierte Gen zu inhibieren. In den Zellen wird dsRNA in kleine ca. 24bp messende
Fragmente zerlegt, die mit speziellen Proteinen komplexieren. Diese Komplexe detektieren
die RNAs, welche komplementir zur Sequenz der Fragmente sind, und degenerieren diese.
Diese Degeneration bleibt iiber einen ldngeren Zeitpunkt erhalten (Yang et al.,2000). Der
genaue Mechanismus ist dabei noch nicht ganz verstanden. Die Zerlegung in kleine
Fragmente geschieht sehr wahrscheinlich als Reaktion auf virale dsSRNA.

Fiir die Injektionen wurden ca. drei Tage alte weibliche Puppen (Augen und Fliigel
pigmentiert) gesammelt und jeweils 20-25 Stiick auf einem Objekttrager aufgereiht. Dabei
wurden die Puppen an der Abdomenspitze mit Fixogum Alleskleber (Marabu) befestigt.
DsRNA mit einer Konzentration von 1-2pug/ul wurden mit 1/10 Vol. Phenol Rot (Sigma P-
0290) versetzt. Ca. 4ul davon in eine Nadel aufgezogen. Die Nadel wurde in einen
Mikromanipulator eingespnrnt. Die Injektion erfolgte tiber Druckluft, die mit einer Spritze per
Hand reguliert wird.

Der Objekttrager mit den Puppen befand sich auf einem Objekttisch eines Stereomikroskopes.
Injiziert wurde zwischen das dritte und vierte Abdominalsegment. Die Injektion wurde
gestoppt, wenn die Puppen sich aufgrund des gestiegenen Drucks der Haemolymphe
streckten. Nach Beendigung der Injektionen wurden die Puppen mit Objekttriager auf eine mit
Instantmehl gefiillte Petrischale gelegt und in einen 30°C warmen Brutschrank gestellt
(Bucher et al.2002).

Die injizierten Puppen wurden tédglich kontrolliert und gegebenenfalls mit einem weichen
Pinsel vom Kleber befreit. Nach fiinf Tagen wurden wildtypische Méannchen hinzugegeben.
Die im Instantmehl gelegten Eier wurden abgesammelt und fiir in situ Hybridisierungen und
Antikorper-Farbungen verwendet.

Fiir embryonale dsRNA-Injektionen wurden Embryonen nach einer Stunde Ablagedauer
abgesammelt. Nach einer weiteren Stunde erfolgteu die 30-sekiindige Dechorionisierung und
das vorsichtige Aufreihen der Eier auf einem Objekttrager. Nach einer guten Trocknung der
Embryonen wurden diese mit Voltalef Ol bedeckt. Die zu verwendende dsRNA wurde fiir

zwel Minuten in einem Ultrafree-MC 0,45um Filter Unit (MILLIPORE, amicon) in einer
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Tischzentrifuge (Roth) zentrifugiert, um das Verstopfen der feinen Kapillare (Femto-Jet,
Eppendorf, Hamburg) mit kleinen Partikeln zu verhindern.

Fiir die Injektionen wurde ein Eppendorf Mikro-Manipulator 5174 (Eppendorf, Hamburg),
der mit einer Mikro-Injektionseinheit (Femto-Jet, Eppendorf, Hamburg) verbunden ist,
verwendet. Die aufgereihten Embryonen wurden auf drei fixierte Objekttrager auf dem

Objekttisch eines Mikroskops (Zeiss, Jena) platziert und anterior injiziert.

2.3.4. In situ Hybridisierung und Immunohistochemie

In situ Hybridisierungen wurden wie beschrieben (Sommer und Tautz 1994; van der Zee et
al., 2005) durchgefiihrt, allerdings ohne Proteinase K Behandlung. Fiir Fluoreszenz in situ
Hybridisierungen wurde der anti-DIG-POD Antikoérper (1:200) (Roche) benutzt und {iber eine
Peroxidase- und eine folgende Tyramide-Reaktion detecktiert (green-Alexa Fluor 488
Tyramide aus TSA Kit#2 (T20912), Invitrogen). Fiir eine Doppelfarbung mit dem Hoechst
Farbstoff 33258 wurden die Embryonen, noch vor ihrer Uberfiihrung in Vectashield
Einbettungsmedium (H1000, Vector Laboraties), in verdiinntem Hoechst Farbstoff DAPI
(1:1000 in PBST) fiir 10min auf dem Rad inkubiert. Danach konnte die Farbstoff-Losung
entnommen werden, um anschliefend die Embryonen 1x5min in PBST zu waschen.

Antikorperfarbungen wurden wie beschrieben (Roth et al., 1989) durchgefiihrt.

e Verwendete Antikorper und ihre Verdiinnung:

Erstantikorper:

Rabbit-Anti-Tc-OTD (R. Schroder, Universitét zu Tiibingen)(1:100)
Mouse-Anti Active MAPK (Wheeler et al., 2005) (1:1500)
Rat-Anti-Tc-Twi (J. Cande und M. Levine (UC/Berkeley) (1:100)
Guinea pig-Anti-Dorsal (J. Cande und M. Levine (UC/Berkeley) (1:100)
Mouse-Anti Phospho-Tyrosin (1:500)

Rhodamine Phalloidin (R415-Invitrogen) (1:350)

Zweitantikorper:

Alexa 555 anti-mouse antibody (Molecular Probes) (1:400)
Alexa 555 anti guinea pig antibody (Molecular Probes) (1:400)
Alexa569 anti rat antibody (Molecular Probes) (1:400)
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2.3.5. Kutikulapraparation

Eier wurden zur weiteren Entwicklung auf eine ,,24-well-Platte” (Sarstedt) verteilt und fiir
fiinf Tage auf 30°C gehalten, es wurde die Schliipfrate ausgewertet und einige Tropfen eines
9:1 Milchsédure:Ethanol Gemisches wurden in die Vertiefung gegeben. Nach einer Nacht bei
60°C konnten die Kutikulas unter einem Dunkelfeld Binocular, oder eingebettet fiir die

Lichtmikroskopie, analysiert werden.

2.3.6. Konfokalmikroskopie

Embryonen fiir Phalloidinfarbungen wurden ohne Methanolschock fixiert und mit Nadeln per
Hand devitellinisiert. Nach mehreren Waschungen mit PBS/0,1% Triton und einer
zweistlindigen Inkubation in PBS/2% Triton, wurden die Embryonen fiir zwei Stunden in
Dunkelheit mit Phalloidin (1:350 in PBS/0,1%Triton) inkubiert. Nach dem Waschen in
PBS/0,1% Triton wurden die Embryonen fiir 10min mit DAPI (1:1000 in PBS/0,1% Triton)
inkubiert und darauf folgend gewaschen. Die Embryonen wurden dann mit einem Skalpell
longitudinal oder transversal geschnitten, in Vectashield (Vector Laboratories) eingebettet

und unter dem Konfokalmikroskop (Leica SP) analysiert.

2.3.7. Einbetten der Embryonen in Araldit

Zum Einbetten der gefirbten Embryonen wurden diese in ein 1,5ml Reaktionsgefal} {iberfiihrt
und dehydriert (schrittweise von 100% PBST, jeweils 5 min in 50% ETOH, 70% ETOH,
100% ETOH, 100% dehydrierter ETOH und 100% dehydriertes Aceton). Danach wurden die
Embryonen mit einer abgeschnitten Pipettenspitze abgenommen in ein 1:1 Gemisch aus
Aceton und Araldit liberfiihrt und nach zwei Stunden in 100% Araldit eingebettet. Nach einer
Nacht bei 60°C wurden die Aralditblocke mit einem Leica RM2255 Mikrotom geschnitten
(8um Schnitte)
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3. Ergebnisse

3.1. Funktionelle Analysen des twist und snail RNAI- Phanotyps bei Tribolium

Um die Funktion von twist (twi) und shail (sna) bei Tribolium zu untersuchen, wurde die
RNAi Technik benutzt. Als Negativontrolle wurden weibliche Puppen mit GFP (Green
Fluorescent Protein) -dsRNA injiziert. Die Embryonen der injizierten Weibchen waren, neben
11% unfertilisierten oder unentwickelten Eier, die in allen RNAi Experimenten auftraten,
nicht von Wildtyp (Wt)-Embryonen zu unterscheiden.

Um zunéchst festzustellen, wie effizient der RNAi-Abbau von Tc-twi und Tc-sna funktioniert,
wurde die potentielle Restexpression von Tc-Twi in twi-RNAi-Embryonen und Tc-sna in sna-
RNAi-Embryonen ermittelt.

Wihrend nach twi-dsRNA-Injektionen in 83% der Embryonen keinerlei Tc-Twi-Protein mehr
zu detektieren war (Abb.laA-D), zeigten 87% der sna-RNAi-Embryonen eine sehr schwache

posteriore Restexpression in frithen Stadien und nahezu 100% eine leichte Tc-sna-Expression

im Nervensystem (Abb.1bA-D).

snail B snail
twi RNA1 wt sna RNA1L
snailD snail
twi RFNAIL wt sna RNAi1

Abb.la: Tc-Twi (Twi)-Protein ist in twi
RNAIi-Embryonen nicht exprimiert (in
allen Abbildungen ist anterior links) (Twist
Antikorper AK)

AB: Ventralansicht gastrulierender
Embryonen: Im WT wird Tc-Twi in einem
ventralen Streifen exprimiert. In twi-RNAi-
Embryonen ist kein Tc-Twi detektierbar.
C,D: Wihrend Tc-Twi im elongierenden
WT-Embryo (Ventralansicht) in einem
segmentalen Muster exprimiert wird, ist in
twi-RNAi-Embryonen  keine  Expression
feststellbar.

Abb.1b: Eine schwache Tc-sna (sna)-Expression ist in
sna-RNAi-Embryonen detektierbar

A,B: Ventralansicht gastrulierender Embryonen: Im WT-
Embryo wird Tc-sna, neben einer anterioren Doméne, im
posterioren Pol und in zwei lateralen Streifen exprimiert.
In sna-RNAi-Embryonen ist meist eine schwache
posteriore Tc-sna-Expression vorhanden.

C,D: Im elongierenden WT-Embryo wird Tc-sna in den
Neuroblasten exprimiert. In sna-RNAi-Embryonen ist eine
leichte  Tc-sna-Expression in  den  Neuroblasten
detektierbar.
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Die direkte Injektionen von sna-dsRNA in frithe Embryonen konnte das Resultat in frithen
Stadien verbessern, dennoch kam es hier in 87% der Félle zu schwacher Tc-sna-Expression
im Nervensystem. Dies spricht dafiir, dass sna zu den wenigen Genen bei Tribolium gehort,
deren vollstdndiger Abbau durch RNAi schwierig ist. Diese Situation darf bei der weiteren
Analyse nicht auBer Acht gelassen werden.

Die Expression von Tc-twi sowie von Tc-sna ist bereits beschrieben worden (Sommer und
Tautz 1994; Handel et al., 2005). Sommer und Tautz (1994) konnten nur ein Tc-sna-Homolog
identifizieren.

Die Position von Tc-Sna in einem ,,distance-tree* (Abb.2) bekriftigt dieses Ergebnis . Nur
eine der moglichen Sna-Sequenzen bei Tribolium gruppiert sich mit den drei Sna-Proteinen
aus Drosophila: Dm-Sna, Dm-Escargot und Dm-Worniu. Da dieses Ergebnis ebenfalls fiir
Sna aus Anopheles gambiae zutrifft, ist eine stattgefundende Duplikation von sna in héheren
Dipteren wahrscheinlich.

Die Information, dass nur ein sna-Homolog bei Tribolium existiert, ist wichtig, um

Genredundanz in weiteren Ergebnissen auszuschlieB3en.

99 Dm esg

39 Tc 14474
42

Dm wor

100 Ag sna

Dm sna

100 Dm CG17181
Tc 02803

Dm CG12605
100 Tc 16394

99 Dm scrt

—
0.05

Abb.2: Phylogenetischer Baum fiir Sna-Homologe

TBLASTN wurde benutzt, um homologe Sequenzen bekannter Dm-Sna-Familienmitglieder im Tribolium-
Genom zu identifizieren. Sequenzen wurden in die MEGA 3.1 Software geladen. Eine Neighbour-joining
Analyse mit 1000 Wiederholungen fiir die bootstraps wurde durchgefiihrt. Speziesnamen bzw.
Genbanknummern: Dm esg, Dm-wor, Dm-sna, Dm-scrt: Escargot, Worniu, Sna und Scratch aus
Drosophila. Nur jeweils eine homologe Sna-Sequenz konnte bei Tribolium (Tc-Glean_14474) sowie
Anopheles (Ag sna) identifiziert werden. Tc-Glean 16394 gruppiert sich mit Dm-Scratch und Te-

Glean 02803 mit Dm CG17181 (einem Zink-Ion bindendem Protein); Dm CG12605 (Zink-Ion bindendes
Protein)
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3.1.1. Die gegenseitige Regulation von twi und sna bei Tribolium

Bei Drosophila erfolgt die Initiation der sna-Expression durch Dorsal und wird von Twi
aufrechterhalten. Allerdings ist zu beachten, dass auch die twi Expression frither als im Wt in
sna-Mutanten verschwindet (Leptin 1991; Seher et al., 2007). Die frithe twi unabhéngige sna-
Expression ist dafiir verantwortlich, dass der twi-Phanotyp unterschiedlich zur twi/sna
Doppelmutante ausfallt.

Im Folgenden wurde untersucht inwieweit twi und sna sich bei Tribolium gegenseitig
regulieren, indem die Tc-twi-Expression in sSna-RNAi-Embryonen und die Tc-sna-Expression
in twi-RNAi-Embryonen untersucht und mit der Wt-Expression verglichen wurden.

Tc-twi wird zunéchst in einer breiten Doméne entlang der gesamten anteriorposterioren Achse
im Blastoderm exprimiert. Im differenzierten Blastoderm verschwindet Tc-twi aus der
anterioren Region, in der sich die Serosazellen abgrenzen (Abb.3A). Die Tc-twi-Expression
verengt sich ventral auf exakt jenen Bereich des Embryos, der wéhrend der
Mesoderminvagination in das Innere des Embryos gelangt (Abb.3C). Schon in diesem
Stadium ist eine segmentale Expression von Tc-twi zu beobachten, die im gesamten Prozess
der Keimstreifausstreckung erhalten bleibt (Abb.3G,I). Tc-twi ist bis zum Ende der
Keimstreifausstreckung posterior in der Wachstumszone nachweisbar.

Die Expression von Tc-twi in sna-RNAi-Embryonen bleibt bestehen. Auffillig ist allerdings
die posterior vergroBerte Expressionsdomdne von Tc-twi, die aufgrund ihrer
UnregelmiBigkeit morphologische Verdnderungen vermuten ldsst. (Abb.3D,F,H,J). Die
vergroBerte Tc-twi-Expressionsdoméne kann ebenfalls auf eine fehlende Reprimierung von
Tc-Sna deuten. Durch die Herstellung transgener Drosophila-Linien, welche die
regulatorische Tc-twi-Region vor dem Reportergen lacZ tragen, wurde gezeigt, dass
Drosophila-Sna Tc-twi reprimiert (Handel et al., 2005).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Tc-twi- in sna-RNAi-Embryonen zunéchst
unabhédngig von Tc-sna exprimiert wird, wobei nicht auszuschlieBen ist, dass Tc-sna im
sekunddren Wachstumsprozess, der von der posterior gelegenen Wachstumszone ausgeht,
reprimierend auf Tc-twi wirkt.

Die ventrale Tc-sna-Expression im Wt beginnt erst in einer fortgeschrittenen Phase der
Zellularisierung, zu Beginn des differenzierten Blastoderms. Wie Tc-twi wird Tc-sna in einer
ventralen Domédne exprimiert, wobei die Expression im posterioren Bereich besonders stark
ausfillt (Abb.3M). In frilhen Keimstreifstadien verschwindet die Tc-Sna-Expression
zunehmend aus thorakalen Bereichen und verfeinert ihre abdominale Expression auf zwei

laterale Streifen, die am posterioren Ende zusammentreffen (Abb.30). In einem spéteren
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Stadium ist Tc-sna nur noch in einer groBeren Doméine in der Wachstumszone und in einer
kleineren anterioren Domine detektierbar (Abb.3Q). In mittleren Keimstreifstadien beginnt
die zweite Expressionsphase von Tc-sna im Ektoderm, in den Kopflappen und im Zentral-
sowie peripheren Nervensystem (Abb.3S,U). Tc-sna ist ebenfalls bis zum Ende der
Keimstreifausstreckung in der Wachstumszone detektierbar (Abb.3S,U,W).

In twi-RNAi-Embryonen wird Tc-sna in frithen Stadien, vom Blastoderm bis zu jungen
Keimstreifstadien, nicht exprimiert (Abb.3N,P,R). Dies bedeutet, dass twi-RNAi-Experimente
in frithen Stadien einem twi/sna-Doppel-Ausfallphinotyp entsprechen. Tc-sna-Expression in
den Neuroblasten ist von Tc-twi unabhéingig und zeigt ein wildtypisches Muster (Abb.3T,V).
Allerdings findet man in twi-RNAi-Embryonen keine sna-Epression in der Wachstumszone
(Abb.3T,V,X).

Bei der weiteren Analyse ist daher zu beachten, dass Tc-twi-Verlust in frithen Stadien
gleichzeitig Tc-sna-Verlust bedeutet, wohingegen Tc-twi von Tc-sna weitestgehend

unabhingig exprimiert wird.



3. Ergebnisse 31

A

)

K

twistB ' twist M snailly snail
h WEL ‘sna RNAi wt twi RNAi
twistD twist 0 snail p snail
\‘ .- .A PRy ..‘f‘
wt sna RNAi wt twi RNAL
twistF twist Q snail R snail
wnee o0 s
ivessn o o il
T oy s ”
wt sna RNAi wt twi RNAiL
twistH twist S snailT snail
soanne V. .. @ it
wt sna RNAi wt twi RNAi
twistg twist u snailVy/ snail
LL ‘u .u!-.' %‘h‘ > "‘@mz:
¢ i L , LR T . . i oy 4
- - o *
wt sna RNAi wt twi RNA1L
EWISEL 4 =Tan " twist snail¥ , Snail
"‘..“ Sl ] .“_.\‘_‘
.y '_!!k .
Vo » i ‘;\ {’)
: & v QB et .
wt sna RNAi wt twi RNAi

Abb.3: Tc-twi wird weitestgehend unabhéngig von Tc-sna exprimiert, wohingegen Tc-sna in frihen
Stadien von Tc-twi abhéngig ist

A,B: Die ventrale Tc-twi-Expression in Wt-Blastodermembryonen bleibt in sna-RNAi-Embryonen erhalten.
C: Wihrend der Gastrulation wird Tc-twi in der Doméne exprimiert, die durch die Ventralfurche internalisiert
wird und das Mesoderm bildet. Die ventrale Tc-twi-Expression in gastrulierenden sna-RNAi-Embryonen
bleibt bestehen, aufdllig ist allerdings die vergroBerte posteriore Expressionsdoméne, welche auch wéhrend
der Elongation zu detektieren ist (F,H,J). E,F,G,H,1,J: Tc-twi wird im Laufe der Keimstreifausstreckung im
Wt, wie auch in sna-RNAi-Embryonen in einem segmentalen Muster exprimiert. K,L: Im ausgestreckten
Keimstreifembryo verliert die Tc-twi Expression ihre ventrale Kontinuitit in der thorakalen Region.

M,N: Die ventrale Tc-sna-Expression im Blastoderm von Wt-Embryonen ist in twi-RNAi-Embryonen nicht
vorhanden. Zum Abschluss der Mesoderminternalisierung ist Tc-sna in einer anterioren Doméne und in zwei
lateralen, posterioren Streifen exprimiert (O), wobei sich diese posteriore Doméne zu Beginn der Elongation
verkleinert (Q). In vergleichbaren Stadien von twi-RNAi-Embryonen wird Tc-sna nicht exprimiert (P,R). In
mittleren Keimstreif-Embryonen beginnt die zweite Expressionsphase von Tc-sna in den Neuroblasten (S).
Diese Expression verstirkt sich wahrend der Elongation (U). Im ausgestreckten Wt-Keimstreif-Embryo wird
Tc-sna in den Neuroblasten des ZNS und PNS exprimiert (W). Tc-sna kann im Wt in der Wachstumszone
detektiert werden (Q,S,U,W). In twi-RNAi-Embryonen wird Tc-sna in der Wachstumszone nicht exprimiert
(T,V,X), jedoch ist die Tc-sna-Expression in den Neuroblasten unabhéngig von Tc-twi (T,V,X). Aufillig ist
die groflere, ventrale Liicke zwischen den lateralen Tc-sna exprimierenden Doménen (V,X).
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3.1.2. Die Morphologie von twi- und sna-RNAi-Embryonen

Bei Drosophila fiithren twi- und sna-Mutationen zur Unterdriickung einer wildtypischen
Ventralfurchenbildung und der damit verbundenen Mesoderminvagination. Beide Mutationen
filhren dabei zu sehr charakteristischen Phidnotypen, was ihre unterschiedlichen Funktionen
wahrend dieser Prozesse unterstreicht.

Um ecinen ersten Eindruck von der Morphologie der twi- und sna-RNAi-Embryonen bei
Tribolium zu gewinnen, wurden Tc-twi- und Tc-sna-Phénotypen wéhrend der
Mesoderminternalisierung, der Elongationsphase und zum Ende der Keimstreifausstreckung
mit Wt-Tribolium-Embryonen verglichen.

Zu Beginn des Invaginationsprozesses kommt es im Wt-Embryo zu einer sehr prizisen
Bildung der lateralen Einbuchtung (Abb.4A,Pfeil), was in twi- sowie sna-RNAi-Embryonen
nicht zu beobachten ist (Abb.4B,C).

In twi-RNAi-Embryonen zeigt die ventrale Region eine ungeordnete Struktur (Abb.4B). In
sna-RNAi-Embryonen wirkt die caudale Region weit gedffnet und die lateralen Grenzen der
ventralen Region erscheinen unregelmifBiger (Abb.4C). Diese Beobachtungen treffen auch auf

frithe Embryonen in der Elongationsphase zu (Abb.4D-F).

twi RMA1

Abb.4: Die Bildung der Ventralfurche in twi- und sna-RNAi-Embryonen ist gestort und wirkt sich auf
die Morphologie elongierender Embryonen aus

A,B,C: Ventralansichten gastrulierender Embryonen wihrend der Mesoderminternalisierung. Im Wt ist die
sehr prézise ektodermale Grenze neben den invaginierenden Zellen erkennbar (A, Pfeil). Tc-twi- sowie sha-
RNAi-Embryonen erscheinen dagegen ventral ungeordnet und formen keine wildtypische Ventralfurche
(B,C). Dies wirkt sich auf die Morphologie elongierender Embryonen aus (D-F). Vollsténdig elongierte twi-
RNAi-Embryonen sind abdominal verdreht, und ihre Wachstumszone (Stern), sowie der gesamte Embryo
erscheinen flach (H). |: Elongierte sna-RNAi-Embryonen wirken wildtypisch, allerdings erscheint die
Wachstumszone gegeniiber dem Wt vergroBert (1,G).
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Im Gegensatz zum vollstindig elongierten Wt-Embryo, der zu diesem Zeitpunkt aus den drei
Schichten Mesoderm, Ektoderm und Amnion besteht (Handel et al., 2005), wirkt der twi-
RNAi-Keimstreif-Embryo ungeordnet, breiter und flacher, was besonders in der
Wachstumszone zu beobachten ist (Abb.4H ). Zudem sind die abdominalen Bereiche geknickt
und zum Teil verdreht (Abb.4H). Vollstindig elongierte sna-RNAi-Embryonen wirken, bis
auf die vergroBerte Wachstumszone, wildtypisch. (Abb.4I).

Um zu analysieren, was mit den Zellen der im Wt invaginierenden ventralen Region in twi
und sna-RNAi-Embryonen geschieht, wurde F-Aktin mit Phalloidin sichtbar gemacht,
Querschnitte wurden unter dem Konfokalmikroskop analysiert.

In einem Querschnitt der mittleren Region eines gastrulierenden Embryos (vergleiche mit
Abb. 4A) ist die Invagination der ventralen Zellen zwischen dem Ektoderm erkennbar
(Abb.5A). Der Embryo wird von der posterioren Amnionfalte bedeckt (Abb.5A). Im
Gegensatz dazu ist das Epithel in twi-RNAi-Embryonen weiterhin durchgéngig. Auflerdem ist
keinerlei Invaginationsprozess zu beobachten (Abb.5B).

In sna-RNAi-Embryonen (vergleiche mit Abb. 4C) ist zwar eine mesenchymale Struktur der
ventralen Zellen ersichtlich, doch diese zeigen keinerlei Invaginationsverhalten, sondern
bilden eine groe Zellmasse, in der sich die Zellanzahl im Vergleich zum Wildyp vergroBert
hat (Abb.5C). Hier erscheint das laterale Ektoderm weiter auseinander geschoben und bildet
starke Erhebungen um die ventrale Zellmasse.

In Schnitten der caudalen Region gastrulierender Embryonen ist im Wt die deutlich dickere
Amnionstruktur der posterioren Region erkennbar. Hier ist ebenfalls mesenchymales Gewebe,
schon fortgeschrittener als in mittleren Regionen, invaginiert (Abb.5D). In twi-RNAi-
Embryonen ist auch caudal keine Invagination ventraler Zellen zu beobachten (Abb.5E). In
sna-RNAi-Embryonen dagegen ist wieder eine grole mesenchymale Zellmasse sichtbar, die

sich in keiner Weise vom umgebenen Ektoderm abgrenzt (Abb.SF).
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Abb.5: In twi-RNAi-Embryone bildet sich keine Ventralfurche und somit kein Mesoderm,
wohingegen sna-RNAIi-Embryonen eine grolRe mesenchymale Zellmasse bilden, die allerdings keine
vollsténdige Abgrenzung zum Ektoderm zeigt

Membranen wurden mit Phalloidin (rot) und DNA mit DAPI (blau) angefarbt.

A-C: Querschnitte durch die Mitte junger, gastrulierender Embryonen (vergleiche mit Abb.4A-C). Wéhrend
im Wt deutlich die Ventralfurche erkennbar ist (A), bleibt das Epithel in twi-RNAi-Embryonen
zusammenhingend, und es findet keine Invaginationsbewegung statt (B). In sna-RNAi-Embryonen bildet
sich ventral eine mesenchymale Zellmasse. In diesem Stadium ist keine apikale Konstriktion von Zellen, die
zu einer Internalisation fiihren kdonnte, erkennbar (C). D,E,F: Querschnitte durch die posteriore Region
gastrulierender Embryonen; hier zeigt sich ein dhnliches Bild wie in A,B,C; In F zeigt sich deutlich die
fehlende Abgrenzung der mesenchymalen Zellen vom Ektoderm; G-I: Querschnitte durch die Mitte junger
Keimstreif-Embryonen (vergleiche mit Abb.3D-F): Wahrend im Wt das Mesoderm vollstéindig internalisiert
ist (G), ist in twi-RNAi-Embryonen kein Mesoderm vorhanden (H). In sna-RNAi-Embryonen haben sich
mesenchymale Zellen nach innen bewegt, zeigen allerdings auch hier keine vollstindige Gewebegrenze von
Mesoderm und Ektoderm. Die ventralen Zellen scheinen in der Lage zu sein, sich apikal etwas zu verengen
(1. J-L: Querschnitte durch die Wachstumszone elongierender Keimstreif-Embryonen. Im Wt ist die
innere, mesenchymale Schicht deutlich von der duBleren epithelialen Schicht zu unterscheiden (J). In twi-
RNAi-Embryonen ist keine innere Schicht vorhanden (K). In sna-RNAi-Embryonen ist die innere Schicht
vergroflert, allerdings auch hier ohne deutliche Abgrenzung zur dufleren Schicht (L).
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Wihrend der Keimstreifausstreckung ist in der thorakalen Region von Wt-Embryonen eine
deutliche Abgrenzung der nun vollstindig invaginierten mesenchymalen Zellen zu
beobachten (Abb.5G), wohingegen in twi-RNAi-Embryonen keinerlei Zellinternalisierung
stattgefunden hat (Abb.5H). In sna-RNAi-Embryonen ist keine vollstindige Gewebegrenze
zwischen Ektoderm und den mesenchymalen Zellen zu erkennen (Abb.5I). Die ventralen
Zellen zeigen eine leichte, apikale Konstriktion.

Die Wachstumszone von Keimstreif-Embryonen besteht aus der inneren, mesenchymalen
Schicht, welche kontinuierlich in das Mesoderm {iibergeht, einer dulleren epithelialen Schicht,
die kontinuierlich mit dem Ektoderm verbunden ist und der diinnen, epithelialen Schicht, dem
Amnion (Abb.5]J).

Die Wachstumszone von twi-RNAi-Embryonen besteht aus nur einem kontinuierlichen
Epithel, welches der dufleren Schicht und dem ventralen Amnion entspricht. Eine innere
Schicht ist nicht vorhanden (Abb.5K), was die flache Erscheinung der Wachstumszone in
Abb.4H erklért. In sna-RNAi-Embryonen zeigt die innere mesenchymale Schicht eine, im
Vergleich zum Wt, erhohte Zellzahl, hat aber auch hier keine Abgrenzung zur &ulleren
Schicht erfahren (Abb.5L). Die Wachstumszone von sna-RNAi-Embryonen (Abb.4I) ist also

durch die héhere Anzahl mesenchymaler Zellen in der inneren Schicht vergrofert.

Um abzusichern, dass twi-RNAi-Embryonen keinerlei innere Schicht in ihrer Wachstumszone
besitzen, wurde die Tc-vasa-Expression in longitudinalen Schnitten der Wachstumszone
analysiert. Tc-vasa-mRNA wird in den Keimzellen, die sich posterior im Embryo befinden,
exprimiert. (Schroder 2006).

Im Wt ist die Tc-vasa-positive Zellpopulation, die mit der inneren Schicht der
Wachstumszone verbunden ist, deutlich sichtbar (Abb.6A). In twi-RNAi-Embryonen ist diese
Zellpopulation ebenfalls detektierbar (Abb.6B). Aufgrund der fehlenden inneren Schicht
behélt diese Population jedoch ihre ballartige Struktur und breitet sich nicht auf der darunter
liegenden Schicht aus. Deutlich ist die zweischichtige Struktur aus &uBlerer Schicht und
Amnion erkennbar (Abb.6B). Der longitudinale Schnitt durch die Wachstumszone von sha-
RNAi-Keimstreif-Embryonen bestétigt vorausgegangene Beobachtungen (vergleiche Abb.3I,
SL). Insgesamt wirkt die Wachstumszone groBer, da auch hier die erhohte Anzahl
mesenchymaler Zellen, vor allem in der posterioren Region, zu beobachten sind (Abb.6C).

Die Keimzellen haben sich auch hier auf der darunterliegenden inneren Schicht ausgebreitet

(Abb.6C).
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Abb.6: In twi-RNAIi-Embryonen lagern die Keimzellen auf der duReren, epithelialen Schicht
Tc-vasa-in situ (griin), Zellmembranen wurden mit Anti-Phospho-Tyrosin (rot) und DNA mit DAPI (blau)
angefarbt.

A: Im Wt sind die der inneren Schicht aufgelagerten Keimzellen erkennbar. Diese finden sich auch in twi-
RNAi-Embryonen, lagern hier aber, da die innere Schicht nicht vorhanden ist, auf der dufleren Schicht der
Wachstumszone (B). In sna-RNAi-Embryonen ist wiederum die vergroBerte Zellmasse der inneren Schicht
erkennbar (C). Tc-vasa exprimierende Keimzellen lagern auf der inneren Schicht (C).

3.1.3. Das Mesoderm in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Bei Drosophila bilden sowohl twi- als auch sna-Mutanten kein Mesoderm und sind
embryonal letal (Grau et al., 1984).

Der beschriebene sna-RNAi-Phianotyp bei Tribolium wirft die Frage auf, was mit der zwar
invaginierten, aber nicht abgegrenzten Zellmasse in spéteren Stadien der Entwicklung
passiert. Im Wt gelangen die invaginierten und klar abgegrenzten Zellen zu ihrem
Bestimmungsort und bilden dort das Mesoderm.

Um die weitere Entwicklung der invaginierten Zellen nachzuvollziehen, wurden die spéten
mesodermalen Marker Tc-tinman (tin) und Tc-Mef-2 benutzt. Bei Drosophila werden diese
beiden Gene von Twi aktiviert. Dabei reguliert tin die Entwicklung des dorsalen Mesoderms
und seiner Derivate (Lee et al., 1997), und Mef-2 ist ein kritischer Faktor fiir die terminale
Differenzierung der verschiedenen Muskelzellen (Lilly et al., 1994; Cripps et al., 1998).

Im Wt wird Tc-tin im ausgestreckten Keimstreif in segmental wiederholenden Zellgruppen
zwischen dem dorsalen Ektoderm exprimiert (Abb.7A und A’). Tc-tin-Expression war, wie
erwartet, nicht in twi-RNAi-Embryonen zu detektieren (Abb.7B,E), aber tiberraschenderweise
in einem wildtypischen Muster in sna-RNAi-Embryonen (Abb.7C). Dieses Ergebnis
bestitigte sich in embryonal sna-dsRNA injizierten Embryonen (Abb.7F), da in diesen

ebenfalls Tc-tin, dhnlich wie im Wt (D), exprimiert wird.
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In twi-RNAi-Embryonen konnte ebenfalls keine Tc-Mef-2 nicht detektiert werden (Abb.7H),

wohingegen Tc-Mef-2 in sna-RNAi-Embryonen in einem wildtypischen Muster exprimiert
wird (Abb.71).
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Abb.7: Tc-twi-RNAi-Embryonen bilden kein Mesoderm, wohingegen in sna-RNAi-Embryonen
Mesoderm nachweisbar ist.

Tc-tin-und Tc-Mef2-in situ Farbungen und EGFP-Expression

Te-tin wird im dorsalen Mesoderm und Tc-Mef2 in den entstehenden Muskeln am Ende der Embryogenese
exprimiert (A,G). (A’ zeigt eine VergroBerung der Tc-tin-Expression zwischen dem dorsalen Ektoderm) Tc-
tin und Tc-Mef2 werden nicht twi-RNAi-Embryonen exprimiert (B,E,H.), sind in sna-RNAi-Embryonen
jedoch in einem wildtypischen Muster exprimiert (C,l). Auch nach embryonalen sna-dsRNA-Injektionen
(eRNAI) war Tc-tin detektierbar (F).

Tc-twi- bzw. Tc-sna-RNAi-Experimente mit der transgenen Line pBA19, welche EGFP in den larvalen
Muskeln exprimiert (J), bestitigten diese FErgebnisse. Tc-twi-RNAi-Larven zeigten, aufler der
Markerexpression in den Augen, keine EGFP-Expression und schliipfen nicht (K), wihrend sna-RNAi-
Larven Muskeln ausbildeten und ein groler Anteil dieser Larven auch schliipft (L).

Ferner bot sich die transgene Linie pBA19 aus dem Labor von G.Bucher an, welche EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein) in den Muskeln von Tribolium-Larven exprimiert. Mit
diesem Stamm wurden ebenfalls Tc-twi- und Tc-sna-RNAi Experimente durchgefiihrt. In 85%
der twi-RNAi-Larven ist keinerlei EGFP-Expression zu detektieren (die EGFP-Expression in

den Augen dient hier als Markierung eines transgenen Tieres) (Abb.7K). Diese Larven sind
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auBerdem nicht in der Lage zu schliipfen, was auf den Verlust des Mesoderms und damit der
Muskeln, zuriickzufiihren ist. Tc-sna-RNAi pBA19-Larven zeigen EGFP-Expression, was das
Vorhandensein von Muskeln bestitigt. (Abb.7L). Ca. 60% dieser Larven schliipfen, von
denen jedoch nur die Hélfte {iberlebt.

Beim Drosophila-Embryo ist der FGF-Signalweg dafiir verantwortlich, dass das invaginierte
Mesoderm Kontakt mit dem darunter liegenden Ektoderm aufnimmt und sich so darauf
ausbreiten kann (Beiman et al., 1996; Shishido et al., 1997; Gryzik und Muller 2004;
Stathopoulos et al., 2004; Seher et al., 2007).

Aus Tribolium wurde erfolgreich Fgf8 kloniert (Beermann und Schréder 2008). Tc-Fgf8
reprasentiert das einzige orthologe Gen zu pyramus/thisbe, den zwei Fgf8-Genen bei
Drosophila. Im gastrulierenen Wt-Embryo wird Tc-Fgf8 in zwei ektodermalen Streifen, die

das zu invaginierende Gewebe umgeben, exprimiert (Abb.8A).
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Abb.8: Der funktionierende Tc-FGF-Signalweg in sna-RNAi-Embryonen kdnnte fur die zielgerichtete
Migration der mesenchymalen Zellmasse verantwortlich sein

Tc-Fgf8-in situ

A-C: Ventralansichten gastrulierender Embryonen und ihre entsprechenden DAPI-Farbungen (D-F).

A: Tc-Fgf8 wird im Wt in zwei ektodermalen Steifen, welche das invaginierende Mesoderm umgeben,
exprimiert. Diese Expression ist in twi-RNAi-Embryonen expandiert (B), wéihrend Tc-FGF8 in sna-RNAi-
Embryonen ebenfalls in zwei lateralen Streifen exprimiert wird (C).

In twi-RNAi-Embryonen zeigt sich eine Expansion der Tc-Fgf8-Expression in den Bereich
zwischen die zwei ektodermalen Streifen. In sna-RNAi-Embryonen bleibt die wildtypische

Tc-Fgf8-Expression in den beiden ektodermalen Streifen bestehen (Abb.8C). Insgesamt kann
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der scheinbar intakte FGF-Signalweg in sna-RNAi-Embryonen eine mdgliche Begriindung

fiir die zielgerichtete Bewegung der mesenchymalen Zellen liefern.

3.1.4. Die Auswirkungen des twi- bzw. sna-Verlustes auf lateral-ektodermal exprimierte
Gene

Um einen besseren Einblick in die Regulation von Genen, welche bei Drosophila in lateralen
Regionen exprimiert werden und flir die Entwicklung des Mesektoderms und
Neuroektoderms nétig sind, zu bekommen, wurde die Expression von Tc-single minded (Tc-
sim), Tc-Orthodenticle (Tc-OTD), Tc-Delta, Tc-rhomboid (Tc-rho), Tc-EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), Tc-ventral nerve cord defective (Tc-vnd) und Tc-short gastrulation
(Tc-sog) in twi-, sna- und zum Teil als Kontrolle in twi+sna-RNAi-Embryonen verschiedener

Stadien analysiert.

3.1.4.1. Tc-sim in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Bei Drosophila ist bekannt, dass Sna laterale Gene im Mesoderm reprimiert, wodurch es in
sna-Mutanten zu einer Expression dieser Gene im prospektiven Mesoderm kommt (Leptin
1991; Rao et al., 1991; Cowden und Levine 2002; Seher 2004). So ist die im Wt auf zwei
laterale Streifen begrenzte sim-Expression in sna-Mutanten in ventrale Bereiche expandiert,
wihrend beide sim-Zelllinien in twi-Mutanten ndher zusammenliegen und so die mutante
Mesodermanlage eng flankieren. In twi/sna-Doppelmutanten werden keinerlei mesodermale
und mesektodermale Gene exprimiert (Crews et al., 1988; Leptin 1991).

Die prizise, genau cine Zelle breite sim-Expression bei Drosophila wird durch eine
Kombination aus Notch-Signal und Twi-Aktivierung erreicht, was durch die Identifikation
gekoppelter Dorsal-, Twi- und Suppressor of Hairless (Su(H))-Bindestellen in der
regulatorischen Region von sim bekréftigt wird (Kasai et al., 1992; Cowden und Levine 2002;
Morel et al., 2003; Markstein et al., 2004). Dabei spielt Sna eine entscheidende Rolle in der
Positionierung des Notch-Signales an der mesodermal-mesektodermalen Grenze, wodurch es
sim in dieser Region positiv reguliert (Cowden und Levine 2002). Sna ermoglicht indirekt die
Endozytose und intrazellulire Bewegung des Notch-Liganden Delta, wodurch es zu einem
prazisen Signal an die benachbarten mesektodermalen Zellen kommt (Morel et al., 2003;
Bardin und Schweisguth 2006; De Renzis et al., 2006).

Zinzen et al. (2006) haben allerdings darauf hingewiesen, dass dieser

Regulationsmechanismus eine Errungenschaft der Dipteren sein kdnnte, da Am-sim in Apis
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mellifera (A. mel.) allein durch Twi und unabhéngig von Notch reguliert wird, was durch eine
breitere Am-sim-Expression entlang der Mittellinie belegt wird (Zinzen et al., 2006). A. mel.
gehort zur Ordnung der Hymenoptera und ist nach neuestem phylogenomischen Studien an
die Basis der holometabolen Insekten zu setzen (Savard et al., 2006)

Verschiedene Studien haben auf die wichtige Funktion von Drosophila-sim bei der
Differenzierungskontrolle der ventralen Mittellinie hingewiesen, da die ektopische sim-
Expression zur Induktion verschiedener Zielgene, wie z.B. rho und otd fiihrt (Nambu et al.,
1991; Zinzen et al.,, 2006). Ferner hat sim eine wichtige Regulationsfunktion in der
Entwicklung lateraler Gewebe (Kim und Crews 1993; Lee et al., 1999; Kim et al., 2005).

sim

snail RNA1L
Abb.9: Tc-sim wird in einer ventralen Doméne im Blastoderm von Wt-, -twi- und sna-RNAi-Embryonen
exprimiert
Tc-sim-in situ

A-C: Blastoderm in Ventralansicht. Tc-sim zeigt im Wt (A) wie auch in twi-RNAi-Embryonen (B) und sna-
RNAi-Embryonen (C) eine ventrale Expressionsdoméne.

Ein wichtiger Unterschied der sim-Expression zwischen Tribolium und Drosophila, ist die
Expressionsdoméne im Blastoderm, wo Tc-sim wie auch Tc-rho, Tc-Delta und Tc-sog in einer
ventralen Doméne mit der Mesodermanlage iiberlappend exprimiert werden (Abb.9A, nicht
gezeigt,10A,18A). Die ventrale Tc-sim-Expressionsdomédne bleibt in twi- und sna-RNAi-
Embryonen erhalten (Abb.9B,C).

Zum Ende der Gastrulation wird Tc-sim in zwei, das invaginierende Mesoderm flankierenden,
Streifen exprimiert (Abb.10A). Ferner wird Tc-sim am posterioren Pol exprimiert. Nach
Abschluss der Mesoderminvagination treffen sich die beiden Tc-Sim exprimierenden Streifen
und bilden die Mittelline in Keimstreif-Embryonen (Abb.10E).

Im Gegensatz dazu ist die Tc-sim-Expression in twi-RNAi-Embryonen expandiert,
vergleichbar der Situation bei Drosophila-sna-Mutanten (Abb.10B). In twi-RNAi-Embryonen

wird Tc-sna in frithen Stadien nicht exprimiert. Diese sind daher mit Drosophila-twi/sna-
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Doppelmutanten zu vergleichen, in denen allerdings kein sim mehr exprimiert wird (Rushlow
und Arora 1990). Das von Tc-sim spezifizierte Gewebe ist bei Tribolium-twi- und twi+sna-
RNAi-Embryonen aber noch vorhanden. (Abb.10B,D). Tc-twi- und ebenso twi+sna-RNAi-
Embryonen zeigen auBlerdem eine wesentlich breitere Tc-sim-Expression entlang der

Mittelline von Keimstreif-Embryonen (Abb.10F,H).

sim D sim

sna RN&i twi+sna RNAi

simH . sim
Y
il

wt twi RNIK sna RNA1L twi+sna RNAiL

Abb.10: Tc-sim wird in einer expandierten Doméne in twi- und twi+sna-RNAi-Embryonen exprimiert,
wohingegen in sna-RNAi-Embryonen Tc-sim nur schwach nachweisbar ist

Tc-sim-in situ

A-D: Ventralansichten gastrulierender Embryonen E-H: Keimstreif-Embryonen, A: Tc-sim wird in diesem
Stadium in zwei lateralen Streifen und am posterioren Pol exprimiert. Nach der kompletten Invagination des
prospektiven Mesoderms ist Tc-sim entlang der Mittellinie im Keimstreif-Embryo detektierbar (E).

In twi-RNAi-Embryonen wird Tc-sim noch wihrend der Gastrulation in einem breiten ventralen Streifen
exprimiert (B), und auch die Expression entlang der Mittellinie im Keimstreif-Embryo ist breiter als im Wt
(F). In sna-RNAi-Embryonen ist eine schwache Tc-sim-Expression in posterioren Regionen detektierbar
(C), und auch die Expression entlang der Mittellinie ist schwédcher als im Wt (G). Twi+sna-RNAi-
Embryonen zeigen die gleichen Tc-sim-Expressionsdoménen wie twi-RNAi-Embryonen (D,H).

In sna-RNAi-Embryonen ist die Tc-sim-Expression in anterioren Regionen nicht mehr
detektierbar, wihrend es in posterioren Regionen schwach exprimiert wird (Abb.10C), was
auf eine mogliche Aktivatorfunktion von Tc-Sna deuten konnte. Entlang der Mittelline wird

Tc-sim in sna-RNAi-Embryonen ebenfalls schwach exprimiert (Abb.10G).

Im Wt-Keimstreif-Embryo wird Tc-Otd entlang der Mittelline in einem zwei bis drei Zellen
breiten Streifen exprimiert (Abb.11A,D), was mit den Beobachtungen von Zinzen et al.
(2006) tibereinstimmt. Der Verlust von Tc-twi fiihrt, wie schon bei der Tc-sim-Expression
beobachtet, zu einer Expansion der Tc-Otd-Expression auf fiinf bis sechs Zellen (Abb.11B,E),
was eine Kontrollfunktion von Tc-sim bei der Differenzierung der ventralen Mittellinie

bestitigt. In sna-RNAi-Embryonen konnte Tc-Otd nur sehr schwach detektiert werden
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(Abb.11), was auf die ebenfalls schwache Tc-sim-Expression entlang der Mittellinie
zuriickzufiihren sein konnte (Abb.10G).
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Abb.11: Die Expression von Tc-Otd in twi-RNAi-Embryonen bestétigt die breiter angelegte
Mittellinie

Tc-OTD-Antikdrperfarbung, AK-Antikdrper

Elongierende Keimstreif-Embryonen (A-C) mit VergroBBerung ihrer thorakalen Regionen (D-F).

Die Mittellinie im Wt ist 2-3 Zellen breit (A,D), wihrend diese in twi-RNAi-Embryonen ca. 5-6 Zellen breit
ist (B,E). In sna-RNAi-Embryonen ist Tc-Otd kaum nachweisbar (C,F).

3.1.4.2. Tc-Delta in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Um zu testen, ob der Notch-Signalweg die Positionierung der zwei Tc-Sim exprimierenden
Streifen reguliert, und ob die aus Drosophila bekannte Repressorfunktion von Sna auf Delta
(Cowden und Levine 2002) konserviert ist, wurde die Expression des Notch-Liganden Delta
in twi- und sna-RNAi-Tribolium-Embryonen untersucht.

Wie oben beschrieben wird Tc-Delta zundchst ventral im Blastoderm exprimiert (Abb.12A),
was eine frithe Repression durch Tc-Sna ausschlieft. Dies wurde durch die ventrale Tc-Delta-
Expression in sna-RNAi-Embryonen bestitigt (Abb.12C). Allerdings war Tc-Delta, bis auf
eine kleine posteriore Doméne, nicht in twi-RNAi-Blastoderm-Embryonen nachweisbar, was
auf eine frithe Aktivatorfunktion von Tc-Twi auf Tc-Delta schlieBen ldsst (Abb.12B). In
Embryonen zu Beginn der Elongationsphase wird Tc-Delta in einem anterioren
querverlaufendem Streifen sowie posterior in zwei lateralen Streifen und am posterioren Pol
exprimiert (Abb.12D). In twi-RNAi-Embryonen ist Tc-Delta, bis auf den anterior
querverlaufenden Streifen und die schwache posteriore Expressionsdoméne, nicht exprimiert
(Abb.12E).

Dagegen zeigt Tc-Delta in sna-RNAi-Embryonen eine posteriore Expansion in die ventrale

Region, was eine Repressorfunktion von Tc-Sna auf Tc-Delta in diesem Stadium vermuten
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lasst (Abb.12F). Es ist aber ebenfalls mdglich, dass Tc-Delta in der vergroBerten
mesodermalen Zellmasse von sna-RNAi-Embryonen exprimiert wird. In sna-RNAi-
Embryonen zeigt Tc-sim ebenfalls eine leichte Expansion in posterioren Regionen (Abb.10C),

was auf einen moglichen Einfluss des Notch-Signales auf Tc-sim deuten konnte.
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Abb.12: Die Tc-Delta-Expression in frihen Stadien ist von Tc-twi und Tc-sna abhéngig

Tc-Delta-in situ

A-C: Ventralansichten von Blastoderm-Embryonen. Tc-Delta wird im Wt (A) und in sna-RNAi-Embryonen
(C) auf der Ventralseite exprimiert. In twi-RNAi-Embryonen ist eine schwache posteriore
Expressionsdoméne detektierbar (B). D-F: Tc-Delta-Expression in Embryonen zu Beginn der
Elongationsphase in Ventralansicht; in sna-RNAi-Embryonen expandiert die Tc-Delta-Expression posterior
in ventrale Regionen (F im Vergleich mit D). In twi-RNAi-Embryonen kann Tc-Delta nur schwach in einer
posterioren Doméne und im anterior querverlaufenden Streifen detektiert werden (E). G-I: Elongierte
Keimstreif-Embryonen; im Wt-Embryo wird Tc-Delta in den Neuroblasten exprimiert (G). Diese
Expression ist ebenfalls in twi- und sna-RNAi-Embryonen nachweisbar (H,I).

In Keimstreif-Embryonen wird Tc-Delta in proneuralen Clustern exprimiert, wo es
wahrscheinlich, wie aus Drosophila bekannt (Cabrera 1990), die laterale Inhibition, die zu
einzelner Neuroblastenbildung fiihrt, reguliert (Abb.12G). Tc-Delta wird auch in twi- sowie
sna-RNAi-Embryonen in diesem Muster exprimiert (Abb.12H, I).
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3.3.4.3. Tc-rhomboid und Tc-EGFR in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Ferner wurde die Expression des neuroektodermalen Genes Tc-rho in twi- und sna-RNAi-
Embryonen untersucht. In gastrulierenden Wt-Embryonen wird Tc-rho dhnlich wie Tc-sim in
zweil lateralen Streifen und am posterioren Pol exprimiert (Abb.13A). In Keimstreif-
Embryonen kann Tc-rho entlang der Mittellinie in einem segmentalen Muster detektiert
werden (Abb.13E). Tc-rho zeigt ebenfalls eine expandierte ventrale Expression in twi-RNAi-
Embryonen (Abb.13B). Auch die Expression entlang der Mittellinie ist breiter, was einen
konservierten Regulationsmechanismus von sim auf rho bei Tribolium vermuten lésst. Tc-
sna-RNAi-Embryonen zeigen eine zu Tc-sim- dhnliche Tc-rho-Expression mit einer
expandierten, schwachen Expression in posterioren Regionen gastrulierender Embryonen
(Abb.13C). Eine schwache Expression entlang der Mittellinie von Keimstreif-Embryonen ist
ebenfalls detektierbar (Abb.13G). Als weitere Kontrolle wurde die Tc-rho-Expression in
twi+sna-RNAi-Embryonen untersucht. Hier erhdlt man ebenfalls das gleiche Ergebnis wie in
twi-RNAi-Embryonen (Abb.13D,H).

B rho'B rha rho D rho
L. R
: -
wt twi RNAI sna RNAi1 twi+sna RMNAI
E " rhoF rho (G rhoH rho
\ & . 3 4
I! =
: wt twi lei sna RNAi twi+sna RNA]

Abb.13: Die Tc-rho-Expression ist mit der von Tc-sim in twi-, sna- und twi+sna-RNAi-Embryonen
vergleichbar

A-D: Ventralansichten gastrulierender Embryonen. Im Wt wird Tc-rho in zwei lateralen Streifen und am
posterioren Pol exprimiert (A). Diese Expression ist in twi- sowie twi+sna-RNAi-Embryonen in ventrale
Regionen expandiert (B,D). In sna-RNAi-Embryonen ist Tc-rho posterior schwach und expandiert
nachweisbar (C). E-H: Tc-rho-Expression in Keimstreif-Embryonen: Im Wt-Embryo wird Tc-rho in einem
segmentalen Muster entlang der Mittelellinie exprimiert (E). Diese Expression ist in twi- sowie twi+sha-
RNAi-Embryonen breiter (F,H), wéahrend Tc-rho in sna-RNAi-Embryonen nur schwach entlang der
Mittellinie zu detektieren ist (G).

Bei Drosophila geht die rho-Expression sehr pridzise der von aktivierter MAPK
(MAPKinase), welche von EGFR aktiviert wird, voraus (Gabay et al., 1997). Ektopische
Expression von rho fiihrt zur korrespondierenden EGFR-AKktivitdt, was andeutet, dass Rho ein

limitierender Faktor in der EGFR-Aktivierung ist (Sturtevant et al., 1993; Golembo et al.,
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1996; Shilo 2003). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Rho, durch die Spaltung der EGF-
Signalweg-Komponenten Star und Spitz, den EGF-Signalweg kontrolliert und reguliert,
allerdings scheinen auch weitere Mechanismen an der wichtigen Kontrolle des EGF-
Signalweges beteiligt zu sein (Tsruya et al., 2007).

Tc-MAPK-Aktivitdt ist in gastrulierenden Wt-Embryonen in zwei lateralen Doménen, am
posterioren Pol und am Rand des Serosafensters, detektierbar. Allerdings zeigt sich eine, im
Vergleich mit der Tc-rho Expression, breitere anteriore Doméne dieser Streifen (Abb.14A). In
Keimstreif-Embryonen ist Tc-MAPK in ventralen epidermalen Zellen aktiv (Abb.14D). In
twi-RNAi-Embryonen sind hochste Tc-MAPK-Konzentrationen ebenfalls lateral in zwei
Streifen detektierbar (Abb.14B). Dies schlieBt eine direkte regulatorische Funktion von Tc-
rho, welches in twi-RNAi-Embryonen expandiert (Abb.13B), aus und ldsst somit einen

Unterschied zum EGF-Regulationsmechanismus bei Drosophila vermuten.

> MAPEDB
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active MAPE - active MAPKE active MAPK

Wt twist snail RNAi

Abb.14: Tc-MAPK folgt nicht der Tc-rho-Expression

Tc-MAPK-Antikorperfiarbung

A-C: Ventralansicht gastrulierender Embryonen. Im Wt ist Tc-MAPK neben der Serosa und am posterioren
Pol, in zwei lateralen Doménen, welche anterior auffichern, aktiv (A). In twi-RNAi-Embryonen sind hochste
Tc-MAPK-Konzentrationen ebenfalls in zwei lateralen Streifen, die allerdings schmaler als im Wt-Embryo
ausfallen, detektierbar. (B). In sna-RNAi-Embryonen ist Tc-MAPK sehr schwach posterior zu detektieren.
D-F: Mittlere Keimstreifstadien; im Wt erfolgt Tc-MAPK-Aktivitit in zwei ventralen, epidermalen
Zellreihen. (D). Diese Aktivitit ist auch in twi-RNAi-Embryonen zu detektieren, allerdings mit groBerem
Abstand zwischen den ventralen Doménen (E). In sna-RNAi-Embryonen ist schwache Tc-MAPK-Aktivitét in
den ventralen Zellreihen detektierbar (F).

Auch im Keimstreifstadium von twi-RNAi-Embryonen scheint Tc-MAPK die verbreiterte
Mittellinie zu flankieren (Abb.14E). Gastrulierende Sna-RNAi-Embryonen zeigen eine
schwache posteriore Tc-MAPK-Aktivitit (Abb.14C), die in jungen Keimstreif-Embryonen
starker wird. Eine schwache Aktivitét in den ventralen Zellreihen ist detektierbar (Abb.14F).
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3.3.4.4. Tc-vnd in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Bei Drosophila ist EGFR eine Schliisselkomponente verschiedenster Entwicklungsvorginge,
zu denen auch die Musterbildung im Neuroektoderm gehort (Shilo 2003). Das ZNS von
Drosophila entwickelt sich aus drei lateralen Domédnen neuroektodermaler Zellen entlang der
DV-Achse, welche durch die Expression von drei Homeobox Proteinen (kodiert von den
sogenannten ,,columnar“-Genen) definiert werden. Drosophila-vnd wird in der medialen
Domine exprimiert, wobei seine Expression von EGFR aufrechterhalten wird (Gabay et al.,
1996; von Ohlen und Doe 2000; Shilo 2003; Zhao et al., 2007). Die friihe Aktivierung von
vnd geschieht durch Dorsal und Twi, wobei Sna vnd im prospektiven Mesoderm reprimiert
(Ip et al., 1992; Kasai et al., 1992; Mellerick und Nirenberg 1995). Sim wirkt indirekt als
Repressor auf vnd, wodurch dessen ventrale Expression begrenzt wird (Estes et al., 2001).

Fiir Tribolium konnte gezeigt werden, dass das Tc-vnd-Expressionsmuster dem von Tc-EGFR
folgt (Wheeler et al., 2005) (siehe auch Abb.15A,B). Daher wurde auf eine konservierte Rolle

dieser Faktoren, wéihrend der Bildung neuraler Vorlduferzellen, geschlossen.

Abb.15: Tc-vnd und Tc-MAPK werden in Gberlappenden Doménen exprimiert

Tc-vnd-in situ, Tc-MAPK-Antikorperfarbung

A: Die Tc-vnd-Erstexpression im differenzierten Blastoderm erfolgt in zwei lateralen Doménen. B: Tc-
MAPK ist, neben der anterioren Serosa, ebenfalls in lateralen Doménen aktiv.

Die erste Expression von Tc-vnd, wie auch die Aktivitdt von Tc-MAPK kann, im Gegensatz
zu den ventralen Expressionsdoméne von Tc-rho, Tc-sim und Tc-Delta im Blastoderm, erst zu
Beginn der Gastrulation in zwei lateralen Streifen detektiert werden (Abb.15A). Eine
Erstaktivierung von Tc-vnd durch Tc-Dorsal ist daher unwahrscheinlich, da Tc-Dorsal in
diesem Stadium nicht mehr in den Zellkernen vorhanden ist (Chen et al., 2000).

In gastrulierenden Embryonen wird Tc-vnd in zwei lateralen Streifen und in den Kopflappen
exprimiert (Abb.16A). In Keimstreif-Embryonen kann Tc-vnd entlang der medialen,
neuroektodermalen Doménen detektiert werden, welche die Mittellinie flankieren (Abb.16D).

In gastrulierenden twi-RNAi-Embryonen zeigt Tc-vnd eine Expansion seiner Expression in
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ventrale Regionen (Abb.16B). Wie Tc-MAPK, wird auch Tc-vnd lateral von der verbreiterten
Mittellinie dieser Embryonen exprimiert, wodurch ein groflerer Abstand zwischen den zwei
Doménen entsteht (Abb.16E). In sna-RNAi-Embryonen wird Tc-vnd vergleichbar mit Tc-
MAPK sehr schwach in den lateralen posterioren Domédnen gastrulierender Embryonen
exprimiert (Abb.16C). In Keimstreif-Embryonen ist ebenfalls eine schwache laterale
Expression zu erkennen (Abb.16F), was auch hier mit der beschriebenen Tc-MAPK-Aktivitit
in sna-RNAi-Embryonen (Abb.14F) iibereinstimmt.
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Abb.16: Tc-vnd zeigt &hnliche Expressionsdoménen wie Tc-MAPK in twi- und shna-RNAi-Embryonen
Tc-vnd-in situ

A-C: gastrulierende Embryonen in Ventralansicht. Im Wt wird Tc-vnd in zwei lateralen Doménen und in den
Kopflappen exprimiert (A). In twi-RNAi-Embryonen ist eine ektopische ventrale Tc-vnd-Expression
detektierbar (B). In sna-RNAi-Embryonen wird Tc-vnd nur sehr schwach posterior exprimiert (C).

D-F: Tc-vnd-Expression in Keimstreif-Embryonen in Ventralansicht. Im Wt erfolgt die Tc-vnd-Expression in
den beiden medialen Doménen des Neuroektoderms (D). Diese Expressionsdoménen sind, allerdings mit
groferem Abstand voneinander, ebenfalls in twi-RNAi-Embryonen vorhanden. (E) In sna-RNAi-Embryonen
wird Tc-vnd schwach in den medialen neuroektodermalen Doménen exprimiert (F).
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3.1.4.5. Die Entwicklung des Nervensystems in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Die ,,columnar®“-Gene kontrollieren zusammen mit den Segmentpolarititsgenen die
Formierung und die Musterbildung der neuralen Vorlduferzellen des ZNS bei Drosophila
(Skeath et al., 1994; Chu et al., 1998; Bhat 1999; Postigo et al., 1999). In diesen proneuralen
Clustern werden die achaete-scute (ac/sc)-Gene exprimiert, die diesen Zellen das neurale
Potential verleihen.

Auch bei Tribolium wird das ac/as-Gen Tc-ASH in proneuralen Clustern exprimiert (Wheeler
et al., 2003). Tc-ASH wurde als Markergen in twi- und sna-RNAi-Embryonen benutzt, um bei
Tribolium zu tberpriifen, ob das Mesoderm einen Einfluss auf neurales Gewebe nehmen
kann, wie es in Vertebraten beobachtet wurde (Spemann 1938; Gurdon 1987). Fiir Drosophila
konnte gezeigt werden, dass Neuroblasten auch in twi-Mutanten delaminieren und somit das
Mesoderm nicht fiir ihre Differenzierung notig ist (Leptin 1991). Auch in Abwesenheit aller
drei Mitglieder der Drosophila-Sna-Familie verlaufen die ersten Wellen der
Neuroblastendelamination normal (Ashraf et al., 1999). Drosophila-twi- und twi/sna-

Mutanten zeigen mehr Neuroblasten entlang der Mittellinie als der Wt (Rao et al., 1991).

wt twi RMNA1L sna RMA1L

Abb.17: Das Nervensystem wird in twi- und sna-RNAi-Embryonen gebildet

Tc-ASH- und Tc-elav-in situ

A-C: VergroBerung der thorakalen Region von Keimstreif-Embryonen. Tc-ASH wird in den neuronalen
Vorlauferzellen exprimiert (A). In twi-RNAi-Embryonen hat sich die Anzahl neuronaler Vorlduferzellen
entlang der Mittellinie teiweise verdoppelt (Stern). In sna-RNAi-Embryonen unterscheidet sich die Tc-ASH-
Expression nicht vom Wt-Embryo (C). D-F: Tc-elav wird im ventralen Nervenstrang exprimiert, in twi- und
sna-RNAi-Embryonen ist die ventrale Konnektivitit gestort.
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Tc-ASH ist in den neuronalen Vorlduferzellen sowie in einem anterioren, ektodermalen
Streifen jedes Segmentes exprimiert (Abb.17A). Auch in twi- und sna-RNAi-Embryonen ist
Tc-ASH in diesem Muster exprimiert (Abb.17B,C), wobei sich in twi-RNAi-Embryonen mehr
Neuroblasten entlang der Mittellinie bilden (Abb.17B,Stern), was mdoglicherweise mit der
breiteren Mittellinie in diesen Embryonen begriindet werden kann. In sna-RNAi-Embryonen
wird Tc-ASH wildtypisch exprimiert, obwohl die Tc-vnd-Expression in sna-RNAi-Embryonen
schwiécher als im Wt-Embryo ausféllt (Abb.16F). Hier ist es zum Einen mdglich, dass Tc-ind
(auch ein ,,columnar“-Gen spezifisch fiir die intermediale Doméne), welches von Tc-vnd im
Wt reprimiert -und nicht nur von Tc-EGFR reguliert- wird (Wheeler et al., 2005), mehr
Einfluss gewinnt und die nur schwache Tc-vnd-Expression ausgleicht. Zum Anderen ist es an
dieser Stelle wichtig, die wiederkehrende Tc-sna-Expression in den Zellen des ZNS von sna-
RNAi-Embryonen zu beachten, die ebenfalls einen Einfluss auf die Neuroblastenbildung
haben kann.

Um Einblick in spétere Stadien der ZNS-Entwicklung zu erlangen, wurde der ventrale
Nervenstrang durch die Expression von Tc-elav markiert (Tc-Glean 14015) (Abb.17D).
Nervenstriange entstehen aus sich teilenden, delaminierenden Neuroblasten, die sich zwischen
Neuroektoderm und das invaginierte Mesoderm bewegt haben. Auch in twi- und sna-RNAi-
Embryonen wird der ventrale Nervenstrang gebildet, allerdings kommt es hier zu einer
ventralen Liicke in dem sonst ventral verbundenen Nervenstrang (Abb.17E,F).

Bei Tribolium erfolgt die Bildung des ZNS also unabhéngig vom Mesoderm.

Die breitere Mittellinie in twi-RNAi-Embryonen scheint einen Einfluss auf die Morphologie

des ventralen Nervenstranges zu haben.

3.1.4.6. Tc-sog in twi- und sna-RNAi-Embryonen

Ein weiteres, bei Drosophila lateral exprimiertes Gen ist sog. Drosophila-sog ist fiir die
Spezifizierung der ventralen Epidermis und des Nervensystems zustindig und wird im
Blastoderm ebenfalls von Sna im prospektiven Mesoderm reprimiert (Francois et al., 1994).
Wihrend bei Drosophila nur brinker/sog Doppelmutanten zum Verlust des Neuroektoderms
fithren (Jazwinska et al., 1999), wird bei Verlust von Tc-sog bei Tribolium keinerlei ZNS
gebildet (van der Zee et al., 2006). Tc-sog wird im Blastoderm ebenfalls in einer ventralen
Domine exprimiert, die allerdings vor allem anterior breiter ausfillt, als bei den bisher
beschriebenen Genen (Abb.18A). In twi- und sna-RNAi-Embryonen bleibt diese ventrale
Expression erhalten (Abb.18B,C).
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Zu Beginn der Elongationsphase wird Tc-sog im ventralen Ektoderm und in der
Wachstumszone exprimiert (Abb.18D). Diese Expression bleibt sowohl in twi- als auch in
sna-RNAi-Embryonen erhalten (Abb.18E,F). Aufgrund der fehlenden inneren Schicht von
twi-RNAi-Embryonen muss Tc-sog hier in der &ufBleren, epithelialen Schicht der
Wachstumszone exprimiert werden (Abb.18E).

Tc-Twi und Tc-Sna scheinen somit keinen direkten Einfluss auf Tc-sog zu nehmen, was eine
groBere Unabhéngigkeit des Tc-Sog/Dpp-Systems gegeniiber der von Tc-Dorsal etablierten
DV-Musterbildung untermauert. Auch in A. gambiae konnte gezeigt werden, dass Ag-S0g in
den frithen Stadien ventral exprimiert wird (Goltsev et al., 2007). Die Untersuchung der
regulatorischen Region von Ag-sog hat auBlerdem gezeigt, dass diese niederaffine Dorsal-
Bindestellen beinhaltet, die vergleichbar mit denen von twi und sna sind und dadurch nur von
den hochsten Dorsal Konzentrationen aktiviert werden. Des Weiteren konnten keine

Repressor-Bindestellen fiir Sna identifiziert werden (Goltsev et al., 2007).

Y sog B sag C soy

Abb.18: Tc-sog-Expression erfolgt unaghangig von Tc-twi und Tc-sna

Tc-sog-in situ

A-C: Tc-sog wird in einer ventralen Domine, die sich nach anterior verbreitert, im Blastoderm von Wt-
Embryonen sowie twi- und sna-RNAi-Embryonen exprimiert.

D-F: Tc-sog-Expression im ventralen Ektoderm und der Wachstumszone frither Keimstreif-Embryonen (E).
In twi-RNAi-Embryonen wird Tc-s0g nur in der duleren Schicht der Wachstumszone exprimiert.

3.1.4.7. Tc-cactus und Tc-Dorsal in twi-RNAI-Embryonen
Da weder Tc-twi noch Tc-sna als Aktivatoren der in twi-RNAi-Embryonen expandiert
exprimierten Genen Tc-sim und Tc-rho (Abb.10B,13B) in Frage kommen, wurde nach

anderen Faktoren gesucht, die in diesem Prozess eine Rolle spielen konnten. Interessant ist die
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Beobachtung, dass der Tc-Dorsal Inhibitor Tc-cactus, auch noch nach dem Verschwinden von
Tc-Dorsal im differenzierten Blastoderm exprimiert wird (Nunes da Fonseca et al., 2008)
Somit bleibt die Tc-cactus-Expression unabhéngig von Tc-Dorsal erhalten. Da Tc-cactus in
diesem Stadium, wie auch in gastrulierenden Embryonen (Abb.19A), eine mit Tc-twi
iiberlappende Expression zeigt (vergleiche Abb.4C), wurde die Tc-cactus-Expression in twi-

RNAi-Embryonen untersucht.

A cactusB cactusC cactus

twist RNAi snail RNAi

Abb.19: Tc-cactus-Expression kann in gastrulierenden twi-RNAi-Embryonen nicht detektiert werden
Te-cactus wird in einer ventralen Doméne exprimiert (A). In twi-RNAi-Embryonen ist Tc-cactus kaum noch
detektierbar (B). In sna-RNAi-Embryonen ist die Tc-cactus-Expression posterior stark expandiert (C).

Tc-cactus ist in twi-RNAi-Embryonen kaum zu detektieren, was bedeutet, dass Tc-cactus ein
Zielgen von Tc-twi ist (Abb.19B) (Nunes da Fonseca et al., 2008). In sna-RNAi-Embryonen
ist Tc-cactus exprimiert, wobei eine vergroferte posteriore Expressionsdoméne zu beobachten
ist (Abb.19C). Wie bei Drosophila fungiert Tc-Cactus als Inhibitor von Tc-Dorsal. Ein
Verlust von Tc-cactus resultiert in einer verstidrkten Aufnahme von Tc-Dorsal in dorsale
Kerne (Nunes da Fonseca et al., 2008). Da Tc-twi- die Tc-cactus-Expression wihrend der
Gastrulation aufrechterhilt, ist es denkbar, dass Tc-Twi die Tc-Dorsal-Kern-Aufnahme tiber
Tc-Cactus kontrolliert. Um dies zu kldren, wurde die Tc-Dorsal-Protein-Verteilung wéhrend
der Gastrulation in twi-RNAi-Embryonen mit der im Wt-Embryo verglichen.

Im Gegensatz zu gastrulierenden Wt-Embryonen, in denen Tc-Dorsal nicht mehr in den
Kernen vorhanden ist zeigen Tc-twi-Embryonen nach wie vor eine ventrale Tc-Dorsal-
Akkumulation in den Kernen (Nunes da Fonseca et al., 2008).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Tc-cactus durch Tc-Twi ndtig ist, um
die Tc-Dorsal Kern-Aufnahme zu terminieren. Tc-Twi ist also fiir den frithen Verlust des Tc-
Dorsal-Gradienten bei Tribolium-Embryonen verantwortlich. Tc-Twi scheint also, neben

seiner aus Drosophila bekannten Rolle als Mesodermdeteminante, eine wichtige Funktion
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beim Ubergang der maternalen zur zygotischen DV-Musterbildungskontrolle bei Tribolium zu
haben.

Tc-Dorsal ist im Blastoderm fiir den ersten ventralen Aktivierungsimpuls von spéter
ventrolateral exprimierten Genen, wie z.B. Tc-sim und Tc-rho, verantwortlich. Es ist also
moglich, dass der langer bestehende ventrale Tc-Dorsal-Gradient in twi-RNAi-Embryonen fiir
die weiter bestehende ventrale Expressionsdomdne von Tc-sim oder auch Tc-rho
verantwortlich sein kann. Diese expandierte Expression wihrend der Gastrulation resultiert in

einer breiteren Mittellinie.
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3.2. Analyse von twi+sog-RNAIi-Embryonen

Bei Drosophila reguliert Dorsal die Expression von ca. 50 Genen entlang der DV-Achse
(Stathopoulos und Levine 2002). Fiir die schnelle Entwicklung von Drosophila ist es
wahrscheinlich vorteilhaft, dass Dorsal sehr friih die Expressionsdomdnen von DV-
Musterbildungsgenen einschriankt (Markstein et al., 2002; Stathopoulos et al., 2002).

Bei Tribolium scheint Tc-Dorsal keine so zentrale Rolle einzunehmen, da Tc-Dorsal schon im
differenzierten Blastoderm nicht mehr in ventralen Kernen akkumuliert ist (Chen et al., 2000).
Des Weiteren existieren weniger direkte Tc-Dorsal Zielgene. Tc-zen und Tc-dpp werden z.B.
nicht von Tc-Dorsal reprimiert (Chen et al., 2000) und Tc-vnd wird vermutlich, aufgrund
seiner erst in der Gastrulation einsetzenden Expression (Abb.15A), unabhingig von Tc-Dorsal
aktiviert. Tc-Toll-RNAi-Embryonen, welche den gleichen Phénotyp wie Tc-dorsal-RNAi-
Embryonen zeigen, bilden weder ZNS noch Mesoderm und verlieren die wildtypische
Polaritdt des Ektoderms. In diesen Embryonen wird ektodermales und extraembryonales
Gewebe entlang der AP-Achse gebildet. Diese ungewohnliche Orientierung ist
wahrscheinlich das Resultat der friihen asymmetrischen Tc-Dpp-Aktivitit entlang der AP-
Achse (Nunes da Fonseca et al., 2008). In Tc-Toll-RNAi-Embryonen wird weder Tc-sog noch
Tc-twi exprimiert (Nunes da Fonseca et al., 2008). Bei Tribolium etabliert Tc-Sog die DV-
Polaritét der Tc-Dpp-Aktivitdt, wohingegen bei Drosophila Dorsal dpp direkt reprimiert (van
der Zee et al., 20006).

Im Gegensatz zu Drosophila, wo der Verlust von sog lediglich zu geringen
Nervensystemdefekten fiihrt, bilden sog-RNAi-Embryonen bei Tribolium kein ZNS und
bestehen nur aus Ektoderm und Mesoderm (van der Zee et al., 2006). In diesen Embryonen
bildet sich zusdtzlich zum wildtypischen dorsalen Ektoderm ebenfalls dorsales Ektoderm
beidseitig der Mittellinie. Sowohl im Ektoderm von Toll- als auch von sog-RNAi-Embryonen
scheint also ein Tc-Dpp-abhidngiger Musterbildungsprozess stattzufinden. Aufgrund der
weniger zentralen Rolle von Dorsal bei Tribolium ist es vorstellbar, dass ein gemeinsamer
Verlust der Tc-Dorsal-Zielgene Tc-twi und Tc-sog zu einem Tc-Toll-RNAi-dhnlichen
Phénotyp fiihrt. Tc-twi-RNAi fiithrt zum Verlust des Mesoderms, und sog-RNAi verhindert
die wildtypische DV-Polaritdt der Tc-Dpp-Aktivitit.

Doppelstringige RNAs von Tc-twi und Tc-sog wurden zusammen injiziert. 48% dieser
Embryonen (n=53) exprimierten weder Tc-twi noch Tc-sog und zeigten einen spezifischen

Phénotyp. Dieser stdrkste Phédnotyp wird im Folgenden beschrieben.
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3.3.1. Tc-pannier in twi+sog-RNAi-Embryonen

Tc-pannier (pnr) ist ein Zielgen von Tc-Dpp und wird ebenfalls im dorsalen Ektoderm
exprimiert (Abb.21A) (van der Zee et al., 2006). In Toll-RNAi-Embryonen kommt es zu einer
periodischen, ringformigen Tc-pnr-Expression entlang der AP-Achse, was auf ein
selbstorganisierendes, in Abwesenheit von Tc-Dorsal wirkendes Musterbildungssystem deutet
(Abb.21B) (Nunes da Fonseca et al., 2008).

In sog-RNAi-Embryonen wird Tc-pnr- wie Tc-dpp-, neben der dorsalen Expression,
beidseitig der Mittellinie exprimiert (Abb.21C) (van der Zee et al., 2006). Dieser Phénotyp
wurde als ,,Doppel-dorsal“-Phinotyp bezeichnet (van der Zee et al., 2006).

In twi+sog-RNAi-Embryonen ist Tc-pnr nur noch in einzelnen Zellgruppen entlang der AP-
Achse detektierbar (Abb.21D). In posterioren Regionen nimmt die Zahl der Tc-pnr
exprimierenden Zellen zu (Abb.21D). Der gemeinsame Verlust von Tc-twi und Tc-sog fiihrt
also weder zu einem Tc-Toll-RNAi &hnlichen Embryonen noch zum ,,Doppel-dorsal“-
Phénotyp von Tc-sog-RNAi-Embryonen. Der Verlust des Mesoderms in twi+sog-RNAi-

Embryonen scheint also Einfluss auf die Dpp-Aktivitit zu nehmen,

A pnrg pnr pnrp pnr
-

Abb.21: Tc-twi+sog-RNAIi-Keimstreif-Embryonen zeigen trotz Verlust von Mesoderm und ZNS einen
anderen Phéanotyp als Toll-RNAi-Embryonen und fihren nicht zum ,,Doppel-dorsal“-Ph&notyp von
s0g-RNAi-Embryonen

Tc-pn- insitu

A-D: Tc-pnr-Expression in Keimstreif-Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Féarbungen (E-H). Tc-
pnr-Expression im dorsalen Ektoderm von Wt-Embryonen (A). In Toll-RNAi Embryonen kommt es zu einer
periodischen ringformigen Tc-pnr-Expression (B). In sog-RNAi-Embryonen wird Tc-pnr neben der
Expression im dorsalen Ektoderm beidseitig der Mittellinie exprimiert (C). In twi+sog-RNAi-Embryonen ist
Tc-pnr nur noch in Zellgruppen entlang der AP-Achse detektierbar (D).

3.3.2. Tc-sna in twi+sog-RNAIi-Embryonen
Als weiteres Markergen fiir twi+sog-RNAi-Embryoen wurde Tc-sna, welches in den

Neuroblasten des ZNS und des peripheren Nervensystems (PNS) exprimiert wird, verwendet
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(Abb.22A). Wie Tc-pnr zeigt auch Tc-sna in Toll-RNAi-Embryonen ein periodisches,
ringféormiges Muster entlang der AP-Achse des Embryos (Abb.22B), wobei diese Zellen dem
dorsalen ZNS zuzuordnen sind (Nunes da Fonseca et al., 2008). Im Gegensatz dazu wird Tc-
sna in twi+sog-RNAi-Embryonen in einzelnen Zellen entlang der AP-Achse exprimiert
(Abb.22D). Da das Tc-sna-Expressionsmuster in den Neuroblasten von twi-RNAi-Embryonen
nicht verdndert ist (Abb.3X), Tc-sna in sog-RNAi-Embryonen aber nur in den Neuroblasten
des PNS zu detektieren ist (van der Zee et al., 2006) (Abb.22C Pfeil), ist es wahrscheinlich,
dass die Tc-sna exprimierenden Zellen von twi+sog-RNAi-Embryonen ebenfalls dem PNS
zuzuordnen sind. Es bestitigt sich erneut, dass twi+sog-RNAi-Embryonen weder den Toll-
RNAIi-Phanotyp mit einer ringférmigen Tc-sna-Expression noch den sog-RNAi-Phénotyp mit

der geordneten Abfolge Tc-sna-exprimierender PNS-Zellen zeigen.

snailB

DAPI G

?}; RMA1 twi+soyg PEIT‘!'.l

Abb.22: Tc-sna in twi+sog-RNAi-Keimstreif-Embryonen zeigt ebenfalls eine andere Expression als in
Toll-und sog-RNAIi-Embryonen

Tc-sna-in situ und in C zusétzlich Engrailed (Eng) Antikorperfarbung

A-D: Tc-sna—Expression in Keimstreif-Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Farbungen (E-H). Tc-
sna wird in den Neuroblasten des ZNS und des PNS im Wt-Embryo exprimiert (A). In Toll-RNAi-Embryonen
wird Tc-sna in einem periodischen, ringformigen Muster exprimiert (B). In twi+sog-RNAi-Embryonen ist Tc-
sna nur in einzelnen Zellen detektierbar (D), welche vermutlich Zellen des PNS entsprechen, da Tc-sna in sog-
RNAi-Embryonen nur in den Zellen des PNS nachweisbar ist (C, Pfeil).

3.2.3. Tc-sim in twi+sog-RNAi-Embryonen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tc-Dorsal in twi-RNAi-Embryonen ldnger in den
ventralen Kernen akkumuliert (Abb.20B) und mdglicherweise weiterhin frithe Zielgene wie
Tc-sim und Tc-rho in einer ventralen Doméne aktiviert (Abb.10B,13B). In Keimstreif-
Embryonen werden Tc-sim und Tc-rho in einer breiteren Doméne entlang der Mittellinie

exprimiert (Abb.10F,13F).



3. Ergebnisse 56

Die breitere Tc-sim-Expressionsdoméne entlang der Mittellinie ist auch in twi+sog-RNAi-
Embryonen detektierbar (Abb.23C), wohingegen in Toll-RNAi-Embryonen Tc-sim nicht
exprimiert wird (Abb.23B). Der langer bestehende Tc-Dorsal-Gradient nach einem Tc-twi-
Verlust ist moglicherweise fiir die anhaltende Aktivierung von Tc-sim verantwortlich.

In twi+sog-RNAi-Embryonen ist demnach noch DV-Polaritét vorhanden, die die Bildung von
ektodermalem und extraembryonalem Gewebe entlang der AP-Achse, wie es in Toll-RNAi-

Embryonen auftritt, verhindert.

& sim B sim sim

wt Toll RMNAiL twi+sog RMNAL
DAFI F

Toll RNAi e wi+sog RNAi

Abb.23: In twi+sog-RNAi-Embryonen kommt es zu einer Expansion der Tc-sim-Expression

Tc-sim-in situ

A-C: Tc-sim-Expression in Keimstreif-Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Féarbungen (D-F).
Tc-sim wird im Wt-Embryo entlang der Mittellinie exprimiert (A). In Toll-RNAi-Embryonen ist Tc-sim
(abgesehen von einer schwachen Doméne in der Wachstumszone) nicht detektierbar (B). In twi+sog-RNAi-
Embryonen wird Tc-sim, wie auch in twi-RNAi-Embryonen, in einer breiteren Doméne entlang der
Mittellinie exprimiert.
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3.3. Die Funktion von concertina (cta) bei Tribolium

Um zu verstehen, wie Transkriptionsfaktoren einen Entwicklungsvorgang, wie z.B. den
Invaginationsprozess steuern, ist es notwendig jene Zielgene zu kennen, die letztendlich fiir
Zellformveranderungen verantwortlich sind. Bei Drosophila agieren die twi-Zielgene T48 und
folded gastrulation (fog) in parallelen Signalwegen, um eine Umordnung des Zytoskelettes in
ventralen Zellen zu organisieren (Kolsch et al., 2007). Drosophila-Fog agiert dabei im
gleichen Signalweg wie Concertina (Cta), denn beide Mutationen fithren zu unorganisierten
Zellformveridnderungen in der Ventralfurche und in der posterioren Mitteldarminvagination
(Parks und Wieschaus 1991; Costa et al., 1994).

Ventrale, invaginierende Zellen zeigen bei Tribolium eine ungleichméBigere Struktur im
Vergleich als bei Drosophila. Sie zeigen Ahnlichkeit zu Drosophila-fog-Mutanten zu
vergleichen (Handel et al., 2005; Goltsev et al., 2007).

Um zu iberpriifen, inwieweit die o.g. Gene und ihre Funktionen wihrend der
Ventralfurchenbildung bei Tribolium konserviert sind, wurde im Tribolium-Genom nach
homologen Sequenzen gesucht. Eine mdgliche, homologe T48-Sequenz konnte identifiziert
werden. Diese zeigte 34% Proteinidentitdt zu Drosophila. Das potentielle Tc-T48 wurde
kloniert (Tc-Glean 15982) und in situ-Farbungen und RNAi-Experimente ausgefiihrt. Es
konnte weder Expression in detektierbaren Mengen festgestellt noch phénotypische
Verianderungen in T48-RNAi-Embryonen beobachtet werden.

Im Tribolium-Genom konnte kein eindeutiges fog-Homolog identifiziert werden.
Interessanterweise konnte auch in der Diptere A. gambiae, welche ebenfalls eine ungeordnete
Mesoderminvagination zeigt, kein fog-Homolog gefunden werden (Goltsev et al., 2007). Die
Autoren weisen darauf hin, dass Fog eine Errungenschaft der héheren Dipteren sein konnte,
um eine schnelle und effiziente Gastrulationsbewegung zu gewihrleisten.

Allerdings fand sich ein cta-Homolog mit 66% Proteinidentitdt bei Tribolium (Tc-
Glean 00634). Dies war unerwartet, da fog und cta bei Drosophila wahrscheinlich im selben
Signalweg operieren. Drosophila-Cta bildet die a-Untereinheit eines G-Proteins, die an einen
bisher nicht identifizierten Rezeptor gekoppelt ist, und Fog konnte den Liganden dieses
Rezeptors reprasentieren (Morize et al., 1998). Es ist moglich, dass Tc-fog bei Tribolium mit
Standardmethoden nicht identifiziert werden konnte oder dass ein anderer Ligand bei

Tribolium vorhanden ist.
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Tc-cta wird ubiquitdr in Wt-Embryonen exprimiert. Tc-cta-dsRNA-Injektionen fiihrten in ca.
78% der analysierten Embryonen (n=98) zu einem starken Phénotyp, der im Folgendem

anhand von Querschnitten analysiert wird.

3.3.1. Die Morphologie von cta-RNAi-Embryonen

Im Gegensatz zu gastrulierenden Wt-Embryonen, in dem die Bildung der Ventralfurche und
das den Embryo iiberdeckende Amnion deutlich zu erkennen ist, zeigen cta-RNAi-
Embryonen, vergleichbaren Stadiums eine schiisselartige Struktur in der posterioren Region
(Abb. 24A,B).

Um diesen Phianotyp besser zu verstehen, wurden Querschnitte an verschiedenen Positionen
entlang der AP-Achse angefertigt. Beim Vergleich thorakaler Schnitte von gastrulierenden
Wt-Embryonen (Abb.24C) und cta-RNAi-Embryonen, zeigt sich in cta-RNAi-Embryonen
zum Einen, dass sich das dorsale Ektoderm nicht nach ventral biegt und zum Anderen, dass
hier ventral internalisierte Zellen vorhanden sind (Abb.24D). Allerdings ist zu diesem
Zeitpunkt keine ventrale Furche in cta-RNAi-Embryonen zu erkennen (Abb.24D).

Apikale Konstriktionen ventraler Zellen sind in einem mittleren Querschnitt gastrulierender
cta-RNAi-Embryonen zu beobachten (Abb.24F). Das Amnion hat sich in diesen Embryonen
nicht iiber das posteriore Ende des Embryos bewegt und verbleibt auf der dorsalen Seite,
wodurch es zur Enstehung der schiisselartigen Struktur kommt. Bemerkenswert ist hier die
Ahnlichkeit mit einem Querschnitt durch einen Drosophila-Embryo wihrend der
Ventralfurchenbildung (siche Abb.1.5B).

Des Weiteren wurden auch Querschnitte durch die Wachstumszone angefertigt, um die
Anordnung der verschiedenen Schichten in cta-RNAi-Embryonen sichtbar zu machen

(Abb.241L]).
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Abb.24: In cta-RNAIi-Embryonen verbleibt das Amnion auf der dorsalen Seite

Membranen wurden mit Phalloidin (rot) und DNA mit DAPI (blau) angefarbt

A,B: Ventralansichten von Embryonen wihrend der Mesoderminternalisation. Wahrend in Wt-Embrxyonen das
Amnion den Embryo ventral in posterioren Regionen iiberdeckt (A), ist in cta-RNAi-Embryonen eine
schiisselartige Struktur in posterioren Regionen zu beobachten. (B). C-J: Querschnitte in verschiedenen
Positionen der Embryonen aus A und B. Das Ektoderm (Ek) bewegt sich im Wt-Embryo nach ventral. Die
ventralen Zellen befinden sich im Invaginationsprozess, wodurch die Ventralfurche (VF) ensteht. (C,
Querschnitt C in B), Das Ektoderm im cta-RNAi-Embryo zeigt keine Ventralbewegung. Ventrale Zellen zeigen
eine mesenchymale Struktur, allerdings ist in dieser Position keine apikale Konstruktion ventraler Zellen
erkennbar (D, Querschnitt D in B). Das Amnion (Am) bedeckt den Wt-Embryo ventral, und die Ventralfurche
befindet sich zwischen dem Ektoderm (E, Querschnitt E in A). Im cta-RNAi-Embryo verbleibt das Amnion
dorsal. Apikale Konstruktion der ventralen Zellen sind detektierbar (F, Querschnitt F in B). In der
Wachstumszone vom Wt-Embryo ist die innere, mesenchymale Schicht (IS) deutlich von der &ufleren,
epithelialen Schicht zu unterscheiden (AS) (G, Querschnitt G in A). Im cta-RNAi-Embryo sind ebenfalls
mesenchymale Zellen der inneren Schicht und epitheliale Zellen der dueren Schicht vorhanden (H, Querschnitt
H in B). Im Gegensatz zum posterioren Ende des Wt-Embryos, wo sich die Keimzellen (Kz) befinden (1), wirkt
dieses im cta-RNAi-Embryo ungeordnet und die Schichten scheinen ineinander verdreht (J, Querschnitt J in B)

Die mesenchymalen Zellen der inneren Schicht sind deutlich zu erkennen (Abb.24H), wobei
in diesem Stadium keine klare Abgrenzung zur duBeren, epithelialen Schicht auf der
Ventralseite zu erkennen ist. Es scheint als seien die Schichten ineinander verdreht, was vor
allem am posterioren Ende des Embryos (Abb.24J) deutlich wird. Das Amnion befindet sich
auf der dorsalen Seite, wobei die Einbuchtung im Epithel nicht klar dem Amnion oder der

duBeren Schicht zuzuordnen ist (Abb.24H).
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Um die Keimzellen in cta-RNAi-Embryonen sichtbar und unterscheidbar von der inneren
Schicht zu machen, wurde in posterioren Querschnitten die Tc-vasa-Expression analysiert. In
Wt-Embryonen, wie auch in cta-RNAi-Embryonen sind deutlich die der inneren Schicht
aufgelagerten Tc-vasa-positiven Keimzellen zu sehen (Abb.25A,B).

4 BNAi

Abb.25: Die Keimzellen von cta-RNAi-Embryonen befinden sich im Inneren des Embryos

Tc-vasa-in situ, Zellmembranen wurden mit Anti-Phospho-Tyrosin (rot) und DNA mit DAPI (blau) angefarbt
A,B: Im Wt-Embryo (A), sowie im cta-RNAi-Embryo (B) sind Keimzellen (KZ), die der inneren Schicht (IS)
auflagern, vorhanden. AS: duBere Schicht; Am: Amnion

Um einen Einblick in spdtere Stadien der Entwicklung von cta-RNAi-Embryonen zu
bekommen, wurden auBBerdem thorakale Querschnitte und longitudinale Schnitte durch die
Wachstumszone junger Keimstreif-Embryonen angefertigt. Wie im Wt-Embryo ist auch im
cta-RNAi-Embryo das vollstindig internalisierte Mesoderm und das darunterliegende
Ektoderm im thorakalen Querschnitt deutlich sichtbar (Abb.26A,B). Ein Tc-cta-Verlust hat
also keine schwerwiegenden Konsequenzen fiir die Mesoderminvagination.

Die Organisation der Wachstumszone ist dahingehend veréndert, dass das Amnion sich nicht
ventral der inneren und duBeren Schicht, sondern immer noch an der dorsalen Position
befindet (Abb.26D). Deutlich sind die mesenchymalen Zellen der inneren Schicht von der
epithelialen Organisation der dufleren Schicht zu unterscheiden, allerdings ist keine eindeutig

epitheliale Schicht unterhalb der mesenchymalen Schicht zu erkennen (Abb.26D).
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Abb.26: Das Mesoderm in cta-RNAi-Keimstreif-Embryonen ist vollstandig invaginiert und die
Wachstumszone besteht aus drei Schichten

Membranen wurden mit Phalloidin (rot) und DNA mit DAPI (blau) angefarbt

Das Mesoderm (Me) in cta-RNAi-Embryonen (B) ist, wie in Wt-Embryonen (A), vollstindig invaginiert und
kann sich auf dem Ektoderm (Ek) ausbreiten. Eine Ventralbewegung des Ektoderms in cta-RNAi-Embryonen,
ist nicht zu beobachten (B). Das Amnion (Am) in der Wachstumszone von cta-RNAi-Embryonen verbleibt
dorsal (D). Die innere Schicht (IS) ist von der duBeren Schicht (AS) zu unterscheiden (D), wobei die
Anordnung gegeniiber der Wachstumszone in Wt-Embryonen (C) veréndert ist.

3.3.2. Expressionsstudien verschiedener Markergene in cta-RNAI-Embryonen

3.3.2.1. Tc-twi in cta-RNAI-Embryonen

Obwohl Drosophila-cta-Mutanten keine normale Ventralfurche ausbilden, exprimieren sie twi
in einem wildtypischen Muster (Parks und Wieschaus 1991). Auch bei Tribolium wird Tc-twi
in cta-RNAi-Embryonen exprimiert (Abb.27). Leichte Anderungen in der Expressionsdoméne
sind auf die beschriecbenen morphologischen Verdnderungen in diesen Embryonen

zuriickzufiihren.
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Abb.27: Die Tc-twi-Expression in cta-RNAi-Embryonen wird durch den Elongationsprozess
beeintrachtigt

Tc-twi-in situ, Embryonen in Ventralansicht gezeigt

A-D: Tc-twi-Expression in gastrulierenden Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Farbungen. Wie
im Wt-Embryo (A), erfolgt die Tc-twi-Expression in cta-RNAi-Embryonen ventral, wobei sie sich weiter
nach posterior erstreckt (C). E-H: Tc-twi-Expression in frithen Keimstreif-Embryonen und ihre
korrespondierenden DAPI-Farbungen. Die segmentale und posteriore Tc-twi-Expression in Wt-Embryonen
(E) bleibt in cta-RNAi-Embryonen erhalten (G), allerdings fallt die Tc-twi-Expressionsdoméne breiter aus.
I-L: Tc-twi-Expression in mittleren Keimstreif-Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Farbungen.
Wihrend der fortschreitenden Elongation reilen cta-RNAi-Embryonen in posterioren Regionen ein (L),
wodurch die segmentale Tc-twi-Expression nicht mehr durchgingig ist. M-P: Tc-twi-Expression in
vollstandig elongierten Keimstreif-Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Féarbungen. Wie bei Wt-
Embryonen (M) verliert die Tc-twi-Expression ihre anteriorventrale Expression in cta-RNAi-Embryonen
(O). Tc-cta-RNAi-Embryonen zeigen ein verdrehtes und gestauchtes Abdomen (P ,vergleiche mit N),
wodurch die Tc-twi-Expression im Abdomen nicht mehr eindeutig in einem segmentalen Muster verlduft

(0).

In einem gastrulierenden Embryo sind sich die ventralen Tc-twi-Expressionsdoménen von
Wt-Embryonen und cta-RNAi-Embryonen sehr dhnlich, nur erstreckt sich die Expression in
cta-RNAi-Embryonen sehr weit nach posterior (Abb.27C,D). Dies ist mit der Expression im
Wt-Blastoderm vergleichbar (Abb.3A). Dies ist ein weiteres Indiz, dass in der posterioren
Region keine Bewegungen stattgefunden haben (Abb.27A-D).

In jungen cta-RNAi-Keimstreif-Embryonen wird Tc-twi in einem segmentalen, wenn auch
breiteren Muster als in Wt-Embryonen exprimiert (Abb.27G, vergleiche mit E). Diese breitere

Expression ist mit der fehlenden Ventralbewegung des Ektoderms zu erkliren, in dessen
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Folge sich die mesodermalen Zellen etwas flacher ausbreiten konnen und nicht wie im Wt-
Embryo, in einer Art ektodermalen Furche liegen (Abb.26A,C).

Im weiteren Verlauf der Keimstreif-Ausstreckung erscheint die posteriore Tc-twi-Expression
in cta-RNAi-Embryonen aufgerissen (Abb.27K). In Abb.27L zeigt sich, dass ventral im
Embryo ein Loch entstanden ist. Dieses Loch ist vermutlich das Resultat starker Spannungen,
die aufgrund des dorsal befindlichen Amnions in cta-RNAi-Embryonen wiahrend der
Keimstreifausstreckung enstehen. Als Folge entwickeln sich zwar elongierte, aber gleichzeitig
abdominal verdrehte Keimstreif-Embryonen (Abb.270,P).

Tc-twi-mRNA-angefarbte Embryonen wurden genutzt, um Querschnitte anzufertigen und so
die Effizienz der Mesoderminternalisierung zwischen Wt-Embryonen und cta-RNAi-
Embryonen zu vergleichen. Dabei zeigt sich, dass die Invagination Tc-twi-exprimierender
Zellen beim Wt-Embryo weiter vorangeschritten ist als beim cta-RNAi-Embryo
(Abb.28A1,B1,). Dies wird besonders deutlich, da der gewihlte cta-RNAi-Embryo einem
dlteren Stadium entspricht (ersichtlich an der schon beginnenden thorakalen, segmentalen Tc-
twi-Expression) (Abb.28B). Querschnitte in posterioren Regionen zeigen eine vollstandige
Invagination Tc-twi exprimierender Zellen, wohingegen im cta-RNAi-Embryo noch eine tiefe
Furche vorhanden ist (Abb.28A2,B2). Des Weiteren zeigt sich im cta-RNAi-Embryo die
fehlende Bewegung des Ektoderms zur ventralen Mittellinie. Der Embryo verbleibt anterior in
einer sehr flachen Form (Abb.28B1). Posterior ist wiederum das dorsal verbleibende Amnion
zu erkennen (Abb.28B2).

Es ist also eine verspitete Ventralfurchenbildung in cta-RNAi-Embryonen zu beobachten,
wobei nicht zu unterscheiden ist, ob diese aus unkoordinierten Zellformverdnderungen
innerhalb der Ventralfurche oder durch die fehlende Bewegung des Amnions und des

Fktoderms nach ventral resultiert.
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Abb.28: Die Invagination Tc-

twi-exprimierender Zellen
verlauft langsamer in cta-RNAI-
Embryonen

Te-twi-in situ

A:Ventralansicht eines Tc-twi-
angefarbten Wt-Embryos
wihrend der
Ventralfurchenbildung. B:

Lateralansicht ~ eines  Tc-twi-
gefiarbten cta-RNAi-Embryos in
einem etwas fortgeschritteneren

L iy, W Stadium als A (ersichtlich an der
< "\“\\\ 30 | beginnenden segmentalen Tc-twi
R i i e\ Expression). Al,B1: Querschnitin
""“--\__ 5 mittleren Regionen der Embr-
- onen us A bzw. B. Im Wt sind Tc-
twi-exprimierende Zellen schon
zum grofBen Teil internalisiert
(Al), wihrend diese Zellen in cta-
RNAi-Embryonen noch an der
ventralen Oberfldche verbleiben
(B1). A2,B2: Querschnitte in
posterioren Regionen der
Embryonen in A und B. Im Wt
wurden Tc-twi-exprimierende
Zellen vollstindig internalisiert
(A2), wihrend in cta-RNAi-
Embryonen noch eine tiefe
Furche vorhanden ist (B2).

3.3.2.2. Tc-pnr- und Tc-iro in cta-RNAI-Embryonen

Tc-pnr wird neben seiner schon beschriebenen Expression im dorsalen Ektoderm, auch im
Amnion und in den Mitteldarmanlagen exprimiert (Berns 2001; van der Zee et al., 2005).

Wie im Wt-Embryo ist auch in einem cta-RNAi-Embryo zu Beginn der Gastrulation, eine
dorsale Tc-pnr-Expression, welche die Amnionanlagen markiert, zu detektieren (Abb.29A,C).
In einem spiteren Stadium, in welchem der Wt-Embryo mit seinem caudalen Ende schon tief
in den Dotter eingesunken ist und ventral vom Tc-pnr gefirbten Amnion bedeckt ist, ist im
cta-RNAi-Embryo eines vergleichbaren Stadiums, nur die posteriore Tc-pnr-Expression, vom
dorsal verbliebenen Amnion zu detektieren (Abb.29E-H). Der posteriore Teil des Embryos
verbleibt also in einem fritheren Stadium.

In mittleren Keimstreif-Stadien wird Tc-pnr im dorsalen Ektoderm und den anterioren und
posterioren Mitteldarmanlagen exprimiert (Abb.291) (Berns 2001). Die anteriore wie auch
posteriore Tc-pnr-Expression ist ebenfalls in cta-RNAi-Embryonen nachweisbar (Abb.29K).
Da das Amnion nicht iiber den Embryo gewandert ist, bildet die Tc-pnr-Expression eine
Umrandung um die posteriore, schiisselartige Struktur (Abb.29K,L). Der Keimstreif

verlangert sich zwar in cta-RNAi-Embryonen, allerdings reifit dieser in posterioren Regionen
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ein, wodurch der weitere Wachstumsprozess gestort wird und die abdominalen Bereiche

gestaucht werden (Abb.29L,0,P). Im ausgestreckten Wt-Keimstreif-Embryo ist nach erfolgter

Mitteldarminvagination keine Tc-pnr-Expression mehr in der posterioren Mitteldarmanlage
detektierbar(Abb.29M) In cta-RNAi-Embryonen ist es aufgrund des verdrehten und
gestauchten Abdomens in Keimstreif-Embryonen nicht eindeutig feststellbar, ob Tc-pnr noch

in der posterioren Mitteldarmanlage exprimiert wird (Abb.29M,0).

cta RNAL

Abb.29: In cta-RNAIi-Embryonen verbleibt das Amnion dorsal

Tc-pnr-in situ

A-D: Tc-pnr-Expression zu Beginn der Gastrulation und die korrespondierenden DAPI-Féarbungen. Wie im
Wt (A), markiert Tc-pnr in cta-RNAi-Embryonen dorsal das zukiinftige Amnion (C). E-H: Tc-pnr-
Expression in gastrulierenden Embryonen und die korrespondierenden DAPI-Féarbungen. In Wt-Embryonen
(Ventral-/Lateralansicht) ist deutlich die Tc-pnr-Farbung im, den Embryo ventral bedeckenden, Amnion
ersichtlich (E,F), wihrend in cta-RNAi-Embryonen (Ventralansicht) nur eine posteriore Tc-pnr-Expression,
im dorsal verbliebenen Amnion, zu detektieren ist (G,H). I-L: Tc-pnr-Expression in elongierenden
Keimstreif-Embryonen und die korrespondierenden DAPI-Farbungen,. Im Wt-Embryo wird Tc-pnr in der
anterioren und posterioren Mitteldarmanlage exprimiert (I). In cta-RNAi-Embryonen sind ebenfalls eine
anteriore und posteriore Expressionsdoméne von Tc-pnr vorhanden. Das dorsale Ektoderm umrandet die
posteriore, schiisselartige Struktur (K,L). M-O: Tc-pnr-Expression in ausgestreckten Wt-Keimstreif-
Embryonen und die korrespondierenden DAPI-Féarbungen,. Im Wt-Embryo ist Tc-pnr-Expression nur im
dorsalen Ektoderm detektierbar, da die posteriore Mitteldarmanlage vollstindig invaginiert ist (M). In cta-
RNAi-Embryonen ist nicht eindeutig Tc-pnr-Expression in der posterioren Mitteldarmanlage detektierbar
(0), da das Abdomen gestaucht und verdreht ist (P).
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Ferner wurde die Expression von Tc-iroquois (Tc-iro) in cta-RNAi-Embryonen analysiert. Tc-
iro bietet neben, seiner Expression in Amnion und dorsalem Ektoderm, den Vorteil einer
segmentalen Expression. Wie Tc-pnr wird Tc-iro im ventral gelegenen Amnion in
gastrulierenden Wt-Embryonen exprimiert (Abb.30A). In cta-RNAi-Embryonen kann Tc-iro
nicht in dieser Region detektiert werden (Abb.30C).

Im Keimstreif-Stadium wird Tc-iro in cta-RNAi-Embryonen zunéchst in einem segmentalen
Muster exprimiert, was auf eine wildtypische Segmentbildung wihrend der Elongationsphase
in cta-RNAi-Embryonen schlieBen lidsst (Abb.30G). Allerdings sind vollstindig elongierte
cta-RNAi-Embryonen abdominal ineinander verdreht (Abb.30L), wodurch eine segmentale
Expression schwierig zu detektieren ist.

Die Initiirung der Segmentbildung wihrend der Elongation scheint ohne die geordnete Anlage
der drei Schichten der Wachstumszone, wie in cta-RNAi-Embryonen (vergleiche Abb.26D)
moglich zu sein. Man kann jedoch nicht eindeutig feststellen, ob die posterioren Segmente

gebildet werden.

Abb. 30: Die Initiierung der Segmentbildung ist in cta-RNAi-Embryonen nicht beeintrachtigt

Tc-iro-in situ

A-D: Tc-iro-Expression in gastrulierenden Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI-Farbungen. In
Ventralansicht; Tc-iro wird im anterioren und posterioren Amnion exprimiert (A,B). In cta-RNAi-Embryonen
bestitigt sich die fehlende Bewegung des Amnions iiber den posterioren Embryo (C). E-G: Elongierende
Embryonen in Ventralansicht; E: Tc-iro wird ebenfalls in einem segmentalen Muster exprimiert. G: Auch in
cta-RNAi-Embryonen erfolgt diese segmentale Expression (G). I-K: In elongierten Keimstreif-Embryonen ist
die segmentale Tc-iro-Expression sowie die Expression im dorsalen Ektoderm im Wt sowie in cta-RNAi-
Embryonen vorhanden. Aufgrund des gestauchten und verdrehten Abdomens von cta-RNAi-Embryonen ist es
schwierig zu beurteilen, inwieweit die Segmentierung im Abdomen normal verlauft (K).
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3.3.2.3. Tc-zerknllt (zen) in cta-RNAi-Embryonen

Im Wt-Embryo bewegen sich Amnion und Serosa gemeinsam iiber den Embryo (Handel et
al., 2000). Die Lokalisation der Serosa in cta-RNAi-Embryonen wurde mittels des Serosa-
Markergens Tc-zen beobachtet (van der Zee et al., 2005).

Die Serosa verbleibt in gastrulierenden Tc-cta-RNAi-Embryonen an ihrem anteriordorsalen
Anlageort (Abb.31B,D) und bedeckt nicht, wie in gastrulierenden Wt-Embryonen
(Abb.31A,C), fast den gesamten Embryo.

A Zé‘ B Zetl
Serosa Serosa

DAPI

Abb.31: In cta-RNAIi-Embryonen verbleit die Serosa an ihrem anteriordorsalen Anlageort

Tc-zen- in situ

A-D: Tc-zen-Expression in gastrulierenden Embryonen und ihre korrespondierenden DAPI Féarbungen. In Wt-
Embryonen wird Tc-zen in der gesamten Serosa, welche den Embryo fast vollstindig bedeckt, exprimiert
(A,C). In cta-RNAi-Embryonen verbleibt die Serosa in der anteriordorsalen Position und bewegt sich nicht
iiber den Embryo (B), obwohl sich der Embryo schon in der Gastrulationsphase befindet (D, optische Ebene
gegeniiber B verdndert).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein weiterer Punkt zum Verstindnis der DV-Musterbildung bei
Tribolium bearbeitet. Dabei lag der Fokus in der funktionellen Analyse der aus Drosophila
bekannten Dorsal-Zielgene twi und sna. Neben der Analyse ihrer Rolle wihrend der
Mesoderminternalisierung, wurden auch die Auswirkungen eines Tc-twi- und Tc-sna-
Verlustes auf andere, entlang der DV-Achse exprimierte Gene, untersucht. Dies soll zu einem
besseren Einblick in das zygotisch kontrollierte DV-Musterbildungssystem nach dem
Verschwinden des Tc-Dorsal-Gradienten, fiihren.

Auf der Suche nach bekannten Genen aus Drosophila, welche an der Etablierung von
Zellforminderungen wihrend der Ventralfurchenbildung beteiligt sind, konnte Tc-cta
identifiziert werden. Tc-cta-RNAi-Embryonen zeigen dabei einen neuen Phénotyp, welcher

auf die fehlende Bewegung des Amnions zuriickzufiihren ist.

4.1. Die Funktionen von Tc-twi und Tc-sna wahrend der Mesoderminternalisierung

Wie bei Drosophila, formen auch Tribolium twi- und sna-RNAi-Embryonen keine
wildtypische Ventralfurche. Dennoch treten signifikante Unterschiede auf. Erstens ist die
Situation von twi-RNAi-Embryonen mit der von twi+sna-Doppelmutanten bei Drosophila
vergleichbar, da Tc-sna in frithen Stadien absolut abhéngig von Tc-twi ist. Bei Drosophila
Doppelmutanten, wie auch in twi-RNAi-Embryonen sind keinerlei mesodermspezifische
Zellmorphologiednderungen, die zu einer Internalisierung fithren konnten, sichtbar (Abb.5B).
Diese Beobachtung trifft ebenfalls fiir die Wachstumszone zu, in welcher die innere
mesenchymale Schicht in twi-RNAi-Embryonen, nicht vorhanden ist (Abb.6B). Somit
entwickeln twi-RNAi-Embryonen kein Mesoderm und sterben am Ende der Embryogenese.
Da Tc-twi in sna-RNAi-Embryonen exprimiert wird (Abb.3B,D), kdnnten alle beobachtenden
Zellformveranderungen in  sna-RNAi-Embryonen auf die Funktion von Tc-twi
zuriickzufiihren sein. Die ventral gelegene Zellmasse in sna-RNAi-Embryonen besitzt
mesenchymale Struktur (Abb.5C), was eine Funktion von Tc-twi im Ubergang der
epithelialen zur mesenchymalen Struktur nahe legt. ChIP-on-chip Experimente, verbunden
mit Analysen der Bioinformatik, haben bei Drosophila zur Identifizierung einer hohen Anzahl
Twi-regulierter Gene, welche fiir Prozesse wie Zellproliferation, Morphogenese und
Zellmigration benétigt werden, gefiihrt (Sandmann et al., 2007). Twi scheint ein wichtiger
Integrations- und Kontrollpunkt im gesamten Prozess der Mesodermentwicklung zu sein,

wobei es aktivierende und reprimierende Eigenschaften kombiniert. Die Autoren postulieren,
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dass Twi dem Mesoderm eine pluripotente Kompetenz verleiht, um eine schnelle
Spezifizierung zu durchlaufen und so den rapiden Entwicklungsvorgang von Drosophila zu
gewdhrleisten. Es ist also durchaus moglich, dass Twi auch schon in basaleren Insekten, wie
Tribolium, Vorginge wie EMT, Zellproliferation und Migration steuert. Gerade der frithe
Verlust von Tc-Dorsal bedarf zygotischer Gene, wie Tc-twi, welche die Steuerung einer

Entwicklungskaskade iibernehmen.

Tc-Twi allein scheint {iber die Kompetenz zu verfiigen, eine, wenn auch verspitete
Konstriktion ventraler Zellen in sna-RNAi-Embryonen, zu initiieren (Abb.5I), die zur
Mesoderminternalisierung fiihrt. Auch bei Drosophila konnte gezeigt werden, dass
prospektive mesodermale Zellen, trotz ungeordneter Zellformverdnderungen, internalisiert
werden (Seher und Leptin 2000). Ebenfalls konnte die Abtragung flaschenférmiger Zellen in
Xenopus die Internalisierung der mesodermalen Schicht nicht verhindern (Keller 1981).
Somit kdnnten Prozesse, wie apikale Konstriktion und die epitheliale Einbuchtung, in erster
Linie dazu dienen, prospektiv mesodermale Zellen, in eine gute Startposition fiir die weitere
Entwicklung zu bringen (Leptin 2005).

Dies liefert eine Erkldrung fiir die anscheinend normal ablaufende Migration mesodermaler
Zellen in sna-RNAi-Embryonen liefern, da spite mesodermale Marker wildtypisch exprimiert
werden (Abb.7C,F,I). Tc-twi wird in sna-RNAi-Embryonen, bis auf eine vergroBerte
posteriore Doméne, wildtypisch exprimiert und kann als moglicher Hauptregulator der
gesamten  Mesodermentwicklung  bei  Tribolium  ausreichend fiir die spitere
Mesodermmigration sein. Dies steht im Kontrast zu Drosophila-sna-Mutanten, in denen keine
Expression von mesodermalen Markern stattfindet (Leptin 1991). Dabei ist aber zu bedenken,
dass Drosophila-twi in sna-Mutanten frither verschwindet als im Wt und sna in spiaten Wt-
Embryonen nicht mehr im Mesoderm exprimiert wird. Dies ldsst eine eher indirekte Rolle von
sna in der Aktivierung Mesodermspezifischer Gene vermuten. (Leptin 1991).

Einen weitereren Hinweis auf die wildtypische Migration mesodermaler Zellen in sna-RNAi
Embroyonen liefert die wildtypische Tc-Fgf8-Expression (Abb.8C). Bei Drosophila dirigiert
der FGF Signalweg mesodermale Zellen in Richtung des Ektoderms, was die effiziente
Ausbreitung des Mesoderms, ermoglicht (Beiman et al., 1996; Gryzik und Muller 2004;
Stathopoulos et al., 2004). Der FGF-Signalweg kann folglich ausreichend fiir eine normale
Migrationsbewegung mesodermaler Zellen bei Tribolium-sna-RNAi-Embryonen sein. Um
dies zu iberpriifen, miissten sna+Fgf-RNAi-Experimente durchgefiihrt werden. Wéren in

diesen Embryonen keine spdten mesodermalen Derivate vorhanden, wiirde das beweisen, dass
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der FGF-Signalweg fiir die Migration mesenchymaler Zellen in sna-RNAi-Embryonen
ausreichend ist.

Der, trotz gestorter Invaginationsbewegung, normal ablaufende Migrationsprozess konnte auf
das hohere regulatorische Potential von primitiveren Insekten zuriickzufithren sein.
Interessant ist dabei, dass hemimetabole Insekten weder eine Ventralfurche bilden noch eine
koordinierte Migrationsbewegung durchfiihren. In diesen Insekten wird eine ungleichmaBige
Zellmasse, durch das Zusammentreffen des Ektoderms entlang der ventralen Mittellinie, in
den Embryo gedriickt (Roth 2004).

Ein dhnlicher Prozess ist in sna-RNAi-Embryonen zu beobachten, wobei allerdings wahrend
der Gastrulation keine vollstindige Abgrenzung der mesenchymalen Zellen vom Epithel zu
beobachten ist. Vielmehr scheint die gesamte ventrale Region einen mesenchymalen
Charakter anzunehmen. Tc-Sna muss also bei Tribolium eine wichtige Rolle in der Anlage
von Gewebegrenzen innehaben. Diese Funktion ist aus Drosophila bekannt, wo Sna an der
Positionierung des Notch-Signales im Mesektoderm beteiligt ist und es so von den anderen
Geweben abgrenzt (Cowden und Levine 2002; Morel et al., 2003). In Ascidien etabliert Sna
die Muskel/Chorda-Grenze (Fujiwara et al., 1998), und in Vertebraten scheint es ebenfalls an
der Unterteilung der mesodermalen Schicht beteiligt zu sein (Thisse et al., 1995; Mayor et al.,
2000).

Tc-sna-RNAi-Embryonen unterscheiden sich zum Wt durch die grofere Anzahl
mesenchymaler Zellen. Besonders deutlich wird dies in der posterioren Region bzw. der
Wachstumszone, da diese breiter als im Wt ist (Abb.5C,L). Dies konnte auf eine erhohte
Zellproliferationsrate hinweisen. Bei Drosophila ist die Blockierung von Zellteilungen
wihrend der Mesoderminvagination abhéngig von sna (Grosshans und Wieschaus 2000).
Auch in Vertebraten konnte gezeigt werden, dass Sna expimierende Bereiche invasiver
Tumoren eine reduzierte Proliferationsrate haben bzw. dass epitheliale Sdugerzellen, nach
einer Transfektion mit Sna, ihre Proliferation reduzieren (Blanco et al., 2002; Vega et al.,
2004).

Bei Tribolium wird die Mitose wihrend der Mesoderminvagination nicht vollstindig
reprimiert, da Zellen sich schon wéhrend der Invagination teilen (Handel et al., 2005).
Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse scheint Tc-Sna die Proliferationsrate innerhalb der
mesenchymalen Zellstruktur zu minimieren.

In der Studie von Sandmann et al. (2007) wurden neue direkte Verbindungen von Drosophila-
Twi mit vielen Schliisselkomponenten des Zellzyklus identifiziert. Es ist also durchaus

moglich, dass Tc-Twi Zellteilungen aktiviert, Tc-Sna diese dann aber limitiert.
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Tc-sna-RNAi-Experimente fiihrten nicht immer zum vollstdndigen Tc-sna-Verlust
(Abb.1bB,D) und es ist moglich, dass nicht der stirkste Phianotyp analysiert wurde. Jedoch ist
Tc-sna-Expression in sna-RNAi-Embryonen vor allem wihrend der ZNS-Entwicklung
detektierbar (Abb.1bD). Man kann davon ausgehen, dass diese spite Expression in den

Neuroblasten kaum Auswirkungen auf die frither stattfindende Invaginationsbewegung hat.

Es lasst sich festhalten, dass Tc-Twi, wie sein Homolog aus Drosophila, der Hauptregulator
der mesodermalen Entwicklung ist und sowohl Einfluss auf das Zellschicksal wie auch die
Morphogenese nimmt. Die frithe Twi-Funktion wéhrend der Mesoderminvagination scheint
also ein phylogenetisch alter Charakter der Insektenembryogense zu sein.

Die Rolle von Tc-Sna in diesen Prozessen ist, wie auch bei Drosophila, schwieriger zu
beurteilen. In  Tribolium scheint Tc-sna keinen direkten Einfluss auf die
Mesodermspezifizierung zu nehmen und vielmehr an morphologischen Prozessen beteiligt zu
sein. Da das Mesoderm aber in den Embryo gelangt, sind diese vermutlich nicht essentiell fiir
die Mesoderminternalisierung. Tc-Sna scheint die Zellproliferation zu kontrollieren und
konnte, wie bei Drosophila gezeigt, fiir die Umorganisation von Zellkontakten nétig sein
(Kolsch et al., 2007). Auch in anderen Organismen, wie z..B. in Mollusken (Lespinet et al.,
2002), der Spinne Achaearanea (Yamazaki et al., 2005) und auch in Vertebraten (Carver et
al., 2001) 1ist Sna eher an morphogenetischen Prozesse und nicht an der

Mesodermspezifizierung beteiligt.

4.2. Konsequenzen eines Tc-twi- bzw. Tc-sna-Verlustes auf die Musterbildung entlang
der DV-Achse

Die zweite wichtige Fragestellung dieser Arbeit bestand in der Analyse der Auswirkung eines
Tc-twi- bzw. Tc-sna-Verlustes auf mesektodermal, neuroekodermal und ektodermal

exprimierte Gene.

4.2.1. Tc-twi ist fur dieTerminierung der Tc-Dorsal Kernaufnahme verantwortlich

Es konnte gezeigt werden, dass das zygotisch exprimierte Gen Tc-twi an der Terminierung
des maternalen Tc-Dorsal-Gradienten beteiligt ist, indem es ab dem spédten
Blastodermstadium die Aktivierung des Tc-Dorsal-Inhibitors Tc-cactus iibernimmt. Bei einem
Tc-twi-Verlust kommt es somit zu einer verlangerten Dauer der Tc-Dorsal-Akkumulation in

den ventralen Kernen, welche bis zur Gastrulationsperiode anhélt. Tc-Twi ist somit an einem
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Riickkopplungsmechanismus des NF-kB-Faktors Tc-Dorsal beteiligt und damit ein
Hauptfaktor beim Ubergang von maternaler zu zygotischer Regulation der DV-Musterbildung
bei Tribolium.

Interessanterweise konnten auch in der zygotisch-regulatorischen Regionen von cactus bei
Drosophila Twi-Bindestellen identifiziert werden (Sandmann et al., 2007). Da diese
zygotisch-regulatorische Region aber offensichtlich keinen Einfluss auf die DV-
Musterbildung nimmt, konnte eine schwache, stabilisierende Funktion dieser Region eine
Erkldrung liefern, weshalb diese in den hoheren Dipteren beibehalten wurde (Roth et al.,
1991; Nunes da Fonseca et al., 2008).

In Vertebraten ist twi an der Etablierung eines negativen Riickkopplungsmechanismus,
welcher den NF-xB abhdngigen Cytokin-Signalweg reprimiert, beteiligt (Sosic et al., 2003).
Die Autoren postulieren, die NF-kB-Twi-Partnerschaft als ein Modul zu betrachten, welches
wihrend der Evolution bewahrt wurde und in den nicht verwandten biologischen Prozessen
DV-Musterbildung und Immunabwehr eingesetzt wurde. Bemerkenswerterweise wurde auch
bei Drosophila ein zygotisches Zielgen als negativer Riickkopplungsregulator, fiir die im
Perivitellinspalt ablaufende Aktivierungskaskade von Dorsal, vorgeschlagen. (Misra et al.,
1998). Twi konnte aufgrund der gewonnen Ergebnisse bei Tribolium diesem Faktor
entsprechen.

Bei Tribolium konnte das NF-kB-Twi-Modul fiir die Bediirfnisse der DV-Musterbildung in
einem Kurzkeiminsekt angepasst worden sein.

Der ldnger bestehende Tc-Dorsal-Gradient in twi-RNAi Embryonen kénnte Tc-sim und Tc-
rho weiterhin in einer ventralen Doméne aktivieren, welche in einer breiteren Expression
entlang der Mittellinie resultiert (Abb.10B,F, 13B,F).

Das friihe Verschwinden des Tc-Dorsal-Gradienten scheint wichtig fiir die positionelle
Information der Tc-sim- und Tc-rho-Expression, wihrend der Gastrulation in zwei lateralen
Dominen zu sein. An dieser Stelle ldsst sich dartiber spekulieren, welcher Faktor im Wt diese
positionelle Information liefert und die weitere Aktivierung dieser Gene nach dem

Verschwinden von Tc-Dorsal iibernimmt.

4.2.2. Tc-Sna als potentieller Aktivator
Bei Drosophila werden die sim- und die rho-Expression durch die Repressorfunktion von Sna
im prospektiven Mesoderm auf laterale Bereiche beschriankt (Leptin 1991; Hemavathy et al.,

1997; Markstein et al., 2002).
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Bei Tribolium wird Tc-sna zusammen mit Tc-Sim und Tc-rho ventral im Blastoderm
exprimiert, was eine Repressorfunktion in diesem Stadium ausschlief3t.

Allerdings werden Tc-sim und Tc-rho, wie auch Tc-sna, in sna-RNAi-Embryonen sehr
schwach posterior exprimiert (Abb.10C,13C). Das lésstin diesem Fall eine direkte bzw.
indirekte Aktivatorfunktion von Tc-Sna vermuten. Die schwache Expression von Tc-sim und
Tc-rho konnte entweder das Resultat eines nicht vollstdndigen sna-RNAi-Effektes oder die
Restaktivitét der frithen Aktivierung von Tc-Dorsal oder eines anderen Aktivators, sein. Mit
Doppelfarbungen konnte geklirt werden, ob die Embryonen, die schwach Tc-sna exprimieren,
auch diejenigen sind, in denen Tc-sim und Tc-rho posterior detektiert werden konnen.

Auch bei Drosophila ist die Aktivitit von Sna Vorraussetzung fiir die Expression einiger
Gene, zu denen zum Einen serpent und zfh-1, welche fiir TF kodieren (Lai et al., 1991; Reuter
1994) und zum Anderen die mesodermspezifischen Gene ,D’ und ,G’ gehoren (Casal und
Leptin 1996). In diesen Féllen ist allerdings nicht geklért in welcher funktionellen Beziehung
Sna-Aktivitidt zur Expression dieser Gene steht. Hier bestehen die Mdoglichkeiten, dass Sna
direkt als Aktivator wirken konnte, was allerdings aufgrund seiner Zugehorigkeit zur
Zinkfingerproteinklasse - typische Repressoren - unerwartet wére. Erwdhnenswert ist dabei,
dass der Sna-Promotor mindestens eine hochaffine Bindestelle fiir Sna selbst beinhaltet (Ip et
al., 1994). Sna konnte somit ebenfalls an seiner eigenen Aktivierung bzw. Reprimierung
beteiligt sein. Transfektionsexperimente, in welchen eine Sna-Bindestelle an einen
heterologen Promotor gekoppelt wurde, zeigen die Fahigkeit von Drosophila-Sna als
Aktivator zu wirken (Mauhin et al., 1993). Auch in Vertebraten konnte gezeigt werden, dass
Snail2 positiv seine eigene Expression reguliert (Sakai et al., 2006).

Sna konnte aber auch als indirekter Aktivator wirken, indem es z.B. Repressoren der oben
genannten Gene hemmt.

Eine Situation, in welcher Tc-Sna nach dem frithen Aktivierungsimpuls von Tc-Dorsal als
Aktivator von Tc-sim und Tc-rho wirkt, ist also vorstellbar. Solch eine Aktivatorfunktion
scheint aber nicht essentiell fiir die Embryonalentwicklung von Tribolium zu sein, da ein
GroBteil der sna-RNAi-Embryonen schliipft. Andere Faktoren miissen demnach ebenfalls an
der Aktivierung und Positionierung von Tc-sim und Tc-rho beteiligt sein.

Eine weitere Erklarung fiir die Reduzierung von Tc-Sim- und Tc-rho-Expression in sna-RNAi-
Embryonen konnte ein positiver Regulationsmechanismus von Tc-Sna auf Tc-Dorsal sein. In
Vertebraten konnte ein solcher Riickkopplungsmechanismus identifiziert werden (Zhang et

al., 2006). NF-xB wirkt in Xenopus als positiver Regulator von Snaill und Snail2. Snail2 ist
aber auch indirekt an der Aktivierung der NF-kB-Untereinheiten RelA, Rel2 und Rel3
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beteiligt. Also wirkt Snail2 hier ebenfalls als indirekter Aktivator, und es konnte moglich sein,
dass Sna bei Tribolium ebenfalls einen indirekten aktivierenden Einfluss auf Tc-Dorsal hat.
Ein Tc-sna Verlust wiirde sich dann negativ auf die Aktivierung von Tc-sim und Tc-rho
auswirken. Aufgrund der spéter einsetzenden Erstexpression von Tc-sna zu Beginn des
differenzierten Blastoderms erscheint eine positive Rolle von Tc-Sna im Tc-Dorsal-
Riickkopplungsmechanismus allerdings unwahrscheinlich. Hier ist es notig die Tc-Dorsal
Proteinverteilung detailliert in sSna-RNAi-Embryonen zu untersuchen.

Falls Tc-Sna nicht reprimierend auf Tc-Sim und Tc-rho wirkt, konnten andere Faktoren diese
Funktion tibernechmen. Bei Drosophila aktiviert Dorsal microRNAs, welche, durch ihre
Bindung an komplementidre Sequenzen von mRNAs, deren Proteinsynthese verhindern
(Biemar et al., 2005; Sokol und Ambros 2005). Zeitlinger et al. (2007) konnten durch ihre
ChIP-on-chip Analysen zeigen, dass diese microRNAs das Potential haben, ebenfalls an
neuroektodermale Gene, welche von Drosophila-Sna reprimiert werden, zu binden (Zeitlinger
et al.,, 2007). Es ist also durchaus moglich, dass bei Tribolium microRNAs an der

Reprimierung von Tc-sim und Tc-rho beteiligt sind.

4.2.3. Der Notch/Delta-Signalweg konnte die Positionierungs- bzw. Aktivierungprozesse
in der DV-Musterbildung von Tribolium beeinflussen

Tc-Sna konnte fiir die Reprimierung von Tc-Delta zustindig sein, da dessen Expression
wihrend der Gastrulation in sna-RNAi-Embryonen expandiert (Abb.12F).

Dies konnte aber auch wiederum einen Effekt auf die Tc-sim Expression ausiiben, da der
Notch-Delta Signalweg bei Drosophila an der Aktivierung und der Positionierung von Dm-
sim beteiligt ist (Cowden und Levine 2002; Morel et al., 2003). Wird die wildtypische laterale
Tc-Delta Expression, wie in sna-RNAi-Embryonen, nicht gewéhrleistet konnte dies zu einer
schwachen diffusen Tc-sim-Expression fithren (Abb.10C).

In frithen twi-RNAi-Embryonen wird Tc-Delta, bis auf eine kleine posteriore und spéiter auch
anteriore Domine, nicht exprimiert (Abb.12B,E). Dabei ist es mdglich, dass im frithen Wt-
Embryo Tc-Delta in mesodermalen Zellen exprimiert wird, welche in twi-RNAi-Embryonen
nicht vorhanden sind. Tc-Twi besitzt eine wichtige Rolle im Riickkopplungsmechanismus der
Tc-Dorsal-Akkumulation. Vermutlich reguliert Tc-Twi auch gewisse Aspekte des Notch-
Delta-Signalweges. Die Analyse von Notch-Mutanten bei Drosophila zeigte, dass der Notch-
Signalweg essentiell fiir die Drosophila-twi-Regulation wihrend der segmentalen
Mesodermunterteilung ist (Tapanes-Castillo und Baylies 2004). Interessanterweise konnte in

der Spinne Achaearanea tepidariorum (At) gezeigt werden, dass At-Delta zusammen mit At-
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twi in den Zellen des prospektiven Mesoderms exprimiert wird und dass At-Delta-RNAi zu
einer Uberproduktion At-twi-exprimierender mesodermaler Zellen fiihrt (Oda et al., 2007).
Also scheint es in den von Insekten evolutiv entfernten Arthropoden ebenfalls eine
regulatorische Interaktion von Delta und twi zu geben, wobei hier die twi-exprimierenden
Zellen von Delta einschriankt werden,

Es wird angenommen, dass regulatorische Hierarchien sehr flexibel sind (Leptin 2005). In
diesem Fall wiirde das bedeuten, dass das regulatorische Notch-Twi-Modul wéhrend der
Evolution konserviert und an spezielle Bediirfnisse angepasst wurde.

Ein reduziertes Notch-Signal in twi-RNAi-Embryonen bzw. ein expandiertes Notch-Signal in
sna-RNAi-Embryonen, konnte sich also auf die Positionierung bzw. die Aktivierung von Tc-
sim auswirken. Hier wiére es notig Tc-Notch- oder Tc-Delta-RNAi-Embryonen herzustellen
und im Hinblick auf die Tc-sim, aber auch die Tc-twi-Regulation zu untersuchen.

Bei Drosophila wird die initiale sim-Expression durch gekoppelte Dorsal-, Twi-, und
Surpressor of Hairless (Su(H))-Bindestellen in der regulatorischen Region von sim etabliert
(Kasai et al., 1992; Markstein et al., 2004). Kiirzlich wurde postuliert, dass die anzestrale
Mittellinie durch eine alleinige Twi-Regulation spezifiziert wird (Zinzen et al., 2006). Die
Autoren begriinden diese Hypothese mit fehlenden Su(H)-Bindestellen in der regulatorischen
Region von sim in der Hymenoptere Apis mellifera (A. mell.). Sie beschreiben ein Modell, in
welchem, wihrend der Evolution holometaboler Insekten, Twi-Bindestellen zugunsten von
Su(H)-Bindestellen in der sim-regulatorischen Region verloren gegangen sind. Die Analyse
von Ssim-regulatorischen Regionen in divergenten Drosophiliden (Drosophila pseudoobscura
und Drosophila virilis) zeigte, dass dieser Wechsel schnell und dynamisch verlduft.

Die Auswirkungen dieses Regulationswechsels spiegeln sich in der Breite der Mittellinie
wieder. Bei Drosophila ist diese nur ein bis zwei Zellen breit, wohingegen sie fiinf bis sechs
Zellen in der Honigbiene A. mell umfasst. Da die Mittellinie bei Tribolium ca. drei Zellen
breit ist, stellen die Autoren die Hypothese auf, dass bei Tribolium die Tc-sim Regulation
ebenfalls hauptsidchlich durch Tc-Twi geschieht. Dies ist allerdings nicht in jedem Fall mit
den Ergebnissen in twi- und sna-RNAi-Embryonen vereinbar. Zum Einen ist, wiec oben
diskutiert, ein Einfluss des Notch Signalweges auf die Tc-sim Expression sehr wahrscheinlich
und zum Anderen wird Tc-sim, trotz normaler Tc-twi Expression in sna-RNAi-Embryonen,
nur sehr schwach dort exprimiert. Wiirde Tc-Twi der entscheidende Faktor bei der Tc-sim-
Regulation sein, sollte Tc-sim in sna-RNAi-Embryonen exprimiert werden.

Da in frithen twi-RNAi-Embryonen Tc-sna nicht exprimiert wird (Abb.3N,P), aulerdem Tc-

Dorsal lidnger in ventralen Kernen akkumuliert (Abb.20B) und dadurch Gene wie Tc-sim
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weiterhin aktiviert werden, konnte die wirkliche Funktion von Tc-twi im Prozess der Tc-sim
Regulation iiberlagert sein.

Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, ist es also notig, die regulatorischen Regionen von
Genen wie Tc-sim zu lokalisieren und im Detail zu analysieren. Die Evolution regulatorischer
Regionen ist eine entscheidende Komponente fiir die Entstehung morphologischer

Unterschiede (Tautz 2000; Mann und Carroll 2002; Prud’homme et al., 2006).

4.2.4. Unterschiede im EGF-Signalsystem zwischen Drosophila und Tribolium

Die expandierte ventrale Tc-sim-Expression in gastrulierenden twi-RNAi-Embryonen
resultiert in einer breiteren Mittellinie in Keimstreif-Embryonen, aus der eine erhohte
Neuroblastenanzahl hervorgeht. Drosophila-sim wurde als Hauptregulationsgen wahrend der
Differenzierung der Mittellinie beschrieben (Nambu et al., 1991). Ektopische sim-Expression
filhrt zur ektopischen Aktivierung von z.B. rho oder otd, wobei rho eine Kontroll- und
Regulationsfunktion im EGF-Signalweg zukommt (Chang et al., 2001; Freeman 2004).
Wihrend die Beziehung von Tc-sim zu Tc-rho und Tc-otd konserviert scheint, da deren
Expression der breiteren bzw. schwicheren Expression von Tc-sim in twi- bzw. sna-RNAi-
Embryonen folgt, zeigt die von Tc-EGFR aktivierte MAPK eine verdnderte Expression
gegeniiber Tc-rho (Abb.14D,13E). Hochste Tc-MAPK-Konzentrationen sind nicht in der
gleichen Domédne wie Tc-rho aktiv, sondern scheinen die Tc-rho-Expression entlang der
Mittellinie zu flankieren. Diese Beziehung bleibt auch in twi-RNAi-Embryonen bestehen, in
welchen die hochsten Tc-MAPK-Konzentrationen die breitere Mittellinie umgeben
(Abb.14E). Hier scheint also auf dem evolutioniren Weg zur Dipterenentwicklung eine
Regulationsverschiebung stattgefunden zu haben. Um genau festzustellen, ob Tc-MAPK-

Expression die Tc-rho-Expression flankiert, sollten Doppelfarbungen angefertigt werden.

Ein weiterer Unterschied zu Drosophila betrifft die Regulation von Tc-vnd. Wihrend vnd bei
Drosophila eine frithe Aktivierung durch Dorsal erfahrt (Stathopoulos und Levine 2002), ist
dies bei Tribolium, aufgrund der spiter einsetzenden Tc-vnd-Expression kurz vor der
Gastrulation (Abb.15A), unwahrscheinlich, da Tc-Dorsal zu diesem Zeitpunkt nicht mehr in
den ventralen Kernen akkumuliert ist (Chen et al., 2000). AuBerdem beginnt die Expression
von Tc-vnd direkt in zwei lateralen Streifen und nicht, wie Tc-sim und Tc-rho, ventral. Da die
Tc-vnd-Expression genau der von Tc-MAPK folgt, konnte Tc-EGFR allein fiir die
Aktivierung von Tc-vnd zusténdig zu sein (Wheeler et al., 2005). Bei Drosophila ist EGFR
fiir die Aufrechterhaltung der vnd-Expression nétig (Gabay et al., 1996; von Ohlen und Doe
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2000; Shilo 2003; Zhao et al., 2007). Somit ist es vorstellbar, dass die frithe vnd-Aktivierung
durch Dorsal fiir die schnelle Entwicklung von Drosophila nétig ist, da so ecine friihe
rdumliche Aufteilung des Embryos moglich wird.

Um die Aufgabe des EGF-Signalweges bei Tribolium nédher zu analysieren, waren EGFR
RNAi-Experimente sinnvoll.

Bemerkenswert ist allerdings, dass die Tc-vnd-Expression in twi-RNAi-Embryonen ebenfalls
eine gewisse Expansion in ventrale Bereiche zeigt (Abb.16B). Dies konnte zum Einen
bedeuten, dass die regulatorische Region von Tc-vnd auch Tc-Dorsal-Bindestellen enthélt, die
allerdings in der wildtypischen Situation keine Funktion haben. Auch an dieser Stelle miisste
eine Analyse der regulatorischen Region von Tc-vnd erfolgen.

Zum Anderen ist es moglich, dass die Tc-MAPK-Konzentration in der ventralen Region
gastrulierender twi-RNAi Embryonen hdher als im Wt und fiir eine Tc-vnd-Aktivierung
ausreichend ist.

In twi-RNAi-Keimstreif-Embryonen wird Tc-vnd jedoch nicht mehr expandiert, sondern, wie
auch Tc-MAPK, in zwei lateralen Doménen exprimiert (Abb.16E). Dies liefert einen weiteren

Hinweis fiir die Aktivatorfunktion von Tc-EGFR auf Tc-vnd.

4.2.5. Der Sog/Dpp-Signalweg ist unabhéngiger von Tc-Dorsal als bei Drosophila

Die Regulation von sog bei Tribolium zeigt ebenfalls Unterschiede zur Regulation von sog bei
Drosophila. Tc-sog wird zwar, wie auch Tc-sim, Tc-rho und Tc-Delta, von Tc-Dorsal aktiviert
(Nunes da Fonseca et al., 2008) und ventral im Blastoderm exprimiert, allerdings in einer, vor
allem anterior viel breiteren Expressionsdomine (Abb.18A).

Tc-Dorsal scheint in spiteren Stadien keinen Einfluss mehr auf Tc-sog auszuiiben, da die Tc-
sog Expression in twi-RNAi-Embryonen, in welchen der Tc-Dorsal Gradient langer besteht,
fast unverdndert zur Wt-Expression ausfillt (Abb.18B,E). Lediglich die posteriore Expression
in der inneren Schicht der Wachstumszone fehlt in diesen Embryonen.

Weiterhin hat sich gezeigt, dass Tc-sna keinen Einfluss auf die Tc-sog-Expression nimmt, da
Tc-sog auch in sna-RNAi-Embryonen wildtypisch exprimiert wird (Abb.18C,F). Sna bei
Tribolium kommt also nicht, wie bei Drosophila (Markstein et al., 2002), als Repressor von
Tc-sog in Frage. Dies wiirde die These untermauern, dass Sna bei Tribolium nicht die
essentielle Funktion als Repressor zukommt.

In der niederen Diptere Anopheles gambiae enthélt die regulatorische Region von Ag-sog

keine Sna-Bindestellen (Goltsev et al., 2007). AuBerdem wurde fiir Anopheles gezeigt, dass
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im Vergleich mit Drosophila, in einer groferen dorsalen Region des Embryos der Dpp-
Signalweg fiir die DV-Musterbildung zustandig ist (Goltsev et al., 2007).

In Anbetracht der gewonnenen Ergebnisse bei Tribolium, wo das Dpp/Sog-System
Funktionen ausfiihrt, welche bei Drosophila durch Dorsal iibernommen werden (Nunes da
Fonseca et al., 2008), konnte dies einen Trend widerspiegeln, in welchem der Dorsal-Gradient
innerhalb der Evolution von holometabolen Insekten immer mehr Einfluss in der DV-
Musterbildung gewinnt, um eine schnelle und akkurate Expressionsfestlegung zu
gewdhrleisten. Da das Dpp/Sog- bzw. BMP/Chordin-System wahrscheinlich die anzestrale
Art der DV-Musterbildung ist (Akiyama-Oda und Oda 2006; Lowe et al., 2006), konnten
weitere Studien in basaleren Insekten zur Aufkldrung beitragen, wie der in der Immunabwehr

eingesetzte Toll-Signalweg fiir die DV-Musterbildung tibernommen wurde (Roth 2003).

Um zu tberpriifen, inwieweit der gleichzeitige Verlust von Tc-twi sich auf den sog-RNAi-
Embryo auswirkt, wurden twi+sog-RNAi-Embryonen analysiert.

In twi+sog-RNAi-Embryonen tritt, ebenso wie in twi-RNAi-Embryonen eine Expansion der
Tc-sim-Expression entlang der Mittellinie auf (Abb.23C). Da Tc-Dorsal, aufgrund des twi-
Verlustes in twi+sog-RNAi-Embryonen linger in den ventralen Kernen akkumuliert und
Gene wie Tc-sim ventral aktivieren konnte, scheint Tc-Dorsal der entscheidende Faktor fiir
die Polaritatsauspragung von twi+sog RNAi Embryonen zu sein.

Der Verlust von Tc-sog resultiert im Verlust von Neuroektoderm und fiihrt in Keimstreif-
Embryonen zum ,,Doppel-dorsal“~-Phinotyp. In diesen Embryonen bildet sich ektopisch
dorsales Ektoderm entlang der Mittellinie, was vermutlich auf ein selbst organisierendes
Musterbildungssystem in der Wachstumszone zuriickzufiihren ist (van der Zee et al., 2006). In
der Wachstumszone wird Tc-dpp in zwei Doménen exprimiert, welche die innere,
mesenchymale Schicht der Wachstumszone flankieren. In S0g-RNAi-Embryonen bleibt dieses
spezifische Musterbildungssystem der Wachstumszone im Ektoderm der neu gebildeten
Segmente bestehen und flihrt so zum beschriebenen ,,Doppel-dorsal“-Phanotyp (van der Zee
et al., 20006).

Bei gleichzeitigem Verlust von Tc-twi kommt es zum Verlust des Mesoderms und der
,Doppel-dorsal“-Phédnotyp ist nicht mehr zu beobachten. Im Gegensatz zur dorsalen und
ventralen Tc-pnr-Expression in s0g-RNAi-Embryonen, kann Tc-pnr in twi+sog-RNAi-
Embryonen nur noch in einzelnen Zellgruppen entlang der AP-Achse detektiert werden
(Abb.21D). Dies deutet darauf hin, dass die Mesoderm/Ektoderm-Grenze entscheidend fiir die
Etablierung der vollen Tc-Dpp-Aktivitit sein konnte.
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Fiir eine weitere Analyse dieser Embryonen sollte die Tc-Dpp-Aktivitit mittels pMAD-

Antikorperfarbungen ermittelt werden.

4.2.6. Die Entwicklung des Nervensystems bei Tribolium erfolgt unabhangig vom
Mesoderm

Die Entwicklung des Nervensystems bei Tribolium erfolgt, wie auch bei Drosophila (Leptin
1991), unabhédngig vom Mesoderm, denn twi-RNAi-Embryonen, welche kein Mesoderm
bilden, formen den ventralen Nervenstrang (Abb.17E). Dieser zeigt zwar Unregelméfigkeiten
im Vergleich mit dem Wt, welche aber entweder auf die Morphologie von twi-RNAi-
Embryonen zuriickzufiihren oder aber das Resultat der breiteren Mittellinie in diesen
Embryonen, sind.

Die Mittellinie ist eine Quelle lokalisierter Signale, die zur Entwicklung des Nervenstranges
notig sind. So ist es moglich, dass die breiter angelegte Mittellinie in twi-RNAi—Embryonen
(Abb.11E) zu Liicken in der Verbindung der Neuronen auf den beiden Seiten des Embryos
filhrt. Die erhohte Anzahl proneuraler Cluster in twi-RNAi-Embryonen (Abb.17B) ist
wahrscheinlich die Konsequenz der verbreiterten Tc-sim-Expression. Bei Drosophila
entwickeln sim-Mutanten weniger proneurale Cluster (Chang et al., 2000).

Aufgrund der schwachen wiederkehrenden Tc-sna-Expression in den Neuroblasten ist an
dieser Stelle nicht klar zu beantworten, welche Konsequenzen ein kompletter Tc-sna-Verlust
fiir die ZNS-Entwicklung hat. Bei Drosophila fiihrt die Deletion aller drei Mitglieder der Sna-
Familie zu einem stark unterentwickelten Nervenstrang (Ashraf et al., 1999). Da bei
Tribolium nur ein sna-Gen identifiziert werden konnte, ist ein dhnliches Ergebnis bei einem
vollstandigen Tc-sna-Verlust zu erwarten.

In sna-RNAi-Embryonen konnte eine schwache EGFR-Aktivitit detektiert werden
(Abb.14G). EGFR kontrolliert bei Drosophila die Musterbildung des ZNS entlang der DV-
Achse (Gabay et al., 1996; Skeath 1998; Zhao und Skeath 2002). Die schwache EGFR-
Expression in sna-RNAi-Embryonen ist also fiir die Entwicklung des Nervenstranges
ausreichend.

Es sollte weiterhin versucht werden einen Komplettausfall von Tc-sna zu generieren.
Begonnene Tc-sna-Morpholino-Injektionen erbrachten bisher keine Verdnderungen der
Ergebnisse. Morpholinos verhindern die Translation ihrer Zielgene. Auch Bucher und
Klingler (2004) konnten keine Unterschiede zwischen giant-RNAi- und Morpholino-
injezierten Tribolium-Embryonen feststellen (Bucher und Klingler 2004).
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Eine genaue Analyse von sna-RNAi-Embryonen durch eine Doppelfirbung der sna-mRNA
sowie eines anderen ZNS-spezifischen Markers ist eine weitere Moglichkeit, genau die

Embryonen zu identifizieren, in denen ein Komplettverlust von Tc-sna erzielt wurde.

4.3. Modell zur Twi- und Sna- Funktion bei Tribolium

Anhand der folgenden Grafik sollen die in diesem Teil der Arbeit gewonnenen Ergebnisse
zusammengefasst werden (Abb.31). Das wichtigste FErgebnis ist die indirekte
Kontrollfunktion des zygotischen Gens Tc-twi gegeniiber dem Tc-Dorsal-Gradienten. Da Tc-
twi den Tc-Dorsal-Inhibitor Tc-cactus aktiviert, fithrt ein Tc-twi-Verlust zu einer ldnger
bestehen Tc-Dorsal-Akkumulation in den ventralen Kernen. Der lidnger bestehende Tc-
Dorsal-Gradient in twi-RNAi-Embryonen scheint fiir die breitere ventrale Expressionsdoméne
der frithen Tc-Dorsal Zielgene Tc-sim und Tc-rho verantwortlich zu sein. Dies fiihrt wiederum
zu einem groferen Abstand der beiden lateralen, EGFR exprimierenden Streifen und somit zu
einer Positionsverdnderung in der DV-Musterbildung im Neuroektoderm.

Tc-sog wird zwar von Tc-Dorsal aktiviert, ist aber im Gegensatz zu Tc-sim und Tc-rho
unabhingig von der Tc-Twi- und der Tc-Sna-Funktion im weiteren Entwicklungsvorgang.
Tc-Twi konnte eindeutig als Hauptregulator der Mesodermbildung identifiziert werden. Tc-
twi-RNAi-Embryonen bilden keinerlei Mesoderm und Tc-Twi ist in Sna-RNAi-Embryonen in
der Lage, mesodermales Zellschicksal zu initiieren.

Da es in sna-RNAi-Embryonen nur zu einer verspiteten apikalen Konstriktion der ventralen
Zellen kommt, scheinen Tc-twi und Tc-sna gemeinsam fiir eine wildtypische
Invaginationsbewegung ndtig zu sein. Tc-Twi konnte eine Funktion in der Kontrolle von
Zellmigrations- und EMT-Prozessen haben. In sna-RNAi-Embryonen, in welchen Tc-twi
exprimiert wird, kommt es zur Bildung mesenchymaler Zellen, die in der Lage sind, an ihren
Bestimmungsort zu gelangen.

Tc-Sna scheint fiir die Regulation von Zellproliferation und der Etablierung von
Gewebegrenzen wichtig zu sein, da beide Prozesse in sna-RNAi-Embryonen gestort ablaufen.
Tc-Sna kann potentiell als Aktivator von Tc-sim und Tc-rho wirken. Eine indirekte
Aktivierungs- und Positionsinformation iiber den Notch/Delta-Signalweg ist mdglich, aber
auch eine direkte Aktivatorfunktion von Tc-Sna ist nicht auszuschlieen.

Da Tc-twi essentiell fiir die frithe Tc-sna Expression ist und Tc-twi sich positiv auf die Tc-
Delta Expression auswirkt, Tc-sna aber vermutlich Tc-Delta reprimiert, konnte dieser

Riickkopplungsmechanismus entscheidend fiir die DV-Musterbildung sein.



4. Diskussion 82

Die  Herausforderung einen komplexen Vorgang wie die Kontrolle der
Mesoderminternalisierung und der DV-Musterbildung zu verstehen, liegt wohl darin, den
Einfluss und die Integration, sowie Koordination verschiedener Signalwege in diesem Prozess
nachzuvollziehen. Obwohl Drosophila eine so schnelle und damit eng kontrollierte
Entwicklung durchlduft, konnte hier durch ChIP-on-chip-Analysen festgestellt werden, dass
Informationen aus verschiedensten Systemen durch die Genregulation integriert werden

(Zeitlinger et al., 2007).
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Abb.31.: Modell zur Twi-und Sna-Funktion bei Tribolium

Tc-Dorsal ist ein frither Aktivator von Tc-twi, Tc-sog, Tc-sim und Tc-rho. Tc-twi ist tiber die Aktivierung von
Tc-cactus, indirekt an der Terminierung des Tc-Dorsal-Gradienten beteiligt. Nach dessen Verschwinden
konnten Tc-twi, Tc-sna und Tc-Delta an der Aktivierung und Positionierung von Tc-sim und Tc-rho beteiligt
sein. Tc-vnd wird vermutlich unabhéngig von Tc-Dorsal durch Tc-EGFR aktiviert. Tc-twi ist ein
Hauptregulationsgen fiir die Mesodermspezifizierung. Tc-twi und Tc-sna sind gemeinsam fiir die Bildung
einer Ventralfurche notig.




4. Diskussion 83

4.4. Die Funktion von Concertina bei Tribolium

Die Morphologie eines Embryos ist das Resultat umfassender Zellbewegungen, die durch
komplexe Anderungen im Zytoskelett individueller Zellen erreicht werden. Bisher konnte
gezeigt werden, dass Tc-twi und Tc-sna fiir die Bildung der Ventralfurche unverzichtbar sind.
Allerdings ist bisher nichts iiber die Mediatoren, deren Aktivitit letztendlich zu
Verdnderungen des Zytoskelettes fiihrt, bei Tribolium bekannt.

Ein cta-Homolog konnte bei Tribolium identifiziert werde. Cta bildet die a-Untereinheit eines
G-Proteins, welches an Rezeptoren gekoppelt ist.

Obwohl bei Drosophila cta und fog im selben Signalweg operieren, konnte kein fog-Homolog
bei Tribolium gefunden werden. Da Liganden allgemein zu einer schnellen Evolutionsrate
tendieren, besteht die Moglichkeit, dass sich die fog-Sequenz im Laufe der Evolution stark
verdndert hat. Man konnte versuchen Mikrosynteny-Analysen der genomischen Regionen
durchzufiihren, um so ein mogliches Tc-fog zu identifizieren. Ebenfalls ist es moglich, dass
bei Tribolium ein anderes Signalmolekiil als Fog fiir die Rezeptoraktivierung verantwortlich

ist.

Es ist unklar, ob die verzogerte Invagination in cta-RNAi-Embryonen (Abb.28) auf eine
Funktion von Tc-Cta im Vorgang der Ventralfurchenbildung zuriickzufiihren ist. Es ist ebenso
moglich, dass die verhinderte Bewegung des Amnions iiber den Embryo zu einer
Verzogerung der Invaginationsbewegung fiihrt. Das laterale Ektoderm in cta-RNAi-
Embryonen biegt sich nicht nach ventral (Abb.26B), wodurch eine Kraft fehlen konnte, die im
Wt die Invagination ventraler Zellen beschleunigt.

Tribolium und Anopheles zeigen eine ungeordnete Mesoderminvagination, die Ahnlichkeiten
mit Drosophila-fog-Mutanten haben (Handel et al., 2005; Goltsev et al., 2007). Es ist
demnach moglich, dass der Fog/Cta-Signalweg erst in hoheren Dipteren, wie Drosophila fiir

die Ventralfurchenbildung iibernommen wurde.

Das wichtigste Ergebnis eines Tc-cta-Verlustes ist die fehlende Bewegung des Amnions und
der Serosa iiber den Embryo (Abb.24 und 31). Posteriore Querschnitte gastrulierender cta-
RNAIi-Tribolium-Embryonen dhneln Querschnitten von Drosophila-Embryonen wihrend der
Mesoderminvagination (Abb. 24F). Die Bewegung des Amnions iiber den Tribolium-Embryo
ist also ein entscheidender Faktor fiir die unterschiedliche Morphologie von Tribolium- und

Drosophila-Embryonen.
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Tc-cta scheint an der Initilerung von Zellformidnderungen, welche fiir die starken
Bewegungen des Amnions notig sind, beteiligt zu sein. Interessant ist dabei der Vergleich der
posterioren Mitteldarminvagination bei Drosophila mit der Form der posterioren Amnionfalte
bei Tribolium (siehe Abb.1.2E,D). Beide Vorgénge entsprechen starken Bewegungen, die sich
in ihrer Lateralansicht sehr dhnlich sehen, da in beiden Fillen eine tiefe Einfaltung im Embryo
entsteht. Man konnte spekulieren, dass dies die Verbindung der Cta-Funktion bei Drosophila
und Tribolium darstellt. Firr die Bildung tiefer embryonaler Einfaltungen sind &hnliche
Zellformverdnderungen noétig, die von Cta bei der Amnionbewegung bei Tribolium und der
posterioren Mitteldarminvagination bei Drosophila vermittelt werden kénnten.

Betrachtet man Gastrulationsbewegungen in verschiedenen Organismen, so konnen diese sehr
variabel ausfallen. Auf der zelluldren Ebene sind jedoch viele Gemeinsamkeiten zu finden.
Zellformverdnderungen bediirfen Verdnderungen im Zytoskellet der Zelle und es ist von
Vorteil, etablierte Mechanismen in der Evolution beizubehalten. Bezeichnenderweise zeigt
Drosophila-cta starke Sequenzéhnlichkeiten mit den Ga-12- und Go-13-Proteinen aus
Saugern, die ebenfalls Zellformverdnderungen vermitteln. Es scheint also, dass der iiber
heterotrimere G-Proteine vermittelte Signalweg zur Anderung des Zytoskelletes in der
Evolution bewahrt wurde (Barrett et al., 1997).

Sollte Cta bei Tribolium keine Funktion wéhrend der Ventralfurchenbildung und
Mitteldarminvagination zukommen, konnte seine Funktion fiir diese Prozesse bei Drosophila
rekrutiert worden sein, um eine schnelle geordnete Abfolge von Zellmorphologiednderungen
zu vermitteln.

Obwohl die posteriore Region von Tc-cta-RNAi-Embryonen morphologisch in einem
fritheren Stadium verbleibt und die Wachstumszone eine abweichende Anordnung ihrer
Schichten zeigt (Abb.26D), verlduft die Initilerung des Segmentierungsprozess wildtypisch
(Abb.30).

Durch die wirkenden Zugkrifte wihrend des Elongationsprozesses, reilen cta-RNAi-
Embryonen in posterioren Regionen ein. Im weiteren Wachstumsprozess entsteht dadurch ein

verdrehtes und gestauchtes Abdomen (Abb.270,30K).
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war eine Ausweitung des Verstidndnisses evolutiondrer Verdnderungen der
Mesodermentwicklung und der Gastrulation und der damit verbundenden DV-Musterbildung
bei Insekten. Zu diesem Zweck wurden die Funktionen der Gene twi, sna und concertina
beim Kafer Tribolium castaneum (Tc) analysiert und mit den bekannten Funktionen aus der
Fliege Drosophila melanogaster (Dm) verglichen.

Bei Drosophila aktiviert der stabile Dorsal-Kern-Gradient twi und sha auf der Ventralseite
des frithen Embryos. Zellen dieser Doméne invaginieren durch die Ventralfurche und bilden
die mesodermale Schicht im Embryo. Andere DV-Musterbildungsgene werden ebenfalls von
Dm-Dorsal in spezifischen Doméanen entlang der DV-Achse des Embryos aktiviert.

Bei Tribolium castaneum, einem Kifer mit einer anzestraleren Art der Embryogenese,
verschwindet der Tc-Dorsal-Kern-Gradient frither als bei Drosophila, er ist aber dennoch in
der Lage, Tc-twi und weitere DV-Musterbildungsgene ventral zu aktivieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das zygotische Gen Tc-twi an der Terminierung
des Dorsal-Gradienten beteiligt ist und somit eine wichtige Funktion beim Ubergang der
maternalen zur zygotischen DV-Musterbildungskontrolle spielt. Zusammen mit Tc-sna ist Tc-
twi fiir die Etablierung der korrekten Musterbildung von Mesoderm, Mesektoderm und
Neuroektoderm wéhrend der Gastrulation notwendig.

Tc-Twi ist, wie auch bei Drosophila, der Hauptregulator fiir die Entwicklung des Mesoderms
und ein Initiator von Zellmorphologieinderungen fiir die Ventralfurchenbildung. Des
Weiteren ist Tc-sna fiir die Etablierung von Gewebegrenzen und die Kontrolle der
Zellproliferation ndétig, scheint aber keine fundamentale Rolle wihrend der
Mesodermentwicklung zu haben.

Auf der Suche nach Homologen bekannter Effektorgene, die fiir Zellmorphologieinderungen
in der Ventralfurche von Drosophila verantwortlich sind, wurde Tc-concertina (cta)
identifiziert. Die essentielle Funktion von Cta bei Tribolium scheint allerdings die Bildung der
posterioren Amnionfalte zu sein, durch welche die Amnionhdhle ensteht.. Ohne die
Bewegung des posterioren Amnions dhnelt ein Querschnitt von gastrulierenden Tribolium
Embryonen auffallend dem von Drosophila Embryonen.

Die sehr dhnliche Morphologie der posterioreren Mitteldarminvagination bei Drosophila und
der posterioren Amnionfaltenbildung bei Tribolium, sowie die Tatsache, dass beide Vorgéinge

Cta bendtigen, deutet darauf hin, dass es sich um homologe morphologische Prozesse handelt.
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5. Abstract

The aim of this work was to extend the understanding of changes in insect development
during the processes of mesoderm formation and gastrulation and related aspects of the
patterning of the DV-axis.

To this end, the functions of the genes twi, sna, and concertina were examined in the beetle
Tribolium castaneum (Tc), and were compared to those known from the fruitfly Drosophila
melanogaster (Dm).

In Drosophila, twi and sna transcription in a ventral domain of the embryo is activated by the
stable nuclear Dorsal-gradient. Cells from this domain will invaginate through the formation
of the ventral furrow and are fated to become mesoderm. Dm-Dorsal also activates other DV-
patterning genes in specific domains of the embryo.

In Tribolium, a beetle with an ancestral type of embryogenesis, the nuclear Dorsal-gradient is
not stable and disappears early, but is still able to direct the early ventral domain of Tc-twi and
some other DV-patterning genes. In this work it was shown that zygotic Tc-twi has a novel
function in the terminationof the maternal nuclear Dorsal-gradient, indicating that Tc-twi
plays an important role for the switch from maternal to zygotic control of DV-patterning.
Together Tc-twi and Tc-sna are necessary to establish the correct DV-pattern of mesoderm,
mesectoderm and neuroectoderm during gastrulation.

Like in Drosophila, Tc-twi is a master regulatory gene of mesoderm development and initiates
cell shape changes. It was also found that Tc-sna is needed for the establishment of tissue
boundaries and the control of cell proliferation, but seems to have no fundamental role for
mesoderm development.

Looking for homologs of known effectors of cell shape changes during ventral furrow
formation in Drosophila, Tc-concertina (cta) was identified. The essential function of cta in
Tribolium seems to be the formation of the posterior amniotic fold which leads to the
formation of the amniotic cavity covering the embryo on the ventral side.

Without the amnion movement, cross sections of gastrulating Tribolium embryos look
strikingly similar to Drosophila embryos.

The very similar morphology of the posterior midgut invagination in Drosophila and the
posterior amniotic fold in Tribolium, together with the fact that both require Cta-function

suggest that the morphologies are homologous.
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