Untersuchungen zur genetischen Kontrolle der Gastrulation

von Drosophila melanogaster

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat zu Koln

vorgelegt von

Thomas-Christian Seher

aus Peine

Koln 2004



Berichterstatter: Frau Professor Dr. Maria Leptin

Herr Professor Dr. Siegfried Roth

Tag der Disputation: 7. Januar 2003



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Kapitel 1: Einleitung

1.1 Gastrulation

1.2 Gastrulation in Drosophila

1.2.1 Beschreibung der Gastrulation von Drosophila melanogaster

1.2.2 Die Kontrolle der Gastrulation in Drosophila melanogaster

1.2.3 Einordnung der Gastrulation in den Entwicklungszusammenhang in
Drosophila melanogaster

1.2.4 Offene Fragen

Das Ziel der vorgelegten Arbeit

Kapitel 2: Ergebnisse

2.1. Defizienzenscreen zur Identifizierung neuer an der Ventralfurchenbildung

beteiligter Gene

2.1.1. Die Regionen, die als notwendig fur einen ordnungsgemiaf3en Ablauf der
Ventralfurchenbildung identifiziert wurden und die korrespondierenden mutanten
Phanotypen

2.1.2. Untersuchung von Doppeldefizienzen aus den identifizierten Regionen
2.1.3. Untersuchung ventral exprimierter Gene auf genetische Interaktion mit
folded gastrulation hin

2.2. Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle des Gens twist wahrend
der Ventralfurchenbildung

2.2.1 SchluB3folgerungen aus den Ergebnissen des Defizienzen-Screens und daraus
resultierende Uberlegungen zur Rolle von twist

2.2.2 Beschreibung der morphogenetischen Restaktivitit in twist-Mutanten

2.2.3 Ventralfurchenbildung ohne twist-Aktivitat? Der Versuch twist durch seine
Zielgene zu ersetzen

2.2.3.1 Morphologische Analyse der Rettungsexperimente in twist-Mutanten
2.2.3.2 Statistiken der Rettungsexperimente in twist-Mutanten

2.2.3.3 Beurteilung der Transgene

10
13
13
17
30

35
38

39

44

49

52

57

57

59
66

67
70
75



Inhaltsverzeichnis

2.3. Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle des Gens snail wahrend
der Ventralfurchenbildung

2.3.1 Die Zielgene von snail

2.3.2 Misexpression von Zielgenen von snail in der Mesodermanlage

2.3.2.1 Situationen mit verminderter repressiver Kapazitit von snail

A: snail-Heterozygote

B: Interaktionen von snail mit seinem Co-Repressor dCtBP

C: Das Allel snail*?

2.3.2.2 Uberexpression von Zielgenen von snail mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems
2.3.3 Indizien fur eine erweiterte Rolle von snail:

Snail als moglicher Aktivator von Transkription im Mesoderm

2.4. Die Koordination von Zellproliferation und Morphogenese:

Die Kontrolle der Zellteilungen im mesodermalen Primordium wiahrend der
Ventralfurchenbildung

2.4.1 Untersuchung der Phanotypen der Deletionen Df{3L)BK10 und Df(3L)ri79c
bzw. Df(3L)rdgC[co2]: Die Zellen des Mesodermprimordiums teilen sich vorzeitig
2.4.2 Fruhzeitige Mitosen sind die Ursache fur die Storung der
Ventralfurchenbildung in Df{3L)ri79c und Df(3L)rdgC/[co2]

2.4.3 Feinkartierung des von Df(3L)ri79c und Df{(3L)rdgC[co2] aufgedeckten
Locus und Identifizierung des Gens, dessen Verlustmutation zu dem mitotischen
Phanotyp im Mesodermprimordium fuhrt

2.4.4 Die Identifizierung des Transkripts von tribbles

2.4.4.1 Identifizierung des Transkripts: cDNA-Sequenz und Genomische Struktur
von tribbles

2.4.4.2 Die Proteinsequenz von Tribbles

2.4.5 Uberexpressions- und Injektionsexperimente mit tribbles

2.4.5.1 Subzellulare Lokalisation von HA-Tribbles und lokale Uberexpression
durch Injektionen

2.4.6 Experimente zur Untersuchung der genetischen Regulation von tribbles

79

79
82
85
85
86
89
95
98

103

103

114

118

124

124

128

129

131

132



Inhaltsverzeichnis

Kapitel 3: Diskussion

3.1 Ergebnisse des Defizienzen-Screens

3.1.1 Phéanotypischer Screen und Beurteilung der Test-Methode

3.1.2 Bewertung des Defizienzen-Screens

3.1.3 Die Abdeckung des Genoms durch den Defizienzen-Screen

3.1.4 Bewertung der identifizierten Mutanten und ihrer Phanotypen
3.1.5 Gesamtbeurteilung des Defizienzen-Screens und des gewéhlten Ansatzes
3.2 Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle von twist

3.3 Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle von snail

3.3.1 Ektopische Expression von Zielgenen von snail im Mesoderm
3.3.2 snail als moglicher Aktivator von Genaktivitat im Mesoderm

3.4 Die Koordination von Morphogenese und Zellteilungen wéhrend der

Ventralfurchenbildung durch tribbles

Kapiteld: Zusammenfassung und abstract
Kapitel5: Material und Methoden
Kapitel6: Literaturverzeichnis
Danksagung

Erklarung

Lebenslauf

139
139
139
140
141
143
150
152
159
159
164
167

175
177
193



Kapitel 1: Einleitung

Kap. 1 Einleitung

1.1 Gastrulation

1.2 Gastrulation in Drosophila

1.2.1 Beschreibung der Gastrulation von Drosophila melanogaster

1.2.2 Die Kontrolle der Gastrulation in Drosophila melanogaster

1.2.3 Einordnung der Gastrulation in den Entwicklungszusammenhang in

Drosophila melanogaster

1.2.4 Offene Fragen

Das Ziel der vorgelegten Arbeit



Kapitel 1: Einleitung

Kap. 1 Einleitung

1.1 Gastrulation

Gastrulation bezeichnet den Entwicklungsabschnitt wahrend der
Embryonalentwicklung, in dessen Verlauf durch morphogenetische Prozesse die
Keimblatter und damit die Grundarchitektur des Embryos entstehen. Diesen Prozess
durchlauft der Embryo jeder Tierart (Gilbert, 1997). Vor der Gastrulation stellt der
Embryo meist ein einschichtiges Epithel dar, welches nachfolgend eine vollige
Umstrukturierung erfahrt. Im Verlauf der Gastrulation gelangen Zellen ins Innere,
um Endoderm und Mesoderm zu bilden, wihrend die auf der AuBlenseite des Embryos
verbleibenden Zellen das Ektoderm und extraembryonales Gewebe bilden (Gilbert,
1997).

Aus den drei Keimblattern gehen jeweils charakteristische Derivate hervor.
Aus dem Ektoderm entsteht das Nervensystem, aus dem Endoderm der groite Teil
des Verdauungstraktes und aus dem Mesoderm die meisten der inneren Organe, wie
Herz, somatische und viszerale Muskulatur sowie das Blutsystem (Gilbert, 1997).

Als Beispiel fur einen morphogenetischen Prozess ist die Gastrulation
herausragend: Die grundlegende Umgestaltung des Embryos und die Vielzahl der
dabei beobachtbaren Teilprozesse haben Generationen von Embryologen fasziniert
und dazu gefuhrt, dal die Gastrulation in einem breiten Spektrum von Tierarten
untersucht und beschrieben wurde (Gilbert, 1997). Daruber hinaus haben die
vielfaltigen Mechanismen wahrend der Gastrulation modellhaften Charakter fur
andere biologische Prozesse. Typische im Verlauf der Gastrulation auftretende
morphogenetische Mechanismen wie epitheliale Faltungen und Invaginationen,
Involutionsbewegungen, Epibolie, Wanderung von Einzelzellen, Delamination von
Zellen oder Zell-Interkalation spielen auch in vielen anderen Zusammenhiangen eine
wichtige Rolle (z.B. Neurulation, Invasion von Blutzellen in entziindete Gewebe,

Regenerationsprozesse (Gilbert, 1997; Wolpert, 1998)).
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Hensenscher Knoten

Primitivstreifen

Epiblast

Einwandernde Zellen
(Mesenchym)

Abb. 1.1: Gastrulation im Hithnerembryo. Invagination, Einwanderung von Zellen und Delamination

sind die charakterischen morphogenetischen Prozesse und finden gleichzeitig statt. Nach Gilbert, S.F.,

leicht verandert.

Neuralplatte
o7 T

Vertebratenembryo. Die Neurulation ist ein

leicht verandert.

Neuralleisten-

zellen ] Ektoderm

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Neurulation

im

typischer
Invaginationsprozess, der auf Zellformanderungen beruht. Ahnliche
Prozesse konnen in Embryonen vieler Arten auch wahrend der
Gastrulation beobachtet werden, etwa in Drosophila, bei Seeigeln

oder auch in Embryonen von Vertebraten. Nach Wolpert, L. et al.,
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Kapitel 1: Einleitung

Wihrend sich die klassischen Embryologen mit der Beschreibung der
morphogenetischen Prozesse und der Zuordnung der beteiligten Zellen im Hinblick
auf die Keimblatter und ihre Derivate beschiftigten, stehen in der modernen Biologie
die Aufkldrung der zelluldren und molekularen Mechanismen im Vordergrund, die die

vielféltigen und tiefgreifenden Veranderungen wéhrend der Gastrulation steuern.

Vertebraten-Embryonen zu Beginn der Gastrulation -

XQHOPUS. _ Gallus Mus ' _ Danio

Abb. 1.3: Die vier wichtigsten Modellsysteme der Vertebraten, in denen die Gastrulation studiert wird.

(Wolpert, 1998)., leicht verandert.

In der Gegenwart wird die Gastrulation in einer Reihe von Modellsystemen
untersucht. Die eine Gruppe sind Modellorganismen, die aus der Gruppe der
Vertebraten stammen. Dazu gehoren vor allem Gallus gallus, Danio rero und
insbesondere Xenopus laevis und Mus musculus (Gilbert, 1997; Wolpert, 1998).

Auf der anderen Seite stehen die Modellorganismen, die zu den Invertebraten
gehoren. Hier sind verschiedene Seeigelarten und Drosophila melanogaster die

prominentesten Beispiele (Costa et al., 1993; Gilbert, 1997; Leptin, 1995).

12
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9 Stunden 9.5 Stunden 10 Stunden 10.5 Stunden
S

11 Stunden 11.5 Stunden 12 Stunden 13 Stunden

Abb. 1.4: Eine Sequenz aufeinanderfolgender Gastrulationsstadien von Lytechinus variegatus,

fotografiert an lebenden Embryonen. Nach Gilbert, S.F.

Unter den genannten Modellorganismen ist Drosophila melanogaster
derjenige, der mit genetischen Methoden am besten untersucht werden kann
(Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; Gilbert, 1997; Martinez -Arias and Bate,
1993; Roberts, 1998; Wolpert, 1998).

1.2 Gastrulation in Drosophila

1.2.1. Beschreibung der Gastrulation in Drosophila melanogaster

Eine Ubersicht der Gastrulation in Wildtyp-Embryonen von Drosophila ist in
Abb. 1.5 gezeigt. Sie aufeinanderfolgende Stadien in einer Serie von Querschnitten.
Die Embryonen wurden mit Hilfe von Antikorpern gefarbt, um die Morphogenese
besser verfolgen zu konnen. Die Farbung gegen Twist (braune Farbung) markiert den
ventralen Bereich des Embryos. Dieser umfasst unter anderem die gesamte
Mesodermanlage ((Leptin, 1991b; Leptin and Grunewald, 1990) zur Festlegung der

Grenzen der Mesodermanlage s. Kap. 1.2.2).
13




Kapitel 1: Einleitung

e

Abb. 1.5: Ventralfurchenbildung in Drosophila. Zu sehen ist eine Serie von Querschnitten
aufeinanderfolgender Gastrulationsstadien. Die Embryonen sind mit den gleichen Antikorpern
markiert wie in Abb. 2.1. Die gezeigten Stadien entsprechen denen der Embryonen, die in Abb. 2.1
abgebildet sind. Abflachung der apikalen Oberflichen der mesodermalen Zellen, apikale
Konstriktionen, Bewegung der Zellkerne in basaler Richtung, Verkiirzung der Zellen, die resultierende
Invagination der Mesodermanlage, die Bildung der epithelialen Rohre und die sogleich einsetzende

Auflosung der epithelialen Struktur nach der Invagination des Mesoderms sind zu sehen.

Ein Grofteil des mit Twist markierten Bereichs invaginiert kurz nachdem der
Embryo das Stadium des zellularen Blastoderms erreicht hat, etwa zweieinhalb
Stunden nach der Ablage des befruchteten Eis (Campos-Ortega and Hartenstein,
1997; Roberts, 1998) s. Kapitel 1.2.3). Die dabei entstehende Vertiefung wird

Ventralfurche genannt. Die Ventalfurchenbildung ist das erste morphogenetische

14
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Ereignis der Gastrulation, das beobachtet werden kann und zur Invagination der
Mesodermanlage fuhrt. Wie man in den Querschnitten sehen kann, beruht die
Bildung der Ventralfurche darauf, da3 die mesodermalen Zellen eine charakteristische
Abfolge von Formanderungen durchlaufen (Costa et al., 1993; Leptin and Grunewald,
1990; Sweeton et al., 1991). Zuerst kann eine Abflachung der gerundeten Oberflache
der mesodermalen Zellen beobachtet werden. Danach erfolgt eine Verengung
(Konstriktion) der apikalen Oberflache der Zellen. Gleichzeitig andert der Zellkern
seine Position und wandert von apikal nach basal. Zu diesem Zeitpunkt ist bereits
eine deutliche Furche erkennbar. Nachfolgend invaginiert das Mesoderm, wenn die
Zellen sich in apikal-basaler Richtung verkuirzen (Costa et al., 1993; Leptin and
Grunewald, 1990; Sweeton et al., 1991). Die Ventralfurche schliefit sich und das
Mesoderm liegt nun als eine lange epitheliale Rohre im Innern des Embryos. Dieser
Zellverband verliert kurz danach seine epithelialen Eigenschaften. Er zerfallt in
Einzelzellen und das Mesoderm nimmt einen mesenchymalen Charakter an. Dabei
breitet sich das Mesoderm auf dem darunterliegenden Ektoderm aus und die Zellen
beginnen sich zu teilen (Leptin and Grunewald, 1990). Die Invagination des
Mesoderms ist ein sehr schneller Prozess: Die Bildung der Ventralfurche dauert nur
wenige Minuten und die gesamte Invagination des Mesoderms bendtigt rund 15

Minuten (Leptin and Grunewald, 1990; Sweeton et al., 1991).
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!

|:| ectoderm D mesoderm D endoderm

Abb. 1.6: Ein schematischer Uberblick uiber die Prozesse, die zur Invagination des Mesoderms in
Drosophila fuhren. A zeigt in Langsschnitten die Anlagenkarte des Embryos und die verschiedenen
morphogenetischen Bewegungen, die zur Bildung der Keimblatter und zum Beginn der Organogenese
fuhren. In B sind in schematischen Querschnitten die Ereignisse der frihen Mesodermmorphogenese
dargestellt. C zeigt die Ereignisse im Mesoderm auf Einzelzellniveau. In jedem der dargestellten
Gastrulationsstadien erfolgen charakteristische Zellformanderungen. Im letzen abgebildeten Stadium
teilen sich die Zellen des Mesoderms und breiten sich auf dem Ektoderm aus. Abbildung von Maria

Leptin.
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Parallel zur Ventralfurchenbildung finden noch mehrere andere
morphogenetische Bewegungen statt, die auch auf den Abbildungen 1.6 und 2.1 zu
sehen sind: Die Ausstreckung des Keimstreifs, die Invaginationen der posterioren und
der anterioren Mitteldarmanlagen (sowie Vorder- und Hinterdarmanlage), die Bildung
der Kopffalte (Campos-Ortega and Hartenstein, 1997; Martinez -Arias and Bate,
1993; Roberts, 1998).

Die Invagination des Mesoderms erfolgt zellautonom und die gesamte
mechanische Kraft fur diesen Prozess wird in der Mesodermanlage selbst erzeugt.
Das heif3t, daB3 die Zellforménderungen in jeder Zelle autonom ausgelost werden und
die Gesamtheit aller Zellforménderungen zur Invagination der Mesodermanlage fuhrt
(Leptin and Grunewald, 1990). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung,
daf} zu Beginn die Zellforméanderungen (apikale Abflachung und Konstriktion) in den
einzelnen Zellen der Mesodermanlage in stochastischer Art und Weise geschehen
(Kam et al., 1991). Dies kann als die erste Phase der Ventralfurchenbildung
bezeichnet werden. In der nachfolgenden Phase ebnen sich die stochastischen
Unterschiede ein und es erfolgt eine Synchronisation der Zellformanderungen. Als
Folge invaginiert das Mesoderm sehr gleichm@Big auf seiner gesamter Lange (Kam et

al., 1991).

1.2.2 Die Kontrolle der Gastrulation in Drosophila melanogaster

Genetische und molekulare Untersuchungen haben Mechanismen und

Molekule identifiziert, die bestimmen, wie die Keimblitter angelegt werden und

daruiber hinaus Grundzuge der genetischen Kontrolle der morphogenetischen Prozesse

wihrend der Gastrulation offengelegt.

A Die Festlegung der Mesodermanlage

Bereits wiahrend der Oogenese und darauf aufbauend wahrend der frithen

Embryonalentwicklung werden in Drosophila die Grundkoordinaten des

17
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Embryos festgelegt. Diese bestehen in der Etablierung der Korperachsen (anterior-
posteriore und dorso-ventrale Achse) und der Spezifizierung der Termini des
Embryos (St. Johnston and Nisslein-Volhard, 1992). Die durch diese frithen
Musterbildungsprozesse im Embryo niedergelegte Information wird in der weiteren
Entwicklung gelesen und in nachfolgende Entwicklungsprozesse umgesetzt.

Auch die morphogenetischen Bewegungen wihrend der Gastrulation basieren
auf der Interpretation der fruhen Musterbildung . Eine komplexe Kaskade von
Ereignissen, an der vorwiegend Maternaleffektgene beteiligt sind, legt fest, wo
dorsale und ventrale Seite des Embryos entstehen (Govind, 1999). Eine wichtige
Konsequenz der dorso-ventralen Achsenbildung ist, da auf der ventralen Seite des
Embryos das Protein Spatzle gebildet und prozessiert wird (Morisato and Anderson,
1994; Roth, 1993; Schneider et al., 1994; Stein et al., 1991). Spitzle ist der Ligand
des Rezeptors Toll (Anderson et al., 1985), der zwar ubiquitar exprimiert ist, aber
wegen der auf die ventrale Seite begrenzten Aktivitit von Spatzle nur eben dort
aktiviert wird. Die Aktivierung von Toll und die dadurch ausgeloste Signalkette
haben zur Folge, da} der Transkriptionsfaktor Dorsal, der bis zu diesem Zeitpunkt im
Zytoplasma lokalisiert ist, von dort in den Kern verlagert wird (Roth et al., 1989;
Stein et al., 1991). In Abhiangigkeit vom Grad der Aktivierung der Toll-Rezeptoren
wird Dorsal umso effizienter in die Kerne aufgenommen, je mehr Toll aktiviert
wurde, das hei3t, je mehr ventral ein Kern gelegen ist. Am Ende der gesamten dorso-
ventralen Kaskade steht somit die Ubersetzung der Musterbildungsinformation in die
differentielle Aufnahme des Transkriptionsfaktors Dorsal in die Kerne des
Blastodermembryos. Dieser “Import-Gradient” entlang der dorso-ventralen Achse
des Embryos fuhrt in Abhédngigkeit von der Kern-Konzentration von Dorsal zur
spezifischen Aktivierung verschiedener zygotischer Gene, die die Schicksale der
Zellen, in denen sie exprimiert sind, festlegen (Belvin et al., 1995; Roth et al., 1989).
Ebenfalls in Abhangigkeit von seiner Kernkonzentration agiert Dorsal in dorsalen
Bereichen des Embryos auch als spezifischer Repressor von Gentranskription. Diese
Zielgene (z.B. decapentaplegic, zerkniillt) spielen eine wichtige Rolle in der

Entwicklung der dorsalen Epidermis (Arora and Nusslein-Volhard, 1992).

18



Kapitel 1: Einleitung

Ventrale Aktivierung von Toll

Konzentration

von Dorsal in

Querséhniﬁ durch daé den Kernen
synzytiale Blastoderm
dorsal Protein Vitellinmembran
im Zytoplasma p
Spatzle
Fragment

(Ligand)

Dotter b 194
und Zytoplasm

Aktivierung von Toll
im ventralen Bereich
durch Spatzle

Toll Rezeptor Protein

Abb. 1.7: Positionelle Information entlang der dorso-ventralen Achse des Embryos wird durch das

Protein Dorsal vermittelt. Erlauterungen siehe Text. Nach Wolpert, L., verandert.

Auf der ventralen Seite des Embryos, wo die Konzentration von Dorsal im
Kern am hochsten ist, wird die Transkription mehrerer Gene aktiviert. Zu diesen
gehoren snail und rwist . Sie werden in den am meisten ventral gelegenen Region
exprimiert (Ip et al., 1992; Jiang et al., 1991). snail und twist kontrollieren die
Entwicklung des Mesoderms. Verlustmutationen eines der beiden Gene fuhren dazu,
daB} weder eine Invagination der Mesodermanlage noch eine Differenzierung der in
ihr liegenden Zellen stattfinden. Es bildet sich somit in beiden Féllen kein Mesoderm
(Leptin and Grunewald, 1990; Simpson, 1983). Trotz intensiver genetischer
Untersuchungen der fruhen embryonalen Entwicklung wurden keine weiteren
zygotischen Faktoren gefunden, die @hnlich essentiell fur die Entwicklung des
Mesoderms sind wie snail und twist (Jurgens et al., 1984; Nusslein-Volhard et al.,

1984; Wieschaus et al., 1984). Weitere zygotische Faktoren, die die

19
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Mesodermentwicklung in vergleichbarer Weise kontrollieren, existieren daher

vermutlich nicht.

Dorsale Musterbildung
(Abwesenheit von dorsal)

tolioid  decapeniaplegic  zerkniillt
T

Abb. 1.8: Die Genregulationskaskade, die zur

beam=(dosdl)|===d

Musterbildung des Embryos wialhrend des
Blastodermstadiums fithrt. Der Kernimport-

) Gradient von Dorsal wird entlang der dorso-
zerinitt \. ) ventralen Achse des Embryos in die spezifische

_ tolloid, \,
fiyy decapentaplegic Aktvierung oder Repression der frithen

rhomboid

Musterbildungsgene umgesetzt. Nach Wolpert,

L., verandert.

Ventral

dorsal

rhomboid B}Si ] snail
T U4

Ventrale Musterbildung
(Aktivierung durch dorsal)

| e Aktivierung |
| _I Repression I

snail und twist sind gegen Ende des Blastodermstadiums nur auf der ventralen
Seite des Embryos exprimiert, aber ihre Doméanen sind nicht volltstandig
deckungsgleich (vergleiche Abb. 1.9 und 2.1). Am posterioren Ende der ventralen
Seite ist nur twist exprimiert, wahrend snail eine scharfe posteriore Grenze hat, die
mit dem posterioren Ende der Ventralfurche zusammenfiéllt (Leptin, 1991b). Ein
weiterer Unterschied zeigt sich in der lateralen Begrenzung der Expression von snail
und twist. Wiahrend snail eine scharfe Grenze zum benachbarten Mesektoderm
ausbildet, nimmt die Expression von twist Uiber die Grenze der snail-Domane hinaus

graduell ab und erstreckt sich bis ins in Ektoderm (Leptin, 1991b).
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sna RNA

Abb. 1.9: Die Expression von snail im Blastodermembryo. Links ist ein optischer Schnitt und rechts

eine Aufsicht auf die ventrale Seite desselben Embryos zu sehen.

An den beiden Enden des Embryos jenseits der Mesodermanlage liegen
jeweils die Anlagen fur Mittel- und Hinterdarm. Fur deren Spezifizierung ist das
Gap-Gen huckebein essentiell. huckebein agiert als Repressor, und es konnte gezeigt
werden, dal die posteriore Begrenzung von snail durch huckebein festgelegt wird,
indem die Expression von snail am hinteren Korperpol des Embryos reprimiert wird.
In Embryonen, die mutant fur huckebein sind, dehnt sich nicht nur die
Expressionsdoméne von snail bis zum posterioren Pol aus. Auch die Ventralfurche
verlangert sich bis zum posterioren Ende der Embryos und folgt damit der snail-

Domine (Reuter and Leptin, 1994).

Abb. 1.10: huckebein begrenzt die posteriore
Ausdehnung der snail-Doméne in. Zu sehen
sind Markierungen gegen huckebein RNA
(blau) und snail Protein (braun). Abbildung
von Rolf Reuter und Maria Leptin (Reuter

and Leptin, 1994).
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Die genetische Kontrolle im anterioren Bereich der Ventralseite ist
verschieden von der der posterioren Zone. Dies folgt aus der Beobachtung, dafl
sowohl twist als auch snail bis zum anterioren Pol exprimiert sind, obwohl auch
huckebein am anterioren Pol des Embryos exprimiert ist. Daraus 146t sich schliefen,
dal snail in der anterioren Region von huckebein nicht reprimiert wird (Reuter and
Leptin, 1994). Die Situation dort dhnelt wegen der uberlappenden snail- und twist-
Domainen der Situation des posterioren Pols in huckebein-Mutanten. Man konnte
daher erwarten, da} sich die Ventralfurche bis zur anterioren Spitze des Embryos
erstreckt. Die Ausdehnung der Ventralfurche nach anterior erfolgt jedoch erst dann,
wenn die Embryonen mutant fur huckebein sind. Dieses Ergebnis fuhrte zu der
Vermutung, dall huckebein in diesem Bereich des Mesoderms nicht snail selbst,
sondern Zielgene von snail oder twist reprimiert, und auf diese Weise die
Ventralfurche nach anterior begrenzt. Dies steht in Einklang mit der Tatsache, daf3
huckebein zur Spezifizierung des anterior zur Ventralfurche gelegenen
Blutzellprimordiums und fur die weiter anterior gelegene vordere Mitteldarmanlage

benotigt wird (Costa et al., 1993).

-5 9% ?%i fﬁi §
hkb- > sna Iwi sna fwi ruw snaHo— hkb

Invagination des Ventralfurchen- Invagination der posterioren
Stomodeums : bildung Mitteldarmanlage
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Abb. 1.11: Die genetischen Interaktionen, die zur Festlegung der Mesodermanlage und der

Ausdehnung der Ventrallfuche fuhren. Abbildung nach (Reuter and Leptin, 1994);

Die Ausdehnung der Mesodermanlage entlang der dorso-ventralen-Achse
folgt der snail-Doméne. Die snail-Expression hat im Gegensatz zu twist eine scharfe
Grenze zum benachbarten Mesektoderm. Dal3 die Invagination der snail-Domiéne
folgt, wird deutlich, wenn man gastrulierende Embryonen gegen den
mesektodermalen Marker single-minded farbt. single-minded ist in je einer Zellreihe
zu beiden Seiten des Mesoderms exprimiert und spezifiziert das Mesektoderm. Wenn
sich die Ventralfurche schlieft, treffen die beiden Reihen single-minded positiver
Zellen genau aufeinander. Sie stellen (in ventro-dorsaler Richtung) genau die ersten
Zellen dar, die nicht invaginieren. Alle Zellen ventral des Mesektoderms
invaginieren. snail legt nach ventral die Grenze der Mesektodermexpression fest.
Wird die snail-Domane verkleinert, verschiebt sich die Position der Zellen, die single-
minded exprimieren, nach ventral an die snail-Doméne heran. Die Ventralfurche in
solchen Embryonen ist entsprechend geschmilert. Daraus folgt, daB3 snail die dorsale
Begrenzung der Ventralfurche definiert (Kosman et al., 1991; Leptin, 1991b).

Somit legen vor allem die drei zygotischen Trankriptionsfaktoren snail, twist
und huckebein die Positionen und Proportionen der drei Keimblatter, und die
Ausdehnung der Ventralfurche, sowohl in anterior-posteriorer als auch ventro-

dorsaler Richtung fest.

B Gene, die an der Steuerung der Ventralfurchenbildung beteiligt sind

I) Zygotische Faktoren

Wie oben beschrieben, wird im Blastodermstadium durch Dorsal die
Transkription von snail und twist auf der Ventralseite des Embryos aktiviert. Die
Aktivierung von Dorsal besteht nur anfanglich. Kurz nach der Aktivierung von fwist

und snail durch Dorsal ibernimmt twist diese Rolle und aktiviert nun seinerseits snail
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und mittels eines positiven Riuickkopplungsmechanismus auch sich selbst (Leptin,
1991b).

Da snail und twist fur Transkriptionsfaktoren kodieren, liegt es nahe, daf sie
die Genaktivitat weiterer Gene regulieren, die fur die Entwicklung des Mesoderms
notwendig sind. Es spricht jedoch vieles dafur, dal snail und twist die Aktivitat
anderer Gene auf verschiedenen Wegen kontrollieren und somit unterschiedliche
Funktionen wahrend der Ventralfurchenbildung haben (Leptin, 1991b; Leptin, 1999).

Twist ist ein Protein mit einem basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Motiv,
das als DNA-Bindungsdoméne fungiert. Twist aktiviert die Transkription von Genen,
die fur Morphogenese und Differenzierung des Mesoderms notwendig sind. Beispiele
sind tinman oder poxmeso. Zielgene von twist , die fur die Invagination des
Mesoderms essentiell sind, wurden bisher nicht gefunden.

Snail ist ein Protein der Zinkfingerklasse, das am Carboxy-Terminus funf
Zinkfinger aufweist. Diese konnen direkt an spezifische DNA-Motive, sogenannte E-
Boxen, binden. Snail ist - wie die meisten anderen Zinkfingerproteine auch - als
Repressor von Transkription beschrieben worden (Nieto, 2002). Zielgene, die von
snail reprimiert werden, sind im Blastodermembryo solche, die entweder im
angrenzenden Mesektoderm oder Ektoderm oder im gesamten Ektoderm aktiv sind.
Diese werden normalerweise nicht im Mesoderm exprimiert, weil sie dort von snail
reprimiert werden (s. Kap. 2.3 (Leptin, 1991b)). Die bisher identifizierten Gene, die
von snail in der Mesodermanlage reprimiert werden, haben verschiedene Funktionen.
Sie sind notwendig fur die Musterbildung im Ektoderm, fur die Etablierung von
Zellpolaritat und Adhésion in ektodermalen Epithelien und fur die Entwicklung des
embryonalen Nervensystems. Von den bisher bekannten Zielgenen von snail fallen
die meisten in die letzte Gruppe. Fehlt die Funktion von snail in der
Mesodermanlage, dehnen sich die Expressionsdoménen seiner Zielgene auf die
ventrale Seite aus . Sie sind nun in dhnlich starker Weise in Ektoderm und Mesoderm
exprimiert. In snail-Mutanten findet keine Invagination des Mesodermprimordiums
statt (Leptin and Grunewald, 1990; Simpson, 1984). Auch Merkmale der weiteren
Mesodermmorphogenese wie die Erlangung mesenchymaler Eigenschaften oder
Zellteilungen werden nicht beobachtet (Leptin and Grunewald, 1990). AuBerdem ist

die Expression von mesodermalen Markern, die charakterisch fur die Differenzierung
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des Mesoderms sind, gestort. Die Funktion von snail ist also notwendig fur alle
Aspekte der frihen Mesodermentwicklung.

Wegen der Funktion von snail als Repressor liegt der Schlufl nahe, dafl der
Phanotyp von snail-Mutanten vor allem darauf beruht, dal Gene, die normalerweise
nicht im Mesoderm exprimiert sind, in snail-Mutanten ihre Aktivitat in der
Mesodermanlage entfalten konnen und damit die Eigenschaften des Mesoderms
grundlegend verdndern. Es ist beispielsweise denkbar, dal mit der Differenzierung
des Mesoderms in Konflikt stehende Zellschicksals-Entscheidungen getroffen
werden. Ein solcher Konflikt wiare etwa die gleichzeitige Spezifizierung von Zellen
in Richtung auf eine Entwicklung zu somatischen Muskelzellen und Neuroblasten.
Es ist auch denkbar, dal} die Aktivitat ektodermaler Gene in der Mesodermanlage
dazu fuhrt, da3 das Mesoderm epitheliale Eigenschaften erhilt, die fur das Ektoderm
spezifisch sind, und die eine Invagination unmoglich machen. Dies wurde den
Gastrulationsphénotyp von snail/-Mutanten erklaren. Eine weitere Moglichkeit ist,
daB die Expression der ektodermalen Gene im Mesoderm indirekte Effekte hat, die
dazu fuhren, daB sowohl die Expression als auch die Aktivitit von
mesodermspezifischen Genen bzw. Proteinen gestort wird.

Zwar sind die vorgenannten Uberlegungen naheliegend, aber daf} die
essentielle Funktion von snail darin besteht, andere Gene zu reprimieren, ist nicht
eindeutig bewiesen worden. Der Phénotyp von snail kann bisher nicht erklart
werden.

Das einzige andere zygotisch exprimierte Gen, das eine nachgewiesene Rolle
wihrend der Ventralfurchenbildung hat, ist folded gastrulation. folded gastrulation
ist sowohl in der Mesodermanlage als auch in der posterioren Mitteldarmanlage des
Embryos exprimiert (Abb. 2.16). Embryonen, denen die Aktivitit von folded
gastrulation fehlt, haben in beiden Bereichen Defekte : Im Bereich der hinteren
Mitteldarmanlage findet keine Invagination statt. Die Keimstreifausstreckung ist
massiv gestort und die Ausbildung des Darms wird verhindert, was die Letalitat der
Mutation erklart (Costa et al., 1994). Im Bereich des Mesoderms ist der Phanotyp
weniger drastisch. Die Invagination des Mesoderms ist in folded gastrulation-
Mutanten deutlich gestort. Sie erfolgt mit Verzogerung und weist gegenuber der
Ventralfurchenbildung im Wildtyp ein deutlich geringeres Maf} an Koordination auf.

Dennoch gelangt das gesamte Mesoderm auch in folded gastrulation-Mutanten
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letztendlich ins Innere des Embyos. Auch die Expression mesodermaler Marker
findet statt.

folded gastrulation-Mutanten, in denen mit Hilfe eines Transgens folded
gastrulation im Bereich der hinteren Mitteldarmanlage exprimiert wird, entwickeln
einen normalen Darm. Das Mesodem entwickelt sich in solchen Embryonen nach der
gestorten Invagination normal weiter, obwohl folded gastrulation dort nicht
exprimiert ist. Die Embryonen uberleben und es entwickeln sich fertile Fliegen
(Maria Leptin, unveroffentlicht).
folded gastrulation hat demnach zwar eine Funktion wiahrend der
Ventralfurchenbildung, diese ist aber nicht essentiell. In der posterioren
Mitteldarmanlage hingegen ist die Aktivitat von folded gastrulation notwendig (Costa
et al., 1994).

folded gastrulation ist ein Zielgen von twist. Damit ist folded gastrulation
neben snail das einzige Zielgen von twist, von dem nachgewiesen ist, daf} es
notwendig fur eine normale Ventralfurchenbildung ist. Die Primarsequenz von folded
gastrulation 146t darauf schliefen, daf} es sich bei Folded Gastrulation um ein kleines
Protein handelt, das von den Zellen, in denen es exprimiert wird, sezerniert wird.
Dies ist in Einklang mit Antikorperfarbungen gegen Folded Gastrulation (Costa et al.,
1994; Morize et al., 1998).

Nach der Invagination des Mesoderms spielen andere zygotisch exprimierte
Gene fur die weitere Morphogenese eine wichtige Rolle. dof und heartless (einer der
beiden Drosophila FGF-Rezeptoren) sind nach der Invaginationsphase notwendig fur
die nachfolgende Ausbreitung des Mesoderms auf dem darunterliegenden Ektoderm
(Vincent et al., 1998). Die Protein-Phosphatase Cdc25""™™ 1ost in dieser Phase
Zellteilungen im Mesoderm aus (Edgar and O'Farrell, 1989). Alle drei Gene, dof,
heartless und Cdc25"™ sind bereits vor der Ventralfurchenbildung in der
Mesodermanlage exprimiert und werden von twist aktiviert (Edgar et al., 1994;

Vincent et al., 1998) .
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II) Maternale Faktoren

Das Gen dorsal und die Mitglieder der dorso-ventralen Gruppe (die Gene, die
an der Kaskade beteiligt sind, die die dorso-ventrale Achse spezifiziert) sind
notwendige Maternaleffektgene, die festlegen, wo die Mesodermanlage entsteht.

Daruiber hinaus wurden auch Maternaleffektgene identifiziert, die eine
wichtige Funktion wéhrend der Morphogenese der Mesodermanlage haben. Fur die
Ventralfurchenbildung sind mehrere von Bedeutung: Dazu gehoren concertina
RhoGEF2 und dCtBP.

concertina kodiert fur die alpha-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins.
Embryonen, die mutant fur concertina sind, zeigen den identischen Phanotyp wie
Embryonen, die mutant fur folded gastrulation sind. In Embryonen von Mittern, die
homozygot mutant fur concertina sind, findet keine Invagination der posterioren
Mitteldarmanlage statt. Die Ventralfurchenbildung ist gestort, aber wie in folded
gastrulation-Mutanten, gelangt das Mesoderm auch bei ihnen mit Verzogerung in das
Innere des Embryos. Dieser Phanotyp und das Wissen, daf} heterotrimere G-Proteine
meist an Transmembran-Rezeptoren gekoppelt sind, legten den Schluf3 nahe, da3
folded gastrulation und concertina Teile eines Signaltransduktionsweges sind, der
sowohl in der Ventralfurchenbildung als auch in der Mitteldarmmorphogenese eine
wichtige Rolle spielt (Parks and Wieschaus, 1991). In diesem Szenario ist folded
gastrulation der Ligand fur einen bisher nicht identifizierten Rezeptor, der an ein
heterotrimeres G-Protein gekoppelt ist, dessen alpha-Untereinheit von Concertina
gebildet wird (Abb. 1.12).

RhoGEF2 kodiert fur einen Guanin Nukleotid Austauschfaktor (GEF), der
vermutlich spezifisch mit Rho-GTPasen interagiert (Barrett et al., 1997; Héacker and
Perrrimon, 1998). GEF aktivieren GTPasen indem sie bewirken, dall die GTPase in
ithrer inaktiven Form von GDP getrennt wird. Embryonen, die mutant fur RhoGEF2
sind, zeigen wahrend der Gastrulation mehrere Defekte. Keimstreifausstreckung,
Invagination der posterioren Mitteldarmanlage und Ventralfurchenbildung finden in
solchen Embryonen nicht statt. Eine genauere Analyse zeigte, dafl die fur die
Invaginationen typischen Zellformanderungen nicht beobachtet werden konnen.
AuBerdem findet die fur die Zellformanderungen charakteristische Umstrukturierung

des Aktin-Zytoskeletts nicht statt. Die Expression einer dominant-negativen Form
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von Rhol zeigte dhnliche Effekte wie die Verlustmutation von RhoGEF2 (Barrett et
al., 1997; Hacker and Perrrimon, 1998). Daher ist vermutlich die GTPase Rhol der
vorrangige Interaktionspartner von RhoGEF2. Ein eindeutiger Nachweis fur die
Verbindung von RhoGEF2 zu Rhol steht jedoch noch aus. In Frage gestellt wurde
die Interaktion zwischen RhoGEF2 und Rhol jedoch durch Experimente, in denen
Mutanten analysiert wurden, in denen Rhol zygotisch gar nicht und maternal stark
reduziert exprimiert ist. Embryonen dieses Genotyps wiesen keine
Gastrulationsdefekte auf, zeigten allerdings Defekte bei der Zellularisierung (Magie et
al., 1999).

Mboglicherweise besteht eine Verbindung von der postulierten folded
gastrulation/concertina-Signaltransduktionskaskade zu RhoGEF2/Rhol.

In Ovarien von Mittern, die homozygot mutant fur concertina sind, fuhrt eine
gleichzeitige Reduzierung der Gendosis von Rhol zu Defekten im Aktin-Zytoskelett
(Magie et al., 1999).

Ein weiterer maternaler Faktor, der moglicherweise fur die Steuerung der
Ventralfurchenbildung relevant ist, ist dCtBP, das Drosophila-Homolog von CtBP
(Chinnandurai, 2002). Dafur spricht, da dCtBP in einem Screen fur
Maternaleffektgene mit zusatzlicher essentieller zygotischer Expression gefunden
wurde, wobei der gleichzeitige Verlust von maternaler und zygotischer Expression
von dCtBP zu Gastrulationsdefekten fihrte (Perrimon et al., 1996).

CtBP wurde ursprunglich als Protein identifiziert, das an an das C-terminale
Ende des Adenovirus-Proteins E1A bindet und dessen onkogene Wirkung negativ
moduliert. Inzwischen wurden Homologe von CtBP in einem breiten Spektrum von
Arten gefunden. Dieses schlieBt Vertebraten, Invertebraten und auch Pflanzen mit
ein. Es zeigte sich, dal CtBP hochkonserviert ist und seine Funktion dadurch ausiibt,
dal es als Co-Repressor mit anderen Repressoren uber ein konserviertes
Bindungsmotiv interagiert. Je nach Promotor-Kontext rekrutiert CtBP Histon-
Deacetylasen oder nicht (Chinnandurai, 2002).

In Drosophila wurden mehrere Repressoren identifiziert, die mit CtBP
interagieren und gemeinsam ihre repressive Funktion ausuiben. Dazu gehoren Knirps,
Kruppel und Suppressor of Hairless. Weitere Repressoren wie Hairy, Brinker, Zfh-1

und Tramtrack69 zeigen ebenfalls Interaktionen mit dCtBP (Chinnandurai, 2002).
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Ein weiterer Hinweis daftur, dal dCtBP eine Rolle bei der
Ventralfurchenbildung spielen konnte, ist das Ergebnis, da auch Snail mit dCtBP
interagiert und die Aktivitait von dCtBP fur die Funktion von Snail als Repressor
notwendig ist (Nibu et al., 1998a; Nibu et al., 1998b).

AuBler den genetisch identifizierten maternalen Faktoren, die eine wichtige
Rolle fur die Gastrulation spielen, gibt es noch eine Reihe von anderen Proteinen, die
wichtig fur die zellularen Prozesse wahrend der Gastrulation sind. Von diesen ist
bekannt, daBl sie in anderen Untersuchungssystemen fur Zellformanderungen
notwendig sind. Dazu gehoren insbesondere Zytoskelett-Proteine wie Aktin und die
zytoplasmatische Form von Myosin (cMyosin). Wie oben erwihnt, ist bereits frither
vorgeschlagen worden, dafl die Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts eine
wichtige Voraussetzung fur die Zellformdnderungen ist (Leptin, 1995; Sweeton et al.,
1991). Eine Beobachtung, die auf eine Rolle von cMyosin fur die
Ventralfurchenbildung schlieBen 148t, ist, dal unmittelbar vor Einsetzen der
Zellformanderungen cMyosin in den mesodermalen Zellen von basal nach apikal
verlagert wird (Hunter and Wieschaus, 2000; Leptin, 1991a). Ahnliche Ergebnisse
stammen von Untersuchungen der Lokalisation von cMyosin im Primordium der
hinteren Mitteldarmanlage. Auch dort wird cMyosin unmittelbar vor der Invagination
der Zellen von basal nach apikal verlagert (Young et al., 1991). Es besteht daher eine
klare Korrelation zwischen der Anderung der subzelluldren Lokalisation von cMyosin
und bevorstehenden Zellformanderungen.

Funktionelle Studien stehen noch aus. Es existiert mittlerweile eine dominant-
negative Form von cMyosin, aber die Auswirkung der Expression im Mesoderm
wurde bisher nicht untersucht (Brand, EDRC 2001). In welcher funktionellen
Beziehung die Verdnderungen in der Zytoskelett-Struktur zu den fur die Invagination

des Mesoderms notwendigen Zellformanderungen stehen, ist bisher nicht geklart.

Eine zusammenfassende Darstellung der bisher bekannten Genprodukte und ihrer

vermutlichen Wirkungsorte sind in Abb. 1.12 dargestellt.
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Maternale Faktoren Zygotische Faktoren

basal

apikal

Abb. 1.12: Die bekannten maternalen und zygotischen Faktoren, die an der Steuerung der fur die
Ventralfurchenbildung notwendigen Zellformanderungen beteiligt sind. Das Schema schlieB3t
postulierte, aber bisher nicht identifizierte Faktoren (“?7”’) mit ein. Abbildung von Maria Leptin, leicht

verandert.

1.2.3 Einordnung der Gastrulation in den Entwicklungszusammenhang in
Drosophila melanogaster

Die Teilungsanomalie der Mitotischen Doméne 10 (Mesoderm)

Die Gastrulationsbewegungen in Drosophila beginnen, wenn die Embryonen
etwa 2 Stunden und 40 Minuten alt sind (bei 25°C). In dieser Phase der Entwicklung
finden im Embryo schnell aufeinanderfolgend und teilweise parallel mehrere
grundlegende Prozesse statt:

- die Zellularisierung

- die Umschaltung von maternaler auf zygotische Kontrolle der Entwicklung

- der Ubergang von synchronen Kern-Teilungszyklen zu asynchronen

Teilungen von Zellen
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- der Beginn der Morphogenese des Embryos

Nach dem 13. Teilungszyklus (s. unten) besteht der Embryo (abgesehen von
den Vorlauferzellen der Keimbahn, den Polzellen) immer noch aus einer einzigen
Zelle, die mittlerweile mehrere Tausend Kerne beherbergt. Der 14. Teilungzyklus
beginnt mit einer langen Interphase, in deren Verlauf der Embryo eine Umwandlung
vom Synzytium zum Blastoderm erfahrt. Es werden Zellmembranen synthetisiert und
zwischen den nebeneinander an der Peripherie aufgestellten Kernen eingefugt,
wodurch Zellen entstehen (Foe et al., 1993). Sobald die Zellularisierung auf der
ventralen Seite des Embryos abgeschlossen ist, kommt es dort zu den
Zellformanderungen, die die Ventralfurchenbildung einleiten (Costa et al., 1993;
Leptin and Grunewald, 1990; Sweeton et al., 1991). Obwohl vermutet wurde, daf3 das
Ende der Zellularisierung moglicherweise als auslosendes Signal fur die
Zellforméanderungen in der Mesodermanlage wirken konnte, konnte gezeigt werden,
dal Mutationen, die die Zellularisierung betreffen, das Einsetzen der
Ventralfurchenbildung nicht verzogern (Straub et al., 1996).

Ein Prozess, der unmittelbar vor der Gastrulation einsetzt, ist der Ubergang
von maternaler zu zygotischer Steuerung der Entwicklung. In dieser Phase werden
viele maternale Faktoren abgebaut und viele zygotische Gene zum ersten mal
aktiviert. Zwar gibt es auch vorher schon zygotische Genexpression, aber diese
betrifft nur wenige Gene (Martinez -Arias and Bate, 1993). Die Umschaltung von
maternaler auf zygotische Kontrolle stellt die Voraussetzung fur die nachfolgende
Serie von morphogenetischen Prozessen dar, denn die meisten dieser Prozesse werden
von zygotisch exprimierten Genen gesteuert. Im Mesoderm selbst ist dieser
Ubergang durch die Aktivierung von snail und twist durch Dorsal gekennzeichnet.

Das dritte Ereignis, das mit der Gastrulationsphase zusammenfallt, ist die
Anderung der Zellteilungsmuster. Bis zur Zellularisierungsphase finden im Embryo
nur synchrone Kernteilungen statt. 13 mal teilen sich die Kerne im Embryo, wobei
die letzten Teilungen bereits an der Peripherie des Embryos stattfinden, wohin die
Kerne nach dem 9. Teilungsyzklus gewandert sind. Die Zellularisierung fallt zeitlich
mit der Interphase des 14. Teilungszyklus zusammen. Sobald die Zellularisierung
abgeschlossen ist und die Gastrulationsbewegungen beginnen, wird der G,—M-

Ubergang des 14. Teilungszyklus initiiert (Foe et al., 1993). Im Gegensatz zu den
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vorherigen Teilungszyklen teilen sich nun nicht mehr alle Zellen synchron (Edgar and
O'Farrell, 1989; Foe et al., 1993). Die Teilungen erfolgen in kleinen,
charakteristischen Gruppen von Zellen, den mitotischen Domdnen (Abb. 1.13). Die
mitotischen Domanen lassen sich als Gruppen von Zellen definieren, deren 14.
Interphase gleich lang ist. Die Steuerung der Mitosen ab Teilungszyklus 14 steht
ebenfalls unter Kontrolle des zygotischen Genoms (Edgar and Datar, 1996; Edgar and
O'Farrell, 1989).

Das Erscheinen der mitotischen Dominen ist raumlich und zeitlich prazise
gesteuert, wobei die Festlegung der rdaumlichen Ausdehnung jeder mitotischen
Domine durch die Aktivitat einer spezifischen Kombination zygotisch aktiver Gene
kontrolliert wird. Dabei handelt es sich vor allem um Gene, die an der anterior-
posterioren Achsenbildung und der Musterbildung entlang der dorso-ventralen Achse
beteiligt sind (Edgar et al., 1994). Da die Expression dieser frithen zygotisch
exprimierten Gene, die auch die Ausbildung der mitotischen Doménen kontrollieren,
einem sowohl zeitlich als auch raumlich prazise geregelten Programm unterliegt, gilt
dies auch fur die mitotischen Dom#nen. Die zeitliche Abfolge der einzelnen
Dominen folgt daher einem strengen, stereotypen Muster . Wegen der hohen
Reproduzierbarkeit dieses Musters wurden die mitotischen Doménen entsprechend
der Reihenfolge, in der sie in Teilung gehen, als Mitotische Domiane Nr.1 (MD1) bis
MD25 bezeichnet (Foe, 1989). In einer graphischen Projektion auf die Oberflache
eines Embryos sind diese als zweimal 25 bilateral-symmetrisch angeordnete Regionen

darstellbar (Abb. 1.13).
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Abb. 1.13: Schematische Darstellung der mitotischen Doménen. Die Zahlen entsprechen der
Numerierung der Dom#nen. Die Abbildung zeigt einen Embryo in der frithen Phase der
Keimstreifausstreckung, wenn die Invagination des Mesoderms bereits komplett abgeschlossen ist.

Erst dann teilt sich in Wildtyp-Embryonen das Mesoderm (MD10). Nach Foe, V.,’89 verandert.

Da die genetische Kontrolle der Zellteilungen in den mitotischen Doménen im
Verlauf meiner Arbeit bedeutsam wurde, gehe ich auf einige Aspekte dieser Thematik
im folgenden néher ein.

Die Teilungen der Zellen innerhalb der mitotischen Doménen werden dadurch
ausgelost, dal genau in den Bereichen, in denen die Teilungen stattfinden, kurz
vorher die Proteinphosphatase Cdc25""" exprimiert wird (Edgar et al., 1994; Edgar
and O'Farrell, 1989). Cdc25"" ist das Zielgen, dessen Expression von den zygotisch
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exprimierten Genen der Musterbildungssysteme kontrolliert wird, was zur Festlegung
der mitotischen Domianen fuhrt. Cdc25%™ aktiviert die Kinase Cdc2 durch Entfernen
von zwel inhibitorischen Phosphatresten. Aktviertes Cdc2 wiederum 16st dann durch
Phosphorylierung spezifischer Substrate jene Ereignisse aus (Kondensation der
Chromosomen, Auflosung der Kernmembran, Ausbildung der mitotischen Spindel,
etc.), die in ihrer Gesamtheit als Mitose bezeichnet werden.

Die Expression von Cdc25°""¢ spiegelt dabei sowohl raumlich als auch in der
zeitlichen Abfolge das spatere Muster der mitotischen Domianen genau wieder. Dies
gilt fur alle mitotischen Domédnen mit der Ausnahme von MD10. Bei MD10 handelt
es sich um die Mesodermanlage. Sie ist die zehnte Domine, die sich teilt, namlich
dann, wenn die Mesoderminvagination abgeschlossen ist und das Mesoderm
mesenchymalen Charakter annimmt. In situ-Hybridisierung mit einer Cdc25"""-
spezifischen Sonde zeigt jedoch, daB MD10 die erste Domine ist, in der Cdc25"""
exprimiert wird. Dadurch ist der zeitliche Abstand zwischen Cdc25"""¢ Expression
und Teilungsaktivitit in MD10 groBler als in jeder anderen Doméne. Warum das
Mesoderm sich anders verhalt als die anderen mitotischen Domanen, ist unklar.
Wiirde das Mesoderm der Kinetik der anderen Dominen folgen, so mufite es die erste
Domiane sein, in der Zellteilungen stattfinden (Foe et al., 1993).
Uberexpressionsexperimente mit Cdc25*"™ haben zu der Vermutung gefuhrt, daB bei
einer normalen (d.h.: sich adhnlich wie die anderen mitotischen Dominen
verhaltenden) Teilungskinetik von MD10 die Zellteilungen und die Invagination des
Mesoderms gleichzeitig stattfanden. Experimente mit einer Hitzeschock-
induzierbaren Form von Cdc25"™, in denen Cdc25"" unmittelbar vor der
Ventralfurchenbildung ubiquitar exprimiert wurde, fuhrten zu schweren
Gastrulationsdefekten. Von allen morphogenetischen Bewegungen war die
Invagination des Mesoderms dabei die einzige, die durch die ubiquitire Expression
von Cdc25°ne gestort wurde. Es wurde daher spekuliert, da3 der Umstand, dal in
MD10 die Teilungen erst nach der Invagination stattfinden, eine Anpassung an

morphogenetische Erfordernisse ist (Foe et al., 1993).
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Offene Fragen

Viele Fragen, deren Beantwortung zu einem vollen Verstindnis der

Ventralfurchenbildung beitragen wiirden, sind bisher ungelost.
Insbesondere ist vollig unklar, welche zygotischen Gene -auler folded gastrulation-
von snail und twist reguliert werden miussen, um die Invagination der
Mesodermanlage zu kontrollieren. Ebensowenig ist klar, welche Prozesse von den
unbekannten Zielgenen gesteuert werden. Ansitze, die thoretisch zur Losung dieses
Problems hitten fuhren konnen, hat es gegeben. Zahlreiche genetische Screens, deren
Ziel es war, zygotisch exprimierte Gene zu identifizieren, die essentiell fur die
Embryonalentwicklung insgesamt sind, haben keine weiteren Gene aufgedeckt, die
notwendig fur die Invagination des Mesoderms sind. Viele dieser Screens waren
sattigend. Die wahrscheinlichste Erklarung fur die fehlende Identifizierung weiterer
Gene, die notwendig fur die Ventralfurchenbildung sind, ist, daB} es gar keine weiteren
Gene gibt, die dhnlich notwendig sind wie snail und twist. Die Zielgene von snail
und rwist sind moglicherweise nicht essentiell, sondern steuern nur Teilprozesse oder
sind in ihrer Funktion redundant. Vermutlich hat der Ausfall einzelner Zielgene von
snail und twist deshalb keine vergleichbaren Phinotypen wie es in snail- und twist-
Mutanten der Fall ist. Der Phénotyp von folded gastrulation ist ein gutes Beispiel
dafur. Wie das Ergebnis der Rettung des mutanten Mitteldarm-Phanotyps in folded
gastrulation-Mutanten zeigt, ist der mutante Mesodermphidnotyp nur ein
voruibergehendes Ereignis ohne weitere sichtbare Konsequenzen fur die Entwicklung
des Mesoderms (M. Leptin, unverodffentlicht). Gabe es den mutanten
Mitteldarmphédnotyp von folded gastrulation-Mutanten nicht, das zeigen die
Rettungsexperimente, ware der Ausfall der Funktion von folded gastrulation nicht
letal und folded gastrulation ware auf genetischem Weg vermutlich nicht identifiziert
worden und moglicherweise bis heute unbekannt.

Auch ein molekularer Screen hat - nach dem heutigen Stand der Analyse -
keine neuen Gene identifiziert, die fur die Ventralfurchenbildung notwendig sind
(wohl aber andere, die fur spatere Prozesse der Mesodermentwicklung von Bedeutung
sind (Casal and Leptin, 1996)). Dafur gibt es mehrere Erklarungsansitze. Eine
mogliche Erklarung ist, dafl bei der gewahlten Methode (subtraktive Hybridisierung)

solche Gene, die sowohl im Mesoderm als auch im Ektoderm exprimiert sind, nicht
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identifiziert werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dal Gene, die an der
Ventralfurchenbildung beteiligt sind, unter Kontrolle anderer Gene auch im Ektoderm
exprimiert sind. Dies wurde erklaren, warum beispielsweise folded gastrulation im
genannten Screen nicht gefunden wurde. Die andere mogliche Erklarung ist, da3
dieser Screen vermutlich nicht sattigend war. Dafur spricht, daB3 einige Gene, von
denen bekannt ist, daB sie im Mesoderm exprimiert sind, beispielsweise zfh-1, nicht
identifiziert wurden. Es ist daher moglich, da} die Identifikation von unbekannten
Genen, die eine Rolle bei der Ventralfurchenbildung spielen, ebenfalls mifllang.

Die Frage, die sich aus diesen Ergebnissen zwangslaufig ergibt, lautet:

Wie lassen sich Zielgene von snail und twist identifizieren, wenn deren
Verlustmutation nur subtile, vorubergehende Phénotypen zur Folge hat? Es ist mit
genetischen Methoden moglich, Verlustmutationen zu erzeugen, die die gesuchten
Gene betreffen. Die Schwierigkeit bestand bisher aber in der Identifizierung solcher
Gene, deren mutanter Phdnotyp nur transiente und subtile Phanotypen verursacht. Bei
der Planung eines geeigneten Screens mufite also ein Testsystem gefunden werden,
das es moglich macht, die zu erwartenden schwachen Phénotypen zu identifizieren.
Der beste Weg, schwache Phénotypen wahrend der Ventralfurchenbildung zu
identifizieren, besteht darin, in Mutanten die Ventralfurchenbildung selbst zu
untersuchen. Dies ist wegen der Kiuirze des Prozesses und, weil es sich ja
voraussichtlich um subtile Phénotypen handeln wiirde, allerdings aufwendig-
insbesondere, wenn man es mit einem Mutagenese-Screen vergleicht, der auf durch
die Mutation bedingter Letalitat basiert. Eine EMS-Mutagenese kam daher nicht in
Frage, weil zu viele Chromosomen untersucht werden miiliten (siehe dazu auch:
Einleitung zu Kapitel 2.1).

Um die Zahl der zu analysierenden Fliegenstimme und damit den Aufwand
des Screens zu begrenzen, entschied ich mich dafur, mit einer klassischen Methode
nach Genen zu suchen, die eine Rolle wihrend der Ventralfurchenbildung spielen. Es
handelt sich dabei um einen sogenannten Defizienzen-Screen (geht auf eine Idee
zuruck von: Poulson, 1937, PNAS). Dabei wird eine Sammlung von
Fliegenstimmen, die definierte Deletionen tragen, die in der Summe eine moglichst
hohe Abdeckung des Genoms ermoglichen, untersucht. Die gewihlte Testmethode,
mit der auch schwache Phénotypen sichtbar gemacht werden sollten, bestand in

Doppel-Antikorpermarkierungen, die eine Beurteilung der frihen Morphogenese der
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Embryonen moglich machen (siehe Kapitel 2.1). Auf diese Weise - geringe Anzahl
von zu untersuchenden Stammen (rund 200) bei gleichzeitiger eingehender Analyse
der fruhen Morphogenese - bestand aus meiner Sicht ein ausgewogenes Verhaltnis
zwischen Aufwand und Empfindlichkeit der gewéhlten Testmethode.

Eine weitere offene Frage ist, wie die Vernetzung der zygotischen Gene snail
und twist mit den fur die Gastrulation notwendigen maternalen Faktoren Rhol und
RhoGEF2 oder auch cMyosin aussieht. Auch ist bisher nicht klar, ob es weitere
maternale Faktoren gibt, die fur eine normale Ventralfurchenbildung notwendig sind.
Und schlieBlich muf} entritselt werden, welche Bestandteile des Zytoskeletts fur die

Zellformanderungen notwendig sind, und auf welche Weise sie gebraucht werden.
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Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit bestand in der Identifizierung neuer Loci, die an der
Steuerung und Kontrolle der Ventralfurchenbildung beteiligt sind. Es sollte versucht
werden, solche Gene mit genetischen Methoden zu finden. Dazu sollte ein Screen
angelegt werden, der es insbesondere ermoglichte, auch schwache mutante
Phanotypen zu identifizieren. Die Charakterisierung der aufgefundenen Gene sollte
dazu beitragen, zu verstehen, welche Zielgene von snail und twist reguliert werden
und welche Prozesse von den beiden Transkriptionsfaktoren kontrolliert werden,
damit es zur Invagination der Mesodermanlage kommt.

Eine schematische Darstellung, wie sich die genetische Kontrolle der
Gastrulation von Drosophila heute darstellt, ist in Abb. 1.14 gegeben. Die genauen
Mechanismen der Gastrulationskonstrolle sind jedoch nach wie vor nicht erklart. Ziel
meiner Arbeit war es zu versuchen, neue Erkenntnisse zu gewinnen, die dazu

beitragen wiirden, das Schema zu komplettieren.
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Kap. 2 Ergebnisse

2.1. Defizienzenscreen zur Identifizierung neuer an der Ventralfurchenbildung

beteiligter Gene

Das erste Ziel meiner Arbeit war die Identifizierung neuer genetischer Loci, die
fur die Ventralfurchenbildung notwendig sind. Verlustmutationen fur folded gastrulation
oder die Reduzierung der Aktivitait von snail fuhren zu schwachen und nur
voruibergehenden Storungen der Ventralfurchenbildung. Es muflte daher damit gerechnet
werden, da3 andere an der Ventralfurchenbildung beteiligte Gene im Falle einer Mutation
ebenfalls nur schwache Phanotypen aufweisen. Die erste Uberlegung betraf aus diesem
Grunde die Wahl der am besten geeigneten Methode.

Die Entscheidung fur eine genetische Methode wurde bereits in der Einleitung
erlautert. Eine kurzzeitige Storung der Invagination des Mesoderms laBt nicht
notwendigerweise erwarten, dal mit Letalitit gerechnet werden mufl. Als sicheres
Kriterium fur einen genetischen Screen kam nur der Ventralfurchenbildungsphédnotyp
selbst in Frage. Daraus ergibt sich, dafl der Aufwand, den man betreiben muf3, um subtile
Gastrulationsphénotypen zu finden, hoch ist. Man muf} fur die Auffindung etwaiger
Phénotypen sehr viele Embryonen aus einem sehr kurzen Entwicklungsabschnitt
sammeln und diese detailliert studieren.

Wenn man genomweit nach Genen sucht, die fur einen bestimmten Prozess von
Bedeutung sind, dann entscheidet man sich in den meisten Fallen fur eine chemische
Mutagenese (Nusslein-Volhard et al., 1984), die Durchsicht von Stimmen mit kartierten
P-Element-Insertionen oder sogar beides (Greenspan, 1997; Roberts, 1998). Bei einer
EMS-Mutagenese werden ublicherweise rund 5000 mutagenisierte Chromosomen pro
Chromosomenarm analysiert, was bei bei einem Screen, der die Autosomen in
Drosophila berucksichtigt, bedeuten wiirde, da man 20000 Chromosomen auswerten
mufte. Letalitit (bei EMS-Mutagenesen fir die Analyse von embryonalen
Entwicklungsprozessen in den meisten Fallen der Selektionsfaktor) kann bei Mutation
eines fur die Ventralfurchenbildung relevanten Locus nicht vorausgesetzt werden. Daher

mufte man nach der Mutagenisierung erst einmal Stimme von allen Nachkommen, das
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heiB3t also rund 20000 Linien etablieren. Dies wiare notwendig, damit von jedem der zu
analysierenden Stamme ausreichende Mengen an Embryonen gesammelt werden
konnten. Anders wire eine sorgfaltige Analyse nicht durchfuhrbar. Selbst wenn man 10
Stamme pro Tag auswerten wiirde (was sehr viel ware bei der ausgewiahlten
Testmethode, s.u.), ware man fur mindestens 5 bis 6 Jahre nur damit beschiftigt, die
Kandidaten aufzufinden. Diese Schiatzung betrifft nur die Arbeit am Screen selbst. Dazu
kdame noch der materielle und logistische Aufwand viele Tausend Stimme uber Jahre
hinweg zu halten. Die weitergehende Analyse, die die genaue Kartierung der Mutation
und die Identifizierung und Genetik der betroffenen Gene umfaft, ist in diese Schatzung
ebenfalls nicht eingeschlossen.

Bei Stimmen mit P-Element-Insertionen wiirde man Probleme wie Kartierung
und Klonierung von fur die Ventralfurchenbildung notwendigen Gene reduzieren. Die
gangigen P-Element-Sammlungen umfassen aber auch noch einige Tausend Stimme
(Bloomington Stock Center, USA; European Stock Center, Szeged, Ungarn). Daher
gelten auch hier die gleichen Argumente wie gegen eine klassische EMS-Mutagenese:
Der Aufwand ware immer noch zu hoch. Hinzu kommt, da3 der S#ttigungsgrad von P-
Element-Mutagenesen geringer ist als bei EMS-Mutagenesen, unter anderem deshalb,
weil P-Elemente Praferenzen zeigen was den Insertionsort betrifft.

Klassische Mutagenesen stellten daher in meinen Augen nicht die Methode der Wahl dar.
Es erschien wichtig, mit einer kleinen Anzahl von Stammen arbeiten zu konnen. Ich
entschied mich dafur, eine Sammlung von Stimmen mit definierten Deletionen
durchzusehen, die in ihrer Gesamtheit eine moglichst vollstindige Abdeckung des
Genoms ergeben sollten. Auf diese Weise werden nicht direkt einzelne Gene, sondern
zunachst einmal Regionen im Genom aufgefunden. Man erreicht so mit vergleichsweise
geringem Aufwand eine Primaranalyse, deren Ergebnisse dann uber das weitere
Vorgehen entscheiden. Gefundene Regionen konnen nachfolgend weiter untersucht
werden, um eine feinere Kartierung zu erreichen bis hin zur Identifizierung der
aufgedecken Gene selbst.

Ein solcher sogenannter Defizienzen-Screen (Greenspan, 1997; Poulson, 1937) bietet den
Vorteil, daf} die Anzahl der zu untersuchenden Stamme Uiberschaubar ist (rund 200 fur die

Autosomen). Auf die zu untersuchenden Embryonen jedes Stammes kann ausreichend
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Zeit verwendet und der Aufwand insgesamt begrenzt werden. Dies entsprach meiner
Ansicht nach am besten den aus der genannten Fragestellung resultierenden Anspriichen

an eine genetische Untersuchungsmethode.

(XTI ) ]

4

Abb. 2.1: Gastrulation in Drosophila. Gezeigt ist eine Serie von aufeinanderfolgenden Stadien in
Wildtyp-Embryonen. Links sind Ventralansichten gezeigt, jeweils daneben derselbe Embryo im
optischen Langsschnitt. Die Sequenz zeigt die gesamte Phase der Ventralfurchenbildung und umfaf3t

etwa 15 Minuten. Mit Hilfe der Doppelmarkierung lassen sich alle morphologischen Prozesse im Ablauf

genau erfassen. Braun: Antikorperfarbung gegen Twist, Blau: Antikorperfarbung gegen Even-Skipped.

Etablierung der Testmethode

Die Empfindlichkeit der Testmethode entscheidet daruiber, wie zuverlassig
eventuell auftretende schwache Phanotypten detektiert werden konnen. Um transiente
und schwache Phanotypen aufzufinden, war daher die prizise Begutachtung geeignet
markierter Embryonen eine wichtige Voraussetzung. Dabei sollte die Methode zwei
Voraussetzungen erfullen:

- Sie muBite die zu untersuchenden morphologischen Prozesse gut sichtbar machen

- Es sollte moglich sein, die relevanten Prozesse und ihre etwaigen Storungen zeitlich gut
auflosen zu konnen, was sowohl das Auffinden von mutanten Phénotypen als auch ihre
Beschreibung und Untersuchung erleichtern wiirde. Mit zeitlicher Auflosung ist hierbei

gemeint, die durch die Fixierung in verschiedenen Entwicklungsphasen arretierten
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Embryonen so zu sortieren, da man sie in eine Reihenfolge bringt, die
aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien darstellt. Eine Markierung sollte dies
erleichtern, sodall man auch sehr eng aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien noch gut
voneinander trennen kann. Die Notwendigkeit fur diesen Anspruch wird deutlich, wenn
man die Geschwindigkeit der frihen Morphogenese bedenkt: Die Invagination der
Mesodermanlage ist innerhalb von rund 15 Minuten abgeschlossen.

Als Test-System fur den Defizienzen-Screen wurde die Doppelmarkierung mit
Antikorpern gegen die Proteine Twist und Even-skipped gewidhlt. Dies ist in Abb. 2.1 an
Wildtypembryonen dargestellt. Dabei macht die Markierung mit Antikorpern gegen
Twist die Bildung der Ventralfurche gut sichtbar. Die Markierung gegen Even-skipped
hebt andere morphologische Prozesse wie die Bildung der Kopffalte und die
Keimstreifausstreckung hervor und erleichtert eine gute zeitliche Auflosung der zu
untersuchenden Prozesse. Durch diese Doppel-Markierung projiziert man
gewissermalen ein Koordinatensystem auf die Oberflache des Embryos, mit dessen Hilfe
alle wesentlichen durch die einsetzende Morphogenese verursachten Verformungen des
Embryos gut sichtbar gemacht werden konnen. Dabei handelt es sich nicht um ein
starres, sondern um ein dynamisches, weil zeitlich veranderliches Koordinatensystem. In
der Fruhphase der Gastrulation, die hier im Mittelpunkt steht, beruht die Verkrimmung
des Koordinatensystems nur auf den in dieser Phase stattfindenden morphogenetischen
Prozessen wie Bildung der Kopffalte, Ausstreckung des Keimstreifes oder der
Invagination der Mesodermanlage. Andere als morphogenetisch bedingte Anderungen
der Expressionsmuster von twist und even-skipped setzen erst im spiten Verlauf der
Keimstreifausstreckung ein, wenn die Invagination des Mesodermprimordiums léangst
abgeschlossen ist. Durch die zeitliche Veranderlichkeit des Twist/Even-skipped-
Expressionsmusters werden die Prozesse der frihen Morphogenese nicht nur sichtbar
gemacht, verschiedene dieser Prozesse lassen sich auch zeitlich miteinander korrelieren.
Beispielsweise 1aBt sich die Position der posterioren Even-Skipped-Streifen, die sich mit
dem Einsetzen der Keimstreifausstreckung andert, sowohl mit der Invagination der
posterioren Mitteldarmanlage als auch mit den verschiedenen Phasen der Invagination

des Mesoderms in einen zeitlichen Zusammenhang bringen.
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Ein wichtiges Ergebnis in diesem Zusammenhang war, daf in Wildtyp-
Embryonen eine hohe Reproduzierbarkeit in Bezug auf die Dynamik des
Koordinatensystems beobachtet werden kann. Die in Abb. 2.1 gezeigte Sequenz zeigt
eine Auswahl aufeinanderfolgender Stadien ausgew@hlter Embryonen. Schaut man sich
unter Zuhilfenahme des twist/even-skipped- Koordinatensystems sehr viele solcher
Wildtyp-Embryonen an, so stellt man fest, dafl die zeitliche Abfolge der verschiedenen
morphogenetischen Prozesse mit einer hohen Prazision reproduziert wird. Durch die
Farbung definierte gleichartige Stadien weisen in engen Grenzen immer den gleichen
Zustand der verschiedenen morphogenetischen Prozesse auf. Die in Abb. 2.1 zu sehende
Sequenz von frihen Gastrulationsstadien konnte somit als Referenz fur den

durchzufuhrenden Screen verwendet werden.
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Abb.2.2: Eine Karte der beiden grofien Autosomen von Drosophila melanogaster. In blau sind die
Kartierungen der fur den Defizienzen-Screen verwendeten Deletionen abgebildet. In griin sind die Regionen

hervorgehoben, die genetisch nicht einfach zugéanglich sind und noch néher untersucht werden miissen.
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2.1.1. Die Regionen, die als notwendig fur einen ordnungsgemafien Ablauf
der Ventralfurchenbildung identifiziert wurden und die korrespondierenden

Phanotypen

Ein Uberblick der fur den Defizienzen-Screen verwendenten Stamme, bzw. der in den
Stammen deletierten genomischen Regionen ist in Abb. 2.2 zu sehen. Mit der
verwendeten Sammlung von Deletionen wird eine Abdeckung des autosomalen Genoms
von uber 80% erreicht (geschitzt auf der Grundlage der physikalischen Kartierung der
analysierten Deletionen; eine prazisere Angabe wirde eine vorhergehende molekulare
Kartierung der betreffenden Deletionen verlangen).

Die Beschrankung auf die Autosomen war moglich, weil von Eric Wieschaus und
Mitarbeitern gezeigt wurde, da} auf den Heterosomen nur zwei fur die frithe embryonale
Entwicklung relevante Gene zu finden sind: folded gastrulation und nullo (Eric
Wieschaus, nicht publiziert, personliche Korrespondenz).

Die oben beschriebene Nutzung des twist-even-skipped- Koordinatensystems ist die
Voraussetzung fur die gewiinschte zeitliche Auflosung bei der Begutachtung der frithen
embryonalen Morphogenese. Die praktische Umsetzung sah knapp umrissen wie folgt
aus:

Von jedem der ausgewdhlten Fliegenstimme muften in ausreichender Zahl Embryonen
der relevanten Entwicklungsphase (ca. 150 Minuten AED bei 27°C, empirisch ermittelt)
als fixiertes Material zur Verfugung stehen. Dazu wurde von jedem Stamm Kurzablagen
(60 bis 90 Minuten Legezeit) gesammelt, die entsprechend 90 bis 60 Minuten zur
Weiterentwicklung inkubiert wurden, bis die Mehrzahl der Embryonen sich in der
gewunschten Entwicklungsphase befanden. Dann wurden sie fixiert. Dies wurde mit
neuen Sammlungen so oft wiederholt, bis von jedem Stamm ausreichend viele
Embryonen gesammelt waren um mehrere Farbungen durchfuhren zu konnen. Teilweise
erforderte dies bis zu etwa 10 Kurzzeit-Sammlungen pro Stamm (insgesamt mehrere
Tausend Embryonen pro Stamm). Nachfolgend wurden Doppelmarkierungen mit
Antikorpern gegen Twist und Even-skipped durchgefuhrt. Die gefarbten Embryonen
wurden entwissert, in Kunstharz eingebettet und dann mit Hilfe von Mikroskopen

phénotypisch begutachtet. Die Kunstharzeinbettung bietet zwei Vorteile:
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Erstens konnen die gefarbten Embryonen in dem viskosen Einbettungsmedium
leichter in die gewunschte Position gebracht werden, die fur die Begutachtung notig ist.
Man kann sie zur vergleichenden Betrachtung aufreihen und nach Alter sortieren, ohne
daf sie ihre Position verandern, was die Analyse erleichtert. Und man kann sie jederzeit
einfrieren und bei Bedarf wieder auftauen und weiter untersuchen.

Zweitens hat man die Moglichkeit das Kunstharz auspolimerisieren zu lassen.
Dann konnen die Embryonen nachfolgend mit einem Mikrotom geschnitten und
eventuelle Phanotypen anhand von Querschnitten weiter analysiert werden.

Auf die beschriebene Weise (Details siehe Kapitel 5, Material und Methoden) wurden

alle der rund 200 Stamme untersucht.
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Abb. 2.3: Die Karte der verwendeten autosomalen Deletionen . In rot sind die Regionen

gekennzeichnet, die fur eine normale Ventralfurchenbildung notwendig sind.

Nach Durchsicht und intensiver phanotypischer Analyse der Embryosammlungen
aller ausgewdhlten Stamme konnten 4 Regionen identifiziert werden, deren Abwesenheit
zu Defekten bei der Ventralfurchenbildung fuhrt (s. Abb.2.3). Eine Region (reprasentiert
durch Df(2L)ed dp und Df(2L)sc19-8) befindet sich auf Chromosomenarm 2L, zwei
Regionen (Df{3L)BK10 einerseits und Df{3L)ri79c, bzw. Df(3L)rdgC*” andererseits) auf
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Arm 3L und die vierte Region (Df(3R)TI") auf Arm 3R. Keine der auf Arm 2R
kartierenden Deletionen wies einen Defekt in der Ventralfurchenbildung auf. Eine
Deletion, die twist aufdecken wurde, wurde nicht verwendet, da angenommen werden
kann, dafl der Phanotyp von fwist andere mutante Phénotypen, die Defekte bei der
Ventralfurchenbildung aufweisen, iberdecken wiirde.
Vergleichbar dem Phénotyp von folded gastrulation zeigt sich, dal das Mesoderm in allen
vier Fallen mit einer gewissen Verzogerung in das Innere des Embryos gelangt (Abb. 2.4,
whole mounts und Abb. 2.5, Querschnitte).

Ein Ausbleiben der Invagination, wie man es bei den Phanotypen von snail oder

twist beobachtet, wurde bei keinem der verwendeten Stimme gefunden.
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Df(3L)BK10

Abb. 2.4 (vohergehende Seite): Die im Screen identifizierten Mutanten, deren Ventralfurchenbildung in
homozygot defizienten Embryonen gestort ist. Links ist jeweils ein optischer Langsschnitt zu sehen, rechts
daneben jeweils derselbe Embryo von ventral. Alle Embryonen wurden mit Antikorpern gegen Twist

(braun) und Even-skipped (blau) gefarbt.
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Abb. 2.5: Querschnitte der identifizierten Mutanten. Alle Embryonen sind gleich alt und wurden mit
Antikorpern gegen Twist (braun) und Even-skipped (blau) gefarbt. In Wildtypembryonen ist die
Invagination des Mesoderms zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen. Die Deletion Df(3L)rdgCco2
reprasentiert dabei die mutanten Phanotypen von Df{3L)ri79c und Df(3L)BK10. Die Phéanotypen dieser
drei Deletionen sind nahezu identisch (s. a. Kap. 2.4)
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2.1.2. Untersuchung von Doppeldefizienzen aus den identifizierten Regionen

Die gefundenen mutanten Phénotypen weisen alle schwache und voruibergehende
Defekte bei der Invagination der Mesodermanlage auf. Andere frihe morphogenetische
Prozesse sind von den Deletionen nicht betroffen (Ausnahme: Die Deletion von even
skipped. Homozygot defiziente Embryonen bilden keine Kopffalte). Somit erweisen sich
die gefundenen Phénotypen zumindest fur die untersuchte Entwicklungspase als
mesodermspezifisch. DaB} es sich dabei um schwache und voruibergehende Phinotypen
handelt, legte nahe zu vermuten, dall bei jedem der mutanten Phénotypen nur ein
Teilprozess der Gastrulation defekt ist, das angenommene Netzwerk von regulatorischen
und Effektorgenen insgesamt aber noch in der Lage ist, den Ausfall einer einzelnen
Komponente zu kompensieren und die Invagination des Mesodermprimordiums zu
vollenden. Es besteht die Moglichkeit, da die im Defizienzenscreen aufgedeckten Gene
an verschiedenen fur die Ventralfurchenbildung notwendigen Prozessen beteiligt sind.
Auch ohne die von den Deletionen aufgedeckten Gene zu kennen, ergibt sich daraus
folgendes Gedankenexperiment:

Wiirde man zwei der angenommenen Teilprozesse gleichzeitig storen, so konnte
dies dazu fuhren, daBl es zu einer groleren Schwichung des gesamten, die Gastrulation
steuernden Kontrollmechanismus kommt. Man konnte dann erwarten, daf} es zu einer
Verstarkung im Vergleich zu den Einzel-Phanotypen kommt. Im Extremfall wiare sogar
denkbar, dal die Ventralfurchenbildung ganzlich blockiert wiirde, vergleichbar der
Situation in Mutanten von twist oder snail. Dies ware insbesondere dann zu erwarten,
wenn man den einfachen Fall postulieren wurde, daf die Kontrolle der
Ventralfurchenbildung auf zwei gleichwertigen, parallelen Mechanismen beruht, von
denen jeder fur sich noch in der Lage wire die Invagination zu steuern.

Um zu testen, ob eine der Annahmen zutrifft, wurden Embryonen erzeugt, in
denen jeweils zwei der identifizierten Regionen gleichzeitig deletiert waren, was sechs
moglichen Kombinationen entspricht. Dazu wurden aus den auf das dritte Chromosom
kartierenden Deletionen durch Rekombination Chromosomen mit Doppel-Deletionen

erzeugt, die stabil heterozygot in Fliegen gehalten werden konnten. Die drei Fille, in
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denen jeweils eine der auf das dritte Chromosom kartierenden Deletionen mit der
Deletion des zweiten kombiniert werden mufite, wurden durch Kreuzung transient
erzeugt.

Es wurden wiederum Embryonen aus Kurzzeitablagen gesammelt, und nachfolgend fur
die weitere Analyse mit Antikorpern gegen Twist und Even-Skipped markiert.

Die durch Kreuzung transient erzeugten doppelt-defizienten Embryonen wurden
folgendermalBlen analysiert (siehe Kreuzungsschema): Statistisch erwartet man je ein
Viertel homozygot mutante Embryonen fur die beiden einzelnen Defizienzen. Diese sind
anhand des vorher beschriebenen Phanotyps zu identifizieren. Von den homozygoten
Embryonen einer Defizienz wiederum wirde statistisch die Hiélfte zusatzlich heterozygot
und ein Viertel homozygot fur die andere Defizienz sein. Die Analyse basiert somit auf
der Identifizierung von Embryonen, die je homozygot fur eine der beiden Defizienzen
sind und auf der Untersuchung, ob weitere Embryonen gefunden werden, die einen noch
starkeren Phanotypen aufweisen. Da es theoretisch moglich ist, dal bereits in der
Situation, in der eine der beiden Defizienzen homozygot, die andere aber heterozygot
vorliegt, zu einer Verstarkung gegenuber dem Einzelphdnotypen kommt, ist statistisch zu
erwarten, dal minimal ein Sechzehntel und maximal funf Sechzehntel der Embryonen
einer Sammlung einen starkeren Ventralfurchenphdnotyp aufweisen-falls es zu einer
Verstarkung kommt. Alle Embryonen wurden nach Gastrulationsphénotypen sortiert.
Sie wurden dann untereinander und mit denen der einfach defizienten Embryonen
verglichen. In dem Fall, wo Df{3L)ri79c beteiligt ist, konnten die fur diese Defizienz
homozygot mutanten Embryonen zusatzlich durch eine veranderte Even-Skipped-
Expression identifiziert werden. Hier fehlt die Aktivitat von knirps, was zu einem im
Vergleich zum Wildtyp abweichenden Muster in der Expression von Even-Skipped fuhrt
(s. a. Kapitel 2.4).

Die durch Rekombination hergestellten Doppeldefizienzen wurden wie folgt
analysiert: Statistisch erwartet man, wie bei anderen heterozygot gehaltenen Mutationen
auch, daB ein Viertel der Embryonen den mutanten Phénotyp zeigt. Zur Identifizierung
der Embryonen, die doppelt defizient waren, wurde nach solchen Embryonen gesucht,
die Abweichungen im Ablauf der Ventralfurchenbildung gegenuiber dem Wildtyp

zeigten. Dies konnte aufgrund der Einzelphdnotypen angenommen werden. Diese
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wurden heraussortiert und deren Phénotypen mit denen der einfach defizienten
Embryonen verglichen. In den beiden Fallen, in denen Df(3L)ri79c beteiligt war,
konnten die homozygot mutanten Embryonen wiederum durch die Even-Skipped
Farbung identifiziert werden.

Df(3L)BK10 und Df{3R) TI" wurde nur nach Phanotyp sortiert.

Lediglich im Fall der Kombination der Defizienzen

Eine Ubersicht der analysierten genetischen Situationen ist in untenstehender Tabelle

dargestellt. In keiner der untersuchten Situationen konnte eine Verstirkung gegeniiber

den vorher beobachteten Einzelphanotypen festgestellt werden.

Namen der | kombiniert durch | Ergebnis

benutzten

Defizienzen

Df(2L)ed dp Kreuzung, transient | keine  Verstarkung des
Df(3L)BK10 Gastrulationsphénotyps
Df(2L)ed dp Kreuzung, transient | keine  Verstarkung des
Df(3L)ri79c Gastrulationsphénotyps
Df(2L)ed dp Kreuzung, transient | keine  Verstarkung des
Df(3R)TI Gastrulationsphénotyps
Df(3L)BK10 Rekombination keine Verstirkung des
Df(3L)ri79c Gastrulationsphénotyps
Df(3L)BK10 Rekombination keine Verstirkung des
Df(3R)TI" Gastrulationsphénotyps
Df(3L)ri79c Rekombination keine Verstirkung des
Df(3R)TI Gastrulationsphénotyps
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2.1.3. Untersuchung ventral exprimierter Gene auf genetische Interaktion mit folded

gastrulation hin

Durch die Erzeugung von Doppeldefizienzen sollte getestet werden, ob durch
gleichzeitige Deletion von zwei notwendigen Regionen des Genoms moglicherweise
redundante Mechanismen gleichzeitig gestort und dadurch eine Verstarkung der mutanten
Phanotypen der einzelnen Defizienzen erreicht werden. Dies war nicht der Fall. Der
gleiche gedankliche Ansatz wurde in modifizierter Form wiederholt. Embryonen, die
homozygot fur folded gastrulation und zusitzlich heterozygot fur die snail twist-
Doppelmutante sind, zeigen einen wesentlich starkeren Defekt bei der
Ventralfurchenbildung als Embryonen, die nur homozygot fur folded gastrulation sind
(T. Seher, Diplomarbeit, Koln, 1996). Auf der Grundlage dieses Ergebnisses wurde
untersucht, ob die im Defizienzen-Screen identifizierten Deletionen ebenfalls eine
genetische Interaktion mit folded gastrulation zeigen.

Dazu wurden durch Kreuzungen die Doppelmutanten voruibergehend und nicht in Form
stabiler Stimme erzeugt.

Die Kreuzung folgte dem Schema:

Y/+; Df/+ X fog/+; Df/+.

Parallel dazu wurde ein zweiter Ansatz verfolgt. Es gibt Gene, von denen bekannt
ist, daB} sie vor der Gastrulation @dhnlich wie snail und twist in der Mesodermanlage
exprimiert sind. Fur sie war bisher entweder uberhaupt keine Funktion oder keine
Funktion wahrend der Morphogenese des Mesoderms bekannt. Daher sollten auch diese
daraufthin getestet werden, ob sie moglicherweise Teil eines redundanten Mechanismus
bei der Ventralfurchenbildung sind. Bei diesen Genen handelte es sich um schnurri, t48
und PPi-16.

schnurri ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei der dpp-

Signaltransduktion wahrend der Mitteldarmmorphogenese spielt (Grieder et al., 1995).
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t48 ist ein Gen, daf} als Zielgen von Ultrabithorax identifiziert wurde und sehr
dynamisch wiahrend der gesamten Embryonalentwickung exprimiert ist (Strutt and White,
1994). Homozygot mutante Embryonen zeigen keinerlei Defekte und entwickeln sich zu
lebensfahigen und fertilen Fliegen (Strutt and White, 1994). Die Expression von 748 in
der Mesodermanlage hangt von twist ab (Leptin, 1991).

Abb. 2.6: Das RNA-Expressionsmuster von 48 wiahrend der Zellularisierung. T48 ist in dieser Phase der
Entwicklung im Bereich der Mesodermanlage exprimiert. Photographie von Maria Leptin.

PPi-16 wurde molekular identifiziert. Punktmutationen existieren bisher nicht
(daher wurde eine Defizienz verwendet) und seine Funktion ist unbekannt (Hawcroft and
Alphey, 1995). Die Expression von PPi-16 ahnelt derjenigen von folded gastrulation
und machte es daher zu einem interessanten Kandidaten fur eine weitere Untersuchung.

Es wurden transient doppelt-mutante Embryonen erzeugt. Die Kreuzung folgte
dem gleichen Schema wie die oben gezeigte fur die Defizienzen. Die Nachkommen
dieser Kreuzungen wurden mit Antikorpern gegen Twist und Even-skipped gefarbt. Die
gefarbten Embryonen wurden qualitativ und statistisch ausgewertet. Qualitativ heif3t
dabei, dafl alle Embryonen zunichst einer Begutachtung der Mesodermmorphogenese
unterzogen und auf Auffalligkeiten untersucht wurden.

In einem Fall kann eine genetische Interaktion festgestellt werden. Als einzige der
vier Defizienzen zeigte Df(3R)TI" eine Verstirkung des Ventralfurchendefektes in der

Interaktion mit folded gastrulation. In vielen der untersuchten Embryonen invaginiert
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das Mesoderm unvollstandig. Da wo das Mesodem invaginierte, wurden starke
Faltungen beobachtet. Die Invagination der posterioren Mitteldarmmorphogenese in
diesen Mutanten zeigte, dal} es sich dabei nicht um hemizygote folded gastrulation-
Mutanten handeln konnte. Bei vielen der Embryonen mit stark gestorter
Ventralfurchenbildung wurde keine Mitteldarminvagination festgestellt. Bei diesen
handelte es sich um hemizygote folded gastrulation-Mutanten. Embryonen mit solchem
Phanotyp fanden sich auch in den Kreuzungen mit den anderen Defizienzen und waren
von normalen folded gastrulation-Mutanten kaum zu unterscheiden. Das machte
deutlich, daB3 solche Embryonen schwer zu analysieren sind, denn andere Prozesse der
fruthen Morphogenese werden durch den starken Mitteldarmphénotyp ebenfalls gestort.
Bei der Interaktion von mit folded gastrulation jedoch war eindeutig, daB es sich nicht
um hemizygote folded gastrulation-Mutanten handelte. Es wurden lebende
Nachkommen aus der Interaktions-Kreuzung von folded gastrulation mit Df(3R)TI"
untersucht. Embryonen, die durch starke Faltungen im Bereich des Mesoderms auffielen,
wurden heraussortiert und beobachtet. Wenn unter diesen Embryonen solche waren, die
keine Mitteldarminvagination zeigten, wurden sie entfernt. Die Entwicklung der
restlichen Embryonen wurde weiter beobachtet. 81% dieser Embryonen zeigten
fruhzeitig schwere Entwicklungsdefekte und starben. Eine Kontrollgruppe von
Embryonen, die von heterozygoten Df{3R)TI" -Eltern stammten, zeigten bei etwa einem
Viertel der Embryonen (diese waren vermutlich die Homozygoten, alle anderen
Nachkommen waren zu nahezu 100% vital) eine Letalitat von etwa 7%. Damit war
gezeigt, daB} hier eine Verstirkung des Gastrulationsphanotyps sowohl von folded
gastrulation als auch von homozygoten Embryonen vorlag. Da keine anderen mutanten
Chromsomen in die Kreuzung eingingen, konnte es sich nur um eine Interaktion
zwischen der Deletion und der Mutation in folded gastrulation handeln. Df(3R)TI" ist
eine relativ grofe Deletion. Sie entfernt etwa 1% des Genoms von Drosophila. Eine
Abschatzung fur mogliche Kandidatengene, die fur eine Erklarung der Defekte in Frage
kamen, wurde dadurch schwierig.

Bei der Auswertung der Interaktion der drei ventral exprimierten Gene, die der
gleichen Kreuzung und der gleichen Analyse unterzogen wurden, kam es in einem Fall zu

einer klaren Verstarkung. Dies war die Interaktion von 48 mit folded gastrulation (s.
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Abb. 2.7). Die Auswertung ergab auch hier, daf sich die Interaktion am klarsten bei
Embryonen zeigte, deren Mitteldarminvagination bewies, daBl es sich nicht um
hemizygote folded gastrulation-Mutanten handelte. Es gab weitere Parallelen. Die in
den Nachkommen beobachtbaren Defekte bei der Ventralfurchenbildung glichen fast
vollig denen, die bei der Interaktion von folded gastrulation mit Df(3R)TI” beobachtet
wurden. 148 kartiert in die Region, die in Df{3R)TI" deletiert ist und ist dadurch ein
wahrscheinlicher Kandidat um die Effekte, die in der Defizienz beobachtet wurden, zu
erklaren. Da die beiden Phénotypen kaum unterscheidbar sind, kann der Einfluf3 anderer

Gene nahzu ausgeschlossen werden.

Abb. 2.7: Der mutante Phéanotyp, der auftritt, wenn folded gastrulation mit Df(3R)TI” interagiert. Es
kommt zu einer starken Storung der Invagination und der nachfolgenden morphogenetischen Prozesse des
Mesoderms. Es handelt sich dabei nicht um Embryonen, die homozygot mutant fur fog sind (siehe
Mitteldarminvagination). Links optische Léangsschnitte von zwei Embryonen, rechts daneben jeweils
derselbe Embryo in einer Ansicht von ventral. Die Embryonen wurden mit Antikorpern gegen Twist

(braun) und Even-skipped (blau) gefarbt.

Im beschriebenen Defizienzen-Screen wurden somit vier Regionen identifiziert,
die notwendig fur eine normale Ventralfurchenbildung sind. Fur eine der Deletionen,
Df(3R)TL" wurde ein Gen, t48, als sehr wahrscheinlicher Kandidat indentifiziert. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurden die von den Defizienzen Df(3L)BKI10 und
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insbesondere von Df{3L)ri79c und Df{3L)rdgC®’ produzierten Phanotypen untersucht
(Kap.2.4). AuBerdem wurde auf der Grundlage der Ergebnisse des Screens eine weitere

Analyse der Funktionen von snail (Kap.2.3) und twist (Kap.2.2) vorgenommen.
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2.2. Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle des Gens twist

wahrend der Ventralfurchenbildung

Wildtyp twist

Abb. 2.8: Querschnitte eines Wildtyp- und eines fur twist mutanten Embryos. Beide wurden mit
Antikorpern gegen Twist und Even-skipped gefarbt. Die twis-Mutante ist eine Nullmutante in der kein

Twist-Protein gebildet wird.

2.2.1 SchluBfolgerungen aus den Ergebnissen des Defizienzen-Screens und daraus
resultierende Uberlegungen zur Rolle von twist:

Der Experimentelle Ansatz zur Untersuchung der Rolle von twist

Die wahrend des Defizienzen-Screens aufgedeckten Loci zeigen, daf} es weitere
an der Kontrolle der Ventralfurchenbildung beteiligte Gene gibt. tribbles ist ein Beispiel
(siehe Kap. 2.4), 148 wahrscheinlich ein weiteres. Im gunstigsten Fall wiirden die in den
vier Regionen aufgedeckten Gene, abgesehen von folded gastrulation und snail, alle
wichtigen Zielgene von snail und twist darstellen. Zwar konnte experimentell keine

Situation erzeugt werden, in der alle vier identifizierten Regionen gleichzeitig aus dem
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Genom entfernt wurden, aber die Annahme, dal moglicherweise alle wichtigen Zielgene
von snail und twist identifiziert wurden, 143t sich auch ohne diese Daten diskutierien.
Wiren folded gastrulation und die vier aufgedeckten Loci die einzigen wichtigen
Zielgene, die zu identifizieren waren um die Kontrolle der Gastrulation zu verstehen,
dann reduziert sich die Anzahl bei der folgenden Uberlegung bereits auf drei: friihstart
und fribbles konnen nicht zu den eigentlichen Zielgenen gerechnet werden, weil sie nur
eine permissive Rolle und keine instruktive Rolle spielen. Sie machen die
Zellformanderungen moglich, weil sie Zellteilungen blockieren, aber sie instruieren die
mesodermalen Zellen nicht ihre Form zu dndern. Es bleiben somit nur drei Gene oder
Loci ubrig, folded gastrulation und die beiden anderen Defizienzen. Eine davon hat
vermutlich 148 aufgedeckt. Dessen Rolle ist momentan schwer zu bewerten, denn
einerseits ist 148 vollig verzichtbar, andererseits zeigt es eine sehr starke Interaktion mit
folded gastrulation. Wie spezifisch diese fur die Mesoderminvagination ist, mufl noch
gezeigt werden. Der dritte Locus kann bisher kaum beurteilt werden, da er keinerlei
Interaktionen zeigte, weder mit folded gastrulation noch mit einer der anderen
Defizienzen , die homozygot Gastrulationsdefekte verursachen. Angesichts der Vielzahl
an Prozessen, die man fur die Abanderung der Zellform unterstellen darf, scheint es sehr
unwahrscheinlich, daf} diese drei Loci und das, was sich in ihnen verbirgt, ausreichen
sollten, um die mutanten Phanotypen von snail oder twist erklaren zu konnen. Es muf3
meiner Ansicht nach davon ausgegangen werden, da3 es weitere bisher unentdeckte
Faktoren gibt, die eine wichtige Rolle bei der Ventralfurchenbildung spielen. Entweder
hat der Screen nicht alle Loci aufgedeckt, die fur die Fragestellung von Bedeutung sind.
Dann bedarf es der Identifizierung weiterer Zielgene von snail und twist um zu verstehen
welche Prozesse von ihnen kontrolliert werden.

Oder man macht die génzlich entgegengesetzte Annahme und spekuliert, ob es
vielleicht weniger Zielgene von snail und twist gibt, als bisher angenommen (siche
Diskussion, Kap.3). Diese Annahme hinterfragt die Rolle von twist fur die
Ventralfurchenbildung, und laBt sich mit der folgenden Uberlegung begriinden: Wie in
der Einleitung bereits dargelegt, hat rwist fur die Mesodermentwicklung in Drosophila
vor allem die Funktion, andere Gene zu aktivieren, was sowohl fur die Steuerung der

Invagination des Mesoderms als auch fur die Kontrolle der Differenzierung des
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Mesoderms gezeigt wurde (Bodmer, 1993; Casal and Leptin, 1996; Costa et al., 1994; Ip
et al., 1992; Morize et al., 1998; Riechmann et al., 1997; Vincent et al., 1998; Yin et al.,
1997). Der Defizienzen-Screen basiert, ebenso wie andere genetische Screens auf der
Auswertung von Verlustmutationen. Es wurde daher erwartet, vor allem neue, im
Mesoderm aktivierte, d.h. wahrscheinlich Zielgene von twist zu finden. Daruber hinaus
wurde angenommen, da3 es mehrere solcher Zielgene geben muB}, die fur die frihe
Morphogenese des Mesoderms notwendig sind. Wie bereits gesagt sind - abgesehen von
twist selbst - snail und folded gastrulation die einzigen Zielgene von twist, von denen
bekannt ist, daf} sie fur die normale Invagination des Mesoderms notwendig sind. Aus
den bisher vorliegenden Ergebnissen bezuglich der im Defizienzenscreen aufgedeckten
Loci laBt sich zusatzlich nur 148 als Zielgen von twist ableiten, das moglicherweise eine
Rolle bei der Ventralfurchenbildung hat. Wie gezeigt, ist die Aktivitat von 48 aber
komplett verzichtbar fur die Ventralfurchenbildung (Leptin, 1991; Strutt and White,
1994). Da somit neue Zielgene von twist, die notwendig fur die Ventralfurchenbildung
sind, bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden konnten, stellte sich die grundsatzliche
Frage, ob es weitere solche Zielgene von twist uiberhaupt gibt. Wenn solche nicht

existierten, dann ergédbe sich im Umkehrschluf} die Hypothese:

snail und folded gastrulation sind die einzigen Zielgene von twist, die fur einen normalen

Ablauf der Ventralfurchenbildung notwendig sind.

Zur Uberprufung der Hypothese mufite man eine Situation herstellen, in der die
Aktivitat von twist fehlte, snail und folded gastrulation aber unabhédngig von twist im
Bereich der Mesodermanlage aktiviert wiurden. Auf diese Weise mufite sich die
Invagination des Mesoderms wiederherstellen lassen. Eine solche Situation sollte

genetisch in Embryonen erzeugt werden.

2.2.2 Beschreibung der morphogenetischen Restaktivitat in twist-Mutanten

Da die Ventralfurchenbildung im Vergleich zu rwist Mutanten untersucht werden

sollte, erschien es wichtig - vergleichbar der Untersuchung der Gastrulation in
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Wildtypembryonen vor dem Defizienzensreen - zundchst eine Analyse der twist-
Mutanten durchzufuhren, deren Ergebnisse anschlieBend als Referenz bei der Analyse
der Rettungsexperimente dienen sollten. In Embryonen, die mutant fur rwist sind, findet
zwar keine Invagination des ventralen Gewebes statt, aber es wurde beobachtet, dafl im
Mesoderm von twist-Embryonen Reste von morphogenetischer Aktivitat auf der
ventralen Seite zu beobachten sind (Leptin, 1991; Leptin and Grunewald, 1990). Es
erschien daher wichtig, zunéchst den Phanotyp von twist-Mutanten genau zu untersuchen,
um etwaige Variabilititen genau zu erfassen. Diese Restaktivitit muBlte fur die
nachfolgenden Experimente praziser beschrieben werden. Nur so konnten durch die
Expression von twist-Zielgenen erzielte Effekte auf die Morphogenese der
Mesodermanlage bewertet und interpretiert werden. Dazu wurden Embryonen eines
Null-Allels von twist gesammelt: twi®">. In Embryonen, die homoyzgot fur dieses Allel
sind, wird kein Twist-Protein gebildet. Durch Farbung mit Twist-Antikorpern konnen
homozygot mutante Embryonen deshalb eindeutig identifiziert werden. Zusitzlich
wurden die Embryonen mit Hilfe von Antikorpern gegen Even-skipped gefarbt.
Nachdem homozygot mutante Embryonen heraussortiert worden waren, wurden mit Hilfe
der Markierung gegen Even-skipped 6 aufeinanderfolgende Gastrulations-Stadien
definiert. Diese wurden mit ,Gastrulationsstadium 0’ bis ,Gastrulationsstadium 5’
bezeichnet (s. Abb. 2.9). Jedes dieser Stadien ist durch die Kombination aus sichtbaren
morphogenetischen Prozessen und der Position der einzelnen Even-skipped-Streifen
genau definiert (s. Abb. 2.10). Solche Kriterien zu finden war wichtig, weil Embryonen
gleichen Entwicklungsstadiums miteinander verglichen werden sollten. Angesichts der
Schnelligkeit der frithen morphogenetischen Prozesse sollte die Variabilitat innerhalb
einer Gruppe gleich weit entwickelter Embryonen moglichst gering gehalten werden.
Mit der gewdhlten Methode konnte diese Anforderung erfullt werden. Es wurden
ausreichend viele Embryonen gesammelt und gefarbt, sodall jedem Stadium eine Gruppe
von Embryonen zugeordnet werden konnte. Von jedem Stadium wurden dann
Embryonen (mindestens 5) in Araldit eingebettet und von allen transversale Schnitte

angefertigt.
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Stadium 0

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 5

Abb. 2.9: Definition von sechs Gastrulationsstadien. Mit Hilfe von Antikorpermarkierungen (blau: Even-
skipped) und morphologischen Kriterien wurden sechs aufeinanderfolgende Stadien fur vergleichende

Untersuchungen definiert ( s.a. Abb. 2.10).
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Parallel wurde mit Wildtyp-Embryonen genauso verfahren, sodafl von beiden Genotypen
pro Gastrulations-Stadium komplette Serien geschnittener Embryonen vorlagen. Danach
wurden die Schnitte am Mikroskop begutachtet und die Schnitte aller Embryonen
moglichst vollstandig von anterior nach posterior durchphotographiert. AnschlieBend
wurden sie ausgewertet. Es wurde dabei die Invagination bzw. der morphologische
Zustand in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium erfaf3t.
Folgende Aspekte standen hierbei im Vordergrund:

- die Variabilitit der Ventralfurchenbildung in Wildtypen

- die Variabilitat der Aktivitat in den ventralen Zellen in twist-Mutanten

- Vergleich der Variabilitat zwischen den verschiedenen Gastrulations-

Stadien in twist-Mutanten

Stadium 0

Abb. 2.10: Beispiel fur die Definition eines Gastrulationsstadiums. Die Position der beiden hinteren Even-

skipped-Streifen in Relation zur hinteren Mitteldarminvagination definiert dieses Stadium prazise.

Fur die Auswertung wurde in jedem Embryo ein Bereich definiert,
der die mittleren 50% eines Embryos entlang der anterior-posterioren
Achse umfaf}t (im folgenden als Kernbereich bezeichnet).
Als Anhaltspunkt fur die anteriore Grenze diente die Kopffalte, die auf den

Schnitten deutlich zu sehen ist. Die am meisten anterior gelegenen Schnitte, die in die
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Auswertung einflossen, waren solche, in denen das posteriore Ende der Kopffalte zu
sehen ist. Das posteriore Ende des zentralen Bereichs war schwieriger zu definieren. Ich
legte mich darauf fest, nur solche Schnitte auszuwerten, deren Durchmesser mindestens
75% des maximalen Durchmessers des betreffenden Embryos erreichten.

Wildtyp-Embryonen zeigen bei der Auswertung bezuiglich der Invagination ein
hohes Maf} an Reproduzierbarkeit. Dies gilt fur alle 6 betrachteten Stadien und alle
ausgewerteten Embryonen. Die Reproduzierbarkeit zeigt sich sowohl beim Vergleich
von Schnitten aus verschiedenen Embryonen gleichen Stadiums, als auch beim Vergleich
von verschiedenen Schnitten, die aus dem zentralen Bereich desselben Embryos
stammen. Innerhalb eines Stadiums lassen sich kaum Abweichungen feststellen.
Ausgehend von diesem Ergebnis wurde fur jedes Stadium ein entsprechender Schnitt
eines Wildtypembryos als Referenz ausgewiahlt (s. Abb 2.11).

Da bereits bekannt war, daBl in twist-Mutanten noch eine morphogenetische
Aktivitat der Mesodermanlage nachweisbar ist, wurde bei der Auswertung wie folgt
verfahren:

Zunachst wurden alle Schnitte aller Stadien durchgesehen. Dann wurden von allen
Schnitten eines Stadiums jeweils zwei Schnitte ausgewahlt. Der eine reprasentiert dabei
den Bereich maximaler Morphogenese, der in diesem Stadium gefunden werden kann.
Der andere reprasentiert den Bereich minimaler Morphogenese. Dabei wurde keine
Gewichtung der Haufigkeit vorgenommen. Wichtiger erschien es mir durch die
Gegenuberstellung minimaler und maximaler morphogenetischer Aktivitat die
Bandbreite derselben innerhalb jedes Stadiums zu verdeutlichen (Abb. 2.11).

Aus der Gegenuberstellung lassen sich mehrere Ergebnisse ablesen:

1) Es gibt Bereiche in rwist-Mutanten, in denen zu einem Zeitpunkt, zu dem im Wildtyp
die Ventralfurche bereits invaginiert ist, nahezu keine Zellformverinderungen gefunden
werden konnen. Dies kann in fast allen der definierten Gastrulationsstadien beobachtet
werden. Eine Ausnahme stellt Stadium 3 dar. Dort sind immer Vertiefungen in der
Mesodermanlage zu beobachten.

2) Es gibt Bereiche innerhalb von rwist-Mutanten, in denen eine deutliche Invagination

festgestellt werden kann. Das gilt ebenso fur fast alle Stadien. In Stadium O fallt das
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Maximum gering aus. In den Stadien 1 bis 3 konnen dagegen deutliche Invaginationen
beobachtet werden. Am stéarksten fallt dies in den Stadien 2 und 3 aus.

3) Die Bandbreite an morphologischer Aktivitat ist verschieden groB in den
verschiedenen Stadien. Dabei ist sie in Gastrulationsstadium O sehr gering, nimmt dann
zu und in den beiden letzen Stadien wieder ab. Am grofiten ist die Bandbreite in den
Stadien 1 bis 3, das Maximum sehe ich in Stadium 2. Die gegenubergestellten Minima
und Maxima stammen teilweise aus demselben Embryo. Das zeigt, da3 die Bandbreite
von Embryo zu Embryo schwanken kann.

4) Es wurden keine Schnitte gefunden, in denen die Invagination der ventralen Zellen von
twist-Mutanten der von Wildtyp-Embryonen gleicht. Die mangelnde Tiefe der
Invagination selbst in den Bereichen maximaler Aktivitit und die mangelnde
Koordination der invaginierenden Zellen in allen Schnitten der rwist-Mutanten markieren
hierbei die deutlichsten Unterschiede. Hinzu kommt, daf sich auch in den der Wildtyp-
Situation am nachsten kommenden Schnitten (sieche Maxima der Stadien 1 bis 3 in Abb.
2.11) die Zellformdnderungen, die beobachtet werden konnen, deutlich von denen in
Wildtyp-Embryonen unterscheiden. Charakteristisch sind die abgerundeten Apizes und
die Membranausstulpungen der invaginierenden Zellen.

Die Analyse zeigt also, dafl ein Spektrum an morphogenetischer Aktivitat in twist-
Mutanten aller hier betrachteten Stadien nachweisbar ist. Sie ist jedoch meist gering und
nur in Einzelfallen ist in Ansatzen eine als Furche benennbare Struktur zu erkennen. Die
in den twist-Mutanten gefundene morphogenetische Aktivitat ist also keine
kontinuierliche und die gesamte Mesodermanlage gleichmaBig erfassende Aktivitit,
sondern ist Schwankungen unterworfen, die sich innerhalb eines Embryos, beim
Vergleich verschiedener Embryonen gleichen Stadiums und beim Vergleich
verschiedener Stadien feststellen lassen.

Die hier beschriebene Restaktivitat in twist-Mutanten stellt gewissermassen das
Hintergrundrauschen dar, welches bei der Auswertung der folgenden Experimente

beriicksichtigt werden mufte.
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Wildtyp Bandbreite morphogenetischer Aktivitat
in twist-Mutanten

minimal

Stadium 0

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 5

Abb. 2.11: Untersuchung der Mesodermanlage in twist-Mutanten auf Reste von morphogenetischer
Aktivitat. Minimale und maximale morphogenetische Bewegungen wurden fur jedes der in Abb. 2.9

definierten Stadien untersucht. Alle Embryonen wurden mit Antikorpern gegen Twist (braun) und Even-

skipped (blau) gefarbt.
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2.2.3 Ventralfurchenbildung ohne twist-Aktivitat? Der Versuch twist durch seine

Zielgene zu ersetzen

Um Zielgene von Twist im Bereich der Mesodermanlage zu exprimieren, selbst
wenn keine Aktivitat von twist vorhanden ist, wurden Konstrukte hergestellt, in denen die
betreffenden Gene mit einem Teil des rwist-Promotors, dem sogenannten proximal
element (PE) fusioniert sind. Unter der Kontrolle des
proximal element werden die betreffenden Gene nun von Dorsal spezifisch
auf der ventralen Seite des Embryos aktiviert, und konnen auf diese Weise
unbhingig von twist exprimiert werden. (Jiang et al., 1991; Jiang and Levine, 1993). Das
Prinzip der Wirkungsweise ist in Abb. 2.12 dargestellt. Solch ein Konstrukte existierte
fur snail (Quelle: M. Levine, (Jiang et al., 1991; Jiang and Levine, 1993; Jiang et al.,
1992)) und wurde fur folded gastrulation hergestellt (siche Material und Methoden).

Wildtyp twist-Mutanten twist-Mutanten
Zielgene mit modifizierten Promotoren

dorsal il \. dorsal I

Q_.—7—9 o —K Q - .X

O sna ) sna
\ Ventral-|
) O I . fog Ventral- - Ventral- S ! . . fog furche

furche ){ furche

O —— =y ettt N W ¥ Xy z

Abb. 2.12: Das Prinzip der Rettungsexperimente in twisz-Mutanten. Die bekannten Zielgene von twist
werden mit einem Promotor-Element des twist-Promotors ausgestattet, durch das sie von dem Protein

Dorsal aktiviert werden konnen.

Mit Hilfe dieser Konstrukte wurden Fliegen transformiert und stabile Stimme
etabliert. AnschlieBend wurden die transgenen Chromosomen in twist-Mutanten

eingekreuzt und folgende Stimme konstruiert:

66




Kapitel 2: Ergebnisse

1.) wi™, PE-fog/CyO
2) wi™/CyO; 2xPE-sna
3) wi™, PE-fog/CyO; 2xPE-sna

2.2.3.1 Morphologische Analyse der Rettungsexperimente in twist-Mutanten

Was geschieht, wenn man fog, snail oder beide zusammen in twist-
Mutanten in dem Bereich des Embryos exprimiert, aus dem normalerweise das
Mesoderm hervorgeht? In jedem dieser Stimme wurde die Ventralfurchenbildung
untersucht. Zur Analyse wurden von den angegebenen Stimmen Embryonen gesammelt
und homozygot mutante Embryonen ausgewertet.. Diese konnten wie bei den twist-
Mutanten durch Farbung mit Antikorpern gegen Twist eindeutig identifiziert werden.
Wie zuvor bei den twist-Mutanten wurden mit Hilfe der Even-skipped-Farbung fur jeden
Genotyp die bereits beschriebene Serie von aufeinanderfolgenden Gastrulationsstadien
prazise aus den gefarbten Embryosammlungen herausgesucht. Es wurden hierbei jedoch
nur die Gastrulationsstadien O bis 3 untersucht, da in diesen die starkste verbleibende
Aktivitat in trwist-Mutanten gefunden wurde. Von den sortierten Embryonen wurden
serielle transversale Schnitte angefertigt.

Die Ergebnisse der morphologischen Analyse sind in Abb. 2.12

zusammengefasst. Die Analyse hatte mehrere Ergebnisse:

1) Jedes der Transgene verbessert die Situation gegenuiber twist-Mutanten. Dies

zeigt der direkte Vergleich mit den abgebildeten Schnitten von fwist-Mutanten.

2) Der Effekt von PE-fog
Bei Embryonen, die homozygot fur rwi, PE-fog sind, kann man einen Effekt
deutlich ab Gastrulationsstadium 1 beobachten: Die ventralen Zellen flachen sich auf der

apikalen Seite ab und es kommt zu den typischen apikalen Konstriktionen. Eine
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deutliche Verbesserung der Invagination kann jedoch frithestens ab Gastrulationsstadium

3 beobachtet werden.

3) Der Effekt von 2xPE-sna

Bei Embryonen mit dem Genotyp twi; 2xPE-sna sieht man Abflachung und
Konstriktion der Apizes bereits in Gastrulationsstadium 0. Eine deutliche Verstarkung
der Invagination findet man nur in Gastrulationsstadium 2, die in Gastrulationsstadium 3

nicht mehr gefunden wird.

4) Der kombinierte Effekt von PE-fog und 2xPE-sna

Wenn man Transgene zusammen in twist-Mutanten exprimiert werden,
ist bereits in Gastrulationsstadium 1 vollstandige Invagination der ventralen Zellen zu
beobachten. Dieser Effekt ist erheblich starker als bei einem der beiden Transgene
alleine. Der Effekt halt auch ldnger an und ist in Gastrulationsstadium 3 noch sichtbar.
Auch die Qualitat der Invagination ist deutlich besser als bei Expression der einzelnen
Transgene: Es bildet sich die fur die normale Ventralfurche typische epitheliale Rohre,
die entsteht, wenn sich nach der Einstulpung des Mesoderms die Zellen in der apikal-
basalen Achse verkiuirzen und die Apizes der zuletzt invaginierenden Zellen aufeinander
treffen und Kontaktflachen miteinander bilden. Ebenso bildet sich bei vielen der tiefen
Invaginationen im Zentrum der Rohre ein kleines Lumen aus. Die Morphologie dieser
epithelialen Rohren gleicht sehr derjenigen von Ventralfurchen aus Wildtyp-Embryonen.
Der Effekt ist sehr deutlich in den Stadien 1 und 2. Diese Struktur kann bei Expression
nur eines der beiden Transgene alleine nie beobachtet werden. Zwei Teilprozesse, die
charakteristisch fur die Invagination des Mesoderms in Wildtyp-Embryonen sind, konnen
in den Rettungsexperimenten nie gefunden werden:
1.) Diejenigen mesodermalen Zellen, die gegen Ende der Invagination dem benachbarten
Ektoderm am niachsten liegen, verformen sich normalerweiseso, dal} sie sich dabei dem
Ektoderm entgegenstrecken und einen Kontakt herstellen. Das wird in den
Rettungsexperimenten nie beobachtet (Abb. 2.12).
2) In Wildtyp-Embryonen sind die letzten Zellen, die noch invaginieren, ebenso ihre

mehr dorsal gelegenen Nachbarzellen, auch in der Schluphase der Invagination noch
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stark abgeflacht. Die Kontaktflachen, die zwischen den Apizes der gegenuiberliegenden
mesodermalen Zellen entstehen, sind daher gerade und die gemeinsam ausgebildete
Kontaktflache maximal grofl . In vielen Schnitten ist diese Struktur als gerade Linie, die
senkrecht vom Lumen der epithelialen Rohre aus nach unten verlduft, erkennbar. Die
nachsten mehr dorsal gelegenen Twist-positiven Zellen, die nicht invaginieren, zeigen
ebenfalls eine starke anhaltende Abflachung ihrer Apizes (Abb. 2.12 ). Auch dieses
Aspekte konnen nie beobachtet werden, wenn in twist-Mutanten snail oder folded
gastrulation im Mesodem exprimiert werden. Die Zellen bleiben selbst bei Expression
beider Transgene apikal immer abgerundet und die gerade Kontaktflache zwischen den
gegenuberliegenden mesodermalen Zellen bildet sich nicht aus (Abb. 2.12). In Stadium 3
kann man zwar immer noch die fur die spate Invagination typischen Zellformen sehen.
Die Rohrenstruktur des invaginierenden Mesoderms ist hier jedoch schon deutlich

weniger ausgebildet.

Genotyp Gastrulationsstadium
0 1 2 3
3 i & 4
twist ’
twist, PE-fog o £
P ,JJ-' Z = - » o
# J‘_ ‘J 4
twist; 2xPE-sna b7 ol B Aa v L)
/-/ = i N v

twist, PE-fog; 2xPE-sna
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Abb. 2.13: Morphologische Auswertung der Rettungsexperimente fur die Gastrulationsstadien 0 bis 3. Die
Expression beider Transgene verbessert die Morphologie der Ventralfurche , insbesondere dann, wenn

diese simultan exprimiert werden. Einzelheiten im Text.

Prinzipiell sind folded gastrulation und snail also ausreichend um die
Invagination der Mesodermanlage zu induzieren. Eine Invagination, die mit der
Ventralfurchenbildung in Wildtypen vergleichbar ist, kann dann beobachtet werden,
wenn man sna und fog gemeinsam in Embryonen exprimiert, die mutant fur twist sind.

Die oben genannte Arbeitshypothese wurde somit prinzipiell bestatigt.

2.2.3.2 Statistiken der Rettungsexperimente in twist-Mutanten

In dem oben dargestellten Ergebnis wurden nur einzelne Schnitte aus
einzelnen Embryonen vorgestellt. Eine Gewichtung der Haufigkeit, mit der eine gute
oder weniger gute Invagination auftritt, wurde nicht vorgenommen. Um den Einfluss der
Transgene in ihrer Gesamtheit zu untersuchen und nicht nur basierend auf dem Vergleich
der Situtationen, in denen jeweils die starkste Morphogenese beobachtet werden kann,
erfolgte eine zusatzliche statistische Auswertung. Dafur wurde von allen Genotypen eine
kleine Anzahl an Embryonen der Gastrulationsstadien O bis 3 geschnitten und statistisch
ausgewertet. Wie bei der Analyse der rwist-Mutanten wurde nur der Kernbereich entlang
der Embryonen beruicksichtigt. Um eine Gewichtung vornehmen zu konnen, mufite die
»Qualitat“ der Invaginationen bewertet werden. Dazu wurden alle Schnitte in
verschiedene ,Invaginationklassen® einsortiert und ausgezihlt. Diese
Invaginationsklassen wurden nach morphologischen Kriterien definiert (Abb. 2.14):
- Klasse I bezeichnet die Morphologie von Schnitten, in denen keine Ansitze von
Zellformanderungen sichtbar sind und auch keine Ventralfurche erkennbar ist.
- In Klasse Il wurden solche Invaginationen einsortiert, die maximal eine kleine Furche
bilden und Zellforméanderungen klar sichtbar sind;
- Klasse 111 steht fur Invaginationen, in denen die ventralen Zellen

deutlich invaginieren und die Apizes gegenuiberliegender
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invaginierender Zellen sich berihren und Kontakte miteinander bilden.

Klassifizierung von morphogenetischer Aktivitat in twist-Mutanten

LS ’
S =7
B
Typ 1 Typ 2 Typ 3
Keine Invagination Flache Invagination Tiefe Invagination

(die invaginierenden Zellen bertihren
sich mit ihren apikalen Oberflachen)

Abb. 2.14: Die Kriterien, die zur statistischen Analyse der Rettungsexperimente gebildet wurden.

Erlauterungen siehe Text.

Die zentralen Schnitte aller Genotypen und aller Stadien wurden am Mikroskop
begutachtet und ausgezahlt. AnschlieBend wurde fur jeden Genotyp die Haufigkeit eines
der drei Invaginationstypen gegen die Gastrulationsstadien aufgetragen (Abb. 2.15:).

In rwist-Mutanten konnen starke Invaginationen anfanglich (Stadien O und 1)
nicht beobachtet werden. Thre Haufigkeit nimmt erst ab Stadium 2 zu.

Es gibt hier insgesamt einen Anstieg der morphogenetischen Aktivitit mit
fortschreitendem Alter der Embryonen.

Wird snail in der Mesodermanlage von twis-Mutanten exprimiert, kommt es zu
einem starken Anstieg von Typ IlI-Invaginationen in Stadium 2. Dieser Effekt ist im
darauffolgenden Stadium nicht mehr nachweisbar. Die Haufigkeit von Typ II-
Invaginationen andert sich im Vergleich mit rwist-Mutanten kaum.

Bei Expression von folded gastrulation im Mesodermprimordium von twist-
Mutanten ergibt sich ein deutlicher Anstieg von Typ II-Invaginationen uber alle
untersuchten Stadien hinweg. Typ I-Invaginationen treten fast nur noch in Stadium O auf.
Die Haufigkeit von Typ IlI-Invaginationen kann nur im Stadium 3 beobachtet werden.

Bei simultaner Expression beider Transgene 1aBt sich ein starker Anstieg der

Haufigkeit von Typ IlI-Invaginationen feststellen. In Stadium 1 findet man in fwist-
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Mutanten oder bei Expression eines der beiden Transgene alleine nahezu keine
Invaginationen der Klasse III. Werden snail und folded gastrulation gemeinsam in twist-
Mutanten exprimiert, fallen 70% aller Invaginationen in Klasse III. Dieser hohe Wert
bleibt anndhernd uiber die Stadien 1 bis 3 erhalten.

Die statistische Auswertung der Rettungsexperimente bestatigt deutlich den
EinfluB der Transgene auf die Ventralfurchenbildung in twist-Mutanten. Jedes Transgen
einzeln fuhrt bereits zu einer Erhohung der morphogenetischen Aktivitat. Es ist auffallig,
daB} die Expression von folded gastrulation vor allem zu einem Anstieg der Typ II-
Invaginationen fuhrt.

Die Expression von snail bewirkt in twist-Mutanten nur in einer kurzen Phase einen
Anstieg von Typ IlI-Invaginationen. Expression beider Transgene fuhrt zu einem starken
Anstieg von Typ IlI-Invaginationen, der uiber die folgenden Stadien anhalt.

Selbst wenn snail und folded gastrulation zusammen exprimiert werden findet

man jedoch nur in Einzelfillen, daf} die Rettung entlang der gesamten
Ventralfurche gleichm@Big gut ist. In anderen Embryonen findet
man nur regional begrenzt eine solch gute Invagination, wahrend mehr
posterior oder mehr anterior die Invagination weniger tief ausfallen kann.
Eine weitere Einschrankung betrifft den zeitlichen Ablauf und die Geschwindigkeit der
Invagination in twi, PE-fog; 2xPE-snail Embryonen. Selbst in den am besten geretteten
Féllen findet die Invagination der ventralen Zellen um einige Minuten spater statt als in
Wildtyp-Embryonen - was fur den Prozess der Gastrulation in Drosophila eine deutliche
Verzogerung darstellt.

Das heiit: snail und folded gastrulation sind - trotz fehlender twist-Funktion - in
der Lage, die Invagination der mesodermalen Zellen im Blastodermembryo zu steuern.
Die induzierten Ventralfurchen erreichen allerdings nicht die Geschwindigkeit, die
Dynamik und die GleichméBigkeit, die man wahrend der Ventralfurchenbildung in

Wildtyp-Embryonen beobachten kann.
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Abb. 2.15 a: Statistische Auswertung der Morphologie der Mesodermanlage in twist- und twist; 2xPE-

snail-Embryonen. Die Morphologie in den untersuchten Schnitten der verschiedenen Genotypen wurde

den definierten Invaginationsklassen zugeordnet und nach Gastrulationsstadien getrennt aufgetragen.

Details im Text.
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twi, PE-fog - Embryonen
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Abb. 2.15 b: Statistische Auswertung der Morphologie der Mesodermanlage in twist, PE-fog und rwist, PE-
fog; 2xPE-snail-Embryonen. DieMorphologie in den untersuchten Schnitten der verschiedenen Genotypen
wurde den definierten Invaginationsklassen zugeordnet und nach Gastrulationsstadien getrennt aufgetragen.
Details im Text. Man beachte vor allem die Unterschiede in Stadium 1 von twist, PE-fog; 2xPE-snail-

Embryonen im Vergleich zu den anderen Genotypen.
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2.2.3.3 Beurteilung der Transgene

Fur die Bewertung der vorgestellten Ergebnisse ist es wichtig zu wissen , ob die
beiden verwendeten Transgene in ausreichendem MalBe in der Lage sind, die Funktion
der Zielgene von twist wiederherzustellen.

Das 2xPE-snail-Konstrukt wurde in Rettungsexperimenten getestet. Dazu wurde
es in einen Stamm eingekreuzt, der heterozygot fur eine Deletion ist, die unter anderem
snail entfernt. Der resultierende Genotyp war der folgende:

w; Df(2L)osp29; 2xPE-snail. Von diesem Stamm wurden Embryonen gesammelt und in
diesen die Ventralfurchenbildung untersucht. Es wurden keine Embryonen mit
Gastrulationsdefekten gefunden. Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen wurde
nachgewiesen, daf} snail in allen Embryonen ab Ende der Zellularisierung exprimiert ist.
Zur Kontrolle wurde das Transgen wieder ausgekreuzt und gegen heterozygote

Df(2L)osp29-Fliegen zuruckgekreuzt:

Df(2L)osp29/+ ; 2xPE-snail/+ X Df(2L)osp29/Cy0O .

Embryo-Ablagen dieser Kreuzung wurden mit Hilfe von anti-Twist-Farbungen auf
Gastrulationsdefekte untersucht. Es wurden Embryonen gefunden, die keine
Ventralfurche bildeten. Bei diesen mulite es sich um homozygot mutante snail-
Embryonen handeln. Damit wurde bestatigt, daB in den vorherigen
Rettungsexperimenten die snail-Defizienz vorhanden war. Daraus konnte also
geschlossen werden, daf} die beobachtete Rettung kein Artefakt war, und dall das 2xPE-
snail-Rettungskonstrukt in der Lage ist, den Ventralfurchenphénotyp von snail-Mutanten
vollig zu kompensieren.
Das PE-fog Konstrukt wurde phanotypisch und auf seine Expression

hin untersucht (Abb. 2.17). Mit in situ-Hybridiserungen wurde gezeigt, daf} in
Embryonen, die von dem Stamm twi, PE-fog/CyO stammten und mutant fur rwist waren,
folded gastrulation vor und wahrend der Gastrulation in der Mesodermanlage exprimiert
ist. Um die Expressionsstiarke zu beurteilen, wurde die mesodermale Expression von

folded gastrulation mit der Expression im Bereich der Mitteldarmanlage verglichen.
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Wildtyp

twist

twist, PE-fog

Abb. 2.16: Die Expression von folded gastrulation unter Kontrolle des PE-Promotors. In twist-Mutanten

kann auf diese Weise die Expression von folded gastrulation im Mesoderm wiederhergestellt werden.

Diese ist in Wildtypen wesentlich starker als die Expression von folded gastrulation in
der Mesodermanlage (Abb. 2.16). In Embryonen des Genotyps twi, PE-fog entspricht das
Verhiltnis der Expressionsstarken von folded gastrulation in den beiden Primordien der
Situation von Wildtyp-Embryonen. Phénotypisch wurde die Expression von folded
gastrulation in twist-Mutanten auf ein einziges Kriterium hin untersucht: Ist die

Expression von folded gastrulation in der Lage, in twist-Mutanten die apikale
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Abflachung der Zelloberflichen und apikale Konstriktionen zu bewirken, wie dies fur
andere folded gastrulation-Konstrukte publiziert wurde (Morize et al., 1998). Wie in der
Auswertung der Rettungsexperimente schon berichtet, ist dies der Fall. Man kann den
Effekt besonders deutlich feststellen, wenn man rwisz-Mutanten mit Embryonen des
Genotyps twi, PE-fog vergleicht (Abb. 2.17). Aus beiden Ergebnissen wurde daher
geschlossen, dal das PE-fog-Konstrukt voll funktionsfahig ist.

twist twist, PE-fog
"'J.J },' st 4 *I ; . 4 '
1’" # .
|.J "l

Abb. 2.17: PE-fog induziert in twist-Mutanten Zellformdnderungen. Typisch fur Twist-Mutanten
sind die in Schnitten erkennbaren runden Apizes der mesodermalen Zellen. PE-fog kann in twist

Mutanten apikale Abflachungen und auch Konstriktionen der Apizes induzieren.

Aus der Bewertung der Transgene und den Ergebnissen der Experimente, in
denen mit Hilfe dieser Transgene die Ventralfurchenbildung wiederhergestellt werden
sollte, ergibt sich die SchluBfolgerung, da3, wenn snail und folded gastrulation die
einzigen Zielgene von twist waren, die angestrebte Rettung der Mesodermmorphogenese
besser hatte ausfallen mussen. snail und folded gastrulation verbessern den Prozess der
Mesoderminvagination in twist-Mutanten zwar erheblich, aber ihre Aktivitat reicht

offensichtlich nicht dazu aus, die Funktion von twist vollig zu ersetzen.

77



Kapitel 2: Ergebnisse

2.3. Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle des Gens snail wahrend der

Ventralfurchenbildung

Aus zwei Grunden beschlof} ich, auch die Rolle von snail naher zu untersuchen:
Zum einen ruckte das Ergebnis, dall snail und folded gastrulation alleine fur eine
Invagination des Mesoderms sorgen konnen, snail in das Zentrum des Interesses (Kap.
2.2): In twist-Mutanten exprimiert kann folded gastrulation alleine keine Invagination
induzieren, kommt aber die Aktivitat von snail hinzu, fuhrt dies zu einer Invagination.

Zum anderen kann der Phanotyp von snail-Mutanten bisher nicht erklart werden.
Es wurde zwar gezeigt, daB3 snail eine Vielzahl von Genen, die im Ektodem exprimiert
sind, im Mesoderm reprimiert, jedoch wurde bislang kein Gen identifiziert, dessen
Repression im Mesoderm essentiell ist (s. Einleitung). Daraus ergab sich die
Fragestellung: Gibt es ein solches Zielgen, dessen Repression im Mesoderm fur die
Ventralfurchenbildung essentiell ist? Hinzu kommt, daB - im Gegensatz zu twist - die
Reduzierung der Gendosis von snail um die Halfte schon zu einer deutlich sichtbaren
Verzogerung der Invagination des Mesoderms fuhrt (Abb. 2.21). Dies mag zwar nur ein
Hinweis darauf sein, daf} die Zielgene von snail und twist unterschiedlich empfindlich auf
ihre Regulatoren reagieren, aber es zeigt, da} fur eine ungestorte Ventralfurchenbildung

beide Kopien von snail funktionsfahig sein miissen.

2.3.1 Die Zielgene von snail

In der Vergangenheit wurden durch eine Reihe von Arbeiten zahlreiche Gene

identifiziert, die von snail im Mesoderm reprimiert werden (s. Tab. 1). Alle diese Gene

sind im Wildtyp entweder im Ektoderm oder im Mesektoderm exprimiert. Threr Funktion

nach lassen sich diese Gene in drei Gruppen einteilen:
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Delta

crumbs

rhomboid

optischer Langsschnitt ventrale Ansicht

Abb. 2.18: Drei Zielgene von snail. Delta und crumbs sind nahezu ubiquitir exprimiert-auler im
Mesoderm. snail reprimiert dort ihre Expression, wie man den ventralen Ansichten entnehmen kann. s.

auch Abb. 2. 19.

1) Gene, die fur die Spezifizierung der Neuroblasten und die frihe Entwicklung des
Nervensystems notwendig sind (die uberwiegende Mehrheit dieser Gene kodiert fur
Transkriptionsfaktoren).

2) Gene, die fur die Musterbildung im Ektoderm notwendig sind und fur die
Differenzierung ektodermaler Zellen.

3) Gene, die direkt die Eigenschaften einer Zelle wie Polaritit oder Adhéasion bestimmen.

Der Nachweis, da3 es sich bei einem Gen um ein Zielgen von snail handelt,
erfolgte in den meisten Arbeiten durch die Analyse von in situ-Hybridisierungen des

entsprechenden Gens in Embryonen, die homozygot mutant fur snail sind. Bei Verlust
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der Aktivitat von snail 1aft sich in allen Fiallen beobachten, daB3 sich die
Expressionsdomédne der betreffenden ektodermalen Gene nach ventral in die
mesodermale Anlage hinein ausweitet. In einzelnen Fallen konnte auch gezeigt werden,
daB} Snail direkt an spezifische Sequenzen im Promotor eines Gens bindet und dadurch
die Transkription des betreffenden Gens unterdrickt (Ip et al., 1992; Kasai et al., 1992).
Das bisher am besten charakterisierte Beispiel ist das Gen rhomboid. Der Promoter von
rhomboid wurde eingehend untersucht. Neben Bindungsstellen fur Dorsal und bHLH-
Proteine wurden mehrere Bindungsstellen fur Snail nachgewiesen (Bier et al., 1990; Ip et
al., 1992). Modifiziert man die Bindungsstellen fur Snail oder plaziert sie in groBerer
raumlicher Distanz von den Aktivatorsequenzen, geht die Repression von rhomboid im
Mesoderm verloren (Ip et al., 1992)). Die resultierende Expression entspricht derjenigen

von rhomboid in snail-Mutanten.

Abb. 2.19: Expression von crumbs in einem Wildtyp-Embryo zu Beginn der Ventralfurchenbildung.

Beispiele fur Expressionsmuster bekannter Zielgene von snail und ihre

Repression im Mesoderm sind in Abb. 2.19-2.21 gezeigt. Fur zwei der in Tab. 1
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aufgelisteten Gene war bisher nicht untersucht worden, ob sie auch Zielgene von snail
sein konnten (stardust, ventral nervous system defective). Von 13 der aufgefuhrten Gene
wurden mit Digoxigenin markierte RNA-Sonden hergestellt und die Expression der
betreffenden Gene in snail-Mutanten untersucht. Es zeigt sich, da} auch diese in
Abhéangigkeit von snail im Mesoderm reprimiert werden. Bei jedem der untersuchten
Gene weitet sich in Abwesenheit der Aktivitat von snail dessen Expressionsdomiane zur
Mesodermanlage hin aus. Beispiele sind in Abb. 2.21 gezeigt. Aufgrund der
Expressionsdaten mussen auch stardust und ventral nervous system defective als Zielgene

von snail angesehen werden.

rhomboid short gastrulation single minded

PO — O R, B i sivmene s

Wildtyp O st
TN e g
snail B,

Abb. 2.20: Drei Zielgene von snail. Solange die Aktivitat von snail im Mesoderm vorhanden ist, werden
rhomboid, sog und single minded im Mesoderm reprimiert. In Null-Mutanten von snail dehnt sich ihre

Expressionsdomine bis in die Mesodermanlage aus.

2.3.2 Misexpression von Zielgenen von snail in der Mesodermanlage

Die Frage, ob die Rolle von Snail als Repressor im Mesoderm fur die
Ventralfurchenbildung notwendig ist, kann genetisch untersucht werden. Dazu werden
Zielgene von snail ektopisch im Mesodermprimordium exprimiert, und die Auswirkung

auf die Ventralfurchenbildung analysiert. Dies 148t sich auf zwei Wegen erreichen:
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Zum einen konnen mit Hilfe von mutanten snail-Allelen Situationen geschaffen
werden, in denen das repressive Potential von snail verschieden stark geschwicht wird.
Auf diese Weise kommt es zur Derepression von einzelnen der Zielgene von snail.

Zum anderen konnen Zielgene von snail gezielt mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems
in verschiedenen Bereichen und Entwicklungsstadien des Embryos uberexprimiert
werden. Die Wildtyp-Kopien der Zielgene werden zwar weiterhin von Snail reprimiert,
auf den Mechanismus, der zur Uberexpression fuhrt (Gal4/UAS), hat Snail jedoch keinen
EinfluB.

Beide Wege wurden verfolgt und die Auswirkungen fur die Expression der
Zielgene im Bereich der Mesodermanlage als auch fur die Morphogenese analysiert. Fur
die Untersuchung der Expression anhand von in situ-Hybridisierung an Embryonen
wurden von 13 Zielgenen von snail Dig-markierte RNA-Sonden hergestellt (s.Tab 1).
Fur die Gene bazooka und nullo (Hunter and Wieschaus, 2000; Postner and Wieschaus,
1994), wurden ebenfalls RNA-Sonden produziert und durch in situ-Hybridisierung auf
Wildtyp Embryonen getestet. In beiden Fillen wurden keine Anhaltspunkte fur

mesodermspezifische Repression gefunden.

Tabelle 1: Gene, deren Expression in der Mesodermanlage durch snail
reprimiert wird

. von diesen Genen wurden keine Dig-markierten RNA-Sonden hergestellt
*: fiir diese Gene lagen bisher keine Daten vor, die sie als Zielgene von Snail ausweisen
wirden

Abklirzungen:

bHLH Protein mit basische m Helix-Loop-Helix Motiv

EGF-R EGF-Rezeptor

MAGUK membran-assoziierte Guanylat-Kinase

PAS Dimerisierungsdomane (nach Per, Arnt, Sim benannt)
PDZ Protein-Protein-Interaktionsdomane

TF Transkriptionsfaktor

TMP Transmembranprotein
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Name Rolle in der Entwickung Protein Referenz

lethal of scute Neurogenese TF, bHLH (Skeath and Carroll,
1994)

achaete Neurogenese TF, bHLH (Skeath and Carroll,
1994)

scute Neurogenese TF, bpHLH (Skeath and Carroll,
1994)

Delta Neurogenese TMP, N-Rezeptor-Ligand, (Bender et al., 1993;
Kopczynski and
Muskavitch, 1989)

Enhancer of split Neurogenese TF, bHLH (Corbin et al., 1991)

mastermind Neurogenese, TF, reduzierte Expression im | (Bettler et al., 1991;

Mesektodermspezifizierg.?

Mesoderm wihr. d. Gastrulat.

Corbin et al., 1991;
Smoller et al., 1990)

single-minded

Mesektodermspezifizierg.,
Gliazell-Entwicklung

TF, bHLH-PAS-Klasse

(Crews et al., 1988;
Kasai et al., 1992;
Nambu et al., 1990)

ventral nervous
system defective™ |
NK2

Musterbildung im Neuro-Ektoderm,
Neurogenese

TF, Homeodomanprotein

(Jimenez et al., 1995;
Skeath et al., 1994)

rhomboid Musterbildung im Ektoderm TMP, Ser-Protease, generiert | (Bier et al., 1990; Ip et
Ligand fur EGF-R al., 1992)
short gastrulation Musterbildung im Ektoderm, Zell- | TMP,Wachstumsfaktor, (Biehs et al., 1996)
Adhasion Chordin-Homolog

brinker Musterbildung im Ektoderm TF (Jazwinska et al.,
1999a)

crumbs Zellpolaritat, Zell-Adhésion TMP, LamininA-Homolog (Grawe et al., 1996)

shotgun Zell-Adhasion, Rolle in EMTs TMP, E-Cadherin, (Tepass et al., 1996)

stardust™ Zellpolaritat PDZ-Domanen-MAGUK, (Bachmann et al., 2001;
Grawe et al., 1996)

PS1/mew keine fruhe Rolle, alpha-Integrin-Untereinh., (Brower et al., 1995;

Flugel-Entwicklung

Zell-Adhasions-Rezeptor

Celenza and Carlson,

1989)
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2.3.2.1 Situationen mit verminderter repressiver Kapazitat von snail

TRLLLLL
: v i ¥
Wildtyp B o

snaill+

Abb. 2.21: Reduzierung der Gendosis von snail fuhrt zu einem schwachen morphologischen Defekt bei der
Ventralfurchenbildung, wie man sowohl in den optischen Langsschnitten (links) als auch in der ventralen
Ansicht sehen kann (rechts). Die Wildtyp-Embryonen wurden gegen Twist (braun) und Even-skipped
(blau) gefarbt. Die snail-Heterozygoten wurden gegen Twist und gegen beta-Galaktisodase gefarbt, um

heterozygot mutante Embryonen von homozygot mutanten unterscheiden konnen.

A snail-Heterozygote

Wie schon beschrieben, hat die Reduzierung der Gendosis von snail um die Hélfte
zur Folge, daB} die Invagination des Mesoderms sich verlangsamt und ungleichmaBiger
als im Wildtyp erfolgt (s.Abb. 2.21). Dies wurde von mir bisher nur morphologisch
ausgewertet. Untersucht man mit Dig-markierten RNA-Sonden die Expression der
Zielgene von snail, so 1aBt sich nachweisen, daB} einige der Zielgene nicht mehr von Snail
reprimiert werden, sondern im Bereich der Mesodermanlage exprimiert sind. Dies liell
sich fur rhomboid, ventral nervous system defective und short gastrulation eindeutig

zeigen. Moglicherweise gilt dies auch fur shotgun. Die entsprechende Farbung war
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jedoch nicht eindeutig beurteilbar. Ein moglicher Effekt fallt hier vermutlich nur
schwach aus.
Alle anderen untersuchten Gene zeigten in snail-Heterozygoten die Wildtypexpression.
(s.Abb. 2.22)

Die Ergebnisse verdeutlichten, dal fur die volle Aktivitat von snail beide seiner
Kopien funktionsfiahig sein mussen. Die Reduzierung der Gendosis um die Halfte fuhrt
bereits zur Derepression einiger Zielgene im Mesoderm und korreliert mit einem

schwachen Defekt bei der Ventralfurchenbildung.

Wildtyp shaill+

optischer Langsschnitt

venirale Ansicht

sog RNA

Abb. 2.22: Derepression in snail-Heterozygoten. Mehrere der Zielgene von snail sind in snail-
Heterozygoten nicht ldnger vollstindig reprimiert. Als Beispiel ist hier die Expression von short

gastrulation gezeigt.

B Interaktionen von snail mit seinem Co-Repressor dCtBP

Wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt wurde, agiert Snail mit Hilfe des Co-Repressors
dCtBP, der direkt an Snail bindet (Chinnandurai, 2002; Nibu et al., 1998a; Nibu et al.,
1998b). dCtBP ist auch der Co-Repressor anderer Repressoren, wie Kriippel und Knirps
(Nibu et al., 1998a; Poortinga et al., 1998). Eine Reduzierung der Dosis von dCtBP um
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die Halfte bei gleichzeitiger Halbierung der zygotischen Expression von knirps
phénokopiert den Phénotyp der Verlustmutation von knirps (Nibu et al., 1998b). Diese
Experimente wurden mit zwei dCtBP-Allelen und einer Defizienz (Df(3R)ry*"), die
dCtBP aufdeckt, wiederholt und mit doppelt-hetrozygoten snail/+; dCtBP/+ verglichen.
Doppelt-heterozygote Embryonen wurden mit Hilfe von Even-skipped-
Antikorperfarbungen (eins der Zielgene von knirps) auf Veranderungen der Repression
von knirps und mit Hilfe von Twist-Antikorperfarbungen auf morphologische Defekte
untersucht. Zusatzlich wurden auch Transheterozygote dieser dCtBP-Allele mit einer
Deletion, die snail entfernt, erzeugt und auf Morphologie und Expressionsmuster von
snail-Zielgenen untersucht.

Die genetische Interaktion von dCtBP mit knirps fallt anders aus als diejenige von
knirps mit snail. dCtBP/knirps-Transheterozygote haben einen starken morphologischen
Phanotyp, was sich vor allem in einer Storung der Keimstreifausstreckung zeigt. Die
Verminderung der Repression von even-skipped durch Knirps dagegen ist nur
voruibergehend und nicht vollstindig. Die even-skipped-Streifen 4-6 sind in Pra-
Gastrula-Stadien der Mutanten, in denen im Wildtyp alle even-skipped-Streifen
vollstandig und mit klaren Grenzen erscheinen, unscharf und verwischt (Nibu et al.,
1998b). Dennoch sind Streifen meist noch erkennbar.

dCtBP/snail-Transheterozygote weisen nur schwache mutante Phénotypen auf.
Nur mit dem stirkeren dCtBP-Allel in trans zu der Defizienz Df(3R)ry’”, die snail
einschlieft, lassen sich leichte Storungen der Ventralfurchenbildung beobachten. Diese
sind sehr gering und von dem Phénotyp, der in snail-Heterozygoten gefunden wird, nicht
unterscheidbar. Es liegt somit keine Verstrarkung des sna/+ -Phanotyps vor. Die
Invagination des Mesoderms findet in allen Fallen und allen untersuchten Embryonen
statt. Wird die Expression der Zielgene von snail in dieser genetischen Situation
untersucht, zeigt sich, dall bei dCtBP/snail-Transheterozygoten, in denen das P-Element-
induzierte dCtBP-Allel dCtBP**” verwendet wurde, keine stirkere Derepression im
Vergleich zu snail-Heterozygoten beobachtet werden kann. Verwendet man das Allel
dCtBP*"" oder Df(3R)ry°", fuhrt dies zu einer etwas starkeren Derepression von snail-
Zielgenen, dies zeigt sich beispielweise deutlich bei der Derepression von rhomboid

(Abb. 2.23). Sie zeigt sich daruiber hinaus auch in der zusatzlichen Derepression von
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single minded in den Transheterozygoten. Vermutlich kommt es auch zu einer leichten
Derepression von stardust, dies konnte aber nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Zusatzlich wurden Embryonen von dCtBP-Heterozygoten Muttern untersucht, in denen
nur die Dosis von dCtBP reduziert ist. In keinem einzigen Fall konnte eine Derepression
von Zielgenen von snail festgestellt werden.

Die in situ-Hybridisierungs-Ergebnisse der dCtBP*"'*/snail-Transheterozygoten
sind in Tab. 2 detailliert aufgefuhrt. Ein Beispiel fur Derepression in dCtBP/snail-
Transheterozygoten ist in Abb. 2.23 gezeigt.

sna/+; Df(3R)ry®'°/+

L

ventrale Ansicht

optischer

Langsschnitt

optischer

Langsschnitt

rhomboid RNA

Abb. 2.23: Derepression von thomboid in Embryonen die transheterozygot fur snail und dCtBP sind. Das
Mesoderm Embryonen dieses Genotyps invaginiert nahezu problemlos, die Expression von rhomboid im
Mesodem hilt die gesamte Keimstreifaustreckung uber an. Dieser Effekt ist starker als bei snail-

Heterozygoten oder Transheterozygoten, bei denen das Allel CtBP***** benutzt wurde.
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C Das Allel snail**

Das hypomorphe snail-Allel V2 weist, wie bereits publiziert wurde, besondere
Eigenschaften auf (Hemavathy et al., 1997). Es wurde beschrieben, daBl zwei Zielgene
von snail, namlich single minded und rhomboid, in homozygoten snail'>-Embryonen
nicht mehr reprimiert werden. Andererseits invaginiert das Mesoderm vollstandig. Eine
Extrapolation der publizierten Ergebnisse (und die Diskussion in der Veroffentlichung)
legt den Schluf3 nahe, da3 eine Repression seiner Zielgene durch Snail nicht unbedingt
notwendig ist. Da nur einige der snail-Zielgene in der publizierten Arbeit untersucht
wurden, und die Morphogenese der snail'*-Embryonen unvollstindig dokumentiert war,

beschloB ich, dieses snail-Allel genauer zu studieren.

snail [V2]

crumbs und twist RNA

Abb. 2.24: Derepression von crumbs in Embryonen, die homozygot fur sna'? sind. Die Embryonen
wurden zusitzlich mit einer Sonde gegen twist gefarbt, um auch in frithen Stadien die ventrale Seite

bestimmen zu konnen.

Es wurden homozygot mutante Embryonen gesammelt und sowohl die
Morphologie der Embryonen als auch die Expression von 13 Zielgenen von snail
untersucht. Die Expressionsdaten der snail-Zielgene sind in Tab. 2 dargestellt. Es zeigt
sich, daB - neben den bereits publizierten - weitere Zielgene von snail im Bereich der
Mesodermanlage der snail'>-Embryonen nicht mehr reprimiert werden. Dazu gehodren
short gastrulation und crumbs. Die Derepression von crumbs in homozygoten snail**-

Embryonen ist in Abb. 2.24 in Querschnitten gezeigt. Sechs der untersuchten snail-
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Zielgene sind in homozygoten snail"*

-Embryonen dereprimiert. Im Fall von stardust
konnte wegen der starken maternalen Expression und weil die Derepression
moglicherweise nur schwach ausfillt, kein eindeutiges Urteil gefallt werden. Aber es
kann insgesamt festgestellt werden, dafl, obwohl mindestens sechs der snail-Zielgene

dereprimiert sind, das Mesoderm in das Innere des Embryos invaginiert.

Wildtyp

snailfV2]

Abb. 2.25: In Embryonen, die homoygot fur snail'? sind, invaginiert das Mesoderm verzogert und

ungleichméBig. Die Embryonen wurden gefarbt gegen Twist und Even-skipped.

Die nichste Frage war: Wie sieht die Ventralfurchenbildung in homozygoten
snail>-Embryonen aus? Entspricht sie der von Wildtyp-Embryonen? Mutante
Embryonen wurden mit Doppel-Antikorperfarbungen gegen Twist und Even-skipped
markiert. AnschlieBend wurden Embryonen und Querschnitte von Embryonen

ausgewertet. Beim Vergleich der snail*?

-Embryonen mit Wildtyp-Embryonen (Abb.
2.25) zeigt sich, daB3 zwar eine Invagination des Mesoderms erfolgt, aber diese geschieht
mit einer deutlichen Verzogerung. Zu einem Zeitpunkt, in dem in Wildtyp-Embryonen
das Mesoderm bereits komplett invaginiert und die Ventralfurche bereits vollstandig
geschlossen ist, lasst sich in snail'>-Embryonen des gleichen Entwicklungsstadiums
feststellen, daB3 die Ventralfurchenbildung unvollstindig, ungleichmaBig und verspatet

erfolgt. In Querschnitten spaterer Stadien von homozygoten snail'>-Embryonen zeigt
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sich auBerdem, daBl die Ausbreitung des Mesoderms auf dem darunterliegenden
Ektoderm gestort ist (Abb. 2.26). Das Mesoderm invaginiert verspitet und die
nachfolgenden Prozesse erscheinen ebenfalls verzogert. Zu einem Zeitpunkt, wenn in
Wildtyp-Embryonen bereits die Ausbreitung des Mesoderms begonnen hat, kann man in
snail">-Embryonen feststellen, daB die Invagination des Mesodems noch nicht
abgeschlossen ist. Dadurch scheint auch die Umwandlung des Mesoderms vom Epithel
in ein Mesenchym verzogert zu sein.

In snail"?

-Embryonen findet also - trotz Derepression von snail-Zielgenen - zwar
die Invagination der Mesodermanlage und auch die Ausbreitung des Mesoderms auf dem
darunterliegenden Ektoderm statt, aber beide Prozesse sind im Vergleich zu

Wildtypembryonen deutlich gestort.
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Abb. 2.26: Morphologische Defekte bei snailV’. In Embryonen, die homozygot fir snailV’ sind,
invaginiert das Mesoderm mit einer deutlichen Verzogerung. Dies wird deutlich, wenn man sich
beispielsweise den Embryo oben rechts ansieht. Dort teilen sich die Zellen bereits, obwohl sie noch nicht

vollstandig das Innere des Embryos erreicht haben.
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Tab. 2: Repression und Derepression von Zielgenen von snail in verschiedenen
genetischen Situationen

Mutanter

Gastrulations-
phanotyp ?

wt ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' [ nein
CtBP/+ nein
1 - - - - - - - - - - - - -
sna/+ schwacher
2) 9 Ventralfurchen-
- - - - - - : - - = + + + Defekt, danach
normal
sna/+; schwacher
CtBP/+ 9 9 Ventralfurchen-
3) - - - - - - : : - + + + + Defekt, danach
normal
sna ¥* Invaginat.verzogert,
- - - - - - |+ |+ |+ |+ |+ | Mesodem
ausbreitung gestort
sna Keine Invagination
2) + + + + + + + + + + + + + des Mesoderms
+ : Gen ist exprimiert im Mesoderm = dereprimiert
- : Gen ist nicht exprimiert im Mesoderm = reprimiert

Zur Genetik der Experimente:

1) Embryonen von Miittern, die heterozygot fur CtBP*"" sind

2) Verwendet wurde eine kleine Df: Df2L)TEI16GW11

3) Embryonen v. heterozygoten CtBP™"'"*-Mittern, die gegen heterozygote snail(-)-Viter gekreuzt wurden
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Zusammenfassung der bisherigen Misexpressionsexperimente:
Betrachtet man die in Tab. 2 dargestellten Experimente insgesamt, dann lassen sich

folgende Ergebnisse festhalten:

1) Es ist moglich, mit genetischen Methoden verschiedene Situationen herzustellen, in
denen Zielgene von snail im Mesoderm dereprimiert sind.

2) Der Repressionsmechanismus, der die Expression ektodermaler Gene im Mesoderm
verhindert, reagiert empfindlich auf eine Reduzierung der Aktivitit von snail: Eine
Halbierung der Gendosis von snail fuhrt bereits zu einer Derepression von mindestens
dreien seiner Zielgene.

3) Eine Halbierung der Gendosis des Co-Repressors von snail, dCtBP, hat bei den 13
untersuchten Zielgenen von snail keine Auswirkung auf deren Repression.

4) Gleichzeitige Reduzierung der Gendosis von snail und dCtBP verstarkt die
Derepression nur leicht.

5) In allen untersuchten Situationen, in denen partielle Derepression von snail-Zielgenen
beobachtet werden kann, findet die vollstandige Invagination des Mesoderms statt.

6) In der Situation, in der die partielle Derepression am weitesten geht, in homozygoten
snail>-Embryonen, 1aBt sich sowohl eine voriibergehende Storung der
Ventralfurchenbildung als auch eine Storung der Mesodermausbreitung nach dessen
Invagination feststellen.

7) Vergleicht man das Verhalten der snail-Zielgene in den verschiedenen genetischen
Situationen, so zeigt sich, dafl diese unterschiedlich empfindlich auf eine Reduzierung
der Repression reagieren. Gene wie sog, rho und vnd reagieren bereits auf geringe
Reduzierung der snail-Aktivitat, wahrend Zielgene wie lethal of scute oder Delta nur
dann im Bereich der Mesodermanlage exprimiert werden, wenn man die Aktivitat von
snail auf Null reduziert. Die Anordnung der verschiedenen snail Zielgene in Tab. 2 soll
dieses Gefille widerspiegeln: Sie sind von links nach rechts so angeordnet, daf} jene, die
sich von snail am effektivsten reprimieren lassen, links und jene, die auf eine
Reduzierung der snail-Aktivitait am empfindlichsten reagieren, rechts stehen. Dabei ist
auffallig, daB in der linken Hilfte vor allem solche Gene stehen, die eine Rolle als

neurogene oder proneurale Gene haben.
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2.3.2.2 Uberexpression von Zielgenen von snail mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems

Ein anderer Weg, Zielgene von snail ektopisch im Mesoderm exprimieren zu
konnen, ist der Einsatz des UAS/Gal4-Systems (Brand and N., 1993). Snail kann die
Aktivierung von Genen mit UAS-Sequenzen im Promoter durch das Gal4-Protein nicht
reprimieren. Somit konnen Uberexpressionsstudien in Anwesenheit von Snail
durchgefuhrt werden.

Von mehreren der Zielgene von snail sind UAS-Konstrukte verfugbar. Mit
diesen und mit Hilfe von Gal4-Konstrukten, die eine Expression des Aktivators Gal4 vor
der Gastrulation erlauben, konnen snail-Zielgene zum Zeitpunkt der
Ventralfurchenbildung im Mesoderm stark uiberexprimiert werden. Als Aktivator-Linien
wurden dabei Gal4-Linien verwendet, die eine Expression von Gal4 bereits wahrend der
Oogenese ermoglichen. Gal4 ist dann in der Entwicklung iber die Gastrulation hinaus
ubiquitar im Embryo vorhanden. In Tabelle 3 findet sich eine Zusammenstellung solcher
Experimente. Darin werden Experimente zusammengefaB3t, die aus verschiedenen

Quellen stammen:

1) Uberexpressionsstudien, die bereits publiziert wurden:

lethal of scute, brinker (Hemavathy et al., 1997; Jazwinska et al., 1999b).

2) Uberexpressionsstudien, die von M. Narasimha durchgefuhrt wurden
(unveroffentlicht) shotgun, PS1, crumbs.

3) Uberexpressionsstudien anderer Arbeitsgruppen, die bisher nicht publiziert wurden:
stardust (Andre Bachmann, Labor von E. Knust, Dusseldorf, personliche Mitteilung).

4) Uberexpressionsstudien, die von mir selbst durchgefuhrt wurden.

Delta, short gastrulation.

Die Ergebnisse aller aufgelisteten Uberexpressionsexperimente lassen sich in einen Satz

fassen:
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In keinem der Félle konnte eine Storung der Ventralfurchenbildung oder sogar ein
volliges Ausbleiben der Invagination des Mesoderms beobachtet werden.
Somit liel sich fur keines der untersuchten Gene feststellen, daB3 dessen alleinige

Repression ein zwingendes Erfordernis fur die Invagination der Ventralfurche darstellt.
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Tabelle 3: Uberexpression von Zielgenen von snail wahrend der Gastrulation

UAS a d b b c b d
*)

+ : es treten Morphogenetische Defekte auf
: es treten keine morphogenetischen Defekte auf

>l<) : Uberexpressionsexperimente, in denen Viter von UAS-Effektorlinien der betreffenden Gene mit Mittern von Gal4-Linien
gekreuzt wurden, in denen Gal4 bereits wahrend der Oogenese exprimiert wird (“maternale Gal4-Linien”); dadurch ist Uberexpression
bereits in frithen Embryonalstadien moglich

Quellen der Uberexpressionsexperimente:

a: K. Hemavathy et al., Dev., 124 3683 f., 1997
b: M. Narasimha, unveroffentlicht

¢: André Bachmann, unveroffentlicht

d: T. Seher (verwendete Fliegenstimme s. Mat. u.
Methoden)

97



Kapitel 2: Ergebnisse

2.3.3 Indizien fur eine erweiterte Rolle von snail:

Snail als moglicher Aktivator von Transkription im Mesoderm

Bei allen bisherigen Uberlegungen und Experimenten bezuglich der Rolle von
snail stand dessen Funktion als Repressor von Genexpression im Blickpunkt. Das
Testsystem hierfur war die in situ-Hybridisierung an Embryonen. Der Verlust der
Aktivitat von snail zeigte sich dabei stets in der Ausweitung der Expressionsdomanen
von snail-Zielgenen in die Mesodermanlage hinein.

In einigen Arbeiten war berichtet worden, dafl es auch Gene gibt, die genau das
entgegengesetzte Expressionsverhalten zeigen, wenn die Aktivitit von snail ausgeschaltet
wird: In Wildtypembryonen sind diese Gene im Bereich der Mesodermanlage exprimiert.
Bei Wegtall der snail-Aktivitit reduziert sich im Mesoderm die Expression dieser Gene
oder verschwindet vollig. Die bisher publizierte Beispiele sind folded gastrulation, zfh-1,
serpent (Hemavathy et al., 1997; Lai et al., 1991; Morize et al., 1998; Reuter, 1994) und
zwei mesodermspezifische Gene, ,D’ und ,G’ genannt, die im Verlauf einer subtraktiven
Hybridisierung isoliert wurden (Casal and Leptin, 1996). Beispiele fur dieses
Expressionsverhalten sind in Abb. 2.27 und 2.28 zu sehen.

Ich untersuchte durch in situ-Hybridisierungsexperimente, ob es weitere
mesodermal exprimierte Gene gibt, fur die charakteristisch ist, dal ihre Expression in
snail-Mutanten im Bereich der Mesodermanlage abnimmt oder ganz verschwindet. Dazu
wurden Embryonen, die homozygot fur eine Nullmutation von snail waren, mit Dig-
markierten RNA-Sonden hybridisiert.

Es konnte fur zwei weitere Gene gezeigt werden, daf ihre Expression in snail-
Mutanten abnimmt: folded gastrulation und PS2 (Synonym: inflated). Andere
Experimente legen nahe, daf dies moglicherweise auch fur tribbles oder friihstart gilt (s.
Kapitel 2.4). Es gibt somit mindestens sieben Gene, fur deren volle Expression im
Mesoderm snail notwendig ist. Es besteht also die Moglichkeit, da3 snail nicht nur als
Repressor sondern auch als direkter Aktivator von Transkription agiert. Es ist genauso

moglich, dal es sich um einen indirekten Effekt handelt: Die Expression ektodermaler
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Gene in der Mesodermanlage konnte dazu fuhren, da mesodermspezifische

Transkriptionsfaktoren inhibiert werden, wodurch eine normale Aktivierung der

untersuchten Gene gestort wird.

der Gastrulation

inaktiv

Name Rolle in der Entwickung Protein Referenz
serpent Spezifizierg. v. Endoderm, | TF, GATA-Klasse (Reuter, 1994)9]
Entw. v. Mittel- und
Hinterdarm
zfh-1 somat. Muskulatur TF, Zinkfinger-Homeodoméanen- | (Lai et al,
Typ 1991)2]
#D 27 27 (Casal and
Leptin, 1996)0]
#G 2 2 (Casal and
Leptin, 1996)0]
folded Ventralfurchenbildung, vermutl. sezernierter Ligand (Costa et al.,
gastrulation posteriore ;19 9?’;91;4)%126 et
Mitteldarminvagination N
PS2/inflated Wanderung d. visceralen | alpha-Integrin-Untereinh., (Brown, 1994;
Mesoderms; Entw. d. somat. | Zell-Adhésions-Rezeptor Ygg;)oz); et al,
Muskulatur, etc.
tribbles ? Zellteilungskontrolle wihrend | Se/Thr-Kinase-ahnlich, vermutlich | (GroBhans and

‘Wieschaus,
2002; Mata et

Proteinabbau? 2L 2000: Seher
and Leptin,
2000)3]
friihstart ? Zellteilungskontrolle wahrend | keine Homologien J.  GroBhans,
der Gastrulation EDRC2001,
unveroffentl.,

Tabelle 4:

Gene, deren Expression im Mesoderm die Aktivitat von snail benotigt
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Abgesehen von fog ist fur keines der Gene, deren Expression im Mesoderm die

Aktivitait von snail zu benotigen scheint, bisher eine Funktion bei der

Mesodermmorphogenese nachgewiesen worden.

Wie snail seine Aktivitat auf diese Gene ausuibt, kann mit den bisherigen Experimenten

nicht beurteilt werden. Unabhiangig davon, ob die Wirkung direkt oder indirekt ausgeuibt

wird, zeigt sich jedoch, daf die Aktivitit von snail nicht nur fur die Repression, sondern

auch fur die Aktivierung von Genexpression notwendig ist.

Wildtyp snail

zfh-1 RNA

Abb. 2.27: Keine Expression von zAf-1 in snail-Nullmutanten.
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Wildtyp snail

Abb. 2.28: Stark reduzierte Expression des Gens ,,D*“(s.Text) in snail-Nullmutanten.
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2.4. Die Koordination von Morphogenese und Zellproliferation:
Untersuchungen zur Kontrolle der Zellteilungen im mesodermalen Primordium

wahrend der Ventralfurchenbildung

2.4.1 Untersuchung der Phanotypen der Deletionen Df(3L)BK10 und Df(3L)ri79c
bzw. Df(3L)rdgC*:

Die Zellen des Mesodermprimordiums gehen vorzeitig in Mitose

In dem in Kapitel 2.1 beschriebenen Defizienzen-Screen wurden vier Regionen
als notwendig fur eine normale Ventralfurchenbildung identifiziert. Embryonen, die
homozygot mutant fur eine dieser Deletionen sind, zeigen eine gestorte
Ventralfurchenbildung. Eine der Regionen wird durch zwei uiberlappende Defizienzen
reprasentiert. Embryonen, die homozygot fur Df{3L)ri79¢ oder Df{3L)rdgC*** sind,
zeigen eine starke, vorubergehende Storung der Invagination des Mesoderms. Das
gleiche gilt fur Embryonen, die transheterozygot fur Df{3L)ri79c und Df(3L)rdgC®” sind.
Daher wurde vermutet, dafl der Locus, dessen Deletion fur den Phanotyp verantwortlich
ist, in den uberlappenden Bereich der beiden Defizienzen kartiert.

Ein Aspekt des Phanotyps dieser Mutanten ist, da} die mesodermalen Zellen nicht
die gewohnte Abfolge von Zellformanderungen zeigen, wie es in Wildtyp-Embryonen
der Fall ist. Viele Zellen erscheinen abgerundet, wéahrend sie noch auf der Auflenseite
des Embryos liegen. Bei genauerer Untersuchung des Phénotyps in mutanten
Embryonen, die mit Antikorpern gegen Twist gefarbt wurden, zeigte sich eine weitere
Auffalligkeit. Da Twist ein Kernprotein ist, farben Markierungen gegen Twist die Kerne
der mesodermalen Zellen an. Wihrend der Gastrulation in Wildtyp-Embryonen fullen
die Kerne der mesodermalen Zellen in der Ebene senkrecht zur basal-apikalen Achse fast
den gesamten Raum der Zelle aus. Dies gilt fur die gesamte Invaginationsphase. In den
untersuchten Mutanten jedoch zeigten viele der Kerne eine fur diese Entwicklungsphase
atypische Morphologie. Die Kerne erschienen klein und kondensiert, was sich auch in
einer dunkleren Twist-Farbung zeigte, und hatten eine abgerundete Form. Diese

Kernmorphologie ist in mesodermalen Zellen von Wildtypembryonen normalerweise erst
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dann zu beobachten, wenn die Invagination abgeschlossen ist und die Zellen sich teilen.

Die mesodermalen Zellen in den Mutanten erinnerten also an mitotische Zellen. In

Embryonen, die homozygot fur eine der beiden Defizienzen sind, sehen viele Zellen des

Mesoderms so aus, als wurden sie sich zu einem verfrithten Zeitpunkt und sogar noch

aufBerhalb des Embryos teilen. Wenn das so wire, wurde die Teilung der mesodermalen

Zellen etwa 30 Minuten fruher stattfinden als normalerweise in Wildtyp-Embryonen zu

beobachen ist (Foe, 1989).

Di(3L)ri79¢

(@)

(b)

Wildtyp

Df(3L)ri79¢

Abb. 2.29: Die morphogenetischen Defekte, die in Df{3L)ri79c gefunden werden. Man beachte die

Zellmorphologie in den Querschnitten derMutanten.

104




Kapitel 2: Ergebnisse

Mesodsrm

Wildtyp

Ektoderm

Di3L)ri79¢

Abb. 2.30: Die Zellen des Mesoderms gehen in Df{3L)ri79c zu frith in Teilung. Embryonen
gefarbt mit beta-Tubulin (links) oder zusatzlich mit Hoechst (DNA).

anti- pH3

Df(3L)rdgC[co2]

anti- pH3

Abb. 2.31: Anti- PH3-Farbung zeigt, dal die Domanen MD10 und MDS zu frith in Teilung gehen in
Df(3L)rdgC.
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Um zu analysieren, ob es sich bei den auffélligen mesodermalen Zellen um
mitotische Zellen handelte, wurden Embryonen der beiden Stamme mit Antikorpern
gegen die Proteine gamma-Tubulin und die phophorylierte Form des Histons H3 (PH3)
gefarbt. Mit Antikorpern gegen gamma-Tubulin lassen sich die mitotischen Spindeln
anfarben. Die Phophorylierung von H3 ist einer der Vorgénge, die die Mitose einleiten
(Shibata et al., 1990) und kann mit anti-PH3 spezifisch nachgewiesen werden. Bei
Embryonen, die homozygot entweder fur Df{3L)ri79c oder Df{3L)rdgC** oder
transheterozygot fur diese Deletionen sind, konnte mit beiden Farbungen nachgewiesen
werden, daf3 sich die Zellen des Mesoderms tatsdchlich teilten (Abb. 2.30 und 2..31). Im
Gegensatz zur Situation in Wildtyp-Embryonen ist das Mesoderm in den Mutanten die

erste Domine, deren Zellen sich teilen (Abb. 2.32).

stg RNA

anti-pHiston 3

Abb. 2.32: Das Mesoderm ist die erste Domine, die sich teilt in den Mutdanten und folgt damit der Kinetik

der string RNA-expression.
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Die Analyse der Farbungen ergab, daf3 sich die mesodermalen Zellen nach und
nach teilen, was auch in Querschnitten von Mutanten deutlich wird, die gegen Twist
gefarbt wurden (Abb. 2.29). Die abnorme Kern- und Zellmorphologie, die dort
beobachtet werden kann, betrifft immer nur einen Teil der Zellen. Schaut man sich in
ganzen Embryonen frithere Stadien der Mutanten von ventral an, dann stellt man fest, daf3
sich zuerst die zentralen Zellen der Mesodermanlage teilen, da3 heif3t die am weitesten
ventral und median gelegenen (Abb. 2.31). Erst danach gehen auch die mehr lateral und
mehr anterior und posterior gelegenen Zellen in Teilung. Der fruheste Zeitpunkt, zu dem
mitotische mesodermale Zellen in den Mutanten gefunden werden konnten, war das Ende
der Zellularisierung, also in etwa der Zeitpunkt, wenn normalerweise die
Ventralfurchenbildung einsetzt (Abb. 2.32).

Um zu kléren, ob es sich um fruhzeitige Teilungen des Mesoderms handelt oder
um eine zusatzliche Teilung, wurden spitere Stadien der Mutanten untersucht, in denen
das Mesoderm bereits groftenteils ins Innere des Embryos gelangt ist, also zu einem
Zeitpunkt, wo sich die Zellen des Mesoderms normalerweise teilen wiirden (s. Kap. 2.2).
Eine erneute Teilungswelle konnte nicht beobachtet werden. Zwar findet man
mesodermale Zellen, die sich innerhalb des Embryos teilen, aber dies betrifft nur einen
kleinen Teil der Zellpopulation. Es handelt sich dabei vermutlich um Zellen, die sich -
wihrend das Mesoderm ins Innere des Embryos gelangt - noch nicht geteilt hatten. In
Querschnitten von Embryonen, die gegen Twist gefarbt waren, findet man Zellen, die
nahezu normale Zellformdnderungen durchlaufen und deren Kernmorphologie ebenfalls
normal erscheint. Das bedeutet, daf} sie sich noch nicht geteilt hatten. Ich vermute daher,
daf} diese Zellen den 14. Teilungszyklus innerhalb des Embryos vollenden. Die meisten
Zellen teilen sich jedoch auflerhalb des Embryos oder wihrend der Passage ins Innere des
Embryos. Es spricht somit vieles dafur, dal} es sich bei den beobachteten Teilungen um
verfrihte Teilungen handelt. Diese Annahme wird durch ein weiteres Argument gestuitzt:
Wirde es sich nicht um eine verfrithte, sondern um eine zusatzliche Teilung handeln, die
von der eigentlichen 14. Zellteilung gefolgt wurde, muflte man eine groBere Anzahl von
Zellen, und somit eine hohere Zelldichte im invaginierten Mesodem finden. Der
Vergleich von Querschnitten von Wildtypen und Mutanten zeigte aber, daf3 dies nicht der

Fall ist.
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Eine weitere Moglichkeit bestand darin, daf es sich moglicherweise um stark
verspatete Teilungen des Zellzyklus 13 handeln konnte (der normlerweise etwa 50
Minuten frither vollendet wurde, Foe, *89), und daf sich die mesodermalen Zellen bei
dem beobachteten Phénotyp nicht nur einmal, sondern zweimal teilen, weil
moglicherweise die 13. und 14. Teilung zeitlich nahe zusammengeriickt waren. Obwohl
dies sehr ungewohnlich wire, wurden die Embryonen auch im Hinblick auf diese
Annahme untersucht. Wire obige Annahme der Fall, und die beobachteten frithen
mesodermalen Teilungen wiéren verspatete Teilungen des 13. Teilungszyklus, dann
mubBten sich die Zellen des Mesoderms vor den Teilungen noch am Ende des 12.
Teilungszyklus befunden haben. Die Mesodermanlage muite dann aber vor Einsetzen
der Zellteilungen aus 50% weniger Zellen bestehen als dies in Wildtypembryonen der
Fall ist. Die Auswertung der Querschnitte zeigte aber klar, daf in den Mutanten die
Anzahl der mesodermalen Zellen gegen Ende der Zellularisierung nicht geringer war als
in Wildtypen des gleichen Stadiums. Daraus konnte auch geschlossen werden, daf die
ersten 13 Teilungen, die unter maternaler Kontrolle stehen, in den Mutanten normal
verlaufen waren. Auch Sammlungen von mutanten Embryonen, die deutlich junger (O
bis 2 Stunden AED) waren als Embryonen zu Beginn der Gastrulation, zeigten keine
offensichtlichen Auffilligkeiten im Kernteilungsverhalten.

Es muf3 daher angenommen werden, daf} es sich bei den Zellteilungen im
Mesoderm von Embryonen, die homozygot fir Df{3L)ri79¢ oder Df{3L)rdgC*’ sind, um
verfrithte Zellteilungen des Zellzyklus 14 in der mitotischen Doméane 10
(MD10=Mesoderm) handelt.

In Wildtyp-Embryonen teilt sich das Mesoderm genau genommen nicht zu einem
bestimmten Zeitpunkt oder in einer kurzen Phase, sondern iiber einen Zeitraum von rund
10 Minuten. Die ersten Teilungen konnen bereits wahrend der Ventralfurchenbildung
gefunden werden (Abb. 2.33) . Allerdings betrifft dies immer nur wenige Zellen. Im
Verlauf der Invagination nimmt die Zahl der sich teilenden Zellen dann kontinuierlich zu
und erreicht das Maximum, nachdem das Mesoderm komplett invaginiert und die
Ventralfurche geschlossen ist, und die Zellen des Mesoderms beginnen, einen
mesenchymalen Charakter anzunehmen (Abb. 2.33). Vergleicht man die Kinetik der

Teilungen der mesodermalen Zellen von Wildtyp- und mutanten Embryonen, dann zeigt
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sich, daf} in den Mutanten die Teilungen innerhalb eines kiirzeren Zeitintervalls ablaufen
als beim Wildtyp. Die mesodermalen Zellen der Mutanten teilen sich also nicht nur

fruher als in Wildtypen, sie teilen sich insgesamt auch schneller.

ar T Y T ‘é =78
7:;’. 1 “Ford # ]
e g ¥r / ‘3&"? | l

Abb. 2.33: Die Teilungskinetik des Mesoderms im Wildtyp. Das Mesoderm teilt sich genau genommmen

uiber einen langeren Zeitraum.

Sind verfriihte Zellteilungen in den Mutanten auf MD10 beschrdnkt?

Nachdem gezeigt war, dal} sich die Zellen des Mesoderms in den beschriebenen
homozygoten und transheterozygoten Mutanten fruhzeitig teilten, stellte sich die Frage,
ob dieser Effekt mesodermspezifisch ist. Eine genauere Untersuchung der frithen und
weiterer Stadien der Embryonalentwicklung wurde durchgefuhrt. Dazu wurden die
Embryonen erneut mit anti-PH3 Antikorper gefarbt. Es wurde eine weitere mitotische

Domaine identifiziert, die sich in den Mutanten fruhzeitig teilt. Es handelt sich dabei um
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MDS (s.Abb. 2.31). Diese liegt am anterioren Ende des Embryos auf der ventralen Seite.
MDS teilt sich in Wildtyp-Embryonen kurz vor dem Mesoderm (Foe, 1989). In den
Mutanten hingegen teilt sich MD8 praktisch zeitgleich mit MD10. Die einzige andere
Domine, die in manchen Embryonen atypisch erschien, war MD3. Sie erschien in
einigen Farbungen nach anterior hin vergrofert. Dieser Effekt konnte jedoch nicht in
allen mutanten Embryonen nachgewiesen werden. Der Zeitpunkt der Teilung in MD3
erschien in den Mutanten auch dann, wenn die Ausdehnung der Domane groBer als
ublich war, normal zu sein. Eine verfrithte Zellteilung wurde nie festgestellt.

In den anderen mitotischen Doménen konnte kein offensichtlicher Teilungsdefekt
nachgewiesen werden.

Es wurde eine weitere Gruppe von Zellen identifiziert, die in Embryonen, die
homozygot defizient fiur Df{3L)ri79c oder Df{3L)rdgC** sind, abnormales
Teilungsverhalten zeigen. Dabei handelt es sich um die Polzellen. Diese werden keiner
mitotischen Domiéne zugeordnet, weil sich die Polzellen in der Phase, wo die mitotischen
Domainen zu sehen sind, normalerweise nie teilen (Foe, 1989). Nach der Knospung der
Polzellen im Stadium des syncytialen Blastoderms teilen sich diese noch zweimal. Dies
ist deutlich vor Ende der Zellularisierung abgeschlossen. Normalerweise teilen die
Polzellen sich dann fur den Rest der Embryonalentwicklung nicht mehr. Erst im
Larvenstadium konnen wieder Teilungen der Polzellen beobachtet werden (Campos-
Ortega and Hartenstein, 1997). In etwa 75% der untersuchten Mutanten hingegen
wurden vereinzelte Teilungen der Polzellen gefunden. Es waren meist nur wenige (eine
oder zwei) Polzellen, die sich zur gleichen Zeit teilten. Es wurde niemals beobachtet, daf}
sich alle Polzellen teilen. Aus der Analyse der Farbungen ergab sich aulerdem, daf3 es
sich auch nicht um sukzessive Teilungen der gesamten Polzellpopulation, sondern um

vereinzelte Teilungen handelte.

Sind in den anderen als notwendig fiir eine normale Ventralfurchenbildung identifizierten
Regionen moglicherweise auch Loci enthalten, die eine Rolle bei der Kontrolle der

Zellteilungen des Mesodermprimordiums spielen?
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Um diese Frage zu beantworten, wurden mutante Embryonen, die homozygot
defizient fur Df{2R)ed dp, Df{3L)BK10 oder Df{3R)TI” sind, mit Antikorpern gegen PH3
gefarbt. Die Auswertung der Farbungen ergab, dall in Embryonen, die homozygot
defizient fur Df(3L)BK10 sind, die Zellen des Mesoderms ebenfalls vorzeitig in Teilung
gehen. Auch die anderen Aspekte, die bereits in Embryonen, die homozygot fur
Df(3L)ri79c oder Df{3L)rdgC** sind, beobachtet wurden, namlich, da auch MDS8
vorzeitige Teilungen zeigt, und daB es zu vereinzelten Teilungen der Polzellen kommit,
konnten in Embryonen homozygot defizient fur Df{3L)BK10 beobachtet werden. Der
mutante Phénotyp gleicht dem der anderen Mutanten nahezu vollig.

Bei den beiden anderen Deletionen, Df{2R)ed dp und Df{3R)T!” wurden keine

Abianderungen des normalen Teilungsmusters festgestellt.
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Abb. 2.34: Df(3L)BKI0 zeigt den gleichen Phanotyp wie Df{3L)ri79c und Df(3L)rdgC. Auch der
Polzellphanotyp wird beobachtet. Alle Farbungen: anti-PH3.
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Besteht funktionelle Redundanz zwischen den durch Df{(3L)BK10 bzw. Df(3L)ri79c und
Df(3L)rdgC** aufgedeckten Lokussen im Hinblick auf den Zellzyklusphdnotyp?

Wire dies der Fall, dann muBte die gleichzeitige Deletion beider Loci zu einem
starkeren Zellzyklusphédnotyp fuhren. In Kap. 2.1 war schon gezeigt worden, dal im
Hinblick auf den Gastrulationsphanotyp keine Verstarkung festzustellen war. Doppelt-
defiziente Embryonen, die homozygot sowohl fur Df(3L)BK10 als auch fur Df(3L)ri79c
sind (rekombinante Chromosomen, s. Kap. 2.1), wurden mit anti-PH3 gefarbt und
analysiert. Es konnte kein starkerer Zellzyklusphanotyp festgestellt werden. Es wurden
wie bei den einfach defizienten Mutanten frithzeitige Teilungen der Zellen in MD8 und
MD10, sowie Teilungen der Polzellen wéhrend der Gastrulation nachgewiesen werden.
Die Teilungen in MD8 und MD10 setzten zu Beginn der Gastrulation ein. Andere
mitotische Doménen zeigten auch hier keine offensichtliche Abweichung vom normalen
Teilungsmuster.

Um zu untersuchen, ob moglicherweise eine genetische Interaktion bei der
Kontrolle von Zellteilungen zwischen den Lokussen in Df{3L)BK10 und Df(3L)ri79c
einerseits und Df{2R)ed dp oder Df{3R)T!" andererseits besteht, wurden auch die anderen
Doppeldefizienzen im Hinblick auf das Zellteilungsmuster von Zellzyklus 14 untersucht.
Doppelt-defiziente Embryonen aller moglichen Kombinationen (s. Kap. 2.1) wurden mit
anti-PH3 gefarbt und analysiert. Doppelt-defiziente Embryonen, wo eine der beiden
Defizienzen Df(3L)BK10 oder Df(3L)ri79c war (4 verschiedene Kombinationen), zeigten
den mitotischen Phénotyp dieser Einzeldefizienzen, d.h.: der Phénotyp der
Doppeldefizienen glich jeweils den beschriebenen mutanten Phénotypen von
Df(3L)BK10 bzw. Df(3L)ri79. In der letzten moglichen Kombination, mit Embryonen,
die homozygot mutant fur Df{2R)ed dp und Df{3R)TI” waren, wurde ein Teilungsmuster
wie im Wildtyp festgestellt.

Es wurde somit gezeigt, daf sich in Embryonen, die homozygot oder
trransheterozygot fur Df{3L)ri79c oder Df{3L)rdgC***, oder homozygot fir Df(3L)BK10
sind, die Zellen des Mesoderms (MD10) und MDS vorzeitig teilen, und daB es sich dabei
nicht um eine zusatzliche Teilung handelt. Beide mitotischen Doménen liegen auf der

Ventralseite des Embryos. Die Teilungsanomalien in den Mutanten falllen somit genau
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in den Bereich, in dem snail und twist gemeinsam exprimiert sind, womit sich die Frage
nach einer moglichen Kontrolle der Zellteilungen auf der ventralen Seite durch snail oder
twist stellt. Diese Frage wird in Kap. 2.4.6 naher behandelt. AuBerdem findet man in
den mutanten Embryonen, daf es vereinzelt zu Teilungen der Polzellen kommt, was in
dieser Phase der Entwicklung normalerweise nie zu beobachten ist. Eine funktionelle
Redundanz zwischen den in den beiden Regionen aufgedeckten Loci konnte genetisch
nicht festgestellt werden. Die durch die beiden Defizienzen Df{2R)ed dp und Df{3R)TI"
aufgedeckten Loci haben, soweit untersucht, keine Bedeutung fur Zellteilungen in

Zellzyklus 14.

Wildtyp 2xPEe-stg

sitg RNA

anti-PH3

anti-Twist

Abb. 2.35 : Uberexpression von string im Mesoderm lost dort frithzeitigen Zellteilungen aus und bewirkt

einen starken Defekt bei der Ventralfurchenbildung.
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2.4.2 Frihzeitige Mitosen sind die Ursache fur die Storung der
Ventralfurchenbildung in Df(3L)ri79¢ und Df(3L)rdgC**

Nachdem nachgewiesen war, dal} sich in Embryonen, die homozygot mutant fur
Df(3L)BK10 bzw. Df(3L)ri79c oder Df{3L)rdgC** sind, die Zellen des Mesoderms
vorzeitig teilen, stellte sich die Frage, ob dieser Phanotyp in einem kausalen
Zusammenhang mit der gestorten Ventralfurchenbildung in diesen Mutanten steht.
Normalerweise teilt sich die uberwiegende Mehrzahl der mesodermalen Zellen erst nach
der Invagination der Mesodermanlage. Es erschien daher wichtig zu untersuchen, ob
fruhzeitige Teilungen in der Mesodermanlage zu einer Storung der
Ventralfurchenbildung fuhren konnen. Es war zwar schon frither berichtet worden, daf}
die ubiquitire Uberexpression von Cdc25""" in Embryonen des Blastodermstadiums
vorzeitige Mitosen im Mesoderauslosen kann (Edgar and O'Farrell, 1990; Foe et al.,
1993), um aber indirekte Effekte, beispielweise durch mogliche Wechselwirkungen mit
den Nachbargeweben des Mesoderms auszuschlieBen, wurde ein Konstrukt hergestellt,
mit dem Cdc25°" spezifisch im Mesoderm iiberexprimiert werden kann. In diesem
Konstrukt, 2xPEe-stg, steht die Expression von Cdc25° " unter der Kontrolle des
proximalen Elements (PE) des Promotors von twist. dorsal bindet an dieses Promotor-
Element und aktiviert die Transkription des daran gekoppelten Gens (s. Kap. 2.2). Mit
diesem Konstrukt wurden Fliegen transformiert und mehrere Fliegenstimme mit
unabhéngigen Insertionen etabliert. Mit Hilfe von DIG-markierten RNA-Sonden wurden
an Embryonen dieser Stdimme in situ-Hybridisierungen durchgefuhrt. Damit sollte
iberprift werden, ob Cdc25™"™ tatsiachlich im Mesodermprimordium tiberexprimiert
wird. Es zeigte sich, da Cdc25"""¢ in verschiedenen Linien verschieden stark im Bereich
der Mesodermanlage exprimiert wird. Dabei gab es einige Linien, in denen eine starke
Expression von Cdc25"™ festgestellt werden konnte. Dies ergab sich aus dem Vergleich
der Expression von Cdc25""™ im Mesoderm mit der in anderen Doménen. Die
Expression von Cdc25"™ im Bereich des Mesoderms war stirker als in anderen frithen
Dominen, etwa MD1 oder MD4. Embryonen einer stark exprimierenden Linie (#M3b, s.

Abb. 2.35) wurden auf Teilungsverhalten der mesodermalen Zellen und deren

114



Kapitel 2: Ergebnisse

Ventralfurchenbildung untersucht. Dazu wurden Embryonen dieses Stamms mit
Antikorpern gegen PH3 oder Twist gefarbt. Es zeigte sich, da3 in Embryonen, in deren
Mesodermanlage Cdc25""" iiberexprimiert wurde, die mesodermalen Zellen vorzeitig in
Teilung gehen. In diesen Embryonen sind die mesodermalen Zellen die ersten, die sich
in Zellzyklus 14 teilen. Mit Hilfe der Markierung gegen Twist konnte gezeigt werden,
daf in solchen Embryonen schwere Gastrulationsdefekte auftreten. Die
Ventralfurchenbildung in diesen Embryonen ist stark verzogert. Damit war gezeigt, dafl
die Teilungsaktivitat der mesodermalen Zellen wéahrend der Ventralfurchenbildung
Defekte bei der Mesoderminvagination verursacht. Zum Vergleich wurden Embryonen
von zwei Linien (#M1, #M6b) untersucht, in denen durch die in situ-Hybridsierung nur
eine geringe Erhohung der Expression von Cdc25"™ in der Mesodermanlage festgestellt
worden war. In Embryonen dieser Linien wurden weder im Teilungsmuster noch bei der
Ventralfurchenbildung Defekte beobachtet. Die Menge an Cdc25"""¢-RNA war also
entscheidend fur die Auslosung frihzeitiger Teilungen im Mesoderm bei diesem
Experiment.

Auch die umgekehrte Kausalitat war denkbar. Es konnte sein, da3 eine nomale
Ventralfurchenbildung dafur sorgt, da} die mesodermalen Zellen sich nicht fruhzeitig,
sondern erst nach der Invagination teilen. Eine Storung der Zellformanderungen wiirde
dann dazu fuhren, daB die Zellen des Mesoderms sich vorzeitig teilen. Dies wurde
jedoch in verschiedenen Mutanten, in denen Zellformanderungen und
Ventralfurchenbildung gestort sind, etwa in Embryonen, die mutant fur folded
gastrulation oder twist sind, nicht beobachtet. Gleiches gilt auch fur Embryonen, die
homozygot defizient fir Df{2R)ed dp oder Df{3R)TI" sind (s. oben).

Damit war nachgewiesen, daf} Teilungen der mesodermalen Zellen zu einem
Zeitpunkt, wo normalerweise die Ventralfurchenbildung stattfinden wuirde, zu Defekten
bei der Invagination des Mesoderms fihren. Auf diesen Ergebnissen aufbauend, wurde
dann untersucht, ob dieselbe Kausalitat auch fur die Defekte in Embryonen gilt, die
homozygot mutant fur Df{3L)BK10 bzw. Df(3L)ri79c oder Df{3L)rdgC** sind: Sind die
verfrihten Teilungen der mesodermalen Zellen in den Mutanten fur die

Gastrulationsdefekte verantwortlich? Wire dies der Fall, dann mu8te eine Unterbindung
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der Teilungen dazu fuhren, dall die Gastrulationsdefekte supprimiert werden konnen.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden Doppel-Mutanten hergestellt, in denen die

Wildtyp

Df(3L)ri79¢

Df(3L)ri79c stg’

Abb. 2.36: Die Blockierung von Zellteilungen supprimiert den Gastrulationsphanotyp von Df{3L)ri79c.

Die fehlenden Eve-Streifen identifiziern die homozygoten Rekombinanten, da durch die Defizienz auch das

Gap-Gen knirps deletiert wird. Dies zeigt, dall Zellteilungen fur den Gastrulationsdefekt verantwortlich

sind.
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Deletion Df{3L)ri79c¢ mit einem Null-Allel von Cdc25""¢, stg”® (beide kartieren auf das
dritte Chromosom), durch Rekombination kombiniert wurde. Wie in der Einleitung
erlautert, 1ost die zygotische Aktivitit von Cdc25"™ die Teilungen in den mitotischen
Dominen aus. Mutationen in Cdc25""" unterbinden die Teilungen in den mitotischen
Dominen, fuhren aber nicht zu Storungen bei der Ventralfurchenbildung (Leptin and
Grunewald, 1990). Embryonen mutant fur das rekombinante Chromosom wurden gegen
Twist und Even-skipped gefarbt. Die Even-skipped-Farbung ermoglicht die
Identifizierung von homozygot mutanten Embryonen, da in Df(3L)ri79¢ das Gap-Gen
knirps fehlt, das im posterioren Bereich des Embryos an der Kontrolle der Expression
von even-skipped beteiligt ist. In knirps-Mutanten ist die Ausbildung der posterioren
even-skipped-Streifen gestort. In Embryonen homozygot mutant fur Df{3L)ri79c und
stg’” finden in Zellzyklus 14 keine Teilungen statt. Die Gastrulation in diesen
Embryonen lauft vollig normal ab und ist von der in Wildltyp-Embryonen nicht zu
unterscheiden. Der Gastrulationsdefekt von Embryonen mutant fur Df{3L)ri79¢ konnte
also durch die Blockierung der Zellteilungen gerettet werden. Dadurch wurde
nachgewiesen, daf die frithzeitigen Teilungen der mesodermalen Zellen die Ursache fur
den Gastrulationsdefekt sind. Die analoge Rekombinante, eine Doppelmutation aus
Df(3L)BK10 und string wurde von Jorg GroBhans hergestellt und analysiert. Auch in
diesem Fall wurde durch die Blockierung der Zellteilungen der Gastrulationsphanotyp
supprimiert (J. GroBhans, personliche Mitteilung).

Die Experimente, in denen Cdc25% " im Mesoderm uberexprimiert wurde,
zeigten, daB eine ausreichend hohe Cdc25"""¢-Expression frithzeitige Mitosen auslosen
kann. Es lag daher nahe anzunehmen, da3 in den homozygot defizienten Embryonen
moglicherweise die Kontrolle der Expression von Cdc25"" im Mesoderm gestort war
und erhohte Werte angenommen hatte. Embryonen transheterozygot fur Df(3L)ri79¢ und
Df(3L)rdgC** wurden jeweils mit Hilfe einer DIG-markierten RNA-Sonde und parallel
mit anti-Cdc25""™ Antikorpern gefarbt. Weder auf RNA- noch auf Protein-Ebene konnte
im Mesoderm der gefirbten Mutanten eine erhohte Expression von Cdc25""™ festgestellt

werden (Seher and Leptin, 2000).
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Somit war gezeigt, daB} frithzeitige Teilungen der mesodermalen Zellen zu
schweren Gastrulationsdefekten fiihren konnen, und daf3 dies in den untersuchten
Mutanten der Grund fur den mutanten Ventralfurchenphanotyp ist. Der von Df(3L)ri79c
und Df{3L)rdgC*” aufgedeckte Locus ist fur die Kontrolle der Teilungen im Mesoderm
notwendig. Eine quantitative Verinderung der Expression von Cdc25"™ scheint nicht

der Grund fur den mutanten Phanotyp zu sein.

2.4.3 Feinkartierung des von Df(3L)ri79¢ und Df(3L)rdgC** aufgedeckten Locus
und Identifizierung des Gens, dessen Verlustmutation zu dem mitotischen Phanotyp

im Mesodermprimordium fithrt

Nach der Charakterisierung des mutanten Phanotyps von Df{3L)ri79c und Df(3L)
)rdgC*” und dem Nachweis, daB im Wildtyp mit Hilfe des aufgedeckten Locus
sichergestellt wird, dal sich die mesodermalen Zellen erst nach der Invagination des
Mesoderms teilen, weil es sonst zu schweren Storungen der Ventralfurchenbildung
kommt, wurde versucht, das Gen zu identifizieren, dessen Verlustmutation fur den
Phianotyp verantwortlich ist.

Mit genetischen Methoden wurde versucht, den aufgedeckten Locus genauer zu
kartieren. Dazu standen prinzipiell zwei Wege offen: Die Analyse bereits bestehender
Mutationen, die in interessierende Region kartieren oder die Erzeugung neuer Mutationen
durch eine EMS-Mutagenese. Abgesehen davon, daf} es effizienter sein kann zunéchst
bereits bestehende Mutationen zu analysieren, sprach vor allem ein Argument gegen die
Durchfuhrung einer Mutagenese:

Bei dem durch die vorzeitigen Zellteilungen verursachten Gastrulationsdefekt
handelt es sich um einen voritbergehenden Defekt. Das Mesoderm gelangt in den
Mutanten meist in das Innere des Embryos und entwickelt sich zumindest in der Phase
direkt nach der Invagination normal weiter. Es ist daher fraglich, ob eine
Verlustmutation des gesuchten Gens zu Letalitat fuhren wiirde. Eine Mutagenese wire
aber nur sinnvoll, wenn sie auf einer anzunehmenden Letalitat basieren wiirde. Eine
Mutagenese fur einen nicht-essentiellen Locus wiirde einen sehr hohen Arbeits- und vor

allem Zeitaufwand erfordern (s. Einleitung und Kap. 2.1).
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Daher wurden zunéchst bereits existierende Stamme untersucht.
Die publizierten Kartierungen der beiden Defizienzen Df{3L)ri79c und Df{3L)rdgC**
grenzten den zu untersuchenden Bereich auf die Region 77C ein. Eine
Datenbankrecherche (Flybase) ergab, da3 Fliegenstimme mit Mutationen existierten, die
in die zu untersuchende Region kartierten. Nach der Art der Mutation lassen sich diese in

die folgenden Klassen gliedern:

1) Fliegenstimme mit chromosomalen Aberrationen, vor allem Deletionen
2) Fliegenstaimme mit EMS-induzierten Punktmutationen

3) Fliegenstimme, die P-Element-Insertionen tragen

Die Stamme wurden angefordert und wie folgt analysiert: Von jedem dieser
Stamme wurden Embryonen gesammelt und mit Antikorpern gegen Twist (zur
Untersuchung der Mesodermmorphogenese) sowie gegen PH3 (zur Untersuchung der

Zellteilungen) gefarbt.

1) Chromosomale Aberrationen
Nur wenige chromosomale Aberrationen kartierten in den interessierenden Bereich. Da
mit ihnen eine weitere Eingrenzung des gesuchten Locus ncht zu erwarten war

konzentrierte ich mich auf die Punktmutanten.

2) EMS-induzierte Punktmutationen

Es wurden mehr als 40 Stdimme mit EMS-induzierten Punktmutationen gefunden,
die in den uiberlappenden Bereich von Df{3L)ri79c und Df{3L)rdgC*** kartierten. Diese
wurden angefordert und analysiert. Die Mehrzahl der Stimme stammten aus dem Labor
von M. Fortini. Dort wurde eine EMS-Mutagenese durchgefuhrt, deren Ziel es war,
Mutationen des Drosphila-Orthologs von Presenilin zu erzeugen. Dazu sollten alle
Komplementationsgruppen mutagenisiert werden, deren Verlustmutation zu Letalitét
fuhrt und die Deletion Df{3L)rdgC** nicht komplementiert. Durch letztere Bedingung
war der von mir zu untersuchende Bereich also Teil des Zielgebiets der Mutagenese.

Durch die Mutagenese wurden insgesamt 20 essentielle Komplementationsgruppen
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identifiziert. Diese wurden im Labor von M. Fortini gegen Df(3L)ri79c komplementiert.
Von den 20 gefundenen Komplementationsgruppen komplementieren 13 weder
Df(3L)ri79¢c noch Df(3L)rdgC™*. Die Mutagenese kann als sittigend angesehen werden,
da die meisten Loci mehr als einmal (bis zu 8 mal) mutagenisiert wurden. Alle 13
Komplementationsgruppen wurden von mir untersucht. Mit bis zu zwei Mutationen pro
Komplementationsgruppe handelte es sich um insgesamt 23 Linien. Von jedem dieser
Stamme wurden Embryonen gesammelt, wie oben beschrieben gefarbt und anschlieBend
analysiert. Keine der untersuchten Mutationen loste einen anormalen Zellzyklus- oder
Gastrulationsphénotyp aus.

Dieses Ergebnis, zusammen mit der Einschatzung, dafl die Mutagenese
ausreichend sattigend war, unterstutzte die Vermutung, daf} es sich bei dem Gen, dessen
Verlustmutation den Zellzyklusphanotyp verursacht, um ein nicht-essentielles Gen

handeln muBlte.

3) P-Element-Insertionen

Eine Reihe von P-Element-Insertionen existieren, die in die zu untersuchende
Region kartieren. Jede dieser Insertionen ist durch einen mehr oder minder gut
charakterisierten mutanten Phanotyp gekennzeichnet. Dabei sind auch einige
Insertionen, die Mutationen in nicht-essentiellen Genen induzieren, aber mannliche oder
weibliche Sterilitat verursachen. Embryonen aller erworbenen Stamme mit P-Element-
Insertionen wurden auf die beschriebene Weise analysiert. In keinem der untersuchten

Stamme konnten Zellteilungs- oder Gastrulationsdefekte festgestellt werden.

Die Identifizierung des Gens, dessen Verlust in Df(3L)ri79c und Df(3L)rdgC***zu
Zellteilungs- und Gastrulationsdefekten fiihrt

Zuletzt blieb ein einziger Stamm ubrig, der noch zu analysieren war. Dabei
handelte es sich um einen Stamm mit einer Insertion einer speziellen Form eines P-
Elements, ein sogenanntes EP-Element. Das inserierte Konstrukt enthalt dabei zusatzlich

einen UAS-Promotor, an den das Protein Gal4 binden kann (Rgrth, 1996). Dadurch
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konnen Gene, in deren Niahe ein EP-Element inseriert ist, mit Hilfe einer Gal4-
Treiberlinie gewebespezifisch uberexprimiert werden. Mit Hilfe von EP-Elementen
wurden erfolgreich Misexpressions-Screens durchgefuhrt (Rgrth, 1996).

Embryonen dieses Stamms, EP(3)3519, die gegen Twist und PH3 gefarbt wurden,
zeigten Defekte im Zellteilungsmuster und bei der Ventralfurchenbildung. Diese
stimmten mit denen tiberein, die in Embryonen, die homozygot defizient fur Df(3L)ri79c

oder Df{3L)rdgC*” sind, festgestellt worden waren. Embryonen, die transheterozygot fr

Abb. 2.37: tribbles-Mutanten zeigen eine phanotypische Bandbreite, die vermutlich der Grund fur die

beobachtete Semiletalitat ist. Alle Embryonen stammen von der Linie EP(3)3519 und wurden mit anti-PH3

gefarbt.
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EP(3)3519 und Df{3L)ri79c oder Df(3L)rdgC** waren, zeigten den gleichen mutanten
Phanotyp. Damit war gezeigt, dafl die EP-Element-Insertion eine Mutation des gesuchten
Gens verursacht. Eine genaue phanotypische Analyse von homozygot mutanten
Embryonen von EP(3)3519 ergab, da3 sich sowohl das Mesoderm als auch MD8
fruhzeitig teilten und in den mutanten Embryonen die ersten mitotischen Doméanen
bildeten. Ebenso konnten Teilungen der Polzellen wihrend der Gastrulation festgestellt
werden. Da in diesem Stamm im Gegensatz zu den vorher untersuchten Deletionen
Df(3L)ri79c und Df{3L)rdgC** nicht eine Vielzahl von Genen, sondern vermutlich nur
das gesuchte Gen mutiert ist, konnte der mutante Phanotyp genauer untersucht werden.
Es zeigte sich, dal der Gastrulationsdefekt verschieden starke Auswirkungen auf die
weitere Entwicklung der Embryonen hat (s. Abb. 2.37). Bei einem Teil der Embryonen
kommt es nach der Invagination des Mesoderms zu einer Blockierung der
Keimstreifausteckung oder zu einer Verdrillung des gesamten Embryos. In diesen Fallen
verursacht die Mutation somit Letalitat. Bei anderen Embryonen invaginiert das
Mesoderm ebenfalls und Keimstreifausstreckung und weitere Morphogenese des
Mesoderms erscheinen nahezu normal. Um zu uberpriifen, ob solche Embryonen die
Entwicklung komplettieren und vitale Larven hervorbringen, wurden lebende Embryonen
beobachtet und nach Phéanotypen sortiert. Lebende Embryonen, die noch nicht das
Gastrulationsstadium erreicht hatten, wurden unter 3SVoltalef-Ol aufgereiht und
beobachtet. Wenn Embryonen das Gastrulationsstadium erreichten, wurden sie unter
dem Mikroskop genauer beobachtet. Embryonen, deren Gastrulation verzogert oder
gestort war, wurden heraussortiert. Diese wurden getrennt aufgereiht und ihre weitere
Entwicklung verfolgt. Sie lieBen sich wie bereits die gefarbten Embryonen phéanotypisch
in zwei Gruppen aufteilen. Embryonen mit schweren Defekten wie Verdrillung oder
Blockierung der Keimstreifausstreckung bildeten die eine Gruppe. Keiner von diesen
Embryonen vollendete die Embryonalentwicklung. Es schlupften von diesen keine
Larven. In die andere Gruppe fielen die Embryonen, die nach anfanglichen
Gastrulationsdefekten eine normale Embryonalentwicklung zu durchlaufen schienen.
Von diesen schlupften zahlreiche Larven (Quote nicht ermittelt). Von diesen
Beobachtungen ausgehend wurde vermutet, daf3 ein Teil der Embryonen moglicherweise

die gesamte Entwicklung durchlaufen und Adulte hervorbringen kann. Um dies zu
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uberprufen, wurden adulte Fliegen phanotypisch untersucht. Die Mutation des Stammes
EP3519 wird heterozygot iber dem Balancerchromosom TM6B gehalten, das mit der
dominanten Mutation Tubby markiert ist. In der Fliegenpopulation dieses Stammes gibt
es immer Fliegen, die das Balancer-Chromosom nicht haben. Nur diese Fliegen haben
auflerdem eine dunklere Augenfarbe (orange gegenuiber gelb bei den Heterozygoten). Da
das EP-Element mit einem white-Minigen ausgestattet ist, 13t sich schlieBen, da} es sich
bei diesen Fliegen um homozygot mutante Fliegen handelt. Dies wird bestatigt durch die
Beobachtung, daf} in den Kulturflaschen der Fliegen Puppen gefunden werden, die nicht
den Tubby-Phénotyp (kurz und abgerundet) zeigen, sondern wie Wildtyp-Puppen
aussehen. Solche Puppen mussen homozygot mutant sein, da sie aus heterozygot
mutanten Fliegen hervorgehen. Aus manchen dieser Puppenhullen schlupfen Fliegen.
Die Verlust des identifizierten Genes ist somit semiletal. Dies erklart, warum es
in der von M. Fortini und Kollegen durchgefuhrten EMS-Mutagenese nicht identifiziert
wurde. Um zu uberpriifen, ob homozygot mutante Fliegen fertil sind, wurden Méannchen
und Jungfrauen dieses Genotyps gekreuzt. Die Fliegen wurden in Kulturflaschen gesetzt
um eine homozygot mutante Linie zu etablieren. Sie produzierten fast keine
Nachkommen. Um zu uiberpriifen, die Fliegen moglicherweise steril sind, wurden
Minnchen und Jungfrauen jeweils gegen Wildtyp-Fliegen gekreuzt. Wiéhrend die
homozygot mutanten Mannchen mit Wildtyp-Weibchen zahlreiche Nachkommen
produzierten und keine Anzeichen von Sterilitit zeigten, legten die homozygoten
Weibchen, die mit Wildtyp-Mannchen gekreuzt wurden, nur sehr wenige Eier ab, aus
denen so gut wie keine Larven schlupften. Bei einer Untersuchung der Ovarien der
homozygot mutanten Weibchen konnten keine offensichtlichen Defekte der Oogenese
oder der Morphologie der Ovarien festgestellt werden. Weitere Untersuchungen zur

Ursache fur die Sterilitat wurden nicht durchgefuhrt.
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2.4.4 Die Identifizierung des Transkripts von tribbles

Namensgebung

Nach der Identifizierung des Gens, daf} fur den Zellteilungs- und
Gastrulationsdefekt in verantwortlich ist, wurde das Gen tribbles (trbl) genannt.
Tribbles sind fiktive kleine Organismen, die sich nach Kontakt mit Wasser unkontrolliert

teilen (Okuda and Okuda, 1997).

2.4.4.1 Identifizierung des Transkripts:

c¢DNA-Sequenz und Genomische Struktur von fribbles

Fur viele P-Element-Insertionen in Drosophila wurden die flankierenden
Regionen des Genoms sequenziert (Berkley Drosophila Genome Projects, BDGP). Die
Sequenzen sind in der Datenbank Flybase oder in der Datenbank des BDGP abrufbar.
Eine Datenbankrecherche ergab, daf} die flankierenden Sequenzen des EP-Elements des
Stammes EP(3)3519 verfugbar sind. Mit Hilfe der dort gefundenen Sequenz wurden
weitere Datenbankanfragen durchgefuhrt. Die Recherche ergab, dal mehrere ESTs
existieren, deren Sequenz mit der flankierenden Sequenz des EP-Elements uiberlappte
und im Uberlappungsbereich zu 100% ubereinstimmte. Die ESTs waren untereinander
nahezu identisch, sie unterschieden sich nur in ihrer Lange. AuBerdem wurde eine
weitere Fliegenlinie mit einer EP-Insertion gefunden, EP(3)1119, die zu diesem
Zeitpunkt noch nicht kartiert war, deren flankierende Sequenzen aber mit den gleichen
EST-Sequenzen perfekte Ubereinstimmungen ergab, ebenso wie die von EP(3)3519.
EP(3)1119 und die in der Datenbank identifizierten ESTs wurden angefordert und
analysiert.

Der Stamm EP(3)1119 zeigte den gleichen mutanten Phénotyp wie EP(3)3519.
Alle Aspekte des Phianotyps wurden in mutanten Embryonen dieses Stamms gefunden.

Das gleiche galt fur Embryonen die transheterozygot fur die beiden Mutationen waren.

124



Kapitel 2: Ergebnisse

In beiden Stammen verursachen die EP-Element-Insertionen somit Mutationen in
tribbles.

Zwei ESTs wurden analysiert:SD04278 und LP01915 (BDGP). Die cDNAs
wurden sequenziert. Die Sequenzierung ergab, da} beide cDNAs fur das gleiche
Transkript kodieren. Es handelt sich um eine 2038 bp lange Sequenz. Darin konnte ein
offenes Leseraster (im weiteren ORF, open reading frame, genannt) identifiziert werden.
Dieses beginnt in der vollstaindigen cDNA-Sequenz bei Basenpaar (bp) 333 und endet bei
bp 1787. Die vollstandige Sequenz wurde an NCBI uibermittelt (accession
number:AF204688).

Mit Hilfe der Sequenzen der die EP-Insertionen flankierenden Regionen konnte in
der Datenbank ein genomisches Fragment identifiziert werden, das dazu benutzt wurde,
die cDNAs zu kartieren und die genomische Struktur des korrespondierenden Gens zu
ermitteln. Die genomische Analyse ergab, dafl das zur cDNA korrespondierende Gen aus
2 Exons besteht. Diese sind durch ein 2950 bp langes Intron getrennt (s. Abb. XX). Mit
Hilfe der Sequenz der flankierenden Regionen konnten auch die Insertionspunkte der EP-
Elemente in den Staimmen EP(3)1119 und EP(3)3519 bestimmt werden. In EP(3)1119 ist
das EP-Element 186 bp nach dem und in EP(3)3519 nur 8 bp vor dem vermutlichen
Transkriptionsstart inseriert (s. Abb. 2.38).

Abb. 2.38: Genomische Organisation von tribbles und die Insertionspunkte der beiden EP-

Elemente,sowie deren Orientierung.
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Die cDNAs wurden benutzt, um DIG-markierte RNA-Sonden herzustellen. In
situ-Hybridisierung an Wildtyp-Embryonen zeigte, dall die RNA bereits in frisch
abgelegten Eiern nachweisbar ist. Die RNA ist in diesen ubiquitér lokalisiert. Dies bleibt
so bis gegen Ende der Zellularisierung. Dann verschwindet die maternale RNA
allmahlich. Ab Ende der Zellularisierung kann zygotisch exprimierte RNA
nachgewiesen werden. Die erste Region, wo die RNA dann nachgewiesen werden kann,
ist die Mesodermanlage. Die RNA wird auch in allen spateren Stadien der
Embryonalentwickung in einem dynamischen Expressionsmuster gefunden (s. Abb.
2.39).

Durch Mobilisierung (hop out) des EP-Elements von EP(3)3519 konnten
Revertanten erzeugt werden, die keinen tribbles-Phanotyp mehr zeigten. Dies wurde als

weiteres Indiz dafur gewertet, da3 es sich beim untersuchten Gen um handelt.

Abb. 2.39: RNA-Expressionsmuster von tribbles. Zu Beginn der Gastrulation ist tribbles in der

Mesodermanlage exprimiert.

Um zu kléren, ob es sich bei dem untersuchten Transkript tatsdchlich um die
cDNA von tribbles handelte, wurde von einer der sequenzierten cDNAs doppelstrangige
RNA (dsRNA) hergestellt. Durch Injektion von ds(RNA) lassen sich Verlustmutationen
der zur ds(RNA) korrespierenden Gene phanokopieren. Dies wurde mittlerweile in einer

Vielzahl von Organismen erfolgreich getestet (Kennerdell and Carthew, 1998;
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Montgomery et al., 1998). Mit dieser wurden dann RNA-interference-Experimente
(RNAi-Experimente) durchgefuhrt. Dazu wurde dsRNA von #ribbles hergestellt und in
das posteriore Ende von Wildtyp-Embryonen injiziert. Diese wurden unter 10S Voltalef-
Ol beobachtet und, wenn die Mehrzahl der Embryonen sich dem Ende des
Zellularisierungstadium naherten, fixiert und anschlieBend gegen PH3 oder Twist gefarbt.
Kontroll-Embryonen wurden mit 0.1x PBS injiziert und ebenfalls gegen PH3 geférbt.
Viele der mit der dsRNA injizierten Embryonen zeigten starke Gastrulationsdefekte in
Twist-Farbungen. In den gegen PH3 gefarbten Embryonen konnten verfrithte
Zellteilungen in der Mesodermanlage nachgewiesen werden (s. Abb. 2.40). Dabei zeigte
sich, daf} diese oft am posterioren Ende des Embryos lokalisiert waren. Dies war die
Region, wo die dsRNA injiziert worden war. In einigen PH3-gefarbten Embryonen

konnte festgestellt werden, daf} die Ventralfurche nur zur Halfte ausgebildet war, meist in
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Abb. 2.40: Der Phanotyp von tribbles kann durch Injektion von doppelstrangiger RNA von tribbles im

Bereich der Injektionsstelle phanokopiert werden.

der anterioren Halfte des Embryos. In diesem Bereich wurden keine vorzeitigen Mitosen
in der Mesodermanlage gesehen. In der posterioren Halfte hingegen, wo keine
Invagination stattfand, teilten sich in diesen Embryonen die mesodermalen Zellen
vorzeitig (s. Abb. 2.40). Die Kontroll-Embryonen zeigten keine Zellteilungsdefekte.

Die Ergebnisse der RNAi-Experimente, zusammen mit der erfolgreichen
Revertierung des mutanten Phénotyos, den Farbungen der RNA-in-situ-Hybridisierungen
und den Kartierungen der EP-Element-Insertionen zeigten, daf§ es sich bei dem

identifizierten Transkript um tribbles handeln mufte.
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2.4.4.2 Die Proteinsequenz von fribbles

Die Ubersetzung der Sequenz des offenen Leserasters in die zugehorige
Aminosauresequenz zeigte, dal #ribbles fur ein Protein kodiert, das groe Ahnlichkeit hat
mit Serin/Threonin-Kinasen der SNF1-Klasse (die Kin1/SNF-1/NIM1-Superfamilie).

Die gemeinsame Charakteristik aller Kinasen ist die Kinase-Doméne. Diese besteht aus
11 (in der allgemein gultigen Nomenklatur mit I bis XI bezeichnet) nach ihrer Funktion
unterschiedenen Teil-oder Subdominen (die Subdoménen I bis III beispielsweise haben
eine wichtige Funktion bei der Aufnahme und Orentierung von ATP, Domane VIII spielt

eine Schlusselrolle bei der Erkennung des Peptid-Substrats). Die Doméanen IV bis XI der
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Abb. 2.41: Alignment des Tribbles Proteins gegen zwei verwandte Proteine: Die funktionelle Kinase SNF-
1 aus Drosophila und ein EST aus Menschen, der uncharakterisiertist, aber mit Tribbles gemeinsame

Strukturmerkmale hat.

Kinase-Domine von tribbles zeigten dabei hohe Konservierung im Vergleich mit SNF-1
von Drosophila melanogaster, wobei jedoch die Doménen I bis III wegen mangelnder
Ubereinstimmungen nicht identifiziert werden konnten (s. Abb. 2.41). Eine
Datenbankrecherche identifizierte vier Vertebraten-Proteine, die ebenfalls eine grofle
Ubereinstimmung in der Primérsequenz mit Tribbles zeigten. (Mittlerweile sind drei
weitere Proteine aus Mus musculus, die groe Ahnlichkeit zu Tribbles zeigen,
hinzugekommen.) Ihrer Ubereinstimmung nach mussen diese als die bisher nachsten
verwandten Proteine angesehen werden. Bei zweien von diesen handelt es sich um
humane ESTs, die beiden anderen wurden aus Ratte und Hund isoliert. Auch die

Vertebraten-Proteine zeigen vom Konsensus der Kinasen stark abweichende Sequenzen
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in dem Bereich, in dem normalerweise die Subdominen I bis III lokalisiert sind. Die
vielleicht auffalligste gemeinsame Charakteristik der Vertebraten-Proteine und Tribbles
ist, dal} ein Asparagin aus Subdoméne VIb (N269 in Tribbles, N171 in Protein-Kinase A-
C*™) das normalerweise in allen Kinasen invariant ist, in den funf Proteinen durch ein
Arginin oder Lysin ersetzt ist (Seher, TC und Leptin, M, 2000) Gleiches gilt fur L262 in
der selben Subdomine von Tribbles. In allen bisher bekannten Kinasen befindet sich an
dieser Position ein Histidin (H164 in Protein-Kinase A-C*"™ = PKA-C*"™ hier als
Referenzkinase benutzt). Dadurch unterscheiden sich die genannten funf Proteine von
allen bisher beschriebenen Serin/Threonin-Kinasen und bilden daher vermutlich eine
neue Subfamilie innerhalb der Kin1/SNF-1/NIM1-Superfamilie. Die in Tribbles und den
anderen vier Proteinen in Subdomane VIb gefundene Abanderung des Konsensus von

HRDLKXXN]in[l//LRD LK X X L/K konnte entscheidende Bedeutung fuir die

Funktion von Tribbles und die verwandten Proteine haben. Die Subdoméne VIb und im
besonderen das Konsensus-Motiv spielen eine wesentliche Rolle bei der
katalytischen Reaktion aller Kinasen. Der Asparaginrest dieses Motivs, N171 in PKA-
C""™ agiert in funktionellen Kinasen als Stabilisator der katalytischen Schleife. Es ist
daher nicht unwahrscheinlich, da} es sich bei Tribbles und den verwandten Vertebraten-

Proteinen um inaktive oder “tote” Kinasen handelt.

2.4.5 TUberexpressions- und Injektionsexperimente mit ¢ribbles

Eine offene Frage war, ob tribbles auch in anderen
Entwicklungszusammenhéngen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Zellteilungen
spielt. Das dynamische Expressionsmuster, das die gesamte Embryonalentwicklung uiber
besteht, legte nahe, dal} tribbles auch noch andere Funktionen hat. Auflerdem wurde ja
bereits festgestellt, dal homozygote Weibchen fast vollig steril sind und auch wahrend
der Larval- und Puppenentwicklung Semiletalitat zu beobachten war. Es wurde daher
versucht, tribbles gewebespezifisch uberzuexprimieren. Wie beschrieben wurden EP-
Elemente genau zu diesem Zweck konstruiert. Die Kartierung der EP-Element-

Insertionen hatte ergeben, daB} in einer der beiden EP-Linien (EP(3)3519) das EP-
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Element mit dem dazugehorigen UAS-Promotor in Richtung von tribbles orientiert und 8
bp vor dem Transkriptionstart inseriert war. Damit sollte eine Uberexpression prinzipiell
moglich sein und wurde daher getestet.

Mit einer ganzen Palette von Gal4-Treiberlinien wurde versucht, tribbles wahrend
verschiedener Phasen der Entwicklung und in verschiedenen Geweben
uberzuexprimieren . Dazu gehorten das Mesoderm, das Ektoderm, die
Augenimaginalscheibe und die Flugelimaginalscheibe. Uberexpression in den
Embryonen wurde mit einer #rbl-spezifischen DIG-RNA-Sonde uiberprift (Seher, TC und
Leptin, M, 2000) und anschlieBend mit Hilfe von anti-PH3, anti-Twist oder anti-Even-
skipped gefarbt, um eventuelle Zellteilungs- oder morphologische Defekte nachweisen zu
konnen. In allen untersuchten Féllen konnte die RNA von tribbles im jeweiligen
Zielgewebe nachgewiesen werden. Eine offensichtliche Anderung von
Zellteilungsmustern konnte in keinem Fall beobachtet werden. Auch morphologische
Defekte wurden nicht festgestellt. Embryonale Letalitat konnt ebenfalls nicht beobachtet
werden. Aus den Kreuzungen fur die Uberexpression schlupften vitale, fertile Fliegen.
Nach der Uberexpression von fribbles in den Imaginalscheiben wurden adulte Fliegen,
die aus den angesetzten Kreuzungen hervorgegangen waren, untersucht. Durch die
Uberexpression bedingte Letalitat konnte nicht festgestellt werden. Augen- oder
Flugelspezifische mutante Phanotypen wurden ebenfalls nicht gefunden. Fur diese
Ergebnisse gab es prinzipiell zwei Erklarungen:

Moglicherweise lassen sich durch Uberexpression mit tribbles keine Defekte
erzeugen. Es ware moglich, daB3 Defekte nur dann auftreten, wenn die Aktivitat von
tribbles fehlt, moglicherweise sogar nur mesodermspezifisch.

Die andere Erklarung wire, daf die mit dem EP-Element erzielte Expression nicht
ausreicht, um damit Effekte zu erzielen. Moglicherweise spielt es in diesem
Zusammenhang doch eine Rolle, daB3 das EP-Element nahe am Translationsstart sitzt.

tribbles wurde auch in 2 weiteren Labors identifiziert (Grosshans and Wieschaus,
2000; Mata et al., 2000). Sowohl J. GroB3hans und E. Wieschaus, als auch J.Mata et al.
erzeugten Fliegenlinien, die mit UAS-tribbles -Konstrukten transformiert worden waren.
Mit diesen wurden Uberexpressionsexperimente durchgefuhrt, die zu Defekten fuhren.

Wenn tribbles in der Flugelimaginalscheibe uberexprimiert wurde, hatten die
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resultierenden Fliegen Flugel, deren Zelldichte in der Expressionsdoméne von tribbles
reduziert war. Somit hatte die Uberexpression einen klaren Einfluf} auf die
Zellproliferation im Flugel. Dieses Ergebnis bestétigte damit auch indirekt die Annahme,
daf sich mit Hilfe des EP-Elements in EP(3)3519 keine geeigneten

Uberexpressionsstudien durchfihren lassen.

2.4.5.1 Subzellulare Lokalisation von HA-Tribbles und lokale Uberexpression durch

Injektionen

Alle bisher gewonnenen Expressionsdaten zeigen, wann und in welchen Geweben
tribbles RNA wiahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen werden kann. Uber
Funktion und Wirkungsort des Proteins war nichts bekannt. Ein Antikorper gegen
Tribbles stand zu diesem Zeitpunkt nicht zur Verfugung. Um zu untersuchen, ob tribbles
eine spezifische subzellulare Lokalisation aufweist, wurde ein Fusionskonstrukt
hergestellt, in dem die cDNA von fribbles mit der von Haimagglutanin kombiniert wurde
(HA-trbl). Von diesem Konstrukt wurde in vitro HA-trbl RNA transkribiert. Diese
wurde anschliefend in Embryonen im Zellularisierungsstadium injiziert. Die injizierten
Embryonen konnten sich weiter entwickeln und wurden danach fixiert und gefarbt. Dazu
wurden die Embryonen mit Hilfe von anti-HA gefarbt. Die Auswertung der Farbungen
ergab, da3 HA-#rbl innerhalb von Zellen stets im gesamten Zytoplasma nachgewiesen
werden konnte. Eine spezifischere Lokalisation, etwa eine Anreicherung an den
Membranen konnte nicht beobachtet werden. Es scheint sich bei Tribbles um ein
zytoplasmatisches Protein zu handeln.

Bei der Untersuchung der Lokalisation von Tribbles innerhalb der Zelle war
beobachtet worden, da3 die Kerne im Bereich der Injektionsstelle in den gefarbten
Embryonen oft groBer erschienen. Um zu untersuchen, ob es sich dabei moglicherweise
um die Folge eines Teilungsdefektes handelte, wurden mit HA-trbl-RNA injizierte
Embryonen mit Mehrfachfarbungen analysiert.

Es wurden drei Strukturen markiert: durch anti-HA die translatierte HA-trbI-RNA, durch

anti-PH3 die phosphorylierte Form von Histon 3 (und damit Chromosomen im
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mitotischen Stadium) und durch Hoechst 33258 die DNA. Die Kerne im
Injektionsbereich dieser Embryonen waren grofler, die Kerndichte in den betreffenden
Regionen war auch deutlich niedriger. Die Zellen hatten sich bei Vergleich der

Kerndichten vermutlich mindestens einmal weniger geteilt.

2.4.6 Experimente zur Untersuchung der genetischen Regulation von fribbles

Wildtyp

twist

snail
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Abb. 2. 42: Expression von tribbles in snail- und twist- Mutanten.
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Die in den tribbles-Mutanten gefundenen Zellteilungsdefekte beschrankten sich -
abgesehen von den Teilungen der Polzellen - auf die mitotischen Doméanen 8 und 10.
Beide Dominen liegen auf der Ventralseite des Embryos und innerhalb der Region, in der
sowohl twist als auch snail exprimiert sind. Es liegt daher nahe anzunehmen, daf} die
Expression von tribbles durch snail oder twist reguliert wird. Wire dies so, dann wire im
einfachsten Fall in snail- oder twist-Mutanten auch die Expression von fribbles blockiert.
Dies wurde zuerst mit in situ Hybridisierungen untersucht. Embryonen mutant fur snail
oder rwist wurden mit der DIG-markierten RNA-Sonde hybridisiert und gefarbt. In
beiden Mutanten konnte tribbles-RNA in der Mesodermanlage nachgewiesen werden (s.
Abb. 2.42). Die Expression schien jedoch in beiden Fallen erniedrigt zu sein. Dies lie3
sich durch in situ-Hybridisierungen jedoch nicht quantifizieren. Deshalb sollte der Effekt
von Mutationen fur snail oder twist phanotypisch untersucht werden. Wire in twist- oder
snail-Mutanten die Aktivitat von tribbles in der Mesodermanlage wirklich reduziert, so
konnte das moglicherweise alleine schon zu verfruhten Zellteilungen fuhren, dhnlich wie
man es in tribbles-Mutanten findet. Eine einfache Analyse von snail- und twist-Mutanten
kann aber keinen Aufschlufl3 geben, denn Mutationen fur snail oder twist verandern die
Expression von Cdc25°**"™, In beiden Mutanten ist Cdc25""™ in der Mesodermanlage
nicht exprimiert (Edgar et al., 1994a). Daher konnen Zellteilungen in der
Mesodermanlage in diesen Mutanten nicht stattfinden und der Effekt auf tribbles
phénotypisch nicht untersucht werden. Um dieses Problem experimentell zu umgehen,
sollte Cdc25*"™ in der Mesodermanlage von snail- und twist-Mutanten exprimiert
werden. Fliegenlinien, in denen die Expression von Cdc25"""¢ unabhingig von snail oder
twist unter der Kontrolle von Dorsal steht (2xPEe-stg), waren bereits erzeugt worden, um
Cdc25""¢ spezifisch im Mesoderm tiberexprimieren zu konnen. Wie bereits vorher
beschrieben, war Cdc25*"™ in einigen dieser Linien nur schwach iiberexprimiert und ein
Zellzyklus- oder Gastrulationsphanotyp wurde nicht beobachtet. Eine der schwach
exprimierenden 2xPEe-stg-Linien (#M6Db), in der sich keinerlei Zellzyklus- oder
Gastrulationsdefekte beobachten lielen, wurde dazu benutzt, um Rekombinanten mit
snail (sna, 2xPEe-stg) oder twist (twi, 2xPEe-stg) zu erzeugen. Von den resultierenden
Fliegenlinien wurden Embryonen gesammelt und diese mit Hilfe von anti-PH3

Antikorperfarbungen untersucht.
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In homozygoten twi, 2xPEe-stg-Embryonen konnten keine verfrithten Teilungen
der mesodermalen Zellen festgestellt werden. Es kommt in diesen Embryonen erst spater
zu Zellteilungen in der Mesodermanlage, zu einem Zeitpunkt, zu dem das Mesoderm in
Wildtyp-Embryonen bereits invaginiert ist. Zu diesem Zeitpunkt werden die
Zellteilungen in Wildtyp-Embryonen durch tribbles nicht mehr blockiert. Die
Teilungskinetik der mesodermalen Zellen in homozygoten twi, 2xPEe-stg-Embryonen
ahnelt somit der Situation in Wildtyp-Embryonen, auch wenn keine Invagination des
Mesoderms stattgefunden hat. Insgesamt teilen sich in den untersuchten Embryonen aber
weniger Zellen als in Wildtyp-Embryonen. Es teilen sich nicht alle Zellen der
Mesodermanlage (s. Abb. 2.43).

Die Situation in homozygoten sna, 2xPEe-stg-Embryonen ist anders. Hier teilen
sich die mesodermalen Zellen zu einem Zeitpunkt, wo die Invagination des Mesoderms
in Wildtyp-Embryonen gerade erst eingesetzt hatte (s. Abb. 2.44). Die Teilungen

erstrecken sich in anterior-posteriorer Richtung uiber das gesamte Mesoderm. Insgesamt
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Abb. 2.43: Mesodermspezifische Expression von string in twist-Mutanten. Teilungen werden wieder

moglich aber es werden keine frithzeitigen Teilungen ausgelost.
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gehen jedoch auch hier im Vergleich mit Wildtyp-Embryonen oder tribbles-Mutanten
weniger Zellen in Teilung. Dies liegt vor allem daran, daf} sich nur die ventralsten Zellen
der Mesodermanlage teilen. Mehr lateral, somit mehr dorsal gelegene Zellen teilen sich
nicht. Zusammen mit den Zellen des Mesoderms teilen sich zeitgleich und ebenfalls
verfruht die Zellen von MDS8. Die Situation in homozygoten sna, 2xPEe-stg-Embryonen
ahnelt damit sehr der Situation von tribbles-Mutanten.

Im Vergleich von rwi, 2xPEe-stg- und sna, 2xPEe-stg-Embryonen ergab sich
somit, daf} ein mutanter Phanotyp, wie in fribbles-Mutanten, dann gefunden wird, wenn
Cdc25"" in Abwesenheit der Funktion von snail im Mesoderm experimiert wird. In
Abwesenheit der Funktion von twist und gleichzeitiger Expression von Cdc25"™ war die

Teilungskinetik im Mesoderm mit der von Wildtyp-Embryonen vergleichbar. Der
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Abb. 2.44: Expression von string im Mesoderm von snail-Mutanten. Es kommt zu frithzeitigen Teilungen.
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wesentliche Unterschied der beiden Situationen ist die Abwesenheit von twist oder snail,
und nur im letzteren Fall kommt es zu fruhzeitigen Teilung von mesodermalen Zellen.
Die Schluf3folgerung muf daher lauten, daf snail und nicht rwist fur die
Blockierung der Zellteilungen im Mesoderm notwendig ist. Twist ist dagegen der
Aktivator von Cdc25*"™ und somit notwendig fur die Auslosung der Teilungen im
Mesoderm. Ob snail dabei tribbles oder den durch Df(3L)BK10 aufgedeckten Locus oder
gar beide kontrolliert, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht beurteilt werden.
Eine Schwiche des Experiments bestand meiner Meinung nach darin, daf in snail-
Mutanten twist im Bereich der Mesodermanlage exprimiert ist. Es war zwar publiziert,
daB sowohl in twist- als auch in snail-Mutanten die Expression von Cdc25"™ im
Mesoderm verschwindet (Edgar et al., 1994b), aber da twist der Aktivator von Cdc25""™"
im Mesoderm ist, konnte nicht ausgeschlossen werden, dafl doch noch eine Restmenge an
Cdc25"™ in snail-Mutanten vorhanden ist. Um die Cdc25"""¢-Expression in beiden
Mutanten zu vergleichen, wurden snail- und twist-Embryonen mit einer DIG-markierten
RNA-Sonde von Cdc25"" hybridisiert. Die Farbung ergab, daB twist-Mutanten keine
Cdc25"""¢-Expression zeigten, wohingegen in snail-Mutanten eine deutliche Cdc25"""-
Expression nachweisbar war. Letzteres Ergebnis steht dabei im Widerspruch zu den
publizierten Daten. Die Konsequenz ist, daBl die Cdc25""*-Expression in sna, 2xPEe-stg-
und rwi, 2xPEe-stg-Embryonen doch nicht als gleich angesehen werden kann. Ob der
Zellzyklusphéanotyp in sna, 2xPEe-stg-Embryonen durch die Erhohung um die in snail-
Mutanten verbliebene Cdc25"""¢-Expression verursacht wird, kann anhand der
vorliegenden Ergebnissen nicht beurteilt werden. Es ist ebenso moglich, dal snail fur die
Aktivierung von tribbles verantwortlich ist und daher in snail-Mutanten bereits geringe
Mengen an Cdc25*™-Expression zur Auslosung der Teilungen im Mesoderm fithren. Es
148t sich jedoch mit einiger Sicherheit sagen, dal rwist fur die Aktivierung von tribbles
nicht verantwortlich ist, sonst hatte auch hier ein mesodermaler Teilungsdefekt auftreten

mussen.
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stg RNA

Abb. 2.45: Die Expression von string im Mesoderm von snail-Mutanten.
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Nachtrag:

Der von Df{3L)BK10 aufgedeckte Locus ist von Jorg GroBhans und Eric
Wieschaus kartiert und identifiziert worden. Sie nannten das gefundene Gen friihstart
(frs). friihstart kodiert fur ein kleines Protein, daB bisher keine Homologie zu
irgendeinem anderen bekannten Protein zeigt. Die friihstart-RNA ist ubiquitér
lokalisiert. J.GroBhans und E. Wieschaus erzeugten Antikorper gegen Frithstart und
Tribbles und konnten zeigen, daf} die Proteine in dhnlicher Weise exprimiert sind wie die
korrespondierenden mRNAs (J. GroBhans, personl. Mitteilung).

In der Arbeit von Juan Mata et al. wurden funktionelle Studien zur Rolle von
Tribbles durchgefuhrt. Das Besondere ihrer Arbeit ist, daB sie zeigen konnten, daf3
Tribbles an dem Abbau von Cdc25"™ (und seinem keimbahnspezifischen Homolog
Twine) beteiligt ist, und dal Tribbles auch mindestens eine Zellteilung in der Keimbahn
wihrend der Oogenese kontrolliert. Allerdings hat Tribbles hier den umgekehrten Effekt
im Vergleich zum Mesoderm: Uberexpression von tribbles fuhrt zu einer Extra-Teilung
der Keimbahnzellen, Verlust der Aktivitat von Tribbles fuhrt dazu, daf} sich die Zellen
einmal weniger teilen (Mata et al., 2000).

In einer weiteren Arbeit konnten Pernille Rgrth et al. nachweisen, dall Tribbles
vermutlich auch am Abbau eines weiteren Proteins, des Transkriptionsfaktors Slobo,
beteiligt ist und direkt an Slobo binden kann. Ein Effekt auf Zellteilungen wurden in
diesem Zusammenhang nicht festgestellt. Fehlt die Aktivitat von tribbles, kommt es
wiahrend der Oogenese zu Defekten bei der Wanderung der border cells (Rorth et al.,
2000).
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3. Diskussion

Die Frage nach den morphogenetischen Prozessen, die im Verlauf der Ontogenese
den Korperplan (“body plan”) realisieren, ist ein wichtiges Thema innerhalb der
Entwicklungsbiologie. Eine der eindrucksvollsten Etappen auf diesem Weg ist die
Gastrulation. Die hier vorgelegte Arbeit versucht die Rollen bekannter und neu
identifizierter Gene bei der Kontrolle der Ventralfurchenbildung in Drosophila zu
beschreiben. Ziel der Arbeit war es, bisher unbekannte an der Ventralfurchenbildung
beteiligte Loci zu identifizieren und neue Erkenntnisse uber das genetische
Kontrollsystem zu gewinnen, das die Prozesse steuert, die zur Invagination des
Mesoderms im Embryo von Drosophila fuhren. Die verschiedenen in dieser Arbeit

bearbeiteten Fragestellungen werden getrennt diskutiert.

3.1 Ergebnisse des Defizienzen-Screens

3.1.1 Phanotypischer Screen und Beurteilung der Test-Methode

Im Verlauf des von mir durchgefuhrten Defizienzen-Screens wurde im
autosomalen Genom von Drosophila mit rund 200 Stimmen, die definierte Deletionen
tragen, nach Regionen gesucht, die fur eine normale Ventralfurchenbildung notwendig
sind. Ausgehend von den mutanten Phénotypen, die man in hemizygoten folded
gastrulation-Mutanten oder Embryonen heterozygot fur eine Nullmutation in snail findet,
wurde ein phanotypischer Screen durchgefuhrt, der schwache und nur voruibergehend
bestehende Storungen der Ventralfurchenbildung identifizieren sollte. Ob es weitere
Gene geben wiurde, deren Ausfall zu dhnlichen Phénotypen wie etwa in folded
gastrulation-Mutanten fuhrt, war vorher nicht klar. Die Identifizierung von vier
Regionen, deren Verlust zu vorubergehenden Defekten bei der Invagination des
Mesodems fuhrt, zeigte, dall es moglich war, solche mutanten Phanotypen zu finden. Es
bewies auch, dafl das phénotypische Kriterium so gewahlt war, dafl subtile Defekte bei

der Invagination des Mesoderms damit erkannt werden konnten. In allen vier Fillen trat
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der Defekt meist nur vorubergehend auf und das Mesoderm gelangte in allen Mutanten in
das Innere des Embyros und entsprach damit der Art von Phénotyp, wie sie in
hemizygoten folded gastrulation- oder heterozyogten snail-Embryonen beobachtet wird.
Ein vergleichbarer phénotypischer Screen, um fur die Ventralfurchenbildung notwendige
Gene zu identifizieren, war vorher nicht durchgefuhrt worden. Eric Wieschaus und
Mitarbeiter fuhrten in ihrem Labor jedoch etwa zeitgleich einen #hnlichen
phéanotypischen Screen durch, in dessen Verlauf auch nach Lokussen gesucht wurde, die
fur eine normale Ventralfurchenbildung notwendig sind. In diesem Screen wurden keine
Stamme mit Deletionen, sondern eine spezielle Sammlung von Stimmen mit
Translokationen und Transpositionen verwendet. Der Vorteil dieses Screens besteht in
der Minimierung des Aufwands der phanotypischen Analyse. In der ersten Phase miissen
nur rund 30 Kreuzungen durchgefuhrt werden. Auferdem erreicht der “Translokations-
Screen” ein hohes Mal} an Abdeckung: Mit den verwendeten Stimmen konnen etwa 98%
des autosomalen Genoms untersucht werden. Der Nachteil besteht in der groben
Kartierung, was mehr Aufwand bei der Feinkartierung eines identifizierten Locus
bedeutet. Die Ergebnisse ihres Screens mussen meinem Ansatz gegenubergestellt
werden, weil sie einerseits eine Art Positivkontrolle darstellen und andererseits dazu
beitragen, den genetischen Ansatz insgesamt besser bewerten zu konnen (s.u.). Als
Positivkontrolle bestatigte der Screen von Eric Wieschaus und Mitarbeitern die in
meinem Screen erzielten Ergebnisse. Sie deckten sich sogar genau mit meinen
Ergebnissen. In ihrem Screen wurden - nach einer feineren Kartierung unter

Zuhilfenahme von Deletionen - die gleichen vier Regionen identifiziert.

3.1.2 Bewertung des Defizienzen-Screens

Der Ansatz, das Genom mit Hilfe von Defizienzen nach embryonalen Phanotypen zu
durchmustern wurde von Poulson entwickelt (Poulson, 1937). Mit einem Defizienzen-
Screen 146t sich ein groBer Teil des Genoms relativ schnell auf zygotische Genfunktionen
untersuchen (Ashton et al., 2001; Campos-Ortega and Jimenez, 1980; Smith et al., 1993).

Gene, die nur zygotisch exprimiert sind, werden in einem Defizienzen-Screen vollig
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ausgeschaltet. Sie werden somit immer als Nullmutationen untersucht, wohingegen in
einer EMS-Mutagenese verschiedene, auch hypomorphe Allele erzeugt werden konnen.

Der Nachteil eines Defizienzen-Screens kann darin liegen, daB zu viele Gene gleichzeitig
deletiert werden. Dies kann zu Problemem bei der Analyse fuhren, beipielsweise dann,
wenn Prozesse betroffen sind, die dem eigentlich interessierenden vorausgehen, diesen
aber indirekt beeinflussen. Solche sekundaren Effekte werden umso wahrscheinlicher, je
weiter die Aktivierung des zygotischen Genoms vor dem interessierenden Prozess liegt.
Fur die in der vorgelegten Arbeit untersuchten Prozesse widhrend der Gastrulation
bestand diese Gefahr kaum. Das zygotische Genom wird erst kurz vor der Gastrulation,
wahrend der Zellularisierung, aktiviert. Sekundare Effekte muflten daher nicht erwartet
werden, konnten aber auch nicht génzlich von vornherein ausgeschlossen werden. Dies
gilt insbesondere fur maternal exprimierte Gene. Da die Eier in einem Defizienzen-
Screen in der Regel von heterozygot defizienten Mittern abgelegt werden, ist es denkbar,
daB} durch die Deletion die Expression eines maternalen Faktors reduziert wird, was in
den Embryonen dann moglicherweise zu einer genetischen Interaktion mit einem
gleichzeitig deletierten zygotischen Faktor fuhren konnte. Ein solcher Fall liegt

vermutlich dem mutanten Phénotyp der Defizienz Df{3R)TI” zugrunde.

3.1.3 Die Abdeckung des Genoms durch den Defizienzen-Screen

Die Abdeckung des Genoms durch die Summe der im Defizienzen-Screen
verwendeten Deletionen liegt bei etwa 80%. Dies ist zwar fur einen Defizienzen-Screen
eine relativ gute Abdeckung, aber im Vergleich zu einer sattigenden Mutagenese auch
deutlich weniger. Die Wahrscheinlichkeit, einen wichtigen Locus zu verpassen, liegt
somit theoretisch bei 1:5. Der Vergleich mit den Ergebnissen des Translokations-Screens
von E. Wieschaus und Mitarbeitern, der eine Abdeckung von 98% erreichte, zeigte
jedoch, da} die gleichen vier Regionen des Genoms identifiziert wurden. Der Bereich,
der weder mit Defizienzen noch mit Translokationen zugéanglich war, liegt vor allem an
der Basis des dritten Chromosoms und dort vor allem im Bereich der Basis des rechten

Arms. Es ist nicht auszuschlieBen, daf} sich in diesen Regionen weitere Loci befinden,
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die fur die Ventralfurchenbildung von Bedeutung sind. Diese Regionen sind jedoch
genetisch nur schwer zugéanglich. Zwei weitere Regionen bedurfen ebenfalls einer
gezielten Untersuchung. Dies sind die unmittelbaren Umgebungen der Gene snail und
twist. Diese konnen mit Defizienzen nur naherungsweise untersucht werden. Bei
Deletionen, die snail oder twist herausnehmen, muf3 damit gerechnet werden, dal} deren
mutante Phanotypen Effekte, die durch die Deletion anderer Loci entstehen konnten,
uberdecken. Ein fur die Ventralfurchenbildung relevantes Gen in direkter Nachbarschaft
von snail oder twist ware mit den erhaltlichen Defizienzen nicht identifizierbar, da mit
ihnen die nachste Umgebung von snail oder twist nicht erreicht wird. Geht man davon
aus, daf} ein fur die Invagination des Mesoderms notwendiger Locus in direkter
Nachbarschaft von snail oder twist liegen wurde, dann 14t sich zumindest folgendes
Gedankenexperiment machen:

Angenommen ein unbekannter Locus, der fur die Invagination des Meoderms
notwendig ist, lage in der Nachbarschaft von twisz. Ich nenne ihn xy. Eine Deletion der
ganzen Region - weitere fur die Ventralfurchenbildung relevante Gene seien dort nicht
vorhanden - wurde in Bezug auf die Ventralfurchenbildung formal eine twist, xy-
Doppelmutante erzeugen. In homozygoten twist, xy-Mutanten findet die Gastrulation
wegen des Verlustes der Aktivitat von fwist nicht statt. xy wurde daher vermutlich
unentdeckt bleiben, denn rwist wurde sich epistatisch zu xy verhalten. In heterozygoten
twist-Mutanten ist kein mutanter Phanotyp nachweisbar. In heterozygoten twist, xy-
Mutanten wire jedoch ein Phénotyp vorstellbar, wenn hier eine genetische Interaktion
stattfande. Wire dies so, dann miifite man einen phanotypischen Unterschied sehen,
wenn man heterozygot mutante Embryonen von Stimmen mit amorphen rwist-Allelen
oder minimalen twist-Defizienzen (twi*"”’) mit solchen, die groBere twist-Defizienzen
tragen, vergleicht. Solche Effekte sind aber nie beobachtet worden. Wenn also ein
wichtiger Locus in der Nachbarschaft von twist liegt, so zeigt dieser zumindest keine
offensichtliche genetische Interaktion mit swist.

Ahnliches gilt fur die snail-Region. snail-Defizienzen verschiedener GroBle lassen keine
auffalligen phénotypischen Differenzen der jeweiligen heterozygot mutanten Embryonen
erkennen. Allerdings wurde gezeigt (Kap. 2.2), dal mit Hilfe eines

mesodermspezifischen snail-Transgens die Deletion von snail in Df(2L)osp29 vollig
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kompensiert werden konnte. Dabher ist nicht anzunehmen , daf} in der Region, die durch
Df(2L)osp29 deletiert wird, weitere Loci zu finden sind, deren alleinige Deletion zu
einem Defekt bei der Ventralfurchenbildung fuhren wiirde. Eine vollstindige Analyse
der gesamten snail-Region steht allerdigs noch aus.

Unter der Berucksichtigung der Ergebnisse des Translokations-Screens von E.
Wieschaus und Mitarbeitern hat der Defizienzen-Screen eine gute Abdeckung der
momentan genetisch zugénglichen Bereiche des Genoms von Drosophila erzielt. Gerade
der Vergleich mit dem Translokations-Screen gibt Anlass zu der Annahme, daf} der
Defizienzen-Screen alle Regionen identifiziert hat, die mit dem gewdhlten
phanotypischen Kriterium auffindbar und mit den derzeitigen genetischen Methoden
zuganglich waren. Funf Regionen bedurfen einer weiteren Analyse: die proximalen
Bereiche der Chromosomenarme 3L und 3R, das vierte Chromosom, daf’ zwar klein aber
nur unzureichend mit Deletionen zuganglich ist, sowie die unmittelbare Nachbarschaft

der Gene snail und twist.

3.1.4 Bewertung der identifizierten Mutanten und ihrer Phanotypen

3.1.4.1 Uberblick

In dem hier vorgestellten Defizienzen-Screen wurden vier Regionen identifiziert,
die fur eine normale Invagination des Mesodems notwendig sind. Diese werden durch
die Defizienzen Df{2L)ed dp, Df(3L)BK10, Df(3L)ri79c und Df(3L)rdgC"’, sowie
D(3R)TI" reprasentiert. Die mutanten Phinotypen dieser Deletionen haben gemeinsame
Charakteristiken: Allen vier ist gemein, dal die Invagination des Mesoderms nur
voritbergehend gestort ist und letztendlich vollendet wird. Es lassen sich jedoch auch
Unterschiede der morphologischen Defekte beschreiben.

Bei Df(3L)BK10 und Df{3L)ri79c bzw. Df(3L)rdgC*’ fihren Zellteilungen zu den
beschrieben Defekten (s.u. und Kap. 2.4). Die Konsequenz ist, daf} die Zellen Formen
annehmen, die sich von den wahrend der Gastrulation normalerweise sichtbaren

Zellformen grundsatzlich unterscheiden (s. Kap. 2.4) und somit eine normale
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Invagination verhindern. Die Zellen runden sich ab und sind nach der Teilung auch
kleiner als normale Zellen des mesodermalen Primordiums.

Bei D(3R)T!" ist die Mesodermanlage geschmilert, weil ihre Ausdehnung nach
dorsal geringer ist. Die in diesen Mutanten gefundene Ventralfurche bildet sich mit
Verzogerung und zeigt eine geringere Invaginationstiefe.  Die normalen
Zellformanderungen konnen zwar beobachtet werden, aber die Invagination geschieht
unkoordinierter als in Wildtyp-Embryonen.

Bei Df(2L )ed dp invaginiert das Mesoderm ebenfalls verzogert. Hier ist auffallig,
daB} die normalen Zellforménderungen nur partiell abnorm sind. Es kommt zwar zu
apikalen Konstriktionen, aber die Zellen flachen ihre apikalen Oberflichen nicht so ab,

wie man es in Wildtyp-Embryonen beobachten kann.

Der Vergleich der verschiedenen Morphologien 146t vermuten, da} in jeder dieser
Mutanten ein unterschiedlicher Aspekt der Ventralfurchenbildung defekt ist. Keiner der
beschriebenen Defekte ist so schwerwiegend, daB3 die Invagination des Mesoderms
komplett ausbleibt. Diese Situation @nderte sich auch dann nicht, wenn alle sechs
Kombinationen moglicher Doppeldeletionen (tribbles wurde nur durch Df(3L)ri79c
reprasentiert) erzeugt wurden. In keiner der Doppelmutanten war eine gravierende
Verstarkung gegenitber den Phénotypen der jeweiligen Einzeldefizienzen nachweisbar.
Wenn in den verschiedenen Defizienzen tatsiachlich verschiedene, womoglich
unabhéngige Teilprozesse betroffen sind (tribbles und friihstart sollen hier als Teil eines
Mechanismus betrachtet werden), dann bedeutet dies, dal auch der gleichzeitige Ausfall
von zwei Teilprozessen wahrend der Gastrulation immer noch kompensiert werden kann,
zumindest derjenigen, die in den untersuchten Defizienzen moglicherweise betroffen
sind. In der Kombination von Df(3L)BK10 und Df(3L)ri79c bzw. Df{3L)rdgC** mit
einer der beiden anderen Defizienzen kommt es jeweils zur Verbindung von verfruthten
Zellteilungen, die alleine schon die Invagination des Mesoderms stark behindern, mit
einem bisher nicht ndher charakterisierten morphogenetischen Defekt, und dennoch
gelangen alle mesodermalen Zellen ins Innere des Embryos. Die im Mesoderm
verbliebene Fahigkeit zur Invagination reicht immer noch aus, um die Vollendung der

Invagination sicherzustellen.
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Dafur kann es verschiedene Griinde geben. Einerseits ist es denkbar, daf} die
Redundanz des die Invagination steuernden Systems grofler ist als vielleicht bisher
vermutet. Dann muBl man davon ausgehen, dall es weitere bislang unidentifizierte
Faktoren gibt, die auch bei Wegtall der hier beschriebenen Loci oder bei Wegfall von
folded gastrulation in der Lage sind, die Ventralfurchenbildung alleine zu steuern.
Andererseits ist es nicht klar, auf welcher Kontroll-Ebene die neu gefundenen Loci
uberhaupt eingreifen (Man konnte es so formulieren: Es gibt eine oberste Kontrollebene,
gebildet von snail und twist, und es gibt eine Ebene der Effektorproteine, zu denen
vermutlich Aktin und cMyosin gehoren; wieviele Schritte oder Ebenen dazwischen
liegen, ist ungeklart und bedarf der Identifizierung weiterer Faktoren, die an der
Kontrolle der Ventralfurchenbildung beteiligt sind). Wurden mit den vier Defizienzen
Effektor-Gene gefunden, oder Gene, deren Produkte die Aktivitit anderer Gene
kontrollieren? Im Fall von tribbles und friihstart ist noch nicht genau aufgeklart, worin
die biochemische Aktivitat der Genprodukte besteht. Zumindest fur tribbles wurde
jedoch gezeigt, daB durch seine Aktivitat das Protein Cdc25"™ abgebaut werden kann
(Mata et al., 2000). Damit greift tribbles in die Kontrolle eines zellbiologischen
Prozesses (Zellzykluskontrolle) ein und reguliert vermutlich direkt keine anderen Gene.
(Theoretisch konnte der Effekt von tribbles aber so indirekt sein, daf} auch die Kontrolle
anderer Gene durch tribbles nicht vollig ausgeschlossen werden kann. Der Abbau von
slbo zeigt, daB} tribbles moglicherweise indirekt auch an der Kontrolle der Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren beteiligt ist (Rorth et al., 2000)). Der Effekt von friihstart auf die
Stabilitat oder den Abbau von Cdc25""" ist bisher nicht untersucht worden. Eine weitere
Diskussion der Ergebnisse zu tribbles und friihstart wird in Kap. 3.4 gegeben.

Auf welcher Ebene der durch die Defizienz D(3R)TI” aufgedeckte Locus agieren
konnte, wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

Df(2L)ed dp wurde nicht weiter untersucht. Die Tatsache, daf} in diesen Mutanten
keine Abflachung der Zelloberflachen stattfindet, hat diese Mutation mit fwisz-Mutanten

gemeinsam. Ob es sich hier jedoch um ein Zielgen von twist handelt, ist unklar.

3.1.4.1 Der von D(3R)TI® aufgedeckte Lokus ist wahrscheinlich t48
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In Doppelmutanten, in denen je eine der Defizienzen mit einem amorphen Allel
von folded gastrulation (fog*®) kombiniert wurde, konnte nur bei D(3R)TI" eine
Interaktion festgestellt werden. In diesem Fall konnte eine erhebliche Verstirkung
beobachtet werden, wenn D(3R)TI” homozygot und gleichzeitig folded gastrulation
heterozygot mutant war. Der resultierende Phanotyp zeigte eine Verdrillung und tiefe
Einfaltungen der Embryonen und selbst bei fortgeschrittener Keimstreifausstreckung war
ein Teil der mesodermalen Zellen noch auflerhalb des Embryos. Dieser Phanotyp war
starker als alle in den Defizienzen gefundenen Defekte und auch starker als der
mesodermale Anteil des Phanotyps von hemizygoten folded gastrulation-Mutanten. Der
Defekt konnte in dieser Situation nicht mehr vollstindig kompensiert werden. Teile des
Mesoderms invaginierten, andere Teile des Mesoderms verblieben auf der Auflenseite.
Die Reproduktion dieses Phénotyps in Doppelmutanten fur folded gastrulation und t48
zeigte auf, welches Gen hochstwahrscheinlich fur diese starke Interaktion verantwortlich
war. Embryonen, die homozygot mutant nur fur #48 sind, zeigen keinerlei Defekte und
sind lebensfahig. Die Sequenz von 748 legt nahe, daf3 es sich um ein membranstiandiges
Protein handelt. Weitere mogliche Funktionen konnen aus der Proteinsequenz nicht
geschlossen werden. Eine begriindete Erklarung fur die Interaktion von #48 und folded
gastrulation kann bisher nicht gegeben werden. Dal es sich bei 48 um den postulierten
Rezeptor fur folded gastrulation handelt, kann ausgeschlossen werden, weil #48-
Mutanten keine Defekte wédhrend der Gastrulation zeigen (ebensowenig in anderen

untersuchten Prozessen).

Ein spekulatives Modell zur Funktion von t48

Eine rein spekulative, aber denkbare Erklarung fur die Rolle von 48 soll im
folgenden diskutiert werden:

Theoretisch konnte es sein, dal 148 ein membrangebundes Protein ist, das mit
dem postulierten folded gastrulation-Rezeptor in der Membran interagiert. Eine

mogliche Folge wiare, daB3 der folded gastrulation-Rezeptor wie auch 48 durch die
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Interaktion aktiviert wird und Signale ins Innere der Zelle abgibt, die unterhalb gelegene
Faktoren aktivieren (z.B.: concertina), die dann die Zellformanderungen bewirken.
Dadurch wire eine basale Aktivitat des folded gastrulation-Rezeptors gegeben. 148-
Mutanten zeigen keine sichtbaren Defekte. Es kann daher nicht angenommen werden,
dal die Interaktion von 748 mit dem folded gastrulation-Rezeptor eine notwendige
Interaktion ist. Die Bindung von folded gastrulation an den folded gastrulation-Rezeptor
wirde dessen Aktivitit erhohen und dazu fuhren, dal die Zellformdnderungen
beschleunigt und synchronisiert werden.

Mit diesen Annahmen lassen sich die meisten Ergebnisse aus der Analyse von
Mutanten und genetischen Interaktionen plausibel erklaren:
In folded gastrulation-Mutanten ware im Mesoderm die basale Aktivitat von folded
gastrulation-Rezeptor und 48 ausreichend um - wenn auch verlangsamt und
unkoordiniert - Zellformanderungen zu bewirken und die Invagination des Mesoderms
sicherzustellen.
In der posterioren Mitteldarmanlage ist 48 nicht exprimiert. In folded gastrulation-
Mutanten wiirde im posterioren Mitteldarmprimordium deshalb die Aktivierung des
folded gastrulation-Rezeptors ausbleiben, und nicht einmal die basale Aktivitat des
folded gastrulation-Rezeptors wére vorhanden. Dies wiirde erklaren, warum der mutante
Phénotyp von folded gastrulation-Mutanten im Bereich der Mitteldarmanlage erheblich
starker ausfallt als in der Mesodermanlage. Im Wildtyp wurde alleine die starke
Expression von folded gastrulation im Bereich der Mitteldarmanlage die Aktivierung des
folded gastrulation-Rezeptors und damit die Zellformdnderungen auslosen. Die
Konsequenz ist, daB} der alleinige Verlust der Aktivitat von folded gastrulation dazu
fuhrt, daB keine Mitteldarminvagination stattfindet.
In Mutanten fur 48 reicht - dhnlich wie in der Mitteldarmanlage von Wildtypen - die
Expression von folded gastrulation alleine aus, um den folded gastrulation-Rezeptor zu
aktivieren, was zur Bildung der Ventralfurche fuhrt. Dies wiirde erklaren, warum 48 fur
die Ventralfurchenbildung verzichtbar ist.
Reduziert man in t48-Mutanten aber zusiatzlich die Aktivitat von fog, dann kommt es zu
den beobachteten schweren Defekten. Dies ist auch in Einklang mit der Beobachtung,

daB} in Embryonen die heterozygot fur ein amorphes Allel von folded gastrulation sind
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#), leichte Defekte bei der Invagination des Mesoderms beobachtet werden konnen

(fog
(T. Seher, Diplomarbeit, Koln 1996).

Dieses spekulative Modell wiirde die meisten Ergebnisse erklaren, die 48 und vor allem
die Interaktion zwischen 748 und folded gastrulation betreffen. AuBerdem wire das
Modell im Einklang mit dem Phénotyp von twist-Mutanten. In diesen fehlt sowohl die
Expression von folded gastrulation als auch von t48. Das Modell konnte, wenn die
gemachten Annahmen so oder in dhnlicher Weise zutrafen, dann moglicherweise auch
den rwist-Phénotyp besser erklaren.

SchlieBlich konnte das Modell auch den Phinotyp von D(3R)T!” und vor allem
dessen Differenz zu t48-Mutanten erkldaren. In D(3R)T/’-Mutanten sind neben 48 unter
anderem auch Toll und spdtzle deletiert. Die beiden letzteren Gene sind maternal
exprimiert. Die Embryonen werden von heterozygot defizienten Muttern produziert, die
Gendosis fur Toll und spdtzle ist in den entstehenden Embryonen daher um die Halfte
reduziert. Wahrend eine Halbierung der Gendosis von 7o/l normalerweise keine Effekte
zeigt, fuhrt die Reduktion der Dosis von spdtzle zu einer Verkleinerung der twist-
Domiéne. Mesoderm entsteht dort, wo spdtzle an den Toll-Rezeptor bindet und die
Signalkaskade aktiviert, die schlieBlich zum Kernimport von dorsal fuhrt. Eine
Reduzierung der Dosis von spdtzle fuhrt zu einer Verkleinerung des Bereichs, in dem
Toll aktiviert wird und letztendlich zu einer verkleinerten Mesodermanlage. Embryonen,
die von D(3R)TI’-Mittern stammen, haben nur die halbe Dosis an spdtzle und daher auch
eine verkleinerte Mesodermanlage. Eine Erklarung, dafur, dafl in diesen Embryonen
auch ein Ventralfurchendefekt auftritt, konnte so aussehen: Die Reduzierung von spdtzle
fuhrt nicht nur zu einer verkleinerten twist-Doméne, sondern auch zu einer Verringerung
der Dosis von twist. (Moglicherweise spielt die zusatzlich zu spdtzle ebenfalls halbierte
Gendosis von Toll dabei auch eine Rolle, obwohl Toll-Defizienzen, die spdtzle nicht mit
herausnehmen, eine normal breite Mesodermanlage haben). Wire dies so, dann wiirden
auch die Zielgene von twist moglicherweise in ihrer Expression reduziert, und damit auch
folded gastrulation und snail (wenn auch nicht zwangslaufig um die Hilfte, wie der
Vergleich von twist- und snail-Heterozygoten zeigt). In der Konsequenz wirde dies
bedeuten, daB in homozygoten D(3R)TI’-Embryonen die Aktivitit von 748 vollig fehlt

und die von folded gastrulation (und snail 7) moglicherweise reduziert ist. Wirde das
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oben formulierte Modell zutreffen, dann wurde dies bedeuten, daB3 der folded
gastrulation-Rezeptor nur unzureichend aktiviert wird. Eine noch starkere Reduzierung
der Aktivitat von folded gastrulation wirde dann in dem Phénotyp resultieren, den man
in Embryonen des Genotyps fog/+; t48/t48 findet. Inwieweit die Expression von folded
gastrulation in homozygoten D(3R)TI"-Embryonen tatsichlich reduziert ist, ist bisher
nicht untersucht. Da eine Reduzierung der snail-Aktivitait um die Halfte bereits Effekte
zeigt, konnte auch snail zu dem beobachteten Phanotyp beitragen.

Das Modell, das hier dargelegt wurde, ist ein spekulatives. Es ist aber in der
Lage, alle Ergebnisse, die 48 und folded gastrulation betreffen, miteinander in Einklang
zu bringen: die verschiedenen Mutanten und deren Phianotypen, die Interaktion zwischen
folded gastrulation und t48, die unterschiedlichen Phanotypen in folded gastrulation-
Mutanten in Mitteldarm- und Mesodermanlage und auch den mutanten Phanotyp von
D(3R)TI". Es konnte daher als Arbeitshypothese fur weitere Experimente dienen. Da die
Idee zu diesem Modell erst in den letzten Tagen der vorgelegten Arbeit entstand, konnte
es nicht mehr getestet werden. Um es zu testen, schlage ich die folgenden Experimente
vor:

1) Wenn das Modell zutrifft, dann besteht in Bezug auf die genetische Kontrolle
der Invaginationen von Mesoderm und posteriorer Mitteldarmanlage der entscheidende
Unterschied darin, daB im Mesoderm 748 exprimiert ist und in der Mitteldarmanlage
nicht. Wire dies so, dann muite ein Konstrukt, durch das 48 spezifisch im Bereich der
Mitteldarmanlage exprimiert werden kann, in der Lage sein, den Mitteldarmphanotypen
von folded gastrulation-Mutanten zu retten, weil dann dort eine vergleichbare Situation
wie im Mesoderm bestehen wiirde. Eine Moglichkeit wire die Expression von 48 unter
Kontrolle des huckebein-Promotors (hkb-t48).

2) Bei der Interaktion von t48 mit folded gastrulation wurde ein schwerer
Gastrulationsdefekt beobachtet. Dieser konnte jedoch nur in Embryonen untersucht
werden, deren Genotyp fog/+; t48 war. Embryonen, deren Genotyp fog/Y; t48 war,
konnten nicht analysiert werden, weil der Mitteldarmphanotyp die Morphologie der
Embryonen so stark stort, dafl eine genauere Analyse des Verhaltens der mesodermalen
Zellen unmoglich war. Da der Mitteldarmphénotyp von fog-Mutanten durch ein hkb-fog-

Konstrukt gerettet werden kann, muite ein Einkreuzen dieses Transgens in die fog;t48
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Doppelmutanten (fog; hkb-fog; t48) helfen konnen, dieses Problem zu umgehen und die
Interaktion von fog und 48 im Mesoderm genauer zu untersuchen.

3) Wenn die postulierte Interaktion von #48 mit dem bisher nicht identifizierten
folded gastrulation-Rezeptor und dessen angenommene partielle Aktivierung der Grund
dafur ist, dal das Mesoderm in folded gastrulation-Mutanten invaginiert, dann mufite die
ubiquitare oder lokale Uberexpression von 48 zu nachweisbaren Zellformanderungen
fuhren. Dies konnte mit einem UAS-#48 Konstrukt getestet werden.

4) Das Modell eroffnet die Moglichkeit, da der Verlust der Expression von 48 in
twist-Mutanten mit fur den fwist-Phanotyp verantwortlich sein konnte. Eine mogliche
Uberlegung, die man dazu anstellen kann, ist die Annahme, daf} der twist-Phanotyp die
Summe der Einzelmutationen (mindestens) von snail, folded gastrulation und t48 ist.
Analog zu den Experimenten, die in Kapitel 2.2 vorgestellt wurden, sollte versucht
werden, den twist-Phanotyp durch die simultane Expression von Transgenen zu retten:
twist, PE-fog; 2xPE-snail, 2xPE-t48. Weitere Experimente wiirden sich durch
Kombination der verschiedenen Transgene anschlieB3en.

5) Um zu testen, ob der Phianotyp von D(3R)TI"-Mutanten tatsachlich darauf
beruht, daf} die Gendosis von spdtzle zu einer Reduktion der Dosis von twist (und damit
indirekt zu einer Reduzierung von folded gastrulation) fuhrt, kann man die homozygoten
D(3R)TI"-Embryonen mit Embryonen des Genotyps twist/+; t48 vergleichen. Trifft die
Annahme zu, sollte man in beiden genetischen Situationen @hnliche Defekte erwarten.
AuBerdem miuBte sich der mutante Phinotyp von homozygoten D(3R)TI"-Embryonen

retten lassen, indem man in diesen fog und naturlich 748 selbst tberexprimiert.

3.1.5 Gesamtbeurteilung des Defizienzen-Screens und des gewiahlten Ansatzes

Der hier vorgestellte phanotypische Screen hatte zum Ziel, neue an der
Ventralfurchenbildung beteiligte Loci zu identifizieren. Ziel war es weiter, durch die
Auffindung von neuen Faktoren, die fur die normale Invagination des Mesoderms

notwendig sind, wichtige Zielgene von snail und twist zu identifizieren, um die
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genetischen Mechanismen, die die Ventralfurchenbildung steuern, weiter aufzuklaren.
Beides ist prinzipiell gelungen. Vier Loci wurden identifiziert. Wahrscheinlich bei dreien
der vier Loci wurden die aufgedeckten Gene identifiziert (friihstart von J. GroBhans und
E. Wieschaus, tribbles von J. GroBBhans und E. Wieschaus, J.Mata et al. und T.S. u. M.L.,
t48 von T.S. und M.L.), deren Ausfall fur die mutanten Phanotypen verantwortlich ist.
Mit tribbles und friihstart wurden zwei Gene identifiziert, die einen bisher unbekannten
Mechanismus kontrollieren, der das morphogenetische und das mitotische Programm zu
Beginn der Gastrulation koordiniert. Dadurch wird sichergestellt, dal die Morphogenese,
im besonderen die Invagination des Mesoderms ungehindert stattfinden kann. Eine
Einordnung von #48 in das genetische Netzwerk und eine Beurteilung seiner Funktion
kann zu diesem Zeitpunkt nicht vorgenommen werden. Es ist jedoch wahrscheinlich, daf3
t48, obwohl es sich um einen verzichtbaren Faktor in der Entwicklung des
Fliegenembryos handelt, eine wichtige Rolle innerhalb eines redundanten
Kontrollsystems spielt. Der vierte Locus, der durch Df(2L)ed dp aufgedeckt wurde,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter charakterisiert. Er wird seit kurzem im
Rahmen einer Doktorarbeit weiter untersucht (Sam Mathews und Maria Leptin).

Der Defizienzen-Screen hat mit Sicherheit nicht alle fur die
Ventralfurchenbildung relevanten Loci identifiziert. tribbles und friihstart reprasentieren
zwar einen neuen Mechanismus, der eine wichtige Funktion fur die Invagination des
Mesoderms darstellt, aber es handelt sich dabei um einen permissiven Mechanismus und
nicht um einen instruktiven. Man kann daraus lernen, wie fein verschiedenartige
zellulare Mechanismen aufeinander abgestimmt werden miissen, damit sich ein Embryo
ohne Storungen entwickeln kann. Wie jedoch eine Zelle, die Teil eines Epithels ist,
durch die gezielte Aktivitat von Molekiillen dazu gebracht wird, ihre Form so zu dndern,
daf sie zusammen mit ihren Nachbarzellen in das Innere des Embryos invaginieren kann,
lernt man daraus nicht. Das Beispiel #48 lehrt, daf}, nur, weil die Mutation eines Gens
keinen sichtbaren mutanten Phénotyp produziert, dies noch lange nicht bedeuten muf,
daB} dieses Gen keine wichtige Rolle spielt. 748 war bekannt, kloniert und teilweise
charakterisiert, aber es konnte keine Funktion nachgewiesen werden. Dies konnte sich
nun dndern. Meiner Ansicht nach konnte die Aufklarung der Funktion von 748 neue

Einsichten nicht nur in die Kontrolle der Ventralfurchenbildung bringen. Das Beispiel
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48 hat fur die Beurteilung des Defizienzen-Screens auch noch eine andere Bedeutung.
Hitte die vermutliche Interaktion mit spatzle nicht dazu gefuhrt, dal die homozygot
mutanten D(3R)TI°-Embryonen einen Ventralfurchendefekt zeigten, wire 48 in diesem
Screen nicht identifiziert worden. Seine Entdeckung war gewissermafen ein Zufall (Dal3
die Interaktionsexperimente von mesodermal exprimierten Genen mit folded gastrulation
erst das Augenmerk auf 748 lenkten, sei hier vernachldssigt). Es ist daher nicht
unwahrscheinlich, da} es weitere bisher unidentifizierte Gene gibt, die trotz Mutation
keine offensichtlichen mutanten Phanotypen produzieren und lebensfahig sind, aber fur
die Invagination des Mesoderms eine wichtige Rolle spielen. Derartige Gene konnten
mit der gewdhlten Testmethode nicht identifiziert werden. Somit haben die Erkenntnisse,
die aus dem Defizienzen-Screen hervorgehen, auch Einflul auf die Planung und
Gestaltung eines moglichen zukunftigen Screens, der die noch fehlenden Gene

identifizieren soll.

3.2 Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle von twist

Im ersten Teil der vorgelegten Arbeit war es das Ziel, durch die Ausschaltung von
Genaktivitat, neue an der Ventralfurchenbildung beteiligte Gene zu identifizieren. Dabei
wurde erwartet, neue Zielgene von snail und insbesondere von twist aufzudecken. Im
zweiten Teil der Arbeit sollte durch den entgegengesetzten Ansatz, die Wiederherstellung
von Genaktivitat im mutanten Hintergrund, untersucht werden, ob die Funktion von twist
durch seine bereits bekannten Zielgene ersetzt werden kann. Dabei stand auch die
Moglichkeit im Raum, ob twist moglicherweise weniger Zielgene fur eine normale
Ventralfurchenbildung aktivieren muB3, als bisher angenommen. Die einzigen Zielgene
von twist, von denen bereits bekannt war, dal} sie fur eine normale Ventralfurchenbildung
notwendig sind, sind snail und folded gastrulation.

(Im folgenden wird von ‘Stadien’ gesprochen. Damit sind - wenn nicht anders
gekennzeichnet - ausschlielich die in Kap. 2.2 definierten Gastrulationsstadien gemeint.)

Um die Ergebnisse der geplanten Rettungsexperimente bewerten zu konnen,

wurde in twist-Mutanten zundchst die im Mesoderm verbliebene morphogenetische
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Aktivitit untersucht. Dadurch sollte gewissermaBBen das “morphogenetische
Restrauschen” des Mesoderms in twist-Mutanten bestimmt werden. In sechs
aufeinanderfolgenden Gastrulationsstadien von twisz-Mutanten wurde die Bandbreite der
morphogenetischen Bewegungen mesodermaler Zellen ermittelt. Die Analyse ergab
zuerst, da3 morphogenetische Bewegungen in allen untersuchten Stadien gefunden
werden. Die Bandbreite der Bewegungen hingt vom untersuchten Stadium ab. Sie
nimmt innerhalb der untersuchten Entwicklungsphase mit forschreitendem Entwicklung
erst zu und dann wieder ab (s. Abb. 2.11 ). Die Auswertung von Schnittserien ganzer
Embryonen ergab, dafl in jedem Stadium und in jedem Embryo immer Bereiche
existieren, in denen praktisch keine morphogenetischen Bewegungen gefunden werden.
Das gleiche gilt auch umgekehrt: Immer werden auch Bereiche gefunden, in denen
verschieden starke Invaginationen feststellbar sind. Die quantitative Auswertung zeigte,
daB sich die Haufigkeiten fur die eine oder die andere morphogenetische Situation mit
zunehmendem Alter der Embryonen verschieben: Tiefere Invaginationen nehmen von
Stadium O bis 3 (siehe Kap. 2.2) an Haufigkeit zu, Regionen, in denen keine
Invaginationen beobachtet werden konnen, werden zunehmend seltener. Das zeigt, dal,
obwohl die Funktion von rwist nicht vorhanden ist, in den mesodermalen Zellen noch
Aktivitat vorhanden sein muf3, die ausreicht, um kleinere Invaginationen zu induzieren.
Man kdnnte zwar auch annehmen, daf}3 es sich um Einflusse aulerhalb des Mesoderms
handelt, die dazu fuhren, dal} sich in twist-Embryonen noch Invaginationen beobachten
lassen. So konnte man daruber spekulieren, ob die gestorte Topologie - immerhin
befindet sich ein groBes zusatzliches Gewebe auf der Auflenseite des Embryos - dazu
fuhrt, dall es zu Verschiebungen kommt, die einen Druck auf das Mesodermprimordium
ausitben, der dazu fuhrt, dal hier Zellen ins Innere des Embryos ausweichen. Zwei
Argumente sprechen dagegen:

1.) Wirde es sich bei den beobachteten Invaginationen um Ausweichbewegungen
handeln, dann mufBten solche Invaginationen auch in snail-Mutanten und snail twist-
Doppelmutanten zu beobachten sein. Zwar gibt es in snail Mutanten kleinere Falten im
Bereich des Mesoderms, aber diese sind klein und sehen anders aus als die
Invaginationen von twist-Mutanten. In den Doppelmutanten sind solche Invaginationen

oder Vertiefungen nicht zu beobachten, obwohl auch hier das Ektoderm eine grofle
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Anzahl von zusiatzlichen Zellen auf der AuBenseite integrieren muf3 (Leptin and
Grunewald, 1990).

2.) In twist-Mutanten lassen sich auf der apikalen Oberflache der Zellen kleine
Membranausstilpungen (Costa et al., 1993; Leptin and Grunewald, 1990) beobachten,
die nicht das Ergebnis des Drucks ektodermaler Zellen sind, sondern eher auf
zellautonome Ursachen hindeuten. Diese Ausstiulpungen werden auch in
Wildtypembryonen gefunden, wenn die Konstriktion der apikalen Zelloberflichen
stattfindet (Costa et al., 1993; Leptin and Grunewald, 1990). Man muf} daher annehmen,
dafB} in twist-Mutanten noch die Fahigkeit fur Zellformanderungen vorhanden ist, wenn
auch sehr reduziert. Derartige Ausstulpungen finden sich in snail- oder snail, twist-
Mutanten nicht.

Die nachfolgende qualitative und quantitative Analyse der Rettungsexperimente,
in denen in twist-Mutanten mesodermspezifisch snail, folded gastrulation oder snail und
folded gastrulation simultan exprimiert wurden, ergab, dafl beide Konstrukte in der Lage
waren, die morpogenetischen Defekte partiell zu kompensieren. In twist, PE-fog-
Embryonen konnte beobachtet werden, daf} sich die Apices der mesodermalen Zellen
abflachten und kontrahierten. Es bildeten sich meist nur kleine Furchen. Schnitte, in
denen keine morphogenetische Aktivitat erkennbar war, wurden kaum gefunden. Die
Haufigkeit tieferer Invaginationen nahm dagegen nur im letzten untersuchten Stadium zu.
In twist, 2xPE-snail-Embryonen wurden ebenfalls Abflachungen der Apices beobachtet.
Das Ausbleiben von morphogenetischen Bewegungen nahm stark ab. Tiefere
Invaginationen waren etwa genauso héaufig zu beobachten wie in twis-Mutanten. Die
gemeinsame Expression beider Transgene in twist-Mutanten verbesserte die
Morphogenese des Mesoderms erheblich. Auch hier konnten die apikalen Abflachungen
beobachtet werden. Der dominierende Effekt war jedoch, dafl die Haufigkeit tiefer
Invaginationen stark zunahm und uber mehrere Stadien hinweg anhielt. Die Qualitat
dieser Invaginationen war gegenuiber der Expression der einzelnen Transgene ebenfalls
verbessert. Dies zeigte sich in der Morphologie des invaginierten Epithels. Es bildete
sich die typische epitheliale Rohre, die im Querschnitt rund erscheint, und in deren

Zentrum ein kleines rundes Lumen erkennbar ist.

154



Kapitel 3: Diskussion

In den besten Féllen war dies mit der Situation in Wildtyp-Embryonen vergleichbar.
Damit war gezeigt, daB3 snail und folded gastrulation prinzipiell in der Lage sind, die
Fruhphase der Mesoderminvagination ohne die Expression weiterer Zielgene von twist
auszulosen. Die spateren Ereignisse, Auflosung des epithelialen Zellverbandes,
Ausbreitung des Mesoderms auf dem Ektoderm und Zellteilungen, konnen in den
untersuchten Féllen nicht nachgewiesen werden. Dies war auch nicht zu erwarten, da fur
diese Prozesse weitere Zielgene von twist wie dof, heartless und Cdc25"" notwendig
sind. (Ein interessantes Experiment wire es, diese Zielgene von fwist gemeinsam mit
snail und folded gastrulation in twist-Mutanten zu exprimieren. Wenn diese die
entscheidenden Faktoren fur die Postinvaginationsphase sind, dann wiirde man erwarten,
dal sich auch die weiteren Prozesse in Abwesenheit der Funktion von twist
wiederherstellen lassen.)
Aspekte, die von den Rettungskonstrukten nicht wiederhergestellt werden konnten, waren
die folgenden:

- Die Invaginationen erfolgen gegenuiber dem Wildtyp-Embryo mit einiger

Verzogerung. Wihrend in den twist, PE-fog; 2xPE-snail-Embryonen tiefe

Invaginationen erst ab Stadium 1 beobachtet werden, ist dies in Wildtyp-

Embryonen bereits in Stadium 0 abgeschlossen.

- Die Invaginationen erstreckten sich nie iiber die gesamte Mesodermanlage, so,

daf} diese auf ihrer gesamten Lange invaginiert ware. Es invaginierten bestenfalls

groBBe Teile des Mesoderms. Entlang der anterior-posterioren Achse des

Mesoderms summierte sich dies zu maximal 60-70% der Mesodermanlage auf.

- Die Invagination war nicht von Dauer. Das invaginierte Gewebe tritt wie in

twist-Mutanten in spateren Stadien wieder aus dem Inneren des Embryos heraus.

Eine Invagination, wie sie im Wildtyp stattfindet, kann also unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen nicht wiederhergestellt werden. Dafur gibt es prinzipiell
zwel mogliche Erklarungen:

snail und folded gastrulation sind in der Lage, eine Invagination, wie sie im
Wildtyp stattfindet, zu induzieren, aber die experimentellen Bedingungen waren

unzureichend.
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snail und folded gastrulation sind nicht ausreichend, um den Ausfall von twist zu
kompensieren. Die Konsequenz wire, daf3 es weitere Zielgene von twist geben mulf3, die

fur eine normale Ventralfurchenbildung notwendig sind.

Um die erste Erklarung zu erortern, missen die beiden Transgene bewertet
werden. Es konnte gezeigt werden, dall das Konstrukt 2xPE-snail in der Lage ist, den
mesodermalen Phénotyp von snail-Mutanten vollig zu retten. Fur das PE-fog-Konstrukt
wurde gezeigt, daB mesodermspezifische Expression erzielt wird, und daf} die Starke der
RNA-Expression etwa der von Wildtyp-Embryonen entsprach. Der Effekt der
Expression auf die mesodermalen Zellen entsprach dem in der Literatur publizierten
Effekt, den vergleichbare fog-Konstrukte auch auf andere Zellen haben. Dieser besteht
vor allem darin, dal} sich die Apizes der Zellen abflachen. Dieser Effekt wurde
beobachtet, wenn folded gastrulation mit Hilfe eines Hitzeschock-Konstrukts im
gesamten Embryo uberexprimiert wurde (Morize et al., 1998). Der gleiche Effekt kann
in den hier vorgestellten Experimenten beobachtet werden, wenn folded gastrulation im
Mesoderm von twist-Mutanten exprimiert wird. Dies wurde insgesamt als Beweis dafur
gewertet, dafl das PE-fog-Konstrukt funktionsfahig ist und in geeigneter Weise exprimiert
werden kann. Der einzige Einwand, der gemacht werden muB, ist, daB} dieses Konstrukt
seine Aktivitit moglicherweise zu spat ausubt. In den Schnitten der twist, PE-fog-
Embryonen erkennt man, daf in Gastrulationsstadium] eine deutliche Abflachung
beobachtet werden kann. Zu diesem Zeitpunkt ist in Wildtyp-Embryonen die
Invagination bereits abgeschlossen. Es ist zwar denkbar, dal PE-fog andere Wirkungen
hat, die vor den Abflachungen der Apizes stattfinden und wichtig fur die
Ventralfurchenbildung sind, aber diese sind bisher nicht bekannt und konnen daher nicht
nachgewiesen werden. Wie entscheidend der Zeitpunkt der Expression von folded
gastrulation fur die durchgefuhrten Rettungsexperimente ist, und ob eine frithere
Aktivitat dieses Konstrukts zu besseren Ergebnissen gefuhrt hatte, kann mit den
vorliegenden Ergebnissen nicht beantwortet werden.

Ich halte es fur wahrscheinlicher, da3 rwist weitere Zielgene hat, die neben snail
und folded gastrulation zur Kontrolle der Ventralfurchenbildung beitragen. Diese

Auffassung 146t sich durch folgende Uberlegung begriinden:
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Wiren snail und folded gastrulation die einzigen Zielgene von twist, dann wire
der twist-Phanotyp in Bezug auf die Ventralfurchenbildung die Summe zweier
Einzelphanotypen, ndmlich der fehlenden Aktivitat von folded gastrulation und der
reduzierten Aktivitit von snail (snail ist in twist-Mutanten anfanglich noch exprimiert).
Wiirde man unter diesen Annahmen in twist-Mutanten die Aktivitit von snail vollstandig
wiederherstellen, so wiirde dies einer Situation entsprechen, in der im Mesoderm fur die
Ventralfurchenbildung nur die Aktivitat von folded gastrulation fehlte. Wire diese
Annahme richtig, dann wiirde in folded gastrulation-Mutanten snail alleine die
Ventralfurchenbildung steuern. Mit dem verwendeten 2xPE-snail-Konstrukt konnte
gezeigt werden, dall der mutante Phénotyp von snail-Nullmutanten vollstindig gerettet
werden kann. Den gemachten Annahmen folgend, muf3te man im Mesoderm von twist,
2xPE-snail-Mutanten also die gleiche Situation wie im Mesoderm von folded
gastrulation-Mutanten vorfinden. Dies ist aber eindeutig nicht der Fall. In folded
gastrulation-Mutanten invaginiert das Mesoderm zwar unkoordiniert, dafur aber
vollstandig. In twist, 2xPE-snail-Embryonen sind tiefe Invaginationen nur selten zu
finden und die chaotische Morphogenese des Mesoderms, wie man sie in folded
gastrulation-Embyonen beobachten kann, ist hier nicht festzustellen.

Es kann daher nahezu ausgeschlossen werden, dal} snail und folded gastrulation
die einzigen Zielgene von twist sind, die fur die Ventralfurchenbildung notwendig sind,
auch wenn diese alleine die Invagination in Teilen des Embryos bereits sehr weit steuern
konnen. Wie im ersten Teil der Diskussion bereits angesprochen, ist ein anderes Zielgen
von twist - t48 - ein guter Kandidat fur einen weiteren Faktor, der eine moglicherweise
wichtige Rolle spielt. Dies ist aber offen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daf3
weitere zygotische Faktoren, die von twist abhéngen, fur die Mesoderminvagination
notwendig sind.

Die Wiederherstellung der Aktivitat von Zielgenen bei fehlender Funktion des
Aktivators ist ein gutes System, um Modelle uiber genetische Kontrolle zu testen. Wenn
weitere Zielgene von twist (oder auch von snail) identifiziert werden, konnen auch diese
getestet werden. Wie in 3.1.4 schon vorgeschlagen, wire ein Experiment, in dem
Embryonen des Genotyps twist, PE-fog; 2xPE-snail, 2xPE-148 erzeugt werden, geeignet,

um den moglichen Beitrag von 48 zu analysieren. Wenn alle wichtigen Gene fur die
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fruhe Mesodermmorphogenese identifiziert sind, kann dieses Testsystem in dhnlicher
Form dazu genutzt werden, die weiteren Prozesse der Mesodermentwicklung zu

analysieren.
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3.3 Untersuchungen zur Charakterisierung der Rolle von snail

In diesem Teil der Arbeit stand die Rolle von snail im Mittelpunkt. Besonderes
Augenmerk lag dabei auf der Rolle von snail als Repressor. Fur mindestens 12
verschiedene ektodermal exprimierte Gene war bisher nachgewiesen, daf} sie durch snail
in der Mesodermanlage reprimiert werden. Obwohl der Phénotyp von snail-Mutanten es
nahelegt, ist bisher nicht nachgewiesen, dafl die Repression dieser Gene durch snail ein
fur die normale Invagination des Mesoderms notwendiger Prozess ist. Warum es in

snail-Mutanten zum Ausbleiben der Ventralfurchenbildung kommt, ist unklar.

3.3.1 Ektopische Expression von Zielgenen von snail im Mesoderm

Um zu untersuchen, wie essentiell die Repression durch snail ist, wurde unter
verschiedenen genetischen Bedingungen analysiert, wie sich die ektopische Expression
von snail-Zielgenen in der Mesodermanlage auf die Invagination des Mesoderms
auswirkt.

Genetisch wurde eine Serie von Situationen analysiert, die sich durch eine
zunehmende Derepression von Zielgenen von snail unterschieden (s. Tab.2, Kap. 2.3).
Der Mechanismus, der fur die Repression verantwortlich ist, erwies sich als empfindlich
gegenuiber Reduzierungen der Aktivitat von snail. Eine Halbierung der Gendosis von
snail fuhrte bereits dazu, daBl drei der untersuchten Zielgene von snail nicht mehr ldnger
im Mesoderm reprimiert wurden. Gleichzeitig konnte ein schwacher
Ventralfurchendefekt beobachtet werden. Dies zeigte, dal beide Kopien von snail
funktionsfahig sein mussen, damit die Ventralfurchenbildung ungestort verlauft. Unter
anderen genetischen Bedingungen konnten noch mehr Zielgene in der Mesodermanlage
dereprimiert werden. Abgesehen von snail-Nullmutanten wurde dabei in sna'-
Embryonen die starkste Derepression identifiziert. Mindestens 6 der 13 getesteten

Zielgene von snail waren in diesen Embryonen dereprimiert.
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Auffallig dabei war, dal} es solche Zielgene gab, die sich sehr leicht dereprimieren
lieBen, wahrend andere sich nie dereprimieren lieBen, es sei denn, snail war vollig
inaktiv. Empfindlich auf die Reduzierung der Aktivitat von snail reagierten vor allem
rhomboid, ventral nervous system defective und short gastrulation. Alle drei spielen eine
Rolle bei der Musterbildung im Ektoderm bzw. Neuroektoderm. Gene die nur in snail-
Nullmutanten dereprimiert waren, sind vor allem solche, die als Transkriptionsfaktoren
bei der Neurogenese eine Rolle spielen. Dazu gehoren lethal of scute, scute, achaete.
Ebenfalls unempfindlich auf die partielle Reduzierung der Aktivitit von snail reagierten
Delta, PS1 und brinker. Die Gene shotgun, stardust und crumbs, die Eigenschaften wie
Polaritat und Adhésion einer Zelle bestimmen, zeigten eine mittlere Empfindlichkeit auf
reduzierte snail-Aktivitit und waren nur in sna”’ und sna-Nullmutanten im Mesoderm
exprimiert.

Kann man aus dieser abgestuften Empfindlichkeit innerhalb der Gruppe der
Zielgene von snail Schlusse ziehen? Man konnte vermuten, die Abstufung spiegele
wieder, da} die Repression der Zielgene von snail unterschiedlich wichtig ist. Bei
welchen Genen die Repression moglicherweise wichtiger ist als bei anderen, daruber 1af3t
sich in zwei unterschiedliche Richtung spekulieren:

Die erste Moglichkeit ist, daB die Repression der Zielgene von snail, die nur in
snail-Nullmutanten dereprimiert sind, wichtiger ist als die der anderen. Man konnte
annehmen, dafl deren Repression moglichst effektiv sein muf3, denn die Derepression
dieser Zielgene korreliert genau mit dem Phanotyp der snail-Nullmutanten.

Die andere Moglichkeit nimmt das Gegenteil an, namlich, daB die Represson der
weniger empfindlichen Zielgene die wichtigere ist. Dafur wiirde sprechen, dafl deren
Derepression immer mit einem Defekt der Ventralfurchenbildung korreliert.

Beide Moglichkeiten sind spekulativ. Um zu vergleichen, wie wichtig die
Repression einzelner Zielgene von snail ist, kann man durch Uberexpression einzelner
snail-Zielgene im Mesoderm untersuchen, ob dies Auswirkungen auf die Morphogenese
hat. Dies ist moglich mit Hilfe des UAS/Gal4-Systems. Derartige Experimente wurden
in verschiedenen Labors durchgefuhrt. Eine Zusammenstellung ist in Tab.3, Kap. 2.3
wiedergegeben. Acht verschiedene Zielgene von snail wurden mit Hilfe von maternalen

Gal4-Treiberlinien uberexprimiert. In keinem einzigen Fall wurde ein Defekt bei der
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Invagination des Mesoderms beobachtet. Dabei spielte es keine Rolle, wie empfindlich
die einzelnen Gene auf verminderte Aktivitat von snail reagieren. Sowohl lethal of scute
als auch short gastrulation hatten bei Uberexpression keine Auswirkung auf die

Ventralfurchenbildung.

Indizien, die dafiir sprechen, daf3 Repression durch snail eine notwendige Voraussetzung

fiir die Morphogenese des Mesoderms ist

Liest man Tab.3, Kap. 2.3 in der Vertikalen und schlie3t die morphologischen
Daten mit ein, dann féllt auf, daB von oben nach unten die Zahl der dereprimierten Gene,
und in gleichem Mafe die Schwere der beobachteten Defekte bei der
Ventralfurchenbildung zunimmt. Diese ist meiner Meinung nach die wichtigste
Korrelation, die man der Tabelle entnehmen kann. Sie legt den Schlufl nahe, dal} snail
nicht einzelne Zielgene hat, deren Repression essentiell ist, sondern daf3 die Storung der
Ventralfurchenbildung in snail-Mutanten ein akkumulativer Effekt ist: Je mehr Zielgene
dereprimiert sind, desto gravierender ist die Auswirkung auf die Morphogenese des
Mesoderms. Die gemeinsame Expression vieler oder gar aller Zielgene von snail, die in
der Summe die Neurogenese, die Musterbildung des Ektoderms und grundlegende
Eigenschaften einer Zelle wie Adhésion und Polaritat kontrollieren, hat dann derartig
schwerwiegende Auswirkungen auf die Mesodermanlage, dafl die Invagination vollig
blockiert wird. Der interessanteste Fall, der in diesem Zusammenhang untersucht wurde,
ist das Allel sna"”. Eine erste Analyse dieses Allels wurde von Hemavathy et al.
vorgenommen. In ihrer Arbeit wurden drei der Zielgene von snail untersucht: single-
minded, lethal of scute und rhomboid. Sie hoben hervor, dal das Mesoderm trotz der
Derepression ektodermaler Gene noch ivaginieren konnte. Im Laufe meiner Arbeit
wurde fur mindestens drei weitere Zielgene nachgewiesen, daB sie in sna'’-Mutanten
nicht mehr reprimiert sind: ventral nervous system defective, short gastrulation, crumbs
und moglicherweise auch stardust. Es wurde jedoch auch nachgewiesen, daB in sna"’-
Mutanten auller lethal of scute 5 weitere Zielgene von twist weiterhin reprimiert sind.

Nach einer genauen morphologischen Untersuchung von sna'’-Mutanten im Verlauf
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dieser Arbeit, erscheint es mir wichtig hervorzuheben, daB die Invagination in sna"-
Mutanten zwar stattfindet, aber deutlich gestort ist, was auch fur die Ausbreitung des
Mesoderms nach der Invagination gilt.

Wiirde man die Analyse von sna’’-Mutanten isoliert betrachten, dann wire es
eher eine Glaubensfrage, wie man die Morphogenese und die Expression der Zielgene in
sna”’-Mutanten bewertet, und welchen Aspekt man fur wichtiger halt: Die Invagination
des Mesoderms trotz partieller Derepression oder die Korrelation von partieller
Derepression und verminderter Fahigkeit des Mesodems zu invaginieren. Der Vergleich
der verschiedenen genetischen Situtionen, die in Tab. XXX zusammengefasst sind, 143t
meiner Meinung nach diesen Spielraum nicht mehr offen, und legt nahe, dafl der mutante
Phénotyp in sna’’-Mutanten genauso wie die Blockierung der Ventralfurchenbildung in
snail-Nullmutanten das Produkt eines additiven Effektes ist. Die Annahme, daf} es sich
beim snail-Phinotyp um einen additiven Effekt handelt, wurde auch erklaren, warum die
Uberexpression einzelner Zielgene in der Mesodermanlage - soweit bisher getestet - nie
einen Effekt erzielt. Die Expression eines einzelnen Zielgens, so die Schluf3folgerung, ist
vermutlich nicht ausreichend, die Eigenschaften des Mesoderms so grundlegend zu
andern, daf} es zu einer Blockierung der Ventralfurchenbildung kommit.

Die vorangehenden Uberlegungen basieren auf Indizien und sind nicht bewiesen.
Es ist nicht vollig auszuschlieen, daBl es ein einzelnes Zielgen von snail geben kann,
dessen Derepression alleine die Ventralfurchenbildung blockiert. Der einzige Fall, der
bisher bekannt ist, in dem die Uberexpression eines Gens in der Mesodermanlage zum
Ausfall der Ventralfurchenbildung fuhrte, ist huckebein (Bronner et al., 1994). huckebein
ist jedoch kein Zielgen von snail, sondern snail selbst ein Zielgen fur Repression durch

huckebein und der mutante Phanotyp damit erklarbar.

Zwei potentielle neue Zielgene von snail
Die in Kap. 2.3 vorgelegten Ergebnisse beruhten vor allem auf der Auswertung

von in situ-Hybridisierungen an Embryonen. Zu diesem Zweck waren DIG-markierte

RNA-Sonden von 13 Zielgenen von snail hergestellt worden. Bei zweien dieser Zielgene
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war vorher nicht gezeigt worden, dafl sie moglicherweise Zielgene von snail sein
konnten. Dabei handelte es sich um ventral nervous system defective und stardust.
ventral nervous system defective ist ein Transkriptionsfaktor mit einer Homeodomine,
der bei der Musterbildung des Nervensystems eine wichtige Rolle spielt (Jimenez et al.,
1995; Skeath et al., 1994). Interessanterweise ist ventral nervous system defective nicht
in den Nachbarzellen der snail-Doméne exprimiert. Dort findet man die Expression von
single-minded in je einer Zellreihe dorsal zu beiden Seiten des Mesoderms. single-
minded reprimiert die Expression von ventral nervous system defective und setzt damit
die ventrale Grenze von dessen Expressionsdoméne (Estes et al., 2001). In snail-
Mutanten ist single-minded in der gesamten Mesodermanlage exprimiert. Man wiirde
also erwarten, daf} sich in snail-Mutanten an der Expression von ventral nervous system
defective nichts dndert, zumindest jedoch, dal} ventral nervous system defective im
Mesoderm dieser Mutanten nach wie vor nicht exprimiert ist. Die in situ-Daten zeigen
jedoch das Gegenteil. ventral nervous system defective ist in der Mesodermanlage
exprimiert, obwohl single-minded dort ebenfalls exprimiert ist. Warum in dieser
Situation ventral nervous system defective nicht durch single-minded reprimiert wird, ist
unklar. Moglicherweise unterscheidet sich der Mechanismus der Repression von ventral
nervous system defective im Mesoderm von dem im Mesektoderm. Das wire
beispielsweise dann so, wenn ventral nervous system defective im Mesoderm ein direktes
Zielgen von snail, dies im Mesektoderm aber durch unbekannte Faktoren anders wire. In
heterozygoten sna/+ -Embryonen ist ventral nervous system defective, aber nicht single-
minded dereprimiert. Das legt nahe, dal ventral nervous system defective tatsachlich ein
direktes Zielgen von snail sein konnte.

stardust kodiert fur mehrerere Isoformen von Membran-assoziierten (oder
zytosplasmatischen) Guanylat-Kinasen (MAGUK) und interagiert mit crumbs bei der
Etablierung apikobasaler Zellpolaritat in verschiedenen Zelltypen (Bachmann et al.,
2001; Grawe et al., 1996; Hong et al., 2001; Muller and Wieschaus, 1996).

Unter Einschluf3 dieser neuen Kandidaten sind mindestens 15 verschiedene
Zielgene von snail in Drosophila bekannt (s.Tab.2, Kap. 2.3). In anderen
Modellorganismen ist snail unter anderem als Regulator von Epithel-Mesenchym-

Transitionen (EMTs) identifiziert worden. Dabei spielte vor allem die Kontrolle der
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Aktvitat von E-Cadherin eine wesentliche Rolle (Knust and Leptin, 1996; Nieto, 2002;
Tepass et al., 1996). Das Drosophila-Homolog von E-Cadherin, shotgun, wird ebenfalls
von snail reprimiert. Allerdings ist shotgun zum Zeitpunkt der Invagination des
Mesoderms noch als maternales Protein vorhanden. Die auf RNA-Ebene beobachtete
Repression von shotgun scheint daher nicht essentiell fur die Ventralfurchenbildung zu
sein. Nach der Invagination des Mesoderms findet im Mesoderm eine EMT statt. Es
wire moglich, daBl die Repression von shotgun (und vielleicht auch anderer Faktoren) fur
diese Phase der Mesodermentwicklung essentiell ist. Warum die Expression von
Zelladhasionsmolekillen im Verlauf der fruhen Mesodermmorphogenese so dynamisch
reguliert wird, ist im Detail ungeklart. Es ist jedoch leicht nachzuvollziehen, dafl Zellen,
die ein Epithel bilden, andere Adhésionseigenschaften haben miissen als eine Gruppe von
Zellen, die einen lockeren Zellverband bildet und als Einzelzellen wandern.

Der Co-Repressor von snail, das Drosophila Homolog von CtBP, zeigte nur eine
schwache genetische Interaktion mit snail, allerdings wurden auch nur transheterozygote
Embryonen oder Embryonen von heterozygot mutanten Mitterern untersucht. Die
Reduzierung der Dosis von dCtBP um die Hialfte hatte keinerlei Effekte. In doppelt-
heterozygoten sna/+; dCtBP/+ -Embryonen kann jedoch beobachtet werden, dal
gegenuiber heterozygoten snail/+ -Embronen zusitzlich single-minded dereprimiert wird.
Damit war immerhin in einem Fall eine genetische Interaktion zwischen snail und dCtBP
nachgewiesen. Eine Auswirkung auf die Invagination des Mesoderms konnte jedoch

nicht festgestellt werden.

3.3.2 snail als moglicher Aktivator von Genaktivitat im Mesoderm

Das Gen snail agiert im Mesoderm als Repressor von Transkription. Wie gezeigt,
gibt es eine ganze Reihe von Genen, die von snail reprimiert werden und nur dann im
Mesoderm exprimiert werden, wenn die Aktivitat von snail reduziert wird oder ganzlich
ausfallt. Es gibt jedoch auch Falle, in denen die Aktivitat von snail die Voraussetzung
fur die Expression von Genen ist. Fur einige Gene war bereits bekannt, da} ihre

Expression im Mesoderm von der Aktivitat von snail abhangt. Wenn die Aktivitat von
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snail im Mesoderm nicht vorhanden ist, dann geht die Expression dieser Gene stark
zuriick. Zu diesen gehoren beispielweise die Repressoren serpent und zfh-1 (s Tab.3,
Kap. 2.3).

Die Annahme, daf} snail auch fur die Aktivierung von Genaktivitit benotigt
werden konnte, beruht vor allem auf der Auswertung von Expressionsmustern der
betreffenden Gene. In welcher funktionellen Beziehung die Aktivitat von snail zur
Expression dieser Gene steht, ist nicht geklart. Man kann sich dazu verschiedene
Mechanismen vorstellen.

Die einfachste Annahme ware, daf} snail direkt an die betreffenden Gene bindet
und deren Transkription aktiviert. Dies wire insofern unerwartet, als snail zu einer
Klasse von Proteinen gehort (Zinkfingerproteine), die typischerweise Repressoren sind
(Ausnahmen sind mir nicht bekannt).

Eine andere denkbare Moglichkeit wiare, dal snail indirekt als Aktivator agiert,
indem es spezifisch andere Repressoren reprimiert, was dazu fuhrt , dal die Zielgene
dieser Repressoren im Mesoderm exprimiert werden konnen.

Eine dritte Moglichkeit ware, da3 snail nur ein sehr indirekter Aktivator ist. Dies
wiare der Fall, wenn der Ruckgang von Genexpression in snail-Mutanten nur auf
unspezifische Effekte zuriickzufuihren ware, die darauf beruhen, dall beispielsweise
ektodermale Transkriptionsfaktoren mit mesodermalen Transkriptionsfaktoren
interagieren oder um Bindungsstellen an Promotoren kompetitieren. Wiurde dies
zutreffen, dann wire es die Aufgabe von snail alle unerwunschten Faktoren aus dem
Mesoderm herauszuhalten und gewissermallen einen basalen Ordnungszustand aufrecht
zu erhalten, der die Expression mesodermaler Gene und die normale Entwicklung des
Mesoderms erst ermoglicht.

Welche dieser Moglichkeiten der Situtation im Mesoderm am nédchsten kommt,
ist mit den vorliegenden Daten nicht zu entscheiden (und vielleicht trifft ja auch mehr als
eine zu). Die interessanteste und folgenreichste Moglichkeit ist die erste. Wiurde es
zutreffen, daB snail auch direkt andere Zielgene aktivieren kann, so wurde dies naturlich
bedeuten, dall unter diesen Zielgenen auch solche sein konnten, die instruktiv an der
Ventralfurchenbildung beteiligt sind. Um dieses Problem zu losen sollte man in zwei

Schritten vorgehen:
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1) Zuerst muBite man die Logik der Funktion von snail klaren, d.h.: herausfinden, welche
der oben genannten Moglichkeit der Wirklichkeit am nachsten kommt. Dies konnte mit
Fusionskonstrukten versucht werden, mit denen snail entweder in einen starken
Repressor oder in einen starken Aktivator verwandelt wird. Solche Fusionen konnte man
mit der Aktivierungsdomédne von VP16 und der Repressordomédne von Engrailed
konstruieren (Berger et al., 1990; Cress and Triezenberg, 1991; Han and Manley, 1993;
Jaynes and O'Farrell, 1991; Markel et al., 2002; Sadowski et al., 1988). Diese mufiten
dann in snail-Mutanten mesodermspezifisch exprimiert und ihre Auswirkung auf die
Expression mesodermaler und ektodermaler Gene untersucht werden.

Folgende Situationen konnten eintreten:

a) Hatte snail nur Zielgene, die es reprimiert, dann wiirde ein SnaVP16-Fusionsprotein
alle dieser Gene aktivieren statt reprimieren. Man wiirde nachweisen konnen, daf} die
bekannten Zielgene, die von snail normalerweise reprimiert werden, nun aktiviert
werden. Dies ware gewissermallen die Positivkontrolle, denn es wurde zeigen, ob das
Fusionsprotein funktoniert. Wenn snail ein reiner Repressor und diese Funktion
essentiell ware, dann wurde man in solchen Embryonen den Phanotyp von snail-
Nullmutanten erwarten.

b) Hatte snail aber auch Zielgene, die es direkt aktiviert, dann wiirden durch SnaVP16
zusatzlich zu den normalerweise reprimierten auch diese aktiviert. Der resultierende
Phanotyp wire dann davon abhéngig, ob die Aktivierung dieser Gene essentiell ist oder
nicht. Wire die Akivierung dieser Gene notwendig, die Repression hingegen nicht, dann
wirde dies zu dem paradoxen Fall fuhren, dal man einen Repressor (mit bislang
verborgenen Aktivatoreigenschaften) in einen Aktivator verwandelt und die
Mesodermentwicklung moglicherweise vollig normal ablauft.

¢) Wire snail nur ein Repressor (und diese Eigenschaft notwendig) und man wiurde
SnaEN im Mesoderm von snail-Mutanten exprimieren, dann wirde man mit diesem
Konstrukt im Grunde die Wildtypsituation wiederherstellen.

d) SchlieBlich, wenn snail ein essentieller Aktivator ware, dann wurde die Expression
von SnaEN dazu fuhren, dal} die sonst aktivierten Zielgene von snail nun reprimiert

werden und man wiirde einen Gastrulationsphanotyp erwarten.
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Diese Experimente konnten helfen zwischen den gegebenen Moglichkeiten zu
diskriminieren. Problematisch ware der Fall, wenn snail sowohl ein Aktivator als auch
ein Repressor wire und in beiden Fillen eine essentielle Funktion hatte. Dann wiirde der
oben beschriebene Versuchsansatz nicht zum Ziel fuhren.

2) Hatte man die Logik geklart, dann wire es das néachste Ziel, die wichtigen Zielgene,
bzw. neue Zielgene von snail zu identifizieren. Dies liee sich mit genetischen wie auch
mit molekularen Methoden verfolgen. Stichworte dazu wiren:

- Durchfuhrung eines “Enhancer-Screens”, Uberexpressions-Screen mit sna/+ als
genetischem Hintergrund

- “Expression-Profiling”: snail-Homozygote versus Wildtypembryonen.

Die Rolle von snail bei der Mesodermentwicklung ist nach wie vor ungeklart. Es
gibt Indizien, die darauf hindeuten, daB snail als Repressor essentiell ist und daf der
mutante Phénotyp von snail-Nullmutanten ein additiver Effekt ist. Es ist dennoch nicht
ausgeschlossen, wie eine Anzahl von Beispielen zeigt, da} snail - entweder direkt oder

indirekt - auch die Aktivierung anderer Gene bewirkt.

3.4 Die Koordination von Morphogenese und Zellteilungen wiahrend der

Ventralfurchenbildung durch tribbles

In dem in Kapitel 2.4 vorgelegten Teil der Arbeit wurde gezeigt, da} tribbles als
Teil eines neuen Mechanismus in der Lage ist, Zellteilungen zu unterdriicken um einen
morphogenetischen Prozess moglich zu machen. In zwei verschiedenen Prozessen
konnte nachgewiesen werden, da3 der Verlust der Funktion von tribbles dazu fuhrt, daf
es zu unublichen Zellteilungen kommt. In den Polzellen werden sporadische Teilungen
festgestellt, die in diesem Abschnitt der Entwicklung normalerweise nie beobachtet
werden. Der einzige andere bekannte Fall, in dem es wahrend der frithen Morphogenese
zu Teilungen der Polzellen kommt, ist der Phdnotyp von nanos-Mutanten (Deshpande et

al., 1999). Die Polzellen bilden sich in Wildtypen etwa zu Beginn der Zellularisierung

167



Kapitel 3: Diskussion

und teilen sich in dann wéhrend der Zellularisierung noch zweimal. Danach erfolgen fur
den Rest der Embryonalentwicklung keine weiteren Polzellteilungen mehr (Campos-
Ortega and Hartenstein, 1997). Der in tribbles-Mutanten beobachtete mutante Phanotyp
zeigt, da} die Polzellen prinzipiell die Fahigkeit haben, sich auch in anderen Phasen der
Embryonalentwicklung zu teilen. Die Komponenten, die fur das Durchlaufen der Mitose
gebraucht werden, mussen in den Polzellen vorhanden sein. Der Polzellphanotyp von
tribbles-Mutanten gibt Anla3 zu der Auffassung, da3 die Polzellen durch unbekannte
Faktoren in einen mitotisch inaktiven Zustand versetzt werden. tribbles ist vermutlich
einer dieser Faktoren. Da immer nur in wenigen Polzellen Mitosen gesehen wurden,
kann angenommen werden, daf} es weitere Faktoren gibt, die an der Kontrolle der
Mitosen in Polzellen beteiligt sind, und daB diese Faktoren in fribbles-Mutanten
weiterhin aktiv sind. Es scheint, als habe der Wegfall von tribbles in den Polzellen zu
einer Grenzsituation gefuhrt, in der das Verhialtnis von mitotischen Inhibitoren und
Aktivatoren nahezu ausgeglichen ist. In dieser Situation gelingt es einzelnen Zellen der
Teilungshemmung zu entkommen.

Auch im Mesoderm agiert tribbles als mitotischer Inhibitor, wie der Phanotyp von
tribbles-Mutanten eindrucksvoll demonstriert. Der Phanotyp verdeutlicht daruiber hinaus
die Notwendigkeit der Aktivitat von tribbles in diesem Kontext: Fallt die Blockade der
Zellteilungen aus, kommt es zu schweren Gastrulationsdefekten, die in einem Teil der
Embryonen zur Letalitit fuhren. Die Expression von Cdc25*"™ im Mesoderm versetzt
das Mesoderm prinzipiell in die Lage die erste Gruppe von Zellen zu sein, die sich in
Zellzyklus 14 teilen. Dabei ist die RNA-Expression von Cdc25"™ im Mesodem zu
Beginn relativ schwach, wie der Vergleich mit anderen Doménen, in denen Cdc25%ne
exprimiert ist, zeigt. Dies zeigt, daB bereits geringe Mengen von Cdc25"""¢ in der Lage
sind Mitosen auszulosen. Wie effektiv Cdc25*"™-RNA im Mesoderm translatiert wird
und wieviel Cdc25"""-Protein tatsichlich benotigt wird um Zellteilungen auszulosen,
bleibt eine offene Frage. Es scheint jedenfalls so, daBl das Verhdltnis der
Expressionsniveaus von Cdc25""" und tribbles zueinander iiber das mitotische Verhalten
der mesodermalen Zellen entscheidet: Hebt man die Expression von Cdc25"™ an (z.B.
durch 2xPEe-stg, #3b) oder reduziert man die Expression von tribbles (wie in Mutanten

aus EP(3)3519, im weiteren trbl”" genannt) oder analysiert man transheterozygote
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Embryonen des Genotyps 2xPEe-stg/ trbl”*", erhalt man immer den gleichen mutanten
Phénotyp: fruhzeitige Teilungen im Mesoderm zu einem Zeitpunkt, wenn die
Ventralfurchenbildung unmittelbar bevorsteht.

Unter Berticksichtigung der Daten von J. Mata et al., die tribbles eine Funktion
bei der Proteolyse von Cdc25""™ nachweisen, 148t sich das ausbalancierte Verhaltnis von
Cdc25"™ und tribbles mehr funktional diskutieren (Mata et al., 2000). Dann ist
moglicherweise der entscheidende Punkt, dafl der proteolytische Mechanismus, an dem
tribbles (und vermutlich weitere Faktoren, da tribbles keine Protease ist) beteiligt ist,
unter normalen Bedingungen eine begrenzte Kapazitit hat. Bei Uberexpression von
Cdc25""¢ reicht die Kapazitat nicht mehr aus, um Zellteilungen zu inhibieren. Auch die
Ergebnisse der anderen Experimente, in denen die Balance zwischen tribbles und
Cdc25%™ yverandert wurde, sind unter diesem Gesichtspunkt erklarbar. Unklar ist, wie es
dazu kommt, daf} sich die mesodermalen Zellen in Wildtypen schlieBlich doch teilen. In
situ-Hybridisierungen mit einer tribbles-spezifischen RNA-Sonde zeigen, dal zumindest
die RNA-Expression von tribbles im Mesoderm auch nach der Ventralfurchenbildung
noch bestehen bleibt. Moglich ist, dal Tribbles nun selbst abgebaut wird. Eine andere
Mboglichkeit ist, da die Expression von Cdc25*™ im Mesoderm mit der Zeit zunimmt
und langsam einen Schwellenwert uberschreitet, ahnlich wie man es sich bei den
Uberexpressionsexperimenten vorstellen kann. Fur die letztere Vorstellung spricht, daf3
es tatsachlich den Anschein hat, daB die Expression von Cdc25"™ nach schwachem
Beginn im Verlauf der Gastrulation zunimmt (Abb. 2.32).

Die frithzeitigen Mitosen in der mitotischen Doméane 8 (MDS8) von tribbles-
Mutanten fuhren nicht zu offensichtlichen morphogenetischen Defekten. Die Zellen
dieser Domiane (Anlage des Stomodeums) invaginieren ohne Probleme. Auch im
Wildtyp teilen sich diese Zellen vor ihrer Invagination (etwa 20-30 vorher, Foe, 89). In
den tribbles-Mutanten verdoppelt sich der zeitliche Abstand zwischen Teilung und
Invagination der stomodealen Anlage. Ein Aufeinandertreffen von Mitosen und
Morphogenese kommt nicht zustande

Man kann spekulieren, ob das Mesoderm auch dann noch invaginieren wirde,
wenn die Teilungen in tribbles-Mutanten rechtzeitig vor dem Beginn der

Ventralfurchenbildung abgeschlossen wéren. Es ist nicht klar, ob eine Verdopplung der
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Anzahl an mesodermalen Zellen (bei gleicher rdumlicher Ausdehnung der
Mesodermanlage) zu Problemen bei der Invagination fuhren wirde. Experimentell lieR3e
sich vielleicht eine Situation herstellen, in der man die Teilungen der mesodermalen
Zellen noch fruther stattfinden lassen konnte. Dann konnte man theoretisch testen, ob die
Mesodermanlage auch mit der doppelten Anzahl von Zellen noch in der Lage ist eine
normale Ventralfurche zu bilden. Aber da die Teilungen in tribbles-Mutanten bereits
unmittelbar nach Ende der Zellularisierung einsetzen, wurde eine zeitliche Vorverlegung
bedeuten, daf} Zelllularisierung und Mitosen gleichzeitig stattfanden, was moglicherweise
zu anderen Defekten fuhren wiirde.

Der Versuch, durch Uberexpressionen von tribbles auch die Mitosen in anderen
Zellen und zu anderen Zeitpunkten der Entwicklung mit Hilfe einer EP-Linie
(#EP(3)3519) zu beeinflussen, millang. Der Grund dafur kann sein, da3 die Expression
der verwendeten Linie nicht ausreichend war. Gegen dieses Argument wiirde allerdings
sprechen, dal3
a) tribbles bei den Uberexpressionen mit Hilfe einer RNA-Sonde nachgewiesen werden
konnte (Seher and Leptin, 2000).

b) tribbles unter anderem im Verlauf eines Uberexpressions-Screens identifiziert wurde,
bei dem die Linie #EP(3)3519 erfolgreich benutzt wurde.

Eine andere Erklarung konnte sein, daB die alleinige Uberexpression von tribbles nicht
ausreicht, weil andere Faktoren entweder fehlen oder nicht in genugender Menge zur
Verfugung stehen, und daBl diese anderen Faktoren auch von Kontext zu Kontext
wechseln konnen. J. GroBhans und J. Mata konnten jedenfalls zeigen, da3 es mit Hilfe
von UAS-Konstrukten (UAS-tribbles) moglich ist, in den Zellzyklus in einem anderen
Entwicklungszusammenhang - in der Flugelimaginalscheibe - einzugreifen (Grosshans
and Wieschaus, 2000; Mata et al., 2000). Andere Effekte wurden in beiden Arbeiten
nicht berichtet. Es ist daher gut moglich, da3 die alleinige Uberexpression von tribbles
nur in wenigen Entwicklungszusammenhéngen einen Effekt hat. Ein moglicher Kandidat
fur einen Faktor, der mit #ribbles gemeinsam interagieren konnte, wurde moglicherweise
mit Df(3L)BK10 aufgedeckt. Doppeldefizienzen fur tribbles und Df(3L)BK10 zeigten
keinerlei Effekte, wodurch ausgeschlossen werden konnte, daf} ¢ribbles und der andere

Faktor Teile eines redundanten Mechnismus sein sind. Die Expression von tribbles war
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in Embryonen homozygot fur diese Defizienz nicht reduziert, womit auch eine Kontrolle
der Expression von ftribbles durch das andere Gen ausgeschlossen werden konnte. Dieses
Gen wurde mittlerweile identifiziert und friihstart (frs) genannt. Welche Funktion
friihstart hat, ist zur Zeit unklar. Die Proteinsequenz gibt keinen Aufschlufl und es ist
ubiquitar exprimiert (J. GroBhans, EDRC, Edinburgh, 2001). Ob und welche Effekte die
gemeinsame Expression von fribbles und friihstart haben konnte, ist bisher nicht

publiziert worden.

Protein-Sequenz von Tribbles und verwandte Proteine

Die Analyse seiner Primarsequenz hatte ergeben, dal Tribbles grof3e Ahnlichkeit
zu Serin/Threonin-Kinasen der SNF1-Klasse hat. Die Ahnlichkeit von Tribbles zu den
bekannten Serin/Threonin-Kinasen beschrankt sich jedoch auf die Subdomianen IV-XI.
Die Subdominen I-1II scheinen nicht vorhanden zu sein. Die weitere Untersuchung der
Sequenz von Tribbles zeigte dann, dal in Tribbles einige der Aminosauren, die unter
allen anderen bekannten Serin/Threonin-Kinasen konserviert sind, ausgetauscht sind.
Diese Aminosauren liegen in der Sub-Domine VIb, in der die eigentliche katalytische
Reaktion stattfindet. Diese konservierten Aminosduren haben in allen bekannten
funktionellen Serin/Threonin-Kinasen eine essentielle Rolle fur die katalytische Funktion
dieser Proteine. Diese Ergebnisse lassen vermuten, da} es sich bei Tribbles um eine
inaktive, oder “tote” Kinase handelt. Die in der Datenbankrecherche gefundenen 7
Vertebratenproteine teilen mit Tribbles insbesondere die Merkmale, die nahelegen, daf es
sich bei Tribbles um eine inaktive Form einer Kinase handelt (Mayumi-Matsuda et al.,
1999; Wilkin et al., 1996; Wilkin et al., 1997). Fafit man die Strukturmerkale dieser
Proteine zusammen, so fehlen ihnen die Bereiche der Kinasedomine, die fur die
Aufnahme von ATP gebraucht werden, der katalytische Bereich ist vermutlich inaktiv
und die Domiéne (VIII), die fur die Substraterkennung gebraucht wird, zeigt hohe
Homologie zu den bekannten Kinasen. Die Proteine der “Tribbles-Gruppe” sind nach
dieser Einschitzung also strukturell eigentlich nicht in der Lage eine

Phosphorylierungsreaktion durchzufuhren, haben aber moglicherweise noch die
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Eigenschaft, Substrate zu erkennen und zu binden. Aus diesen vermutlichen
Eigenschaften lassen sich Schlusse ziehen. Es konnte sein, daB3 Tribbles und die
verwandten Proteine als kompetitive Inhibitoren die Aktivitat einer (oder mehrerer)
anderen Kinase inhibieren. Wenn dies der Mechanismus ist, durch den Tribbles seine
Funktion ausubt, dann wire es wichtig zweierlei zu wissen:

1.) Welche Substrate bindet Tribbles?

2,) Welche andere Kinase wird von Tribbles kompetitiv inhibiert?

Die Antworten auf diese Fragen sollten helfen zu verstehen, wie Tribbles die
Zellteilungen im Mesoderm unterdriickt. Eine interessante Moglichkeit ware es, Tribbles
von einer inaktiven in eine aktive Kinase zu verwandeln, indem man die “falschen”
Aminosauren gegen die ansonsten bei Serin/Threonin-Kinasen konservierten oder
invarianten Aminosauren austauscht. Dies konnte ein Ansatz sein, die Substrate der von
Tribbles inhibierten Kinase(n) zu identifizieren.

Es lat sich auch noch folgende Uberlegung anstellen: Wenn Tribbles tatsachlich
eine andere Kinase inhibiert, dann muite die Verlustmutation dieser Kinase den gleichen
Phianotyp verursachen wie eine Mutation von tribbles oder friihstart. J. GroBhans und E.
Wieschaus wiederholten den Translokations-Screen, durch den sie auch fribbles und
friihstart identifiziert hatten, und untersuchten das Genom diesmal auf weitere zygotische
Gene, die an der Kontrolle der Zellteilungen im Mesoderm beteiligt sind. Es wurden
keine weiteren zygotischen Gene gefunden, die im Falle der Deletion einen @hnlichen
Phanotyp verursachten wie tribbles oder friihstart (J. GroBhans, personliche
Korrespondenz). Wenn die Inhibition einer Kinase der Schlusselmechanismus der
Teilungskontrolle im Mesoderm ist, dann erhoht das Ergebnis des neuen Translokations-
Screens die Wahrscheinlichkeit, dal es sich bei der postulierten Kinase um einen
maternalen Faktor handelt.

Eine weitere wichtige Frage, die beantwortet werden muf}, um den Mechanismus
aufzuklaren, durch den Tribbles die Zellteilungen im Mesoderm kontrolliert, lautet:
Welche Funktion hat Fruhstart und in welcher Beziehung stehen Tribbles und Frithstart
zueinander? Dies ist bisher vollig unklar.

Wenn man die Ergebnisse von J. Mata et al. mit in die Uberlegungen einbezieht, dann

ergeben sich zusitzliche Fragen:

172



Kapitel 3: Diskussion

Wie kontrolliert tribbles die Proteolyse von Cdc25***""*¢ und Twine?

Wieso hat der Verlust der Aktivitiat von fribbles in der Keimbahn im Vergleich zum
Mesoderm einen gegensiatzlichen Effekt?

Moglicherweise ist die Aktivitat von tribbles weniger spezifisch, als angenommen und es
handelt sich bei Tribbles um ein Protein, das durch Interaktion mit anderen unbekannten
Partnern erst seine Spezifitit erlangt und in verschiedenen Zusammenhidngen
unterschiedliche Wirkungen ausubt. Dies wird unterstuitzt durch Ergebnisse von P. Rorth
et al.. Sie konnten zeigen, dafl Tribbles auch beim Prozess der “border cell migration”
eine wichtige Rolle spielt. Tribbles ist hier am Ubiquitin-abhdngigen Abbau des
Transkriptionsfaktors s/bo beteiligt und kann direkt an slbo binden.

Es konnte also sein, dafl Tribbles Teil einer Proteinabbau-Maschinerie ist, die je nach
Kontext verschiedene Proteine abbaut. Und vielleicht ist die Substratbindungsdoméne
fur diese Funktion das wichtigste strukturelle Detail von Tribbles, weil sie dazu benutzt
werden konnte, verschiedene Proteine einem gerichteten Abbau zuzufuhren. Die drei
bisher identifizierten Zielproteine, die durch die Aktivitit von Tribbles abgebaut werden,
Cdc25""¢, Twine und Slbo, zeigen nach vorlaufigen Analysen keine gemeinsamen
strukturellen Merkmale und lassen daher keinen AufschluB3 auf ein mogliches
Erkennungmotiv fur Tribbles zu (Rorth et al., 2000). Die Tatsache, daB3 Tribbles am
Abbau anderer Proteine mitwirkt, ist dabei in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Injektionsexperimente, die Tribbles als zytoplasmatisches Protein ausweisen.

Aus den bisher vorliegenden Daten 14t sich nur schwerlich ein schlissiges
Modell ableiten, da3 die Funktion von Tribbles erklart. Aber es ist interessant, daf3 mit
der border cell migration ein weiterer morphogenetischer Prozef3 durch Tribbles reguliert
wird. Wenn dies ein Indiz dafiir sein sollte, da3 Tribbles ein Faktor ist, der durch
Verbindung zur Proteinabbau-Maschinerie der Zelle in sehr verschiedene zellbiologische
Prozesse eingreift (Transkription, Mitiosen), um morphogenetische Prozesse zu
kontrollieren, dann kann mit Spannung erhofft werden, noch weitere Funktionen von
Tribbles zu entdecken. Das dynamische Expressionsmuster von tribbles wéhrend der
Embryogenese 146t da viel Spielraum fur Spekulationen.

Die genetische Regulation von tribbles im Mesoderm ist auf Grundlage der

bisherigen Daten noch unklar. Es kann mit einiger Sicherheit ausgeschlossen werden,
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daB} twist nicht an der Kontrolle von friihstart oder tribbles beteiligt ist, denn die
Expression von Cdc25""™ in twist-Mutanten hitte bei Abwesenheit einer der beiden
Faktoren im Mesoderm der twist-Mutanten zur Auslosung von frihzeitigen Teilungen
fuhren mussen. Moglicherweise ist snail an der Kontrolle der Teilungsblockierung
beteiligt. Dies 14t sich mit den bisherigen Ergebnissen nicht abschlieBend beurteilen.
Es wire sinnvoll, das Experiment, in dem Cdc25%"" im Mesoderm von snail-Mutanten
exprimiert wurde, zu wiederholen und zusitzlich eine Nullmutation fur Cdc25""®
einzufuhren. Damit wiirde sich die in snail-Mutanten verbleibende native Expression von
Cdc25""¢ vermeiden lassen und nur die Wirkung des Transgens konnte beurteilt werden.

Ob tribbles noch in anderen Entwicklungsabschnitten an der Kontrolle von
Zellteilungen beteiligt ist, bleibt eine offene Frage. In Drosophila gibt es zumindest
einen Prozess, wo dies zutrifft. Wahrend der Gastrulation koordiniert tribbles die
Zellforméanderungen, die fur die Invagination des Mesoderms die Grundlage bilden, mit
den Teilungen des Mesoderms. Beide Prozesse verlaufen sehr schnell, und sie folgen
normalerweise sehr schnell aufeinander. Laufen sie gleichzeitig ab kommt es in den
Zellen zu widerspruchlichen Interessen und die Morphogenese wird erheblich gestort.
Fur einen sich schnell entwickelnden Organismus gibt es des Zwang unterschiedliche
Prozesse miteinander zu verzahnen und zu koordinieren. Welche Funktion die
vermutlichen Vertebraten-Homologe in Hund, Maus, Ratte oder Mensch haben, bleibt
abzuwarten und wird hoffentlich bald weiter aufgeklart.

Fur Drosophila ist die Koordination solch schnell ablaufender Prozesse wohl nur

einer von vielen Mechanismen, die der Fliege erlauben, sich so schnell zu entwickeln.
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Kapitel 4: Zusammenfassung und abstract

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war eine Ausweitung des Verstindnisses der genetischen
Mechanismen, die die Gastrulationsprozesse in Drosophila melanogaster kontrollieren.
Das besondere Interesse galt dabei dem Beginn der Morphogenese der Mesodermanlage,
der Ventralfurchenbildung.

Dazu wurden mehrere Ansitze verfolgt. Einerseits wurde die Funktion zweier bereits
bekannter Faktoren untersucht. Snail und Twist sind zwei Transkriptionsfaktoren, die fur
die Entwicklung des Mesoderms essentiell sind, deren genaue Funktion fur diesen
Prozess allerdings nicht geklart ist und daher naher analysiert werden sollte. Die im
Verlauf der Arbeit gesammelten Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, daf} der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Snail wahrend der Gastrulation eine notwendige
Funktion als Repressor hat. Dartiber hinaus wurden Indizien gesammelt, die darauf
hinweisen, daf} die Rolle von Snail uiber die eines bloBen Repressors hinausgeht.
Untersuchungen der Zielgene des bHLH-Transkriptionsfaktors Twist, seiner
Ausfallmutation und damit verbundene Rettungsexperimente legen den Schlufl nahe, daf3
Twist mehr Zielgene haben muf als bisher bekannt sind.

Im Einklang damit erfolgte der Versuch, neue genetische Loci zu identifizieren, die fur
eine normale Mesodermmorphogenese gebraucht werden. Mit Hilfe einer Sammlung
von Fliegenstimmen mit autosomalen Deletionen wurde dazu in einem genomweiten
Screen nach Genen gesucht, die an der Ventralfurchenbildung im Drosophila-Embryo
beteiligt sind. Vier chromosomale Regionen konnten identifiziert werden, deren
Anwesenheit fur eine normale Gastrulation notwendig ist. Zwei dieser Loci wurden
naher untersucht. In einem der beiden Fille konnte das verantwortliche Gen, tribbles,
identifiziert werden. Es ist Teil eines bis dahin unbekannten Mechanismus, der wahrend
der Gastrulation von Drosophila fur die Koordination von Proliferation und
Morphogenese notwendig ist, was den betroffenen Zellen die rasche und ungestorte

Abfolge dieser beiden zellbiologisch kontraren Prozesse ermoglicht.
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Abstract

The aim of this work was to extend the understanding of the genetic mechanisms which
control gastrulation in Drosophila. It focussed on the formation of the ventral furrow
which marks the beginning of morphogenesis of the mesodermal anlage.

The problem was approached from different directions. On one hand the function of two
already known factors was examined. Snail and Twist are two transcription factors
which are essential for development of the mesoderm, but it is unclear in which way they
control mesoderm morphogenesis. The results of this work support the idea that
repression by the zinc finger transcription factor Snail is a major and essential part of its
activity. In addition the results suggest that Snail might not only be a repressor but may
be also an activator of gene transcription.

Analysis of the phenotype of twist mutants as well as rescue experiments employing its
known target genes strongly suggest that Twist must have more target genes then are
known so far.

In parallel to this a genetic screen making use of a collection of fly stocks carrying large
autosomal deletions was performed. It aimed at identifying genetic loci, that uncover
new genes involved in gastrulation. Four loci could be identified whose presence is
necessary for normal formation of the ventral furrow. Two of this loci were examined in
more detail. In one of the two cases the corresponding gene, tribbles, could be identified.
Analysis of tribbles and its loss of function phenotype showed that it is part of a so far
unknown mechanism which coordinates proliferation and morphogenesis of the
mesoderm, thereby avoiding conflicting cell biological processes to happen

simultaneously within the same cells.
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Kapitel 5 Material und Methoden

5.1. Material

5.1.1. Chemikalien

Die verwendete Agarose stammte entweder von BRL (Eggenstein) oder von AGS
(Heidelberg). Aquaphenol (wassergesattigtes Phenol) wurde von der Firma Applichem
(Darmstadt) bezogen. Das Vectastain-ABC-Kit und Vectashield-Einbettungsmedium von
Vector-Laboratories wurden itber Camon-Labor-Service (Wiesbaden) bezogen. Radioaktiv
markierte Substanzen stammten von Amersham (Braunschweig). Bei den sonstigen
Chemikalien handelte es sich, falls nicht anders vermerkt, um analysenreine Substanzen der
Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe). Die Zutaten fur

Bakterienmedien stammten von BRL (Eggenstein).

5.1.2. Computer, Software und digitale Bildbearbeitung

Es wurden Apple Macintosch Computer mit folgenden Programmen verwendet: Adobe
Photoshop (Adobe Systems), Canvas (Deneba Systems), GOG (Wisconsin Sequence Analysis
Package), IPLab Spectrum (Signal Analytics), Microsoft Word (Microsoft Corp.), Netscape
Communicator (Netscape Communication Corp.) und PHYLIP (Felsenstein, 1988;
Felsenstein, 1993).

Digitale Photos wurden mit der Kamera Quantix (Photometrics) oder ProgRes 3008 (Kontron

Elektronik) aufgenommen.

5.1.3 Enzyme und andere Proteine

Die verwendeten Enzyme und anderen Proteine stammten von Boehringer (Mannheim,
Boehringer Ingelheim Bioproducts (frither: Promega; Heidelberg), BRL (Eggenstein), NEB

(Schwalbach/Taunus), Pharmacia (Freiburg) oder Stratagene (Heidelberg).

Primare Antikorper:

anti-gamma-Tubulin aus Ratte (Amersham, Braunschweig)

anti-Twist aus Kaninchen S. Roth, (Roth et al., 1989)
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anti-Eve aus Kaninchen M. Frasch, (Frasch and Levine, 1987)
anti-beta-Galactosidase aus Kaninchen (Capple Research Products, USA)
anti-Phospho-Histon3 aus Kaninchen (Upstate Biotechnology, USA)

Sekundiare Antikorper (anti-Kaninchen, biotinyliert, anti-Ratte, biotinyliert) wurden von

Dianova (Hamburg) bezogen.

5.1.4. Bakterienstamme

XL1-Blue oder DHS5alpha (Stratagene). Selektion mit Ampicillin oder Chloramphenicol.

5.1.5 Fliegenfutter

Fliegenfutter wurde nach folgendem Rezept hergestellt:

Zutaten:

Wasser: 101

Fadenagar (Brecht, Eggenstein): 80 g
Trockenhefe (Brecht, Eggenstein): 180 g
Sojamehl (Neuform, Hamburg): 100 g
Riubensirup (Grafschafter Goldsaft): 220 g
Malzextrakt (Diamalt, Ulm): 800 g
Maismehl (Neuform, Hamburg): 800 g
Propionsiure: 62,5 ml

Den Agar durch Aufkochen in Wasser auflosen, die restlichen Zutaten, bis auf die
Propionsaure, zugeben und bei gelegentlichem Umrtthren etwa 2 h kochen lassen. Nach dem

Abkuhlen auf 60° C die Propionséure zugeben und das Futter in geeignete Rohrchen gieflen.

Apfelsaftagarplatten wurden nach Wieschaus und Nusslein-Volhard (Wieschaus und

Niusslein-Volhard, 1986) hergestellt, wobei jedoch anstelle von 6 g Nipagin (p-
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Hydroxybenzoesaure-Methylester, Methylparaben) 40 ml einer 15%igen Losung in Ethanol

eingesetzt wurden.

5.2 Methoden

5.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die Mehrzahl der angewandten molekularbiologischen Methoden ist bei Sambrook et al.

(Sambrook et al., 1989) beschrieben.

5.2.1.1 Herstellung kompetenter E.coli Zellen fur die DNA-Transformation

Kompetente E.coli Zellen fur die DANN-Transformation wurden nach einem von Hanahan

beschriebenen Verfahren (Hanahan et al., 1995) hergestellt.

5.2.1.2 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte auf einem ABI-Sequencer (Modell 373 und 377) mit dem
Dye-Termainator Kit von Perkin-Elmer. Die DNA zur Sequenzierung wurde nach dem von
Stemmer beschriebenen Verfahren (Stemmer, 1991) gereinigt. Fur die Reinigung
einzelstingiger DNA zum Sequenzieren wurden der Bakterienstamm TGI1 und der

Helferphage M13K07 (Promega) eingesetzt.

5.2.1.3 Herstellung transgener Konstrukte

Das zur Herstellung von Fliegen mit twist-unabhéngiger mesodermaler fog-Expression
verwendete PE::fog-Konstrukt wurde hergestellt ausgehend von einem 2,9 kb fog cDNA-
Fragment in pBluescript (Costa et al., 1994). Die fog cDNA wurde mit Pvull vollstandig aus
pBluescript herausgeschnitten und in die Smal Schnittstelle von pSP72 inseriert. Die cDNA
wurde dann aus pSP72 mit Bgl2 und Xbal wieder herausgeschnitten. Das resultierende
Fragment wurde in die BamHI/Xbal-Schnittstelle des PE-Vektors (Jiang et al., 1991; Jiang

and Levine, 1993) eingesetzt, nachdem aus diesem das korrespondierende Fragment, welches
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ein lacZ-Gen enthalt, entfernt wurde. Das somit entstehende Konstrukt wurde zur

Transformation verwendet. Die fog cDNA stammt von Mike Costa und Eric Wieschaus.

5.2.2. Fliegen

Die grundlegenden Techniken fur den Umgang mit Drosophila sind bei Roberts (Roberts,
1986) beschrieben. Die Zusammensetzung des verwendeten Fliegenfutters ist oben (5.1.5)
angegeben. Zur Sammlung von Embryonen wurde vorgegangen wie bei Wieschaus und

Nusslein-Volhard beschrieben (Wieschaus und Nusslein-Volhard, 1986).

5.2.2.1 Fixierung von Embryonen

Die Fixierung von Embryonen fur Antikorperfarbungen und in situ-Hybridisierungen erfolgte
an der Phasengrenze zwischen 3,78% Formaldehyd und Heptan. Es wurde wie folgt
vorgegangen:

Die Embryonen werden auf den Apfelsaftplatten mit einer Hypochloridlosung (ca. 6%
aktives Chlor) dechorioniert, durch Siebe gegossen und mit 0,2% Tween20 in
Leitungswasser gewaschen. Dann werden sie in 1,5 ml Eppendorfgefale uberfuhrt, die
700u1 Heptan und 700u1 3,7% Formaldehyd enthalten, und fur 25 min bei 37°C geschiittelt.
AnschlieBend wird die wassrige (untere) Phase entnommen, und nach Zugabe von 700ul
Methanol wird zur Entfernung der Viellinmembran fur 30 s kraftig geschuttelt. Es wird
mehrmals mit Methanol gewaschen und die Embryonen werden dann mit PBST (=PBS +

0,2% Tween20) rehydratisiert.

5.2.2.2 Antikorperfarbung

Fur Antikorperfarbungen von Embryonen wurde nach dem bei Mitchison und Sedat
(Mitchison und Sedat, 1983) beschriebenen Verfahren vorgegangen; anstelle von Puffer AM
wurde jedoch PBS (s. Sambrook et al., 1989) eingesetzt und statt 10% NGS wurde zum
Blockieren 10% BSA verwendet. Die sekunddren Antikorper, die verwendet wurden, waren
entweder mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC, DTAF, TRITC, Rhodamin oder Cy3) oder

mit Biotin gekoppelt. Fur den Nachweis der fluoreszenten sekundaren Antikorper wurden die

180



Kapitel 5: Material und Methoden

Embryonen in Vectashield eingebettet und unter einem Axiovert von Zeiss mit
Auflichtfluoreszenz betrachtet.

Die biotinylierten sekundaren Antikorper wurden mit dem Vectastain-ABC-Kit nach
den Angaben des Herstellers nachgewiesen. Die gefarbten Embryonen wurden in Kunstharz
(Durcupan, Fluka) eingebettet und unter einem Axioplan von Zeiss betrachtet.

Querschnitte von in Kunstharz eingebetteten Embryonen wurden mit dem Microtom

Jung RM 2065 von Leica angefertigt.

5.2.2.3 In situ-Hybridisierung

Zum Nachweis von mRNA in Embryonen durch in situ-Hybridisierung wurde nach dem von
Tautz und Pfeifle beschriebenen Verfahren vorgegangen (Tautz und Pfeifle, 1989). Als
Sonden wurden mit dem DIG-RNA Labeling Kit von Boehringer Mannheim markierte DNA-

Fragmente eingesetzt.

5.2.2.4 Herstellung transgener Fliegen

Transgene Fliegen wurden durch Mikro-Injektion von DNA in Embryonen nach der von
Spradling und Rubin publizierten Methode erhalten (Rubin und Spradling, 1982; Spradling
und Rubin, 1982; Spradling, 1986).

Es wird dabei ein Transformationsvektor fur Drosophila verwendet (pCaSpeR) , der
neben einem pUC-Riuckgrat, das bei der Insertion ins Genom verloren geht, die fur die
Insertion notwendigen P-Element-Enden sowie das white Minigen als Transformationsmarker

enthalt.

5.2.2.5 Fliegenstamme

Als Wildtyp-Stamm wurde Orgeon R verwendet. Die meisten der Stamme, die autosomale
Deletionen tragen, stammten vom Bloomington Stock Center in Indiana, USA (Deficiency
Kits for Chromosome 2 and 3 (DK2 and DK3)). Diese sind in Flybase beschrieben :

http://flybase.bio.indiana.edu/. Zuséatzliche Fliegenstimme mit Deletionen, Punktmutationen

oder P-Element-Insertionen stammten vor allem von T. Hummel und K. Schimmelpfeng
(ehemals C. Kldmbt-Labor), den European Stock Centers in Umed, Schweden und Szeged,

Ungarn oder vom MPI fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen. Das verwendete twist Null Allel
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war twi" >, das snail Null Allel war Df2L)TE116GW11. Beide Stimme stammen von Rolf
Reuter, Tiibingen. Das verwendete amorphe Allel von folded gastrulation war fog™® und
stammt von E. Wieschaus, Princeton, USA. Der Stamm, der das 2-PE::sna-Konstrukt enthailt,
stammte von T.IP (Ip et al. 1994).

Eine Liste der verwendeten Stdimme mit autosomalen Deletionen befindet sich im Anhang am

Ende dieses Kapitels.

5.2.3 Umgang mit gefarbten Embryonen

5.2.3.1 Einbetten der Embryonen in Araldit

Zum Einbetten der gefarbten Embryonen werden diese wieder in ein 1,5 ml Reaktionsgefafl
uberfuhrt. Dort werden sie in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwiéssert und schlieBlich in
trockenes Ethanol uberfuhrt. Dann wird das Ethanol abgenommen und trockenes Aceton
zugegeben. Mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze (aus Kunststoff) werden die Embryonen
in ein lichtdurchlassiges Kunststoffschialchen (Schappdeckel von ScintillationsgefaB3en)
uberfuhrt, das mit einer 1:1 Mischung aus Araldit und trockenem Aceton gefullt ist. Nach
einigen Stunden ist genugend Aceton verdampft, um die Embryonen im nun zéhflussigen

Araldit sortieren zu konnen.

Herstellung von Araldit

Es wurde Durcupan ACM von Fulka verwendet. Die verschiedenen Komponenten mussen in
bestimmter Reihenfolge sorgfiltig miteinander vermischt werden. 54,33 g Epoxidharz
(Komponente A) und 47,41 g Harter (Komponente B) werden uber Nacht in einem
lichtdurchldssigen Kunststoffbehilter mit einem elektrischen Ruthrer gemischt. Sind keine
Schlieren mehr in dem Gemisch zu sehen, werden unter einem Abzug unter standigem
Ruthren langsam 3,5 ml der Komponente B zugegeben. Nach einiger Zeit des Riuthrens
konnen nun langsam 2 ml der Komponente C zugegeben werden. Ist alles gut vermischt, wird

das Araldit in 10 ml Einwegspritzen aufgezogen und bei —20°C gelagert.
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5.2.3.2 Sortieren von Embryonen

Die Embryonen werden in den mit Araldit gefullten Kunststoffschdlchen mit einer feinen
Wolframnadel sortiert. Das lichtdurchldssige Kunststoffschdlchen wird dazu auf den Tisch
eines Stereomikroskopes mit Durchlicht gelegt. Die Embryonen lassen sich in dem viskosen
Araldit relativ einfach aufreihen. Die Embryonen wurden nach den verschiedenen
Entwicklungsstadien sortiert.

In dieser Arbeit wurde in vielen Fallen versucht, die heterozygot und homozygot
mutanten Embryonen einer gefarbten Sammlung zu unterscheiden. Hierfur werden die
Embryonen eines Entwicklungsstadiums miteinander verglichen. Wird eine Veranderung des
Expressionsmusters eines Genes festgestellt, so wird versucht, den fruhest moglichen

Zeitpunkt dieser Veranderung zu bestimmen.

Anhang: Liste der untersuchten Stimme mit autosomalen Deletionen
(sortiert nach Bruchpunkten)

Stamm-  Genotyp Deletion Herkunft
Nummer (cytologisch)
3638 Df(2L) net-PMF / SM6a 21A1;21B7-8 BI (Kr.)
3548 Df(2L) al, cn[*] / In(2L) Cy 21B8§;21C8-D1 (Kr.)
45500 Df(2L) S2 / In(2L+2R)Cy , Cy E(S) 21C6-D1;22A6-B1 (Kr.)
3133 Df(2L) dp79b , dp[DA} cn{l} / In(2LR) 22A2-3;22D5-El BI (Kr.)
bw[V1],b[1] ~does not delete dp 21C8-D1;60D1-2 +
40F;59D4-E1
90 Df(2L) C144,dpp[d-ho] ed[1] / Gla[1] Be[1] 23A1-2;23C3-5 (Kr.)
Elp[1]
97 Df(2L) JS 32, dpp[d-ho] / SM6a 23C3-5;23D1-2 BI (Kr.)
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712

693

627

781

45300

ade 2-2

45350

45800

45700

TE 128

TE 196

80760

1045

1469

45400

Df(2L) edl , al[1] b[1]/ SM5

Df(2L)sc19-8 / SM6b ? , Cy[1]Roi[l] :
Dp(2;1)B19, y[1], ed[1] dp[02] cl [1]

Df(2L) sc19-5/ SM6b? , Cy[1] Roi[1];
Dp(2;1) B19

Df(1) y-ac sc[1] pn[1], ed[1] dp[02] c][1]
Df(2L) c¢1-h3 / SM6b ? , Cy[1] Roi [1]

Df(2L) Gpdh-A , dp L / SM1 , al[2]Cy cn[2]
sp[2]

Df(2L) ade 2-2 / CyO?

Df(2L)J136-H52 / SMS , al[2] ds[33k] Cy
1t[v] cn[2] sp[2]

Df(2L) spdx4 , In(2L) spdx4 , al dp /
CyO, Cy dp[lvl] pren [2]

Df(2L) wgCx3 , b pr / CyO

Df(2L) TE128 x || y w[m4h] ; Cy( O ?)

Df(2L) TE196 x || y w[m4h] ; y[+] Y; CyO

w ; CyO, Cy dp [Ivl] pr cn[2] / Df(2L)30C

Df(2L) Mdha , cn / Dp(2;2) Mdha3 , cn

Df(2L) S 39 /In(2L) Cy ;
Dp(2:Y) cb-50
Dp(1;y) B[S]Y y[+]/ C9!) RM

Df(2L) J-der-2 / SM1 , al[2] Cy cn[2] sp[2]

24A3-4 ; 24D3-4

24C2-8 ; 25C8-9

25A4-5 ; 25D5-7

25D02-04;26B02-05

25D7-E1 ; 26A8-9

25F2-3 ; 26D-E

27C02-09;28B03-04

27D-E ; 28C

28A-?;?

28E4-7 ; 29B2 - C1

29E2 -F1;30C2-4

29F07-30A01;

30C02-05

30D-F ; 31F

31A; 32C-E

31B; 32A

(Kr.)

BI (Kr.)

(Kr.)

Bl

Um

(Kr.)

Um

Um

(Kr.)

GR (Kr.)

GR (Kr.)

Um

Bl

(Kr.)
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45487  Df(2L) Prl/ CyO, Cy dp[Iv1] pr cn[2] 32F01-03 ;33F01-02 Um

3344 Df(2L)prd1.7 , b Adh [n2] pr cn sca / CyO 33B02-03 ; 34A01- BI

02
3138 Df(2L) b87e¢25 / In (2L) N5 34B12 - C1;35B10 - BI(Kr.)
Cl
41623 CyO, Cy dp[lvl] Adh[nB] pr cn[2] / 34C06-07;35B09- Um
Df(2L) fn30 pr cn Co1
3078 Df(2L) osp29 , Adh[uf3] pr cn / CyO 35B01-03 ; 35E06 BI

1491 Df(2L) r10 , cn / In(2LR)O, Cy dp[lvI] pr 35E01-02;36A06-07 Bl
cn[2] (ry floating ??)

42385 CyO, Cy dp[lvl] pr cn[2] / Df(2L)H20, 36A08-09;36E03-04 Um
b pr cn sca
420 Df(2L) TW137, cn[1] bw[1]/ CyO, 36C2-4 ; 37B9-Cl (Kr.)

Dp(2:2) M(2) m[+]

3189 Df(2L) TW50 , cn/ CyO , Dp(2;2)M(2) m[+] 36E04-F01:38A06- Bl

07 36F+?
3082 Df(2L) pr76 . Sco / CyO 37D ; 38E Bl
3346 Df(2L) TW84 / CyO 37F05-38A01: Bl
39D03-E01
41800  CyO, Cydp[lvl] prcn[2]/ Df(2L) TW161, 38A06-BO1 ; Um
M(2)? cn bw 40A04-B01
PR31(C') Df(2L) PR31/SMI It 40A ; 40F (Kr.)
739 Df2R)M41A4 / SM1 41A Bl
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749 In(2R)bw[VDe2L]Cy[R] / In(2LR)Gla

1006 Df(2R) nap1 / In(2LR)Gla, Dp(2;2)BG

nap19 Df(2R) nap19 / Gla + Dp(2;2)
1930 Df(2R) pk 78 s / CyO ?

46050  Df(2R)cn88b, cn / SMS, al[2] Cy

(Cy)

45960 Df(2R)cn9 / Cy Roti

45910 Df(2R)44CE, al dp b pr / CyO,Cy dp[lv1] pr

cn[2]

(Cy, dp, pr)
42688 B CyO / Df(2R)Np[3], bw

1743 w[1118] ; Df(2R)B5, px[1] sp[1] / CyO,

Adh[nB]

1702 Df(2R)X1 / CyO, Adh[nB]
42685 CyO / Df(2R) en[-A], en[-A]

1145 Df(2R)en30 / SM5 ; Dp(1 ; Ybb[-]) B[S]

46750  Df(2R)vgl35/CyO, S dp cn bw

442 Df2R)CXI, b[1] pr[1]/ SM1

46670 Df(2R)trix / Cy ?
80850 w[a] fa[g] ; CyO / Df(2R)Jp1

3520 w[a] N[fa-g] ; Df(2R)Jp8, w[+] / CyO

41A-B ; 42A02-03
(Df)

58B01 ; 59 DO06
(Dp.)

27D ; S1E (Dp.)
22D03-E01 ; 34A08-
09(Dp.)

41D02-E01 ; 42B01-
03(Df.)

41BC-42BC (Dp.)
41E02-FO1 ; 43A02-
B0l

42B ; 42C

42A ; 42E

42F ; 44C

44C ; 44E01-04

44D02-E01 ; 45B08-
Col

46A ; 46C
46C ; 47A01

47D03 ; 48A05-06
48A03-04 ; 48C06-
08 (Df.)

16A01-02 ; 20F (Dp.)
48C ; 49D
49C01-04 ; 50C23-
D02

51A02-04 ; 51B06
51C03 ; 52F05-09

52F05-09 ; 52F10-
53A01

Bl

Bl

2(Kr.)

2(Kr.)

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl
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3064

46450

42689

3467

46150

X58-TM

X58-5M

45950

1682

1587

1473

46500

46100

42688

46010

2577

439

Df(2R) Pc 7B / CyO

Df(2R)PcIIIB, al dp b pr / CyO

(Cy,dp,pr)

CyO / Df(2R) Pc4

Df(2R)AA21, In(2R), c[1] px[1] sp[1]/ SM1

Df(2R)PuD17, cu bw sp / SM1, al[2] Cy

cn[2] sp[2]

y/y[+]1Y ; Df(2R) X58-7M, pr cn/ CyO

y/y[+] Y ; Df(2R) X58-5M, pr cn M / SM5

Df(2R) bw S46 / 22

Df(2R)or-BR6, cn[1] bw[1] sp[1] / In(2LR)

I[G16L]bw[V32gR]

Df(2R)bw[VDe2L]Px[KR] / SM1

In(2LR)Px4, dp[ov1] b[1] / CyO

Df(2R)Px[2], bw sp Px[2] / SM1

Df(2R)M-c[33a], M(2)[33a] / In(2LR)

bw[32vg], bw[32g]

CyO / Df(2R)gsb [ES1], b pr

(Cy,pr)

Df(2R)Kr[SB1], b pr Bl ¢ If[R] / SM1
Df(3L)emc-E12/TM6B

Df(3L)Ar14-8, red[1]/ TM2,
emc[2] p[p] Ubx[130] e[s]

(=Df(3L)emc5)

54E8-F1 ; 55B9-C1

54F06-55A01 ;
55C01-03

55A-55F
56F09-17 ; 57D11-12
(Df)

56D-E ; 58E-F (Df))

57B04 ; 58B

58A1-2 ; 58E4-10

58B01-02 ; 59A01
59D03-11 ; 60A07

59D05-10 ; 60B03-
08 (Df.)

40 ; 60E04[L]

40F ; S9E[R]

59D06-E01 ; 60C-D
60B ; 60D01-02 (Df.)
21D01 ; 22A03 (Dp.)
22A;60B;21C08;60D
42A;

58A (In)

60C05-06 ; 60D09-

10
60E02-03 ; 60F01-02

60E09-10 ; 60F01-02

60E10 ; 60F05
61A ;61D03

61C05-08 ;
62A08

2(Kr.)

U

U

Bl

Terry

O'Weaver

(CO)
2(Kr.)
U2(Kr.)

Bl

Bl

Bl

U
Bl

Bl
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2399

2400

3650

3647

3649

3687

3686

3096

1420

1541

3024

1688

2479

997

&9

2547

Df(3L)R-GS5, ve[1]/ TM6

Df(3L)R-G7, ve[1]/ TM6B

Df(3L)M21, ri[1] p[p[ /
In(3LR) T33[L] f19[R]

Df(3L)HR370 /
In(3LR) T33[L] f19[R]

Df(3L)HR119 TM6B

w[1118];
Df(3L)GN50 TMS,
I(3)DTS4[1] th[1] st[1] Sb[1] ¢[1]

Df(3L)GN24 TMS,

1(3)DTS4[1] th[1] st[1] Sb[1] e[1]
Df(3L)ZN47, ry[506] TM3
Df(3L)pbl-X1 TM6B * w[*] floating
y[1]1 w[1] N[spl-1] ;
Df(3L)66C-G28 TM3 10
Df(3L)h-122, Ki[1] roe[1] p[p]/TM3
Df(3L)RdI-2/TM3, Sb[1]
Df(3L)29A6, ri[1] p[p] / TM3
Df(3L)ACI, roe[1] p[p] / TM3
y[1?7]; Df(3L)Ixd6 /

TM3, y[+] Sb[1] e[1] Ser[1]

Df(3L)vin2, ru[1] h[1] gl[2] e[4]ca[1] / TM3

62A10-B01 ;
62C04-DO01

62B08-09 ;
62F02-05

62F; 63D (Df)
62A; 64C
(Dp auf In)

63A01; 63D01
62A; 64C
(Dp auf In)

063C06;
063E

063E01-02;
064B17

063F04-07; 064C13-

15

064C;
065C

065F03;
066B10

066B08-09;
066C09-10

66d10-11;
66e01-02

661 ; 66f

66105 ; 67b01

67a05;67d07

67¢01-02;

68c01-02

67102-03;
68d06

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl
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2611

vin4

2612

3343

3124

3126

2992

3640

2993

2998

2608

2990

3000

2052

3127

3068

3627

Df(3L)vin5, ru[1] h[1] gl[2] e[4]ca[1]/ TM3  68a02-03;

bw; Df(31)vin4, ru h st e / TM3, Sb Ser

Df(3L)vin7, ru[1] h[1] gl[2] e[4]ca[1] / TM3

Df(3L)Ly, mwh[1]/ TM1,jv[*]

Df(3L)fz-GF3b / TM6B

Df(3L)fz-M21 / TM6

Df(3L)BK10, ru[1] red[1] cv-c[1]

Sb[sbd-1] sr[1] e[1] / TM3

Df(3L)brm11 /
Tmo6C, cu[1] Sb[1] e[1] ca[1]

Df(3L)st-f13, Ki[1] roe[1]
plp] / TM6B

Df(3L)81k19 / TM6B

Df(3L)W10, ru[1] h[1] Sb[sbd-2] / TM6B

*=W[+R10] see comment

Df(3L)Cat, ri[*] e[*] / TM6, Hn[p] ss[an88]

Ubx[bx-34e] Ubx[P15] e[11]
Df(3L)VW3 / TM3
Df(3L)rdgC-co, th[ 1] st[1] in[1]
ri[1] p[p] /

TM6C, Sb[1] cu[1] e[s] Tb[1]

Df(3L)ri.79¢ / TM3

Df(3L)Pc-MK / TM3,Sb[1] Ser(1]

Df(3L) 31A / Dp(3;3)C126,
st[1] ep[1] in[1] ri[1] p[p]

69a01-03

68bl1-3;
6813-6

068C08-11;
069B04-05

070A02-03;
070A05-06

070C01-02;
070D04-05

070D02-03;
071E04-05

071C; O71F
071F01-04;
072D01-10

072C01-DO01;
073A03-04

073A03; 074F

075A06-07;
075C01-02

075B08;
075F01

076A03;
076B02

077A01;
077D01

077B-C;
077F-78A

078A02; 078C09

078A; 078E (DY),
078D; 079B (Dp)

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl
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3688

339

1990

1884

1842

1968

1962

1931

1893

2019

3128

3003

3007

1534

Dp(3;1)2-2, w[1118]/?;
Df(3R)2-2 / TM3

w[1118];
Df(3R)6-7/TM3, Sb[1]

Df(3R)Tpl10, Tp(3;3)Dfd[rv1], ri[l]p[p] /
T™3

Df(3R)Scr, p[p] e[s] / TM3

Df(3R)Antp17/ TM3 *

(= Antp[N+R17])

Df(3R)p712, red[1] e[1]/ TM3

Df(3R)p-XT103, ru[1] st[1] e[1] ca[1]/ TM3

Df(3R)by10, red[1] e[1]/ TM3

Df(3R)by62, red[1] e[1]/ TM1

w[1118];

Df(3R)Hu / TM3,

P{w[+mC]= HZR+6.8Xb}, ri[1] p[p]sep[1]
1(3)89Aa[1] Sb[1] Ubx[bx-

Df(3R)M-Kx1/ TM3, Sb[1] Ser[1]
Df(3R)T-32, (ri[1]) eu[1] sr[1] e[s] / MRS *
=TE32

Df(3R)ry615 / TM3, Sb[1] Ser[1]

Tp(3:Y)ry506-85C / MKRS

081F; 082F10-11
(DY),

081F; 082F10-11;
003D (Dp)

82d03-08;
82f

083C01-02; 084B01-
02 (DY),

083D04-05;
084A04-05;
089F01-02 (Tp)

084A01-02; 084B01-
02

084B01-02; 084D11-
12

084D04-06; 085B06,

(Df)
025D; 085B06

085A02;
085C01-02

085D08-12; 085E07-
FO1

085D11-14; 085F06
041h; 085F06

086A06-B01;
086B03-06
(084D04-05;
084F01-02)

086CO01;
087B01-05

086E02-04; 087C06-
07

087B11-13; 087E08-
11

087D01-02; 088E05-
06;Y

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl
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383

1467

3071

3010

3011

3012

3340

2425

EB6

MO5SA

2362

2363

1972

2366

1910

430

3547

Df(3R)ea, ri[ 1] p[p]/TM3, Ser[1] 88E(07-13; 89A01
Df(3R)P115, e[11]/ TM1; Dp(3;1)P115 089B07-08; 089E07-
(*=Tp(3;1)P115) 08;
020
Df(3R)C4, p[*]/ Dp(3;), Sb[1] 089E; 090A,
089E01-02; 090A
Df(3R)P14, sr[1]/ T(2;3)ap[Xa] 090C02-DO01;
091A01-02
Df(3R)Cha7/ TM6B ? 091A; 091F05
Df(3R)D1-BX12, ss[1] e[4] ro[1] / TM6B 091F01-02;
092D03-06
Df(3R)e-R1, Ki[1]/ TM3 093B03-05;
093D02-04
Df(3R)e-N19 / TM2 093B; 094
Df(3R)EB6/ TM6B, Tb 94C2-5;
94E3
Df(3R)M95A/ TM6B, Tb 94D; 95A3
Df(3R)crb87-4, st[1] e[1] / 095E08-F01;
TM3, Ser[1] 095F15
Df(3R)crb87-5, st[1] e[1] / 095F07;
TM3, Ser[1] 096A17-18
In(3R)Ubx[7LL]ats[R], asp[1] ats[1] p[p] / 096A01-07; 096A21-
TM6B; 25; 089C; 089E,
y/ Dp(1;Y) y[+] 001A01; 001BO03-
(*= Df(3R)XS, Dp(3R)XS) 04+2;Y
Df(3R)XTAL, th[1] st[1] ri[1] roe[1] p[1] / 096B; 096D,
Dp(3;3)M95A[+]13, st[1] e[1] 094D; 096E
Df(3R)T1-P, e[1] ca[1] / TM3, Ser[1] 097A;
098A01-02
w[1118]; 098E03;
Df(3R)3450 / TM6B 099A06-08
Df(3R)L127/TM6B; 99b ; 99¢

Dp(3;1)B152

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

ML

ML

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl

Bl
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3546 Ts(YIt;3Lt)B81, 99c08; 100105
P{ry[+t7.2]=RP49}F2-80A e[1]/ TM3 99d; 100f
Dp(3;1)67A
' =Df(3R)BS81

3369 Df(3R)awd-KRB, ca[1] / 100c ; 100d
TM3, y[+] Sb[1] e[1] Ser[1]

1011 Df(3R)faf-BP/TM8B 100d; 100105

758 Df(4)M101-62f/ 101e; 102b10-17
Dp(2;4) ey[D], Alp[eyD]: ey[D] 24a01;24a02;

101-102

759 Df(4)G / ci[D] 102e02 ; 102e10

Abkiirzungen:

BI Bloomington Stock Center, Indiana, USA

Cam
GR
Kr.
RR
T
U

Cambridge, Ashburner Lab
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