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Einleitung 1

1. Einleitunqg

Die Entwicklung von Geweben verlangt von Zellen, sich zu differenzieren. Dies bedeutet, dal3 sie
sich von einem allgemeinen, pluripotenten Zustand auf einen speziaisierten umstellen missen.
Dazu ist es notwendig, dal? das Expressionsmuster der in der Zelle aktiven Gene diesem neuen

Zustand angepal3t wird.

1.1 Aktivierende und reprimierende Funktionen wahrend der Entwicklung
Eine Zelle erféhrt in der Regel durch extrinsische Signale (Zell-Zell-1nteraktionen oder diffusible

Faktoren) eine Determination zu einem bestimmten Entwicklungsschicksal. Dieses extrazellulére
Signal wird durch verschiedene Signaltransduktionswege (z.B. Notch-, Rezeptortyrosinkinasen-
Signaltransduktionskaskade) in den Zellkern geleitet. Dort fuhrt es zur Aktivierung bestimmter
Transkriptionsfaktoren, die die Realisierung des festgelegten Entwicklungsschicksals durch
Aktivierung nachgeschalteter Gene einleiten. Solche Faktoren sind z.B. MyoD, Myf-5 oder
Myogenin bel der Muskelentwicklung, die proneuralen Gene fir die neuronale oder glial cells
missing und pointed fur die gliale Entwicklung (Tgjbakhsh et al., 1997; Yun und World, 1996;
Rawls und Olson, 1997; Jan und Jan, 1994; Brunet und Ghysen, 1999; Jones et al., 1995; Hosoya
et al., 1995; Klambt, 1993; Klaes et al., 1994; Scholz et al., 1997).

Gene, die in ener gemeinsamen Signalkette oder einem Stoffwechsel prozeld wirken, zeigen oft
einen gemeinsamen Ausfallphanotyp. Umgekehrt &3t sich durch das Auftreten identischer oder
ahnlicher Phanotypen haufig auf eine gemeinsame Wirkkette schlief3en.

Die spitzGruppe umfald die Drosophila-Gene single minded, sichel, rhomboid, spitz, Sar und
pointed. Diese wurden aufgrund ihrer Defekte im ventralen Bereich der Kutikula identifiziert und
gruppiert (Mayer und Nusslein-Volhard, 1988). Mutationen in diesen Genen fuhren zu Stérungen
bei der Mittellinienentwicklung (Klambt et al., 1991; Sonnenfeld und Jacobs, 1994). Die
molekulare Analyse zeigte, dal3 die Gene spitz, Sar, rhomboid und pointed innerhalb eines
gemeinsamen Signalweges wirken, der EGF-Rezeptorsignaltransduktionskaskade (Freeman,
1994; Golembo et al., 1996; Kolodkin et al., 1994; Scholz et al., 1997; Sturtevant et al., 1993;
Sturtevant et al., 1996). Diese ist unter anderem fir die korrekte Entwicklung der
Mittelliniengliazellen in Drosophila verantwortlich.

Eine ganze Reihe von Mutationen fuhrt dazu, dal3 in Drosophila-Embryonen der dorsale Schluf3

der Epidermis unterbleibt. Dieser Phanotyp tritt z.B. bei Mutationen der Gene hemipterous,
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basket, Djun oder decapentaplegic auf. Die beteiligten Gene lief3en sich in einen gemeinsamen
Signalweg, den INK-Signalweg einordnen (Glise et al., 1995; Riesgo-Escovar et al., 1996; Sluss
et al., 1996; Kockel et al., 1997; Hou et al., 1997).

Neben der Aktivierung von Genen ist es notwendig, andere Gene, deren Aktivitdt nicht mehr
benttigt wird oder deren Expression der Redisierung eines bestimmten Zellschicksals
entgegensteht, abzuschalten. Dabei handelt es sich nicht um einen passiven Vorgang, der durch
fehlende Aktivierung der Gene vollzogen wird. Vielmehr findet eine aktive Repression dieser
Gene statt, die oft auch am Ende verschiedener Signawege steht. Die zunehmende Anzahl der
bekannten, reprimierend wirkenden Transkriptionsfaktoren zeigt, dai dies eine wichtige Funktion
wahrend der Entwicklung ist.

Transkriptionelle Repression kann durch verschiedene molekulare Mechanismen realisiert
werden: Durch Kompetition kann der Repressor anstelle eines Aktivators entsprechende
Bindungsstellen der DNA besetzen und so eine Aktivierung verhindern, oder der aktivierende
Faktor wird durch Bindung eines Cofaktors inaktiviert.

Ein weiterer Mechanismus ist die Bindung des Repressors an spezielle DNA-Sequenzen und die
aktive Unterdrickung der Transkription durch Protein-Protein-Wechselwirkungen mit dem
Transkriptionskomplex oder mit chromatinbindenden Proteinen. Viele dieser Repressoren
benétigen Cofaktoren, so ist z.B. GROUCHO fur die Funktion der Repressoren HAIRY oder
ENGRAILDED notwendig (Paroushet al., 1994; Jimenez et al., 1997). Die Corepressoren NcoR
(nuclear receptor corepressor) und SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone
receptor) binden in der Abwesenheit entsprechender Liganden viele Hormonrezeptoren und
fuhren durch Wechselwirkung mit SIN3 und Histon-Deacetylasen zu einer Hypoacetylierung der
Histon-Proteine. Dies fuhrt zu einer verstarkten Histon-DNA-Wechselwirkung und damit zur
Repression von Genaktivitét (Horlein et al., 1995; Chen und Evans, 1995; Heinzel et al., 1997;
Nagy et al., 1997).

Am Ende dieses Prozesses wird der erreichte Differenzierungszustand oft durch eine
entsprechende Verdnderung des Methylierungsmusters der DNA oder des Chromatinzustandes
(Umwandlung von Eu- in Heterochromatin) manifestiert (Struhl, 1998; Kadonaga, 1998).



Einleitung 3

1.2 Die POZ-Domane ver mittelt Protein-Protein-Wechsdwir kung

Die BTB- oder POZ- Domane (fur Brick-a-brack, Tramtrack, Broad-complex, Zollman et al.,
1994 bzw. Poxvirus und Zinkfinger, Bardwell und Treisman, 1994) ist eine konservierte
Proteindoméne von ca. 115 Aminosauren, die zuerst in Poxvirus-Proteinen identifiziert worden
ist (Upton und McFadden, 1986). Entsprechende Proteine wurden mittlerweile in einer Vielzahl
von Organismen wie Hefe, C. elegans oder Vertebraten entdeckt. Es gibt in Drosophila etwa 40
POZ-Doménenproteine (Zollman et al., 1994). Die POZ-Doméne vermittelt Protein-Protein-
Interaktion und ist zur Homo- und Heterodimerisierung fahig (Bardwell und Treisman, 1994).

Sie tritt im N-terminalen Bereich von Proteinen fast immer in Kombination mit dem Zink-Finger
as DNA-bindendem Motiv auf. Dabei handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die eine
Vielzahl von Prozessen regulieren (Horowitz und Berg, 1996; DiBello et al., 1991). Viele dieser
Proteine wirken direkt als Repressoren diverser Zielgene, z.B. ZF5 (Numoto et al., 1993),
ZNF145 (Chen et al., 1993) oder LAZ3/BCL6 (Dhordain et al., 1997). Einige POZ-Proteine
haben einen direkten Einfluld auf die Chromatinstruktur, wie z.B. E(Var)3-93D (Dorn et al.,
1993) oder GAGA (Crostonet al., 1991; Tsukiyamaet al., 1994).

Ein gut charakterisiertes POZ-Protein ist TRAMTRACK aus Drosophila melanogaster.

1.3 Das Gen tramtrack
tramtrack (ttk) codiert zwei Transkripte, ttkp69 und ttkp88, die durch alternatives Spleif’en
entstehen. Die Proteine besitzen im gemeinsamen N-termialen Bereich eine BTB- oder POZ-

Domaéne und eine PEST-Sequenz und im unterschiedlichen C-terminalen Bereich je zwel Zink-
Finger vom GH,-Typ as DNA-bindendes Motiv (Harrison und Travers, 1990; Brown et al.,
1991; Read und Manley, 1992; Zollmanet al., 1994). Die PEST-Doméne kommt bei Proteinen
mit geringer Halbwertszeit vor, sie betragt fur TTKp69 etwa 90 Minuten (Brown und Wu, 1993).
Phosphorylierung an dieser Sequenz sorgt dafur, da3 die Proteine Uber den
Ubiquitinisierungsweg abgebaut werden (Rogers et al., 1986).

TRAMTRACK wirkt wéhrend der Entwicklung as transkripioneller Repressor. Es reprimiert
z.B. die Expression der Segmentierungsgene fushi tarazu, even skipped, engrailed, hairy und runt
(Harrison und Travers, 1990; Brown et al., 1991; Read und Manley, 1992; Brown und Wu,
1993). Auch bei der Nervensystementwicklung spielt tramtrack eine wichtige Rolle: Es ist im
PNS in den nicht-neuronalen Zellen exprimiert und an der Schicksal sentscheidung innerhalb von

Zellstammbaumen beteiligt (Guo et al., 1995). Im ZNS dient es der Repression neuronaler
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Genaktivitat in den Gliazellen (Giesen et al., 1997). Ahnliche Funktionen von tramtrack ds
Repressor wurden auch wahrend der Augenentwicklung beschrieben (Xiong und Montell, 1993;
Yamamoto et al., 1996; Lai et al., 1996; Li et a., 1997; Lai et al., 1997).

1.4 Die extrazellulare M atrix beeinfluf3t Entwicklungspr ozesse

Die extrazelluléare Matrix (ECM) wurde lange Zeit als passives Substrat fur Zellen oder als
»Klebstoff* zwischen verschiedenen Geweben angesehen. In den letzten Jahren wurde aber
deutlich, da3 sie auch in der Entwicklung eine wichtige Rolle spielt und intensive
Wechselwirkungen zwischen der Matrix und Zellen stattfinden (z.B. Streuli, 1999).

Die ECM besteht im wesentlichen aus zwei Komponenten: Proteoglykanen und fibrillaren
Proteinen wie Collagen, Fibrinonectin und Laminin. Diese bilden kein starres Netzwerk. Die
ECM wird durch Proteinasen, Serin- und Matrix-Metalloproteinasen, moduliert, besonders in
Regionen, in denen zellulare Differenzierung stattfindet (Mohan et al., 1998; Munaut et al.,
1999). Die meisten Proteinasen werden als Zymogene sezerniert und erst durch Spaltung aktiv
(Rudolph-Owen et al., 1998; Stetler-Stevenson, 1999). Ihre Expression wird durch verschiedene
Signalwege wie z.B. Wnt- oder 3-Catenin-Signalwege kontrolliert (Morin et al., 1997; Crawford
et al., 1999).

Zellen besitzen eine Vielzahl von ECM-Rezeptoren, die Integrine. Diese beeinflussen durch
direkte Signale oder Wechselwirkung mit anderen Signaltransduktionswegen zelluléres Verhalten
wie Motilitét oder Differenzierung (Schwartz und Baron, 1999; Howe et al., 1998; Edwards et
al., 1998; Farelly et al., 1999; Lee und Streuli, 1999). So fuhren z.B. Verletzungen zur
Aktivierung des Keratinozyten-Integrins, und dessen Wechselwirkung mit dem EGF-Rezeptor
sorgt fur Expression der Metalloproteinase collagenase-1. Die Spaltung von Collagen-Fibrillen
durch COLLAGENASE-1 ermoglicht die Migration von Keratinozyten zum Ort der Verletzung
(Pilcher et al., 1997; Pilcher et al., 1999).

Die ECM dient auch als Reservoir fur Wachstumsfaktoren. Die Faktoren TGF31 und BMP2 sind
an CollagenllA gebunden (Zhu et al., 1999). Die Freisetzung erfolgt nach Spaltung durch die
Procollagen-N-Proteinase und ermdglicht deren Aktivitét (Prockop et al., 1998).
Wechsalwirkungen zwischen Zellen und der extrazelluldren Matrix beeinflussen also eine

Vielzahl von Entwicklungsprozessen.
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A

6 (3-4) Mittelliniengliazellen

2 MP 1 Neurone
6 YUM Neurone

Medianer Neuroblast

Abb. 1 Das embryonale ZNS von Drosophila. A) schematische Darstellung der Mittellinie eines Segmentes und B)
der Zelltypen, die sich daraus entwickeln. C) Das Axonmuster des ZNS, mit mAb BP102 dargestellt.
a anteriore, p posteriore Kommissur, | longitudinale Konnektive. Die Mittelliniengliazellen (blau) liegen z.T.
zwischen den Kommissuren. D,E) Sagittalschnitte des ZNS. In D) sind die Mittelliniengliazellen, in E) die
Mittellinienneurone in blau dargestellt. Darstellung nach Klambt et al., 1997.

1.5 Die organisierende Funktion der Mittellinie bei der Entwicklung des ZNS

Das embryonale Bauchmark in Drosophila, das zusammen mit dem Oberschlundganglion (dem
Gehirn) das ZNS bildet, zeigt einen sehr regelmaldigen, sich segmental wiederholenden Aufbau.
Die neuronalen Axone bilden ein strickleiterartiges Muster. Es besteht aus zwel von anterior nach
posterior verlaufenden Konnektiven. Diese sind durch zwel Kommissuren pro Segment, der
anterioren und der posterioren, verbunden (Abb. 1C).

Bel der Entwicklung dieses Musters spielen die Zellen der Mittellinie eine entscheidende
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organisierende Rolle. Sie besteht aus zwei verschiedenen Zelltypen, den Mittellinienneuronen
und den Mittelliniengliazellen (Abb. 1).

Die Mittellinie entsteht aus dem Mesektoderm, je einer Zellreihe, die lateral zwischen dem
Mesoderm und dem Neuroektoderm liegt (Crews et al., 1988; Thomas et al., 1988). Durch die
Invagination des Mesoderms kommen die beiden Zellreithen des Mesektoderms im ventralen
Bereich des Embryos zu liegen und bilden dort die Mittellinie. Diese zeichnet sich durch die
Expression des Gens single-minded (sim) als Hauptregulatorgen aus (Nambu et al., 1991). Durch
die Wirkung verschiedener Segmentierungsgene wie hedgehog oder patched werden die beiden
Zé€lltypen innerhalb eines Segmentes spezifiziert (Dong und Jacobs, 1997; Hummel et al., 1999):
Im anterioren Bereich entstehen die Mittelliniengliazellen (MLG) und im posterioren die
Mittellinienneurone (Abb. 1A, B).

Die Entwicklung der Mittellinienneurone steht unter Kontrolle des Gens orthodenticle
(Finkelstein et al., 1990). Fur die Mitteliniengliazellen ist die Aktivierung des EGF-Rezeptors
notwendig (Zak et al., 1990; Scholz et al., 1997). Die nachgeschaltete Signalkaskade fuhrt zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors POINTEDP2, der die Differenzierung der MLG enleitet
(Brunner et al., 1994; O'Neill et al., 1994).

Die Zdllen der Mittellinie exprimieren zu Beginn der ZNS-Entwicklung NETRIN-Proteine. Diese
stellen ein diffusibles attraktives Signal dar und sorgen dafur, dal3 erste kommissurale Axone zur
Mittellinie hinwachsen (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994; Serafini et al., 1996; Harris et
al., 1996; Mitchell et al., 1996). Fur diesen Prozef3 scheint die NETRIN-Expression in den
Mittellinienneuronen ausreichend zu sein, da die Ablation der ML G nicht zu einer Reduktion der
kommissuralen Axone fuhrt (Zhou et al., 1995).

Die lateralen Neurone exprimieren das Gen roundabout (robo, Seeger et al., 1993). ROBO ist
normalerweise dafur verantwortlich, dal3 die Neurone ipsilateral projizieren und die Mittellinie
nicht kreuzen (Kidd et al., 1998a). Die MLG exprimieren COMMISSURELESS. Dieses Protein
wird Uber einen unbekannten Mechanismus auf die kommissuralen Axone Ubertragen und sorgt
fur eine Herunterregulation der robo-Expression. Dies erlaubt den kommissuralen Axonen, die
Mittellinie zu kreuzen (Tear et al., 1996; Kidd et al., 1998b). Erneute Expression von ROBO in
den Neuronen sorgt fur ein Verbleiben auf der kontralateralen Seite und verhindert ein erneutes
Kreuzen der Mittellinie.

Die MLG haben spéater bel der Etablierung des Axonmusters eine weitere entscheidende

Funktion: Sie interkalieren zwischen die beiden Kommissuren, die sich in enger Nachbarschaft
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entwickelt haben, und sorgen so fur ihre rdumliche Trennung. Defekte in den
Mittelliniengliazellen verhindern diese Trennung und resultieren in einem ,fusionierten
Kommissuren®“-Phanotyp (Abb. 12, 27B). Dieser Phanotyp ist charakteristisch fir
Differenzierungdefekte der Mittelliniengliazellen.

1.6 Ziel der Arbeit
Die tramtrack-Gruppe umfaldt die Gene disembodied, rippchen, phantom, shade, shadow, spook,

shroud und tramtrack, die aufgrund &hnlicher Ausfallphénotypen zu einer Gruppe
zusammengefaldt wurden. Das Ziel der Arbeit bestand in einer Charakterisierung dieser
Gengruppe hinsichtlich ihrer Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems.

Zunéchst sollte die Funktion des Gens tramtrack fur die Nervensystementwicklung, speziell fur
die der ZNS-Gliazellen untersucht werden.

Die weitere Aufgabe bestand in der Charakterisierung der Ubrigen Gengruppenmitglieder. Dies
beinhaltete die genaue Kartierung und eine detaillierte Beschreibung der Ausfallphénotypen,
besonders in Hinblick auf das Nervensystem. Mdgliche Interaktionen untereinander und mit
verschiedenen anderen Signalwegen sollten untersucht werden. Schliefdlich sollte ein Mitglied der
Gengruppe molekular isoliert und charakterisiert werden, um eine Vorstellung der molekularen

Zusammenhénge zu bekommen.
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2. Material und Methoden

2.1 Puffer, Medien und L 6sungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von folgenden Firmen bezogen:
Aldrich (Steinheim), Biomol (GroR3-Gerau), Boehringer (Mannheim), Fluka (NeuUIm),
BIBCO/BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), PharmacialLKB (Freiburg), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg), Sigma (Deishofen).

Agarablageplatten

Araldit

BCIP-LGsung

Church Hybridisierldsung

Church Stammldsung

Church Waschl6sung

DAB-Ldsung

DEPC-H,O

18 g Agar werden in 500 ml Leitungswasser gelost und
autoklaviert. 8 g Saccharose und 1 ml Eisessig werden in
150 ml Leitungswasser gegeben und mit dem ca. 50 °C
warmen Agar vermischt.

52 ml Araldit Cy 212

48 ml Araldit Hy 964 (Harter)

1 h langsam rihren

2 ml Araldit Dy 964 (Beschleuniger) hinzutropfen

50 mg/ml BCIP in 70 % Dimethylformamid

0,5 M Church Stammlésung
7% SDS

1 M NgHPQO,4, mit HsPO,4 auf pH 7,2 eingestel It

40 mM Church Stammlésung
1% SDS

0,5 mg/ml Diaminobenzidin in PBS

0,1 % Diethylpyrocarbonat in H,O,

ca 2 h stehen lassen, anschlief3end autoklavieren



Material und Methoden

Drosophila-Standardmedium

EDTA

Ethidiumbromid

Fixativ (fir Chromosomen)

Formal dehydfix

Heptanfix

Heptankleber

Hoyers Medium

Hybridisierungspuffer

9
8,5 g Agar 18 g Trockenhefe
10 g Sojamehl 77 g Maismehl
41 g Rubensirup 82 g Malzextrakt
1/5 ERl6ffel Nipagin 4,5 ml Propionsdure

in 11 Leitungswasser l6sen

0,5M EDTA, mit 0,5 N NaOH auf pH 8 einstellen

10 mg/ml, 4 pl/200 ml Agarose

Essigsaure/Wasser/Milchsaure 3:2:1

3,7 % Formaldehyd in PBS,
1:1 mit Heptan Uberschichtet

100 ml 2,5 % Glutaradehyd in PBS, 1:1 mit Heptan
auffillen und zum Gebrauch kréftig schitteln;
die Heptanphase zum Fixieren verwenden

Von Klebeband (Tesapack; Beiersdorf, Hamburg) wird
der Kleber mit n-Heptan Uber mehrere Stunden vom
Band gelost. Der Uberstand wird abgegossen,
zentrifugiert und stellt das Klebergemisch dar.

30 g Gummi arabicum
50 ml H,O, Uber Nacht riihren
200 g Chlorahydrat langsam unter Rihren hinzugeben

20 g Glycerin, zentrifugieren

50 % Formamid
5x SSC

50 pg/ml Heparin
0,1 % Tween 20
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Hybridisierl6sung

I njektionsansatz

10 x Injektionspuffer

LB-Medium

Lysispuffer

Natriumhypochloritl6sung

NBT-Ldsung

NBT-Puffer

10

Hybridisierungspuffer
100 pg/ml denaturierte Lachssperma-DNA

ca 5 ug DNA

1,5 pg Helper-DNA (pUChsD2-3, Laski et al.,1986)
1 ul Phenolrot

1,5 pl 10 x Injektionspuffer

ad 15 pl H,O

1 mM Phosphatpuffer pH 7,4
50 mM KCI

10 g Bacto Trypton 140

5 g Bacto Yeast Extract

10 g NaCl

ad 1l H,O

ggf. pH 7 mit NaOH einstellen und autoklavieren
fur LB-Agar 12 g Agar pro 500 ml Medium zusetzen

0,1 M Trig/HCI, pH 9,0
0,1 M EDTA
1% SDS

10-15 % aktives Chlor (Chlorbleichlauge,

Schindler & Co.), 1:1 mit Leitungswasser verdiinnen

75 mg/ml NBT in 70 % Dimethylformamid

100 mM NaCl
150 mM MgCh
100 mM TrigHCI, pH 9,5



Material und Methoden

NZY-Medium

PBS

PBT

Phosphat-Puffer pH 7,0

Phosphat-Puffer pH 7,2

Phosphat-Puffer pH 7,4

RNA-Formaldehydgel

10 g Bacto Trypton 140
1 g Bacto Trypton 5

5 g Bacto Yeast Extract
5g NaCl

29 MgSOy

ad 1| H,O, autoklavieren

fir NZY-Agar 12 g Agar pro 500 ml Medium zusetzen

(fir Top-Agar 6 g Agar pro 500 ml Medium)

130 mM NaCl
7 mM NaHPO4
3 MM KH;PO4
2,7mM KCI

pH 7,6

0,3 % Triton X-100 in PBS

577 ml 1 M NaHPO4
423 ml 1 M NaH2PO4

684 ml 1 M NaHPO,
316 ml 1 M NaH,PO4

774 ml 1 M NaHPO4
226 ml 1 M NaH2PO4

Agarose in H,O aufkochen (3,5 Teile)

auf ca. 60 °C abkihlen lassen
Zugabe 2,2 M Formaldehyd (1 Teil)
1 x Formaldehydgel-Laufpuffer (1,1 Teile)

Gel vor Probenauftrag 5 min vorlaufen lassen
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5 x RNA-Formaldehydgel-
Laufpuffer

RNA-Formal dehydgel

(Probenvorbereitung)

RNA-Homo-Puffer

RNase-Stockldsung

RNase-Wasser

SB-Medium

SM-Puffer

12

0,2 M MOPSpH 7,0
40 mM NaAc
5mM EDTA pH 8,0

4,5 ul RNA

2 ul 5 x RNA-Formaldehydgel -L aufpuffer

3,5 ul Formaldehyd

10 pl Formamid

15 min auf 65 °C aufheizen, anschlief3end auf Eis stellen

50 mM Trig/HCl pH 7,5

60 mM NaCl

20mM EDTA

1% SDS

50 pl Proteinase K (20 mg/ml) direkt vor Gebrauch

100 mg/ml RNase (TypA) in 0,01 M Natriumacetat,
pH 5,2 l6sen, 15 min kochen und mit 0,1 Vol Tris’/HCI,
pH 7,5 auf pH 7 einstellen. Lagerung bei -20 °C

RNase-Stockldsung (0,2 pug/ml) in Millipore-Wasser

35 g Bacto Trypton 140

20 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

ad1ll HO

gaf. pH 7 mit NaOH einstellen und autoklavieren

10 mM NaCl
10 mM MgSOq
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
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SOC-Medium

20 x SSC

STET

10 x TBE

Tris/HCI

TE

2 x YT-Medium

2 % Bacto Trypton 140
0,5 % Bacto Y east Extract
10 mM NaCl

2,5mM KCI

10 mM MgCh

10 mM MgSO,4

autoklavieren, dann auf 20 mM Glukose einstellen

3 M NaCl
300 mM Na-Citrat

8 % Saccharose

5 % Triton X-100

50 mM EDTA

50 mM TrigHCI pH 8,0

500 mM Trig/HCI pH 8,2
500 mM Borsaure
50 mM EDTA

1 M Trisbase, pH mit HCI einstellen

10 mM Tris/HCI, pH 8
1 mM EDTA

17 g Bacto Trypton 140

10 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

ad 1l HO

ggf. pH 7 mit NaOH einstellen und autoklavieren

13
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2.2 Verwendete AntikOr per

2.2.1 Primare AntikOrper

(Die Zahlen in Klammern geben die Verdiinnungen an)

BP102
(1:120)

22C10
(1:200)

44C11 (anti-elav)
(1:10)

1D4 (anti-Fasciclin 1)
(1:120)

MR1A (anti-prospero)
(2:5)

anti- hindsight
(1:50)

2A12
(1:5)

anti-engrailed
(1:10)

anti- even skipped
(1:10)

anti- b-Gal aktosidase
(1:5000)

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

14

(Bieber, Patel, Goodman,

unvertffentlicht)

(Fujitaet al., 1982)

(Bier et al., 1988)

(Helt und Goodman,

unvertffentlicht)

(Spana und Doe, 1995)

(Yip et al.,1997)

(Developmental Studies

Hybridoma Bank, lowa)

(Patel et al., 1989)

(Patel et al., 1994)

(Cappel)
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anti-repo Kaninchen, polyklonal (Halter et al., 1995)
(1:1000)

anti-tramtrackp69 Ratte, polyklona (Giesen et al., 1997)
(1:1000)

anti-tramtrackp88 Meerschweinchen, polyklonal (Giesen et al., 1997)
(1:1000)

anti-snail Kaninchen, polyklonal (Reuter)
(1:1000)

2.2.2 Sekundére AntikOrper
(alle Verdinnungen 1:1000; Dianova GmbH)

AP-gekoppelte Ziege-anti-K aninchen-F(ab)-2-Fragmente
HRP-gekoppelte Ziege-anti-M aus-F(ab)-2-Fragmente
HRP-gekoppelte Ziege-anti-K aninchen-F(ab)-2-Fragmente
HRP-gekoppelte Ziege-anti-M eerschwei nchen-F(ab)-Fragmente
HRP-gekoppelte Ziege-anti-Ratte-F(ab)-2-Fragmente
Cy3-gekoppelte Ziege-anti-Maus-F(ab)-2-Fragmente (1:200)
Cy3-gekoppelte Ziege-anti-Ratte-F(ab)-2-Fragmente (1:200)
Cy5-gekoppelte Ziege-anti-Ratte-F(ab)-2-Fragmente (1:200)
Cy5-gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen-F(ab)-2-Fragmente (1:200)

2.3 Verwendete cDNAS

tramtrackp69 Harrison und Travers, 1990
tramtrackp88 Harrison und Travers, 1990
pointedP2 Klambt, 1993

masquer ade Murugasu-Osi et al., 1995
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2.4 Fliegenstdmme

16

Fliegenstdmme wurden, wenn nicht anders vermerkt, aus den Stock Centern in Bloomington

oder Umea bezogen.

Samm Merkmale Literatur/Herkunft
wiis Wildtyp, white Stammsammlung Labor
C. Klambt
D2-3,Ki,p° konstitutiv aktives Transposase- Robertsonet al., 1988
Gen auf dem 3. Chromosom
UAS-lacZ UAS-Sequenz vor lacZ-Gen Brand und Perrimon, 1993
gem™* glial cellsmissing-Allel Jones et al., 1995

mass“B; 154; xs76; x124

V\;nélh

w™: E512

wmh:

T(2;3) apXa Su(var)101

Ovo[D1]-FRT-3L bzw.
Ovo[D1]-FRT-3R

(11A14

spi

masguerade-Allele

variegierte Augen

variegierte Augen, mit einem

Enhancer of Variegation kombiniert

variegierte Augen, mit einem

Supressor of Variegation kombiniert

weibliche Sterilitét bzw. FRT-

Sequenzen auf 3. Chromosom

spitzAllel

Murugasu-Oei et al., 1995

Dorn et al., 1993b

Dorn et al., 1993b

Dorn et al., 1993b

Chou et al., 1993

Nusslein-Volhard et al.,
1984
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2.4.1 P-Elementlinien

AT2

D30

E(var)181

K110

Q114

R135

S87

2.4.2 Enhancer trap-Linien

AA142

rA87

rl50

X55

MHC-lacz

btl-Gal4, UASt-GFP

P{w",lacZ]-Insertion bei 64A1-3

P[w",lacZ]-Insertion bei 100A

P[hsneory*]-Insertion bei 75A5-10

P[w",lacZ]-Insertion bei 70E

P[w",lacZ]-Insertion bei 64C12-14

P[w",lacZ]-Insertion bei 85D1-2

P[w",lacZ]-Insertion in prospero
(86E1-2)

(3-Gal-Expression in ML-Glia

(3-Gal-Expression in

longitudinalen Glia

(3-Gal-Expression in

longitudinalen Glia

[3-Gal-Expression in ML-Neuronen

[3-Gal-Expression in somatischer
Muskul atur

C. Klambt

C. Klambt

Dorn et al., 1993b

C. Klambt

C. Klambt

C. Klambt

C. Kléambt

Klambt et al., 1991

Kldmbt and Goodman,
1991

Klaes et al., 1994

Klambt et al., 1991

Hesset al, 1989

GFP-Enhancer trap Linie (Tracheen) B. Shilo

17
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2.4.3 Allele der tramtr ack-Gruppengene

disembodied-Allele
dib®
d| bBl?; D3

. - - . k- _ N -
di bD4 42, D2-65*; E2-70; J3-124

haunted-Allele

h aull; 1M; 9G

phantom-Allele
EX

phm

rippchen-Allele
D1-42*; O2-54

rpc

shade-Allele
g,]dl; 2;3
Sthl—53* » J1-28; N2-175

shadow-Allele

sadb ?
. . _Qk - - . -
SadCl 25; C3-9*; G1-19; J1-35

spook-Allele
SpOl; 2
Spo

D3-110%; D4-25; E2-13; E2-68

shroud-Allele
srob?

e OT35; 04-105

tramtrack-Allele

18

Stammsammlung Tubingen
Harrison et al., 1995

Stammsammlung Labor C. Klambt

Stammsammlung Tubingen

Stammsammlung TUbingen

Stammsammlung Labor C. Klambt

Stammsammlung Tubingen

Stammsammlung Labor C. Klambt

Stammsammlung Tubingen

Stammsammlung Labor C. Klambt

Stammsammlung TUbingen

Stammsammlung Labor C. Klambt

Stammsammlung Tubingen

Stammsammlung Labor C. Klambt

amorphes EMS-Allel, Salzberg et al., 1994

Die mit * versehenen Stamme tragen eine AA142 P[w" lac Z] Insertion.
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2.4.4 VV erwendete tramtr ack-K onstrukte

UASttk p69 tramtrack p69 in pUAST Giesen et al.,1997
UASttk p88 tramtrack p88in pUAST Giesen et al.,1997
UASttk 130C tramtrack p69 ohne POZ/BTB- P. Badenhorst,
Domane (D 130) unverdffentlicht
UASttk 130 tramtrack p69, nur POZ/BTB P. Badenhorst,
Domane unveroffentlicht

UASttk m2, m13, m19 tramtrack p69, verschiedene Punkt- P. Badenhorst,
mutationen in der POZ-Doméane unveroffentlicht
(m2: S53A; m13: D32A; m19: D32N)

2.4.5 Gal4-Aktivatorlinien

511 rhomboid-Gal4, 2. Chromosom Ip & Levine, unverdffentlicht
512 rhomboid-Gal4, 3. Chromosom Ip & Levine, unverdffentlicht
537 scabrous-Ga4 U. Hinz

di-Gal Il dit-Gal4, 3. Chromosom Klambt et al., 1996

neudi Gal 2+ X1V dit-Gal4, 2. Chromosom Klambt et al., 1996

Kr-Ga4 krUppel-Gal4 M. Leptin

am-Gal4 single-minded- Gal4 Scholz et al., 1997

K24 sevenless-Gal4 K. Bader, unveroffentlicht
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2.4.6 Balancerchromosomen

CyO zweitchromosomaler Balancer,

Curly-markiert

) Sernopleural-markiertes zweites
Chromosom
™2 drittchromosomaler Balancer,

Ultrabithor ax-markiert

TM3 drittchromosomaler Balancer,
Subbled-markiert, auch mit

Plelav-lacZ] a's blue balancer

TM6 drittchromosomaler Balancer,
diverse Varianten, auch mit
P[Ubx-lacZ] a's blue balancer

MKRS drittchromosomaler Balancer,
Subbled-markiert

Stammsammlung Labor
C. Klambt

Stammsammlung L abor
C. Kléambt

Stammsammlung L abor
C. Klambt

Stammsammlung Labor
C. Klambt

Stammsammlung Labor
C. Klambt

Stammsammlung Labor
C. Klambt

20
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2.5 Genetische M ethoden

2.5.1 Hiegenzucht

Die Fliegenstdmme werden in der Regel auf Drosophila-Standardmedium in Plastikréhrchen

bei 25 °C gehdten. Fir Kreuzungen werden jungfrauliche Weibchen und Ménnchen

verschiedener Altersstufen verwendet.

2.5.2 Sammeln von Embryonen
Fir Eiablagen werden gut gefitterte Fliegen in ein mit Luftléchern versehenes Plastikgefan

Uberfiihrt. Dieses Gefald wird mit einer Ablageagarplatte (mit etwas frischer Béckerhefe)

verschlossen. Die Platten werden im allgemeinen alle 12 Stunden gewechselt.

2.5.3 Herstellung von Augenklonen/ Keimbahnklonen
Larven werden bel 120 kV unter Verwendung eines 0,3 mm Alufilters mit 10 Gray bestrahlt.

Bel Verwendung geeigneter genetischer Marker (Augenfarbe) findet man bei den
schliupfenden Fliegen entsprechende Augenklone. Fur Keimbahnklone werden vorher

Kreuzungen gegen OvoD-FRT-Chromosomen angesetzt.

2.5.4 Mobiliserung von P-Elementen (,Jump Out”)

Das Einkreuzen einer Transposase in eine P-Element-Linie dient der Erzeugung von
Revertanten und/oder Exzisionsmutanten. Dabei wird auf Verlust des w*- oder ry*-markierten
P-Elementes selektiert.

A2- 3Ki,pP P[W+]
P: A2- 3,Ki,pp X
_TM2 __Plw*]
Fi: W' e X A2- 3 Ki,pp

In der F>-Generation werden weiRaugige Mannchen (ohne P-Element) erneut gegen Balancer-

Weibchen gekreuzt und daraus Stdmme etabliert.
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2.5.5 Erzeugung P-Element induzierter Mutationen (,,Local Hop”)

Erfolgt ebenfalls durch Mobilisierung des P-Elementes, allerdings werden in der Fo-
Generation P-Element-tragende Mannchen (" bzw ry") auf Letalitidt Uber entsprechende
Mutationen getestet. Im Falle der Nicht-Komplementation (allelisches Verhalten) werden
Stdmme etabliert.

2.6 Histologische M ethoden

2.6.1 whole mount-Antikorperfarbung von Drosophila-Embryonen

Embryonen werden mit PBT von Ablageagarplatten in multiwell-Plexiglasplatten (kurz:
MWP) tberfiihrt
Dechorionisierung mit 5 % NaOCI fur 3-5 min
mit H,O waschen, auf Papierhandttichern trocknen
Uberfuihren der MWP in Heptanfix, Fixierung fir 6-10 min
[sollen kernstandige Proteine nachgewiesen werden, so empfiehlt sich Formaldehydfixierung:
Uberfiihren der MWP in Heptan
Uberfiihren der Embryonen in ein verschlief¥ares Reagenzglas mit 2 ml Heptan
2 ml 3,7 % Formaldehyd/PBS
Fixierung auf dem Taumler fir 15 min
Absaugen der wéaldrigen Phase]
Zugabe von 2 ml MeOH, zur Devitellinisierung kréftig schtitteln, Embryonen absinken lassen
Heptan und MeOH entfernen
je einmal kurz mit MeOH und 80 % EtOH waschen
3 x kurz mit PBT waschen, 3 x 20 min mit PBT auf Taumler waschen
Prainkubation in 10 % GS/PBT fur 1 Stunde
Inkubation des ersten Antikorpers in geeigneter Verdunnung in 1 ml 10 % GS/PBT U.N. bei
4°C auf Taumler
3 x 20 min mit PBT waschen
Inkubation des zweiten Antikorpersin 10 % GS/PBT fur 2 h bei RT

3 x 20 min PBT waschen
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2.6.2 Antikorperspezifische Nachwei sreaktionen

Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung

Embryonen mit NBT-Puffer waschen

Embryonen in 1 ml NBT-Puffer aufnehmen

4,5 pl NBT-L6sung und 3,5 pl BCIP-L6sung zugeben
Stoppen der Reaktion mit PBT, wenn Féarbung erreicht ist

3 x waschen mit PBT

M eerretti ch-Peroxidase (HRP)-Férbung
Inkubation der Embryonen in 0,5 ml DAB-L6sung (0,5 mg/ml PBS) + 1 pl H,O,
Abstoppen der Reaktion mit PBT, wenn gewlnschte Farbstérke erreicht ist

3x waschen mit PBT

Aufbewahrung der Embryonen in 70 % Glycerin, ggf. Filetierung

2.6.3 whole mount-in situ-Hybridisierung
(Alle Lésungen werden mit DEPC-H,O angesetzt; PBT mit 0,1 % Tween 20 in PBS)

Uberfuihren der Embryonen mit PBT von Ablageagarplatten in MWP

Waschen mit PBT

Dechorionisierung mit 5 % NaOCI fir 3-5 min

mit H,O waschen, auf Papierhandtlichern trocknen

Waschen mit H,O

Uberfiihren der MWP in Heptan

Uberfiihren der Embryonen in ein verschliefRbares Reagenzglas mit 2 ml Heptan
Fixierung mit 2 ml 10 % Formaldehyd in PBS fur 30 min

zur Devitellinisierung wéldrige Phase abnehmen

Zugabe von 2 ml MeOH, kréftig schitteln, Embryonen absinken lassen

Heptan und MeOH entfernen

Waschen mit MeOH (und mehrmals mit 100 % EtOH, falls die Embryonen be -20 °C
gelagert werden sollen)

Waschen mit MeOH/PBT 1:1
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zweites Fixieren mit 5 % Formaldehyd in PBT fir 20 min
3 x 2 min mit PBT waschen
Proteinase-Verdau: 3 min mit 50 pg/ml nicht vorverdauter Proteinase K (Boehringer) in PBT
inkubieren
Abstoppen durch Waschen mit 2 pg/ml Glycinin PBT (1 x kurz, 1 x 5 min)
2 x kurz mit PBT waschen
Postfixierung mit 5 % Formaldehyd in PBT fir 15 min
5x 2 min mit PBT waschen
Waschen mit PBT/Hybridisierlésung 1:1
Waschen mit Hybridisierl6sung
Vorhybridisierung in Hybridisierlosung bei 50 °C fir mind. 1 h
Hybridisierung in kleinem Volumen mit ca. 10 ng DIG-Probe bel 50 °C tber Nacht
Waschen der Embryonen bei 50 °C:
1 x Hybridisierldsung fur 10 min, 1 x Hybridisierldsung/PBT 1:1 fur 10 min,
5x PBT fur 20 min
1 x 10 min mit PBT bel RT waschen
Inkubation mit praabsorbiertem anti-DIG-Antikorper (1:2000) 1 h bei RT oder 0. N. bei 4 °C
4 x 20 min mit PBT waschen
5 min in NBT-Puffer waschen
Nachwei sreaktion:
Embryonen in 1ml NBT-Puffer aufnehmen
4,5 ul NBT-L6sung und 3,5 pl BCIP-Ldsung zugeben, im Dunkeln inkubieren
Abstoppen durch Waschen mit PBT
Embryonen durch Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 95%, 2 x 100%) entwassern und in
Kanadabalsam (Roth, Karlsruhe) einbetten

2.6.4 Hybridisierung an polytanen Spei chel driisenchromosomen

Siliconisieren von Deckglésern

Deckgléser in 1 % Dichlordimethylsilan in Chloroform baden

trocknen (> 1h)
in 100 % EtOH aufbewahren
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Pré&paration von Speichel driisenchromosomen

L3-Larven mit Hefe anflttern

Herauspréparieren der Speicheldriisen in 45 % Essigsdure

Uberfuihren auf Objekttrager mit Fixativ

Auflegen eines siliconisierten Deckglases, leichtes Zerreiben der Speicheldriisen
Uberschiissige FlUssigkeit abtupfen und Préparat kraftigem Druck aussetzen

Deckglas in flussigem Stickstoff abflippen und Objekttréger sofort in 99 % EtOH fir 5 min
Uberfihren

L ufttrocknen

Chromosomenhybridisierung
Waschen der Objekttrager 30 minin 2 x SSC bel 65 °C, 2 minin 2 x SSC bel RT
Acetylieren in 50 ml 0,1 M Triethanolamin, 62,5 ul Acetanhydrid fir 10 min

2Xx5minin 2 x SSC waschen

Dehydrieren 2 x 5 minin 70 % EtOH, 5 min in 95 % EtOH

L ufttrocknen

Denaturieren fur 3 minin 0,07 N NaOH

2x5minin 2 x SSC waschen

erneut Dehydrieren (s.0.)

denaturierte DIG-Probe in 40 pl Hybridisierungsldsung auftropfen, Deckglas auflegen

Uber Nacht bel 37 °C in feuchter Kammer

in Hybridisierungspuffer spilen

2 x 10 min in PBS waschen

100 pl AP-anti-DIG-Antikorper (1:1000 in PBS) auftropfen, Deckglas auflegen und > 1 h bel
RT in feuchter Kammer inkubieren

4 x 5 minin PBS waschen

kurz in NBT-Puffer baden

100 pl Farbelosung (1 ml NBT-Puffer, 4,5 pl NBT-Losung, 3,5 pl BCIP-Ldsung) aufbringen
1-12 h in feuchter Kammer bel 37 °C,

Abstoppen durch Waschen mit bidestilliertem Wasser, bei 4 °C aufbewahren

Giemsa-Farbung von Chromosomen

Objekttrager 50 sin Giemsa-L6sung (1 x Giemsain 10 mM Phosphatpuffer pH 7,2)

inkubieren, mit Wasser abstoppen
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2.6.5 Kutikula-Praparation von Embryonen

Von einer gealterten Ablageplatte werden die toten Embryonen abgesammelt, in 5 % NaOCI
dechorionisiert und anschlieffend in Wasser Uberfihrt. Mit einem Pinsel werden die
Embryonen in Hoyers Medium Ubertragen und ein Deckglas aufgelegt. Die Klarung erfolgt
bei 65 °C Uber Nacht. (Besserer Kontrast wird durch Einbetten in Hoyers/Milchsaure 1:1
erzielt.)

Manuelle Devitdlinisierung der Embryonen

(Es empfiehlt sich Fixierung in Glycerin/Essigsaure 1:4 fur mind. 1 h bel 65 °C)
Embryonen nach Fixierung auf doppelseitiges Klebeband Ubertragen, Rest Fixativ absaugen
und mit HO Uberschichten. Die Embryonen kénnen nun mit einer stumpfen Nadel aus der

Vitelinmembran entfernt und in Hoyers Uberfihrt werden.

2.6.6 Anfertigung von Augenschnitten

Simultanfixierung fir Augenschnitte
Alle Schritte bis zum Ende der Alkoholreihe werden auf Eis durchgefiihrt, danach bei RT.

Die Augen werden abgeschnitten und fir 30 min in 2 % Glutaraldehyd, 1 % Osmiumtetroxid
in 0,1 M Phosphatpuffer fixiert. Danach 2 x mit 0,1 M Phosphatpuffer waschen und fur 2 h in
2 % Osmiumtetroxid in 0,1 M Phosphatpuffer nachfixieren. Die Augen werden mit dest.
Wasser gewaschen, Uber eine Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 2x 100 % EtOH)
fir je 5 min entwéassert und 2 x 15 min in Propylenoxid inkubiert. Danach erfolgt
Propylenoxid/Araldit (1:1) Uber Nacht und reines Araldit fir 8-12 h. Die Augen werden in
Araldit in entsprechenden Formen eingebettet. Das Araldit hartet bei 65 °C Uber Nacht aus.

Die Augen werden am Mikrotom mit einem Glasmesser in Scheiben einer Dicke von 1,5 um
geschnitten und in Permount eingebettet.

2.6.7 Dunnschnitte von Embryonen

Die Embryonen werden manuell devitellinisiert (ohne Fixierung) und simultanfixiert (s.0.)
bzw. nach evtl. Antikorperfarbung entwéssert, in Propylenoxid inkubiert und anschlief3end in
Araldit eingebettet. Die Embryonen werden in Scheiben geeigneter Dicke geschnitten.
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2.7 Molekularbiologische M ethoden

2.7.1 DNA-Restriktion

Restriktionsenzyme wurden von der Firma Boehringer Mannheim bezogen. DNA-

Restriktionen erfolgten gemal3 Herstellerangaben.

2.7.2 Gelelektrophorese
Trennung der DNA-Fragmente bei 100-150 V durch Horizontal-Gelelektrophorese in

Ethidiumbromid-Agarosegelen, je nach Verwendungszweck mit Gelen von 0.8-1 %
Agarose/TBE (Sambrook et al., 1989), zum Grolenvergleich dient eine 1 kb-Leiter
(Gibco/BRL).

2.7.3 Konzentrationshestimmung von DNA-L dsungen

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sung wird ein zweckmédiges Volumen auf ein
Agarose-Gel aufgetragen. Als Standard dient 1 pg 1kb-Leiter (Gibco/BRL). Die
Konzentration der DNA-L6sung wird durch Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitéten
unter UV-Licht abgeschétzt.

2.7.4 Elution von DNA -Fragmenten aus einem praparativen Gel

Restriktionsverdau mit gewlinschter Menge DNA
Gelelektrophorese

Ausschneiden der Banden mit Hilfe einer Rasierklinge auf einem UV-Tisch

Elektroelution

Das Gelstiick wird in ein Isco Kammersystem gelegt, das mit 0,1 x TBE, 0,005 % SDS gefullt
ist. Die duRere Kammer wird mit 2 x TBE gefillt. Die Elution erfolgt bei 4 mA pro Kammer
fur 1 Stunde. Anschlief3end wird die Elektrophoreserichtung fur 10 s umgepolt, um die DNA

von der Membran zu |6sen.

Séulen-Elution
Die Elution wurde mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Disseldorf) gemai
Herstellerangaben durchgefiihrt.
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2.7.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation werden Vektor und das zu klonierende DNA-Fragment im molaren Verhdltnis
von 1:3 bis 1:10 eingesetzt.

Wird der Vektor nur mit einem Enzym getffnet, so ist die Vektor-DNA vor Ligation fir 1 h
mit SAP (1 pg/pl shrimp akaline phosphatase, Boehringer) zu behandeln, um durch
Dephosphorylierung die kinetisch bevorzugte, intramolekulare Religation zu verhindern. Bei
Vektoren, die mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen getffnet wurden, kann darauf

verzichtet werden.

Ligationsansatz

100 ng Vektor-DNA

3-10fache molare Menge Fragment-DNA

4 ul 5 x Ligasepuffer (BRL)

ad 20 ul H,O

1 pl T4-Ligase (BRL)

Inkubation 2 h bei 37 °C oder U.N. bei 14 °C

2.7.6 Hesedlung von eektrotransformationskompetenten XL-1 blue- oder

DH5-a -Escherichia coli

11(2x0,51) LB-Medium mit 10 ml einer frischen Ubernachtkultur animpfen, bei 37 °C im
Schiittler bis zu einer ODggo von 0,4-0,6 inkubieren.

Kultur 15-20 min auf Eis stellen

in einem vorgekuhlten Rotor bei 4000 rpm 15 min bei 4 °C zentrifugieren
Pellet in 1| kaltem bidestillierten Wasser resuspendieren

Zentrifugation wie oben

Pellet in 0,5 | kaltem bidestillierten Wasser resuspendieren
Zentrifugation wie oben

Pellet in ca. 20 ml 10 % Glycerin/H,O resuspendieren

Zentrifugation wie oben

Resuspendieren des Pdllets in 2-3 ml 10 % Glycerin/H,O
(Zellkonzentration betragt dann ungefahr 1-3 x 10° Zellen/ml)

auf Eis 40 pl-Aliquots der Suspension herstellen und bei -70 °C lagern



Material und Methoden 29

2.7.7 Elektrotransformation von Bakterienzellen

kompetente Zellen auf Eis auftauen

40 ul Zelsuspension mit geeigneter DNA-Menge (0,5-2 pl DNA-L6sung) mischen und in
eine 0,2 cm Elektroporationskivette tberfihren

im "Gene Pulser" (Biorad) transformieren:

Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstarke von 12,5 KV/cm

sofort 1 ml handwarmes SOC-Medium zugeben, in Reagenzglas Uberflhren und bei 37 °C fur
30-60 min inkubieren

auf geeignetem Medium ausplattieren, G.N. bei 37 °C inkubieren

2.7.8 Mini-Prdparation von Plasmid-DNA

2 ml LB-Medium (mit Selektion) mit Einzelkolonie animpfen und G.N. im 37 °C-Schittler
inkubieren

Ca 1,5 ml Bakterienkultur in Sarstedt-Reagiergefal tberfihren, den Rest aufheben

in Tischzentrifuge 15 s bel 13.000 rpm abzentrifugieren

400 pl STET zum Pellet geben und vortexen, bis das Pellet gel0st ist

1 min kochen, anschlief3end in Tischzentrifuge 7 min bei 13.000 rpm zentrifugieren
Uberstand zu 400 pl Isopropanol in neues Reagiergefal geben, mischen durch Invertieren und
10 min bel 13.000 rpm zentrifugieren

Pellet mit 70 % Ethanol waschen, trocknen und in 200 pl RNase-H,O resuspendieren

2.7.9 Midi-Prdparation von Plasmid-DNA
Praparation grolRerer DNA-Mengen erfolgt aus 50 ml Ubernachtkulturen. Es werden dazu

Kits der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Disseldorf) entsprechend den Herstellerangaben
verwendet.

2.7.10 Praparation genomischer Fliegen-DNA

Ca. 40 betaubte Fliegen werden fir mind. 10 min bei —20 °C eingefroren
Zugabe 100 ul Lysispuffer und Homogenisation

Zugabe weiterer 700 pl Lysispuffer, gut mischen

30 min bel 70 °C inkubieren (zwischendurch mischen)

Zugabe 154 pl 8 M K-Acetat, gut mischen

30 min auf Eis inkubieren

Zentrifugation fur 30 min bei 10.000 rpm
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Uberstand tberfiihren, erneut zentrifugieren

Uberstand uberfiihren

Féallung der DNA durch Zugabe 75 pl 2 M NaCl, 700 ul I1sopropanol
vorsichtig mischen, Zentrifugation ftr 15 min bel 13.000 rpm
Uberstand abgiefien, Pellet mit 70 % EtOH waschen, trocknen lassen
Aufnahme in 100 pl RNase-Wasser

2.7.11 Praparation von Fliegen-Gesamt-RNA
Fliegen fur ca. 2 h in einem sauberen Gefal3 halten, um die Fliegen hefefrei zu bekommen
Ca. 100 Fiegenin fl. N, zerstof3en

Zugabe 4 ml RNA-Homo-Puffer und Fliegen zermorsern
Inkubation 1 h bei 37 °C

2 x Phenol-Extraktion

1 x Chloroform/I soamylalkohol (24:1)-Extraktion
Zugabe NaAc auf 200 mM

Féllung mit 2 Vol EtOH abs, Zentrifugation

Pellet mit 70 % EtOH waschen, trocknen

Ldsen des Pdlletsin 1 ml H,O

Zugabe 0,5 ml 10 M LiCl, 2 h bist. N. auf Eisinkubieren
Zentrifugation fur 10 min beli 20.000 g

Pellet mit 70 % EtOH waschen, trocknen

Pellet in 1 ml H,O I6sen

Zugabe NaAc auf 200 mM, 2 Vol EtOH abs
Zentrifugation

Pellet mit 70 % EtOH waschen, trocknen

Pellet in 400 pl H,O [6sen

2.7.12 Digoxigenin-Markierung von DNA-Proben
250 ng DNA in 15 pl Volumen (DEPC-H,O) werden durch 10 min Kochen denaturiert und
auf Eis gehaten. Die Markierung erfolgt durch Zugabe von Hexonucleotiden, dNTP-

Markierungsgemisch und Klenow-Polymerase nach Herstellerangaben fir 3 h bei 37 °C.
Danach wird der Ansatz mit DEPC-H,O auf 50 pl Volumen aufgefillt.
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2.7.13 Fluorescein-Markierung von DNA-Proben

Erfolgt mit dem Gene Images random prime labeling System (Amersham) gemald
Herstellerangaben.

2.7.14 Nachweis Fluorescein-markierter DNA-Proben

Erfolgt mit Gene Images CDP-Star Detection System (Amersham) gemal? Herstellerangaben

2.7.15 DNA-Transfer auf Nylonmembran (" Southern Blot”)

Der Kapillartransfer der DNA auf eine Nylonmembran erfolgt abgewandelt nach Sambrook et
al., 1989.

2.7.16 Hybridiserung mit einer markierten DNA-Sonde

Nylonmembran fir 1 h bei 65 °C in Church Hybridisierungspuffer prainkubieren.

Zugabe der markieren DNA-Sonde und Inkubation G.N. bei 65 °C.

Waschen mit Church Waschldsung 3 x 10 min (ggf. weniger stringente Bedingungen wahlen)
Nachwei sreaktion

2.7.17 Sichtung von Phagen

Herstellung kompetenter Zellen
Phagenwirtsstamm (Y 1090, C 600) einer frischen Ubernachtkultur auf 10 mM MgSOy,
10 mM Maltose einstellen. Die Kultur kann bel 4 °C mehrere Wochen aufbewahrt werden.

Ausplattieren von Phagen

Nach Bestimmung des Titers wird eine etwa 40.000 Phagen entsprechende Menge der
Phagenbank mit 300 ul Bakteriensuspension versetzt (fir die erste Sichtung sollten insgesamt
etwa 200.000 Phagen verwendet werden). Nach 15 min Penetrationszeit bei 37 °C werden
7 ml ca50 °C warmer NZY -Topagar hinzugegeben und auf NZY -Agarplatten ausplattiert.

Zur erneuten Sichtung werden ausgestochene Phagenplagues in 1 ml  SM-Puffer
aufgenommen. Nach 1 h wird eine entsprechende Menge der Phagensuspension (meist
Verdinnungsreihe) mit 100 ul Bakteriensuspension versetzt und nach 15 min mit 3 ml NZY -
Topagar auf NZY -Agarplatten ausplattiert.
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Herstellung von Filtern

Entsprechende Stiicke von Hybond N*-Filtermembran werden 1 min auf die Agarplatten
aufgelegt. Anschlief3end wird die DNA durch Inkubation bei 100 °C fur 1 min im Autoklaven

fixiert.

2.7.18 Praparation von Phagen-DNA
100 ml Bakteriensuspension mit Phagen 0.N. inkubieren

Zugabe 5,8 g NaCl (1 M) und 300 pl Chloroform
15 min Inkubation

Zentrifugation fur 15 min bei 6000 rpm

Uberstand mit 1/1000 Vol DNase/RNase (je 10 mg/ml) versetzen, 30 min bei 37 °C
inkubieren

Zugabe ¥2 Vol PEG 6000

Inkubation 1-2 h auf Eis

Zentrifugation fur 10 min bel 7000 rpm

Pellet im 2 ml SM aufnehmen

Phenol-Chl orof orm-Extraktion
Zugabe 1/10 Vol 0,5 M EDTA, 1/10 Vol 20 % SDS, 1 Vol Phenaol

taumeln, 5 min bel 4200 rpm zentrifugieren

Oberphase tGberfuhren

Zugabe 0,5 Vol Phenoal, 0,5 Vol Chloroform, taumeln, 2 min bei 4200 rpm zentrifugieren
Oberphase tberfuhren

Zugabe 1 Vol Choroform, taumeln, 2 min bel 4200 rpm zentrifugieren (ggf. mehrmals)

Oberphase ohne Chloroform tberfihren

Ethanolfdlung
Zugabe 1/10 Vol NH;Ac, 2,5 Vol EtOH abs., mischen

Zentrifugation fur 10 min bei 10.000 rpm
Pellet mit 70 % EtOH waschen, trocknen
in geeignetem Volumen Wasser oder TE aufnehmen

Alternativ kdnnen Kits der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Dusseldorf) entsprechend den

Herstellerangaben verwendet werden.
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2.7.19 Prgparation von Cosmid-DNA
Erfolgt aus einer 400 ml Ubernachtkultur in Y T-Medium. Cosmidbildung wird durch Zugabe
von 1 mM IPTG (frisch angesetzt) 3 h vor Ernte bzw. bei Ansetzen der Kultur induziert. Es

werden dazu Kits der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Dusseldorf) entsprechend den
Herstellerangaben verwendet.

2.7.20 Polymerase K ettenreaktion (PCR)

Fur inverse PCR wird die genomische DNA zunédchst mit geeigneten Restriktionsenzymen
(z.B. Alul, Ddel, Ndell oder Rsal) verdaut. Etwa 100 ng DNA werden 0.N. bel 16 °C in einem
Volumen von 100 pl ligiert und dienen als Template fir die Reaktion.

Reaktionsansatz (50 ul)

Menge: Standard inverse fina (c)
Template 4 ul 10 pl
10 x Puffer 5ul 1x
MgCh 1,5 mM*
dNTP (10 mM) 1pl 0,2 mM
Primer (2 uM) jel10 ul je2,5ul je0,4 uM/0,1 uM
Tag-Polymerase 1-2U
H.O ad 50 pl

* Mg-Konzentration kann ggf. erhdht werden

Temperaturprofil Standard PCR

Initiale Denaturierung 94°C 1min
Denaturierung 94°C 0:40 min
Anneling 54 °C* 0:40 min
Extension 72°C 1:30 min
Anzahl Zyklen 30

Finale Extension 72°C 5min

Kihlen 4°C nach Bedarf
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Temperaturprofil inverse PCR

Initiale Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 94°C 0:30 min
Anneling 54 °C* 1 min
Extension 72°C 3:30 min
Anzahl Zyklen 35

finale Extension 72°C 5min
Kuhlen 4°C nach Bedarf

* abhéngig vom Tm-Wert der eingesetzten Primer

2.7.21 RT-PCR

Primin

RNA 8 ul 3-5ug
Primer/Hexanucleotide 1 pl 20 uM

10 min auf 65 °C, anschlief3end auf Eis

Reverse Transkription

RNA/Primer o ul
5 x RT-Puffer 4 ul
DTTO1M 2 ul
dNTP (10 mM) 3ul
RNase-Inhibitor 0,1l
RT 1l
10 min 30°C
1h 42 °C
30 min 50°C
10 min 70°C
auf 4 °C abkuhlen

Anschlief3end werden 4 bzw. 10 pl fir eine Standard-PCR eingesetzt.
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2.7.22 Sequenzierung
Sequenzierungen wurden auf einem PE Applied Biosystems "ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer” unter Verwendung des "dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit” gemal3 Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.8.1 Herstellung des PEP-K onstruktes

tramtrack p69 cDNA im BlueSkript-Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Dralll
geschnitten, ebenso pointed 5.2 cDNA im BlueSkript-Vektor. Die Uberhange wurden mit T4-
DNA-Polymerase entfernt. Die tramtrack-DNA  wurde anschlielend mit dem

Restriktionsenzym BamHI, die pointed-DNA mit dem Restriktionsenzym Xbal geschnitten
und die entsprechenenden Fragmente, der N-terminale Teil von ttk (ttk-POZ, 1,2 kb) und der
C-terminale Teil von pnt (pnt ETS, 1,6 kb), nach Gelelektrophorese eluiert. Beide Fragmente
wurden gleichzeitig in den mit den Restriktionsenzymen Bglll und Xbal gedffneten pUAST-
Vektor hineinligiert. Um sich von der Korrektheit der Ubergangsstelle zu Uiberzeugen, wurde
sie vom Primer pnt2/1742 ausgehend sequenziert. Das resultierende Konstrukt wird PEP (fur
POZ-ETS-Protein) genannt.

2.8.2 Herstellung des UASmas-Konstruktes

Die mas cDNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms EcoR1 aus dem Blueskript-Vektor in den
pPUAST-Vektor umkloniert. Die korrekte Orientierung der cDNA wurde durch verschiedene
Restriktionsansétze bestétigt.
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2.9 Verwendete Primer

P-Element Primer:

205 CGA CGGTACCACCTTATGTT

204 TGC GAG TGA AAG GAA TAG TA

402 GAA GCT TACCGA AGT ATA CA

Placl CACCCA AGGCTCTGC TCCCACAAT
Plac4 ACT GTG CGT TAG GTCCTG TTC ATT GTT
Pryl CCT TAG CAT GTC CGT GGG GTT TGA AT
Pry2 CTT GCC GAC GGG ACCACCTTATGT TATT
tramtrack-Primer:

ttk 50 POZ GTG CTA TCC GCC TGC AGT CCC

ttk 302 PEST TAT GGA ACC TCA ACT TAT GCT GG

ttk PEST INV CCA GCA TAAGTTGAGGTT CCATA

ttk 501" Zn TACGTA TGCTCGCCCTCTTTGG

disembodied-Primer

dib 1-3 TGA AACACT TCCTGA TGT TGC C
mas 5’ ACA CGT TGG CAA ACG ATG ACG
mas 3’ TTG AGT ATG GAT TTG GTT GGG
BAC686rev TAT CAGACCAGT TGC GTC CAC
BAC709 CTC CGA AAGCCA TGCACA TCC
BAC9300rev ACCAAGCAGCTGCCCAAGCAG
scrts’ CTT CCT GAT TGT TGC CTT TGC
sort3 TGT CAA TGG CCG TCG AGA CG

sonstige Primer
pnt2/1742 TGT GGG AGT GGG GCG TGG




Ergebnisse 37

3. Ergebnisse

Zunéchst werden kurz die Ergebnisse dargestellt, die die Funktion von tramtrack fir die
embryonale Gliazellentwicklung beschreiben. Danach wird anhand weiterer Untersuchungen
die Funktion des tramtrack-Proteins analysiert und anschlief3end auf eine Gruppe von Genen
eingegangen, die zu einem tramtrack-ahnlichen Ausfallphénotyp fuhren und daher zur

tramtrack-Gengruppe zusammengefal wurden.

3.1 Die Funktion von tramtrack be der Nervensystementwicklung

3.1.1 Das Expressionsmuster von tramtrack

Das Gen tramtrack (ttk) kodiert zwei Transkripte, ttkp69 und ttkp88. Beide Proteine werden
wahrend der Embryonalentwicklung in zahlreichen Geweben exprimiert und haben ein
ahnliches Expressionsmuster.

Eine maternale Expression ist wahrend der ersten zwei Stunden der Entwicklung, bis zum
Beginn der Zellularisierung, nachzuweisen. Die Transkripte sind homogen tber den Embryo
vertellt. Die zygotische Expression beginnt im Stadium 9, zun&chst in den Anlagen des
Mitteldarmes und den Polzellen. Ab Stadium 11 ist ttk in den Speicheldriisen- und Tracheen-
placoden nachweisbar (Read und Manley, 1992; Read et al., 1992; Brown und Wu, 1993).
Vom Stadium 12 an wird tramtrack in der Epidermis, den Tracheen, den Speicheldriisen, der
Amnioserosa, dem Hinterdarm und den posterioren Spirakeln exprimiert (Abb. 2A).

Der Unterschied in der Expression beider Proteine besteht darin, dald TTKp69 im Gegensatz
zu TTKp88 im ZNS nachweisbar ist. TTKp69 wird in alen Gliazellen des ZNS exprimiert,
sowohl in den lateralen als auch in den Mittelliniengliazellen (Abb. 2B). Es ist das einzige

bekannte Protein, das in beiden Untergruppen der ZNS-Gliazellen exprimiert wird.

3.1.2 Der tramtrack-Ausfallphanotyp

Waéhrend der Ausfall von ttkp88 nur geringe phénotypische Auswirkungen zeigt und die
Vitaitat nicht beeintréchtigt, fuhrt der Ausfall von ttkp69 zu embryonaler Letalitdt (Xiong
und Montell, 1993).

Im ZNS kommt es zu einem deutlichen , fusionierten Kommissuren“-Phanotyp, einem Defekt,
der bel Stérungen in der Entwicklung der Mittelliniengliazellen auftritt. Die Konnektive sind
verdinnt und das gesamte ZNS ist schmaler als im Wildtyp (Abb. 2C, D). Die Faszikel der

Konnektive, die sich mit dem Antikdrper 1D4 (anti-Fasciclinll) darstellen lassen, sind in der
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Abb. 2 Nervensystemdefekte in ttk®3¥-mutanten Embryonen A) TTK-Expression im Wildtyp.
B) TTKp69-Expression in den lateralen und den Mittellinien-Gliazellen (Pfeilspitze) des ZNS. C) Wildtypisches
ZNS, D) ttk-mutantes ZNS, beide mit mAb BP102 markiert. E) mAb 1D4 markiert im wildtypischen ZNS sechs
Faszikel. F) In ttk-mutanten Embryonen sind die Faszikel unterbrochen, das ZNS schmaler. G) Wildtypisches
PNS, mit mAb 22C10 dargestellt. H) Der Ausfall von ttk fuhrt zu neuronaler Hyperplasie im PNS und zu
ektopischer Expression von 22C10 in Muskeln.

Anzahl reduziert, unterbrochen und kreuzen sogar die Mittellinie (Abb. 2E, F).

Es gibt deutlich weniger Mittelliniengliazellen as im Wildtyp (0-2 Zellen pro Segment im
Gegensatz zu 3-4 im Wildtyp), die Zahl der lateralen Gliazellen ist um etwa 20% reduziert
und ihre regelméakige Anordnung gestért (Abb. 3C-F, Giesen et al., 1997).

Im PNS kommt es zu einer Hyperplasie der Neurone auf Kosten der tbrigen Zellen innerhalb
der externen Sinness und Chordotonalorgane, es findet eine Transformation der
Unterstiitzungszellen zu Neuronen innerhalb eines Zellstammbaumes statt (Abb. 2H, Gho et
al., 1999; Reddy und Rodrigues, 1999b; Guo et al., 1995). Um zu Uberprifen, ob es auch im
ZNS zu Abweichungen in der Zahl der Neurone kommt, wurden durch Verwendung

spezifischer Marker Neurone im ZNS markiert. Die Enhancer trap-Linie X55 markiert im
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Abb. 3 A) Kutikula eines Wildtyp-Embryos. B) Bei ttk®*®-mutanten Embryonen findet keine Differenzierung
der Kutikula mehr statt, auch die Mundhaken fehlen. C) Mittelliniengliazellen (MLG, blau) im Wildtyp, mit der
Enhancer trap-Linie AA142 markiert. D) In ttk®**-mutanten Embryonen entwickeln sich nur wenige MLG
(Pfeilspitzen). E) Die Enhancer trap-Linie rA87 markiert die lateralen Gliazellen. F) Der Verlust von ttk fuhrt zu
einer Reduktion der Anzahl der lateralen Gliazellen.

G) Uberexpression von TTKp69 in der Kriippel-Expressionsdomane; in den Segmenten T2-A4 findet keine
neuronale Entwicklung statt. H) sim-Gal4; UAS-ttkp69, Expression von TTKp69 in den Mittellinienneuronen
fuhrt zu Defekten in den Konnektiven (Pfeile).
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Wildtyp 12 Mittellinienneurone. Der Vergleich von ttk-mutanten Embryonen zum Wildtyp
zeigt keinen Unterschied in der Anzahl, lediglich die Anordnung der Zellen weicht ab (Abb.
17A, J). Auch die Untersuchung einiger ZNS-Neurone mit Hilfe eines Antikorpers gegen
EVEN SKIPPED zeigt keinen Unterschied zum Wildtyp. Anders as im PNS scheint die
Anzahl der Neurone im ZNS nicht verandert zu sein.

Auffalig ist bei ttk-mutanten Embryonen die Deregulation der Expression des neuronalen
Antigens 22C10. Es wird zusétzlich in ekto- und mesodermalen Geweben wie Muskeln, dem
Hinterdarm und der Amnioserosa exprimiert (Abb. 2H).

Der Ausfal von ttkp69 fuhrt zu einem sehr charakteristischen Kutikulaphanotyp. Es findet
keine Differenzierung der Kutikula statt, Sinnesorgane wie Keilin’s Organ entwickeln sich
nicht, und in amorphen Allelen sind die Mundhaken nicht mehr vorhanden (Abb. 3B).
Vergleichbare Phanotypen sind auch fir andere Gene beschrieben worden (Jirgens et al.,
1984, s.u.).

3.1.3 Auswirkungen der Uber expression von tramtrack auf das Nervensystem

Um die Auswirkungen der Uberexpression von ttk auf das embryonale Nervensystem
untersuchen zu kénnen, wurden UA Sttkp69- undUA Sttkp88-K onstrukte hergestellt.

Die Uberexpression von TTKp88 mit Hilfe verschiedener Gal4-Aktivatorlinine (tho-, sim,
sca-Gal4) zeigt im ZNS keine Effekte, im PNS fehlen vereinzelt Neurone der Chordotonal-
organe (Daten nicht gezeigt). Uberexpression von TTKp69 hat drastische Effekte auf das
Nervensystem. Im Bereich der Expressionsdoméne der jeweiligen Gal4-Aktivatorlinien gibt
es keine Expression neuronaler Marker (Abb. 3G), was bedeutet, dal3 neuronale Entwicklung
zellautonom dort unterdriickt wird, wo tramtrack exprimiert ist. Die Expression von TTKp69
in der Mittellinie mit Hilfe einer am-Gal4-Linie hat zur Folge, dal3 sich die Konnektive nicht
mehr entwickeln (Abb. 3H). Ursache ist wahrscheinlich die unterdriickte Differenzierung der
Mittellinienneurone, die Mittelliniengliazellen entwickeln sich offensichtlich normal (Daten
nicht gezeigt).

Durch Verwendung eines anti-SNAIL-Antikorpers konnte gezeigt werden, dald bel der
Uberexpression von TTKp69 die Neuroblasten normal angelegt werden. Folglich unterdriickt
die Uberexpression lediglich die neuronale Differenzierung. Die Expression glialer Marker
(REPO, rI50, Abb. 4D) ist von der TTKp69-Expression nicht betroffen. Die glide

Entwicklung scheint normal zu verlaufen.
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Abb. 4 Interaktion von tramtrack und pointed A) ZNS eines ttk®™*-mutanten Embryos. B) Das Allel pnt°®

zeigt einen ,, fusionierten K ommissuren®-Phanotyp. C) Doppel mutantes pnt™, ttk®*-zNS.,

Uberexpression von TTK und PNT mit Hilfe eine sca-Gal4-Linie; das Nervensystem ist mit mAb 22C10, die
Gliazellen mit der Enhancer trap-Linie rI50 (blau) markiert D) Uberexpression von TTKp69 unterdriickt
neuronale, aber nicht gliale Differenzierung. E) Ektopische Expression von PNTPL fuhrt zur Entstehung
ektopischer Gliazellen. F) Koexpression von UA Stkp69 und UA SpntP1.

3.1.4 Interaktion von tramtrack und pointed

Bel tramtrackp69 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der in allen Gliazellen
exprimiert wird. Der Ausfall bedingt einen ZNS-Phanotyp, der zeigt, dal3 tramtrack fur die
korrekte Entwicklung der Gliazellen notwendig ist.

Das Gen pointed (pnt) kodiert zwei Transkripte, pntP1l und pntP2. Sie sind in den
verschiedenen Untergruppen der ZNS-Gliazellen exprimiert und fur deren Entwicklung
notwendig (Klambt, 1993). Der Ausfal von pnt fihrt ebenfalls zu einem ,fusionierten
Kommissuren“-Phanotyp, dhnlich dem von tramtrack (Abb. 4B), und die Konnektive sind
verdinnt. Da beide Gene fur die Gliazellentwicklung wichtig sind, wurde ihre Interaktion
untersucht. Dazu wurde eine pointed™®, tramtrack®**°-Doppelmutante hergestellt. Sie zeigt
im ZNS einen intermedidren Phénotyp, der Eigenschaften beider Ausfallmutanten aufweist

(Abb. 4C). Dies spricht dafir, dal3 beide Gene unabhangig voneinander wirken. Da der
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Ausfall des einen Gens die Expression des anderen nicht beeinflufd (Daten nicht gezeigt),
regulieren sie sich nicht gegenseitig.

Zur weiteren Analyse wurden beide Proteine Uberexprimiert. Unter Verwendung einer
scabrous-Gal4-Linie wurden jeweils TTKp69, PNTP1 sowie beide Proteine gleichzeitig
exprimiert. Die Enhancer trap-Linie rI50 diente der Markierung der glialen Zellen.
Uberexpression von TTKp69 fihrt zu einer weitgehenden Blockierung neuronaler
Entwicklung (Abb. 3G, 4D). Die glide Entwicklung scheint nicht betroffen zu sein (s.0.).
Wird PNTPL1 Uberexprimiert, kommt es zu ektopischer Expression des glialen Markers r150 in
zahlreichen Zellen (Abb. 4E). Diese sind in der Lage, in ihren Nachbarzellen die Expression
von 22C10 zu induzieren. Dies bedeutet, dal3 es sich hinsichtlich bestimmter Aspekte um
funktionelle Gliazellen handelt (Klaes et al., 1994).

Die gleichzeitige Uberexpression von TTKp69 und PNTPL1 fihrt ebenfalls dazu, daR
zusétzliche Zellen den Marker r150 exprimieren. Allerdings wird die Expression von 22C10
im zentralen Bereich des ZNS weitgehend unterdriickt, wahrend es im peripheren Bereich zu
verstarkter Expression kommt (Abb. 4F). Auch hier zeigt sich ein intermedidrer Phanotyp.
Diese Ergebnisse zeigen, dal3 pointed und tramtrack paralel und unabhangig voneinander

wirken.

3.1.5 DieWirkung von tramtrack im Auge

Das Komplexauge von Drosophila besteht aus etwa 800 Ommatidien. Jedes Ommatidium
setzt sich aus 20 Zellen zusammen: 8 Photorezeptorzellen (R1-8), vier Linsen- oder
Semperzellen sowie 8 Pigmentzellen. Zuerst entwickelt sich die R8-Zelle, die dann fir die
Rekrutierung der Ubrigen Zellen des Ommatidiums verantwortlich ist. Stérungen in Anzahl
oder Organisation dieser Zellen fuhrt zu einem ,, rauhe Augen®-Phanotyp.

tramtrack spielt bel der Augenentwicklung eine wichtige Rolle. Der Ausfall des ttkp88-
Transkriptes fuhrt zu zusdtzlichen R7-Photorezeptorzellen und weniger R1-R6-Photo-
rezeptoren (Xiong und Montell, 1993). Die zusédtzlichen R7-Zellen stammen aus der R7-
Aquivalenzgruppe (Yamamoto et al., 1996). TTKp88 fungiert als Repressor des R7-
Schicksals und ist daran beteiligt, dal3 nur eine R7-Zelle entsteht.

Der Ausfal von ttkp69 fuhrt zu einer Transformation ommatidialer in nicht-ommatidiae
Zdlen. Im Auge scheint ttkp69 der Repression von Genen zu dienen, deren Expression
inkompatibel mit dem ommatidialem Schicksal ist (Xiong und Montell, 1993; La et al., 1996;
Lietal. 1997; La etal., 1997).
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Abb. 5 Ektopische Expression von TTK im Auge mit einer sev-Gal4-Aktivatorlinie
A,B) Augenimaginalscheiben, differenzierte Neurone sind mit mAb 44C11 (anti-ELAV) dargestellt. A) Wildtyp,
B) Expression von TTKp69 unterdriickt die neuronale Entwicklung. C-E) Semidiinnschnitte von Komplexaugen.
C) Wildtyp. D) Uberexpression von TTKp88 fiihrt zu einer Reduktion der Anzahl von Photorezeptoren. D)
TTKp69 verhindert weitgehend die Entwicklung von Photorezeptoren.

Die ektopische Expression von TTKp69 im Auge mittels einer sevenless-Gal4-Aktivatorlinie
fahrt zu Storungen in seiner Organisation, die vergleichbar mit denen der Verlustmutante
sind. Es ist kleiner as das wildtypische Auge und zeigt eine Vielzahl schwarzer Areale, die
von der Grofde einzelner Ommatidien bis hin zu etwa 10 % der Flache des Auges reichen
(Abb. 26B). Der Rest des Auges zeigt einen sehr starken ,,rauhe Augen” -Phanotyp.

Zur detaillierteren Untersuchung wurden Semidinnschnitte dieser Augen angefertigt. Der
Groflteil des Auges besteht aus nicht-ommatidialen Zellen, wobei es sich wahrscheinlich um
Pigmentzellen handelt (Abb. 5E). Es gibt kein Ommatidium, das sich normal entwickelt. Die
noch vorhandenen Ommatidien besitzen eine deutlich reduzierte Anzahl an
Photorezeptorzellen (meist 2-3).

Die Differenzierung der Photorezeptorzellen in der Augenimaginalscheibe verlauft anfangs
normal. Die ersten drei Photorezeptoren (R8, R2 und R5) differenzieren, wie mit ener

Antikorperfarbung gegen den neuronalen Marker ELAV gezeigt wurde. Danach entwickeln
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sich aber keine weiteren Photorezeptoren, und die Organisation innerhalb der Scheibe ist
gestort (Abb. 5B).

Die Uberexpression von TTKp88 filhrt zu einem schwacheren Phénotyp. Die Augen
erscheinen zwar rauh, jedoch es gibt keine schwarzen Areale wie bei der Uberexpression von
TTKp69. Die Ommatidien weisen in der Regel 3-5 Photorezeptoren auf, und die Linsenzellen
sind vorhanden (Abb. 5D).

3.2 Struktur-Funktionsanalyse von TRAM TRACK
Die TRAMTRACK-Proteine p69 und p88 weisen mindestens drei funktionelle Doméanen auf.

Der gemeinsame N-terminale Bereich beinhaltet eine POZ- oder BTB-Domane und eine
PEST-Sequenz. Im unterschiedlichen C-terminalen Bereich weisen sie je zwel Zink-Finger als
DNA-bindende Doméane auf (Harrison und Travers, 1990; Brown et al., 1991, Read und
Manley, 1992; Zollman et al., 1994). In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der POZ-Doméne
und der Zink-Finger fur die Funktion von TTKp69 untersucht.

Um die einzelnen Doméanen funktionell getrennt untersuchen zu kdnnen, wurden zunédchst
verschiedene Teilkonstrukte, die von P. Badenhorst zur Verfigung gestellt wurden, in ihrer
Wirkung auf das embryonale Nervensystem untersucht. Bei diesen Konstrukten handelt es
sich um verschiedene Modifikationen von ttkp69. ttk130C fehlen die ersten 130 Aminosauren
(d.h. die gesamte POZ-Domane) des wildtypischen Proteins, ttk130 beinhaltet nur die POZ-
Doméne. Auflerdem wurden drei Konstrukte mit Punktmutationen in der POZ-Doméne
untersucht: ttkm?2 (Serin53® Alanin), ttkml13 (Aspartat32® Alanin) und ttkm19 (Aspartat32®
Asparagin). Alle Konstrukte lagen im UAST-Vektor vor und wurden Uber das Gal4-System
exprimiert.

Mit dem Konstrukt ttk130C 4Rt sich tberpriifen, ob die Uberexpression des Zinkfingers zum
Beispid durch Besetzung von TRAMTRACK-Bindungsstellen als Dominant-Negativ wirkt.
Analog kann das Konstrukt ttk130 wirken, indem es Interaktionspartner durch Bindung
wegtitriert. Die verschiedenen Punktmutationen zeigen die Bedeutung einzelner Aminosauren
in der POZ-Domaéne und damit auch ihre Empfindlichkeit auf Veranderungen.

Die einzelnen Konstrukte wurden unter Verwendung diverser Gal4-Aktivatorlinien (rho-, Kr-,
am-Gald) exprimiert und die Embryonen auf Nervensystemdefekte hin untersucht. Kein
Konstrukt zeigte jedoch einen Effekt im embryonalen Nervensystem.

Die Uberexpression von TTKp88 im Fliigel fuhrt zu einer Reduktion der Zellen in Anzahl
und Grol%e, die Borstenentwicklung wird unterdriickt. Die Zahl der Chordotonalorgane und

campaniformen Sensillen ist verringert. Dieser Phanotyp wird bei Uberexpression von



Ergebnisse 45

TTKp69 deutlich verstarkt. Die Uberexpression der Konstrukte ttk130C, ttkm2, ttkm13 und
ttkm19 fuhrt ebenfalls zum Verlust von Borsten und Sensillen. Dieser Phanotyp unterscheidet
sich aber von dem der Uberexpression von TTKp88, da die Zellzahl und —gréRRe nicht
verdandert sind. Die Konstrukte scheinen as Dominant-Negative zu wirken. Die

Uberexpression von ttk130 zeigt keinen Effekt (P. Badenhorst, pers. Mitteilung).

3.2.1 Rettungsver suche mit ver schiedenen tramtrack-K onstrukten

Die verschiedenen ttk-Konstrukte zeigen im Embryo im Gegensatz zum Fligel keinen Effekt
auf das Nervensystem. Es wurde untersucht, ob sie die Fahigkeit besitzen, den Kutikula-
Ausfallphanotyp von tramtrack zu retten oder zumindest abzuschwéachen. Zu diesem Zweck
wurden die Gal4-Aktivatorlinie 512 (rho-Gal4) und die verschiedenen ttk-Konstrukte mit dem
ttk-Allel B330 rekombiniert. Als Negativkontrolle diente die Kreuzung der Rekombinante
512, ttk®3% gegen ttk®**°. Diese Embryonen zeigen den typischen ttk-Kutikula-Phanotyp
(undifferenzierte Kutikula). Die Uberexpression des kompletten TTKp69-Proteins rettet den
mutanten Phanotyp. Im Bereich des Expressionsmusters der rho-Aktivatorlinie wird das
wildtypische Zahnchenmuster nahezu wiederhergestellt (Abb. 6B). Die Uberexpression der
verschiedenen Teilkonstrukte und der punktmutierten cDNAS ist nicht in der Lage, den
mutanten Phénotyp zu retten. Hier zeigt sich kein Unterschied zum ttk-mutanten Embryo
(Abb. 6C, D).

Abb. 6 Rettungsversuch des ttk-mutanten Phéanotyps mit verschiedenen  Konstrukten
Kutikulapraparationen, anterior ist oben, ventral links. A) Wildtyp. B) rho-Gal4, ttkB% UASitkp69, ttk™®, im

ventralen Bereich wird der mutante Phanotyp gerettet, die Zahnchenbander entwickeln sich. C) rho-Gal4, ttk®%/
UASitk130C, ttk™*, D) rho-Gal4, ttk®**/ UAS(tkm19, ttk™®. Der mutante Phanotyp wird nicht gerettet.
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3.2.2 Funktion der POZ-Domane in einem chimaren POZ-ETS-Protein

In der Literatur wird TRAMTRACK as transkriptioneller Repressor beschrieben. Daher
ergab sich die Fragestellung, durch welche der beiden Doménen die Repression geschieht:
durch die DNA-Bindung der Zink-Finger und direkte Abschaltung der Zielgene oder Uber die
POZ-Domaéne und Wechselwirkung mit anderen Proteinen.

Da die verschiedenen TTK-Proteindomanen einzeln im Embryo keine biologische Aktivitét
zeigen (s.0.), wurde ein chiméres Protein konstruiert, das sowohl die POZ-Doméne a's auch
ein DNA-bindendendes Motiv besitzt. Zu diesem Zweck wurde das DNA-bindende Motiv des
tramtrack-Proteins, der Zink-Finger, durch die ETS-Doméne des Transkriptionsfaktors
pointed ersetzt (siehe Materia und Methoden). Das resultierende Konstrukt wurde PEP (fir
POZ-ETS-Protein) genannt.

C) Expression von PEP mit einer rho-Gal4-Linie fuhrt zu einer pnt-Phanokopie.

D) Dunnschnitt eines Wildtyp-Auges. E) Augenklon, mutant fiir pnt™2. Es entwickeln sich keine Photo-
rezeptoren. F) Expression von PEP mit einer sev-Gal4-Linie, die Entwicklung von Photorezeptoren ist
unterdriickt.
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Die Expression des PEP-Konstrukts im embryonalen ZNS mit Hilfe der rho-Gal4-Linie fuhrt
zu einen deutlichen , fusionierten Kommissuren“-Phénotyp (Abb. 7C). Der Vergleich mit der
pointed-Mutante pnt™ zeigt eine groRe Ahnlichkeit der Phanotypen (Abb. 7B), so dal? man
von einer Phanokopie sprechen kann. Dieser Effekt ist spezifisch und beruht nicht darauf, dal3
die ETS-Doméne des PEP-Proteins mit dem endogenen POINTED um entsprechende
Bindungsstellen kompetitiert, da die Expression der ETS-Domane allein keinen Effekt zeigt
(C. Klambt, pers. Mitteilung).

Expression von PEP im sich entwickelnden Auge mittels einer sevenless-Gal4-Linie zeigt
drastische Effekte. Die komplette Organisation des Auges geht verloren. Es entwickeln sich
praktisch keine Ommatidien mehr, statt dessen gibt es nur eine strukturlose Ansammlung von
Pigmentzellen (Abb. 7F). Die wenigen Ommatidien, die sich entwickeln, zeigen eine variable
Anzahl von Photorezeptorzellen. Der Vergleich mit mutanten Augenklonen des amorphen
pointed-Allels pnt™® zeigt auch hier groRe Ahnlichkeit (Abb. 7E). Es entwickeln sich keine
Photorezeptoren. Augenklone hypomorpher pointed-Allele weisen weniger Photorezeptoren
auf und es entstehen ebenfalls mehr nicht-ommatidiale Zellen (O'Neill et al., 1994; Brunner
et al.,1994).

Die Effekte des PEP-Konstruktes zeigen, dal} die POZ-Domane fur die reprimierende
Wirkung verantwortlich ist, das DNA-bindende Motiv vermittelt die Spezifitét.

3.3 Klonierung von tramtrack-Homol ogen

tramtrack erfillt in Drosophila in der Nervensystementwicklung die wichtige Funktion, zu
verhindern, dal3 Gliazellen fir diesen Zelltyp inadaquate, neuronale Gene exprimieren.

Viele Entwicklungsprozesse verlaufen in Drosophila und anderen Organismen dhnlich und
haufig unter Beteiligung homologer Proteine. So konnten ganze Signalkaskaden, die aus
Drosophila bekannt waren, in Vertebraten identifiziert werden. Daher ist davon auszugehen,
dal3 auch in anderen Organismen tramtrack-homologe Proteine wirken.

Es wurden bereits Proteine beschrieben, die eine ahnliche Funktion wie TRAMTRACK
ausiiben, z.B. lin-26 in C. elegans und REST/NRSF in Vertebraten. (Labouesse et al., 1996;
Chong et al., 1995; Schoenherr et al., 1996). Allerdings weisen diese Proteine keine Sequenz-
Homologie zu TRAMTRACK auf. Deshalb wurde begonnen, in anderen Drosophila-Arten
die tramtrack-Homologen zu klonieren, um eine Aussage Uber den Grad der Konservierung
machen zu kénnen und um eine mogliche Verbindung zu einem Vertebraten-Homolog von
tramtrack zu haben. Es wurden die Arten D. hydei, D. pseudobscura und D. virilis
ausgewahit.
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Der 3"-Bereich von tramtrack in D. melanogaster, beginnend mit der PEST-Doméne, liegt
innerhalb eines Exons. Von ener dhnlichen genomischen Organisation bel den anderen
Drosophila-Spezies ausgehend, wurde zunédchst versucht, diesen Bereich mittels PCR an
genomischer DNA zu amplifizieren. Dazu wurden zwei Primer in den potentiell konservierten
Bereichen der PEST-Domaéne und des Zink-Fingers (ttk 302 PEST und ttk 501 Zn) gewahlt.
Mit diesen Primern wurde in den Drosophila-Arten jewells ein Fragment von 0,6 kb
amplifiziert. Die Sequenzanalyse ergab eine Identitét von 72% bei D. hydei, 68% bei D.
pseudobscura und 82% bei D. virilis auf Nukleotidebene. Auf Aminosdurebasis liegen die
Identitdten bei 68%, 81% bzw. 76%, die Ahnlichkeiten, bedingt durch Substitution &hnlicher
Aminosauren, bel 76%, 87% und 82% (siehe Anhang).

Im 5" -Bereich des tramtrack-Gensin D. melanogaster liegen zwel Introns. Daher wurde der
5-Bereich durch RT-PCR in D. pseudobscura und D. virilis amplifiziert. In D. hydei gelang
dies nicht. Die Identitdt zu D. melanogaster-ttk betrdgt auf Nukleinsaurebasis fur D.
pseudobscura und D. virilis 98% bzw. 97% und auf Aminosdurebasis 97% bzw. 96 %. Ein
ahnlicher hoher Grad der Konservierung wurde schon fur das POZ-Protein TRITHORAX-
LIKE beschrieben (Lintermann et al.,1998).

3.4 Dietramtrack-Gengruppe

Die tramtrack-Gruppe umfalét die Gene disembodied (dib), phantom (phm), rippchen (rpc),
shade (shd), shadow (sad), spook (spo), shroud (sro) und tramtrack (ttk). Sie wurden
aufgrund ihrer dhnlichen Defekte, zu denen ihr Ausfal wahrend der Embryona entwicklung

fuhrt, zu einer Gruppe zusammengefalit.

Die meisten dieser Gene wurden in der Sichtung von Nisslein-Volhard und Wieschaus
identifiziert (Wieschaus et al., Jirgens et al., 1984). Die drittchromosomalen Gene
disembodied, shade, shadow, spook und shroud wurden aufgrund ihrer identischen Kutikula-
Phanotypen schon dort, zusammen mit dem Gen haunted, zu einer Gruppe zusammengefaldt
(Jurgens et al., 1984). Das X-chromosomale Gen phantom zeigt den gleichen Ausfall-
phanotyp (Wieschaus et al., 1984). tramtrack als Namensgeber der Gruppe konnte in dieser
Sichtung nicht aufgedeckt werden. Es wurde als erstes dieser Gene in seiner Wirkung im
Nervensystem untersucht (s.0.). Im Rahmen dieser Untersuchung fiel zundchst das Gen
shroud aufgrund seiner ttk-8hnlichen Defekte in der Kutikula, aber auch im Nervensystem,

auf. Dies war der Anlal3, mit der weiteren Untersuchung der Gene dieser Gruppe zu beginnen.
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Das drittchromosomale Gen rippchen (Hummel et al., 1999) zeigt bei Ausfall zwar einen
divergierenden Kutikula-Phénotypen (Abb. 8), wurde aber aufgrund seiner &hnlichen
Nervensystemdefekte mit in die Untersuchung einbezogen.

Das Gen haunted (hau) unterscheidet sich in Aspekten des Ausfallphanotyps (speziell im
Nervensystem) von den anderen Genen der tramtrack-Gruppe. Es wird aber infolge der
Eingruppierung zu den Ubrigen drittchromosomalen Mitgliedern durch den gleichen
Kutikulaphénotyp (Jirgens et al., 1984) ebenfalls mitbehandelt.

Es gibt noch zweitchromosomale Gene, die entsprechende Kutikuladefekte zeigen, so z.B.
ghost (undifferenzierte Kutikula) oder faint sausage, mummy, pimples oder raw (kaum
differenzierte Kutikula, Nusslein-Volhard et al.,1984). Diese Gene wurden aber aufgrund
ihrer fehlenden oder unterschiedlichen Nervensystemdefekte nicht berlicksichtigt. Die
vorliegende Arbeit konzentriert sich im wesentlichen auf die Untersuchung der dritt-
chromosomalen Mitglieder der tramtrack-Gruppe.

Zunéchst werden, neben einer genauen Kartierung, die Einflisse dieser Gene auf die
Entwicklung verschiedener Geweben beschrieben, bevor auf die Ergebnisse der molekularen

Untersuchung eines dieser Gene, disembodied, eingegangen wird

3.4.1 Genetische Kartierung der Geneder tramtrack-Gruppe

Da die Gene der tramtrack-Gruppe z.T. nur grob meiotisch kartiert waren, bestand zunéchst
die Aufgabe einer genaueren zytologischen Kartierung. Dies geschah Uber Defizienzen.
Ebenso wurde der meiotische Abstand zu P-Elemente bestimmt, deren genaue Kartierung
bekannt ist.

disembodied

Das Gen disembodied (dib) wurde durch meiotische Kartierung auf 3-12 lokalisiert (Jurgens
et al., 1984). Durch Harrisson et al. (1995) wurde dib durch Einschlul3 in die Defizienz
Df(3L)TEL (64A3;B12) und Ausschlul® aus der Defizienz Df(3L)C175 (64A3;A6) (Kulkarni
et al.,1994) auf 64A3 kartiert. Das Komplementationsverhalten beziglich dieser Defizienzen
wurde bestétigt. Die meiotische Kartierung gegen die P-Element-Insertion A72 (64A1-3)
ergab einen Abstand von 0,34 cM 0,17 cM, 4 Rekombinanten unter 1181 ausgezadhlten
Fliegen).

haunted
Das Gen haunted (hau) wurde meiotisch auf 3-48.4 kartiert (Jirgens et al., 1984). Dieser
Bereich entspricht zytologisch etwa der Region 85B-D. Aus dieser Region wurde eine



Ergebnisse 50

Vielzahl Uberlappender Defizienzen getestet, jedoch konnte keine das Gen haunted
aufdecken. Allerdings wird der zytologische Bereich 85C10-D12 durch keine Defizienz
aufgedeckt. Der meiotische Abstand zur P-Element-Insertion R135 (85D1-2) betrégt 0,77 cM
(0,17 cM, 20 Rekombinanten unter 2610 ausgezéhlten Fliegen). Durch eine letale P-
Element-Insertion in haunted (diese Arbeit) konnte das Gen mittels in situ-Hybridisierung auf

85D kartiert werden.

rippchen
Das Gen rippchen (rpc) konnte durch Einschlul in die Defizienz Df(3L)CAT (75B8;F1) und
Ausschluf3 aus der Defizienz Df(3L)W4 (75B10;C5) in den Bereich 75B8-10 kartiert werden.

shade

Das Gen shade (shd) liegt meiotisch bel 3-41 und wird durch die Defizienz Df(3L)fz-D21
(70D2;E8) aufgedeckt (Harbecke und Lengyel, 1995). Dieser Bereich konnte durch Einschluf3
in die Defizienz Df(3L)fz-GSla (70D2;E4-5) und Ausschluf3 aus der Defizienz Df(3L)fz-GF3b
(70C2;D5) weiter auf die Region 70D5-E5 eingegrenzt werden. Der meiotische Abstand zur
P-Element-Insertion K110 (70E) betragt 0,43 cM (& 0,14 cM, 9 Rekombinanten unter 2082
ausgezéhlten Fliegen).

shadow

shadow (sad) kartiert durch Einschlul3 in die Defizienz Df(3R)E229 (86F6;87B2) und
Ausschlufd aus der Defizienz Df(3R)kar-D1 (87A7;87D1) im Intervall 86F6-87A7 (Jirgens et
al.,1984; Tearle und Nissein-Volhard, 1987). Dieses Intervall konnte durch Ausschlul aus
der Defizienz Df(SR)kar-H5 (87A2;D5) auf 86F6-87A2 eingegrenzt werden. Zur meiotischen
Kartierung wurde die P-Element-Insertion S87 gewahlt, bei der es sich um eine Insertion in
das Gen prospero (86E3) handelt. Der Abstand der beiden Gene betragt 0,1 cM 0,08 cM, 2
Rekombinanten unter 1935 ausgezahlten Fliegen).

spook

spook (spo) wurde meiotisch auf 3-19 kartiert. Durch Einschlul3 in die Defizienzen
Df(3L)ZN47 (64C2-10;65C1-D4), Df(3L)vn® (64C;F1-5) und Df(3L)v65c (64E;65C-D) sowie
AusschluR aus den Defizienzen Df(3L)GN24 (63F4-7;64C13-15) und Df(3L)vn”Y (64F) konnte
der Bereich auf 64E eingegrenzt werden. Der meiotische Abstand zur P-Element-Insertion
Q114 (64C12-14) betragt 1,24 cM (0,29 cM, 17 Rekombinanten unter 1376 ausgezadhlten
Fliegen).
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shroud

Das Gen shroud (sro) wurde meiotisch auf 3-100 und zytologisch auf 100A2-B9 kartiert
(99A-100A, Jurgens et al., 1984; linke Grenze relativ zu anon-100Aa, Quelle unbekannt).
Diese Lokalisation konnte nicht bestdtigt werden. Alle getesteten shroud-Allele
komplementieren Defizienzen, die den angegebenen Bereich Uberspannen (z.B. Df(3R)tll-g
(99F1-2;100B5), Dp(3;1)34 (99F14;100E5-F1)). shroud wird durch die Defizienzen
Df(3R)L127 (99B6;F1), Df(3R)A113 (99E5-F1;100F5) und Df(3R)R133 (99E4;100F5)
aufgedeckt, so dal3 es im Intervall 99E5-F1 kartiert. Dieses Intervall stimmt besser mit der
meiotischen Kartierung tberein a's das Uber Defizienzen publizierte (dies entspricht meiotisch
etwa 3-102). Auch zeigt die Defizienz Df(SBR)L127 im Gegensatz zu den Defizienzen der
Region 100A-B typische Merkmale des sro-Ausfall-Phanotyps (Abb. 9A). Der meiotische
Abstand zum P-Element D30 (99F5-100A2) betragt 1,31 cM 0,20 cM, 45 Rekombinanten
unter 3427 ausgezahlten Fliegen).

Gen zytologische | P-Element fir die meiotische| Abstand zum P-
Kartierung Kartierung (Lokalisation) Element (in cM)
disembodied 64A3 A72  (64A1-3) 0,34
haunted 85D R135 (85D1-2) 0,77
rippchen 75B8-10
shade 70D5-E5 K110 (70E) 0,43
shadow 86F6-87A2 7 (86E3) 0,10
shroud 99E5-F1 D30  (99F5-100A2) 1,31
spook 64E Ql14 (64C12-14) 1,24

Tabelle 1: Zusammenfassung der Kartierung der drittchromosomal en ttk-Gruppengene.

3.4.2 Kutikula-Phanotypen

Die Kutikula wird von epidermalen Zellen sezerniert. Wildtypische Embryonen zeigen im
Stadium 17 im ventralen Bereich der Kutikula ein charakteristisches, segmental angeordnetes
Muster von Zahnchenbandern.

Der Ausfal der Gene disembodied, shade, shadow, spook, shroud und tramtrack fuhrt zu
einem identischen Kutikula-Phanotyp (Abb. 8). Es findet keine Differenzierung der Kutikula
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Abb. 8 Kutikula-Ausfallphanotypen der ttk-Gruppengene Kutikulapréparationen mutanter Embryonen der
ttk-Gruppe, anterior ist oben, ventral links. Der Ausfall der Gene fihrt zu fast identischen Phénotypen, die
Kutikula differenziert nicht mehr.

A) Wildtyp, B) hauP*, C) phnf*, D) dib®, E) rpc®?®*, es gibt noch Kutikulareste, wahrscheinlich handelt es sich
um ein hypomorphes Allel (siehe Text). F) shd?, G) sad®, H) spo?, 1) sro.
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statt, die Zahnchen werden nicht mehr gebildet. Es gibt zwar noch Reste einer kutikuléren
Hulle, die jedoch bei alten Embryonen (Stadium 17) den Kontakt zur Vitellinmembran
verliert und besonders im ventralen Bereich ,faltig” aussieht. Epidermale Sinnesorgane wie
Keilin"s Organe oder die ,, schwarzen Punkte® (,,black dots*) werden nicht gebildet, und auch
die Mundhaken sind - wenn Uberhaupt - nur rudimentar vorhanden.

Der Ausfall der Gene phantom und haunted fuhrt zu einem fast identischen Phanotyp,
allerdings scheinen sich die Mundhaken normal zu entwickeln.

Der Phanotyp von rippchen sieht etwas anders aus, da eine Differenzierung der Epidermis
stattfindet und Zahnchenbander gebildet werden (Abb. 8E). Diese liegen in den Falten der
Kutikula und sind nur undeutlich zu erkennen. Folglich ist es nicht moglich, zu sagen, ob eine
wildtypische Anzahl der Zahnchen erreicht wird. Auch die Mundhaken sind vorhanden,
alerdings stark verkrippelt. Der Unterschied zu Mutationen der Ubrigen Genen ist
wahrscheinlich dadurch bedingt, dal3 es sich bel den beiden untersuchten rippchen-Allelen um
hypomorphe Allele handelt. Die beiden Defizienzen Df(3L)CAT und Df(3L)W10, die den
rippchen-Locus aufdecken, zeigen Kutikuladefekte, die denen der dbrigen Genen der
tramtrack-Gruppe ahneln (Abb. 9B).

Abb. 9 Phanotypen verschiedener Defizienzen A) Die Defizienz DF(3R)L127 zeigt einen sro-dhnlichen
Phanotyp (das Nervensystem ist mit mAb22C10 markiert). B) Der Kutikulaphéanotyp der Defizienz Df(3L)Cat
entspricht dem der Ubrigen Mitglieder der ttk-Gengruppe.

3.4.3 Defekte in der Gesamtmor phologie

Mutationen in den Genen der tramtrack-Gruppe fiihren zu Defekten in zahlreichen Geweben.
Auch die Gesamtmorphol ogie des Embryos ist betroffen.

Bel Ausfall der Gene haunted und tramtrack bleibt die Gesamtmorphologie des Embryos im
wesentlichen erhalten (Abb. 10B, C). Bei tramtrack-mutanten Embryonen vollzieht sich die
Kopfinvolution nicht korrekt, das Clypeolabrum bleibt bis zum Ende der Embryogenese
deutlich hervorgestreckt (Abb. 10C).
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Abb. 10 Verénderung der Gesamtmorphologie | Lateralansicht mutanter Embryonen der ttk-Gruppe im
Stadium 16/17, mit mAb 22C10 markiert (anterior ist oben, ventral links). A) Wildtyp, B) hau™?, C) ttk®*%®, das

Clypeolabrum ist hervorgestreckt (Pfeil), D) dib', der Embryo ist dorsal offen, Gewebe tritt aus (Pfeilspitzen),
E) rpc®?®*, F) shd?, G) sad®, das ZNSist eingefallenen (Pfeil), H) spo’, 1) srol.
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Die Morphologie der Embryonen erscheint bei Ausfall der Gbrigen Gene bis zum Stadium 15
normal und der dorsale Schlul? der Epidermis erfolgt. Im Stadium 16/17 kommt es jedoch zu
Veranderungen, die die Gesamtmorphologie des Embryos drastisch andern (Abb. 10). Der
Embryo verklrzt sich sehr stark Uber die ventrale Seite in anterior-posteriorer Richtung. Im
dorsadlen Bereich scheint die Epidermis aufzureif3en, z.T. tritt dort Gewebe aus. Dieses
Phanomen kann auch in Kutikulapraparationen beobachtet werden, dort findet sich im
dorsalen ebenso wie im anterioren Bereich keine Kutikula mehr (Abb. 8). Die vorhandenen
Kutikulareste kommen wie ,zusammengeschnurrt” im posterior-ventralen Bereich der
Vitellinmembran zu liegen. In Kutikulaprgparationen und auch teils in Antikorperfarbungen
sieht man Reste der Kutikula, die transversal tiber das ZNS hinwegfihren (Abb. 11D).

Das ZNS liegt nicht mehr im ventralen Bereich des Embryos, es kommt tief im Embryo zu
liegen (Abb. 8G, 11B).

Wodurch wird dieser Phanotyp verursacht? Es gibt zwel Moglichkeiten: Es kommt zu einer
Hyperplasie der ventralen Epidermis. In diesem Fall wirde das ZNS durch epidermales
Gewebe in den Embryo hineingedriickt. Die andere Mdglichkeit ist, dal? die Epidermis durch
die Veranderung der Gesamtmorphologie im ventralen Bereich zusammengeschoben wird
und dadurch das ZNS in den Embryo hineingedrtickt wird.

Unter Verwendung eines anti-TRAMTRACK-Antikorpers als epidermalem Marker ist zu
erkennen, dai sich die Epidermis in Mutanten der tramtrack-Gruppe normal entwickelt und
sie auch im ventralen Bereich vollstéandig vorhanden ist (Abb. 11D). Allerdings erscheint sie
stark faltig.

Um den Phanotyp genauer zu untersuchen und zwischen den beiden Mdglichkeiten
unterscheiden zu kdnnen, wurden Semi-Diinnschnitte mutanter Embryonen angefertigt.

In grol3en Bereichen innerhalb eines Segmentes hat sich ein Hohlraum zwischen Epidermis
und dartberliegendem Gewebe gebildet, der nicht durch zelluldres Material gefullt ist (Abb.
11E, F). Lediglich an einer Stelle pro Segment besteht noch Kontakt zwischen Epidermis und
ZNS. Dies scheint im Bereich der intersegmentalen Adopemata zu sein. Die Bereiche, die den
Kontakt zu dem darunterliegenden Gewebe verloren haben, bilden die oben beschriebenen
transversalen Strukturen. Folglich ist das eingesunkene ZNS nicht durch epidermale
Hyperplasie bedingt, es scheint durch epidermale Faltenwerfung in das Innere des Embryos

hineingedriickt zu werden.
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Abb. 11 Veranderung der Gesamtmorphologie Il A) Wildtyp. B) sro-mutanter Embryo, jeweils

Ventralansichten. Der Embryo ist in anterior-posteriorer Richtung verkirzt, das ZNS liegt nicht mehr ventral
(Pfeil). D) Ventralansicht eines sro-mutanten Embryos, die Epidermis ist mit einem anti-TTK-Antikorper
geférbt. Die Epidermis ist vollstdndig vorhanden, man erkennt transversale epidermale Streifen (Pfeilspitzen),
die Uber dem ZNS liegen. Die Bereiche dazwischen liegen tiefer und auRerhalb der Fokusebene.

C) Transversalschnitt durch einen wildtypischen Embryo. Die Epidermis (Pfeil) hat Kontakt zum ZNS
(Pfeilspitzen). E) Transversalschnitt, F) Sagittalschnitt durch einen sro-mutanten Embryo, Epidermis und ZNS
haben den Kontakt verloren, es hat sich ein Hohlraum gebildet.

Der Verlust von tramtrack fuhrt zu einem weiteren, charakteristischen Defekt, der deutlichen
Deregulation des neuronalen Antigens 22C10. Dieses wird normalerweise nur in den
Neuronen des PNS sowie in einigen Neuronen im ZNS exprimiert. In tramtrack-mutanten
Embryonen findet sich zusétzliche 22C10-Expression in der somatischen Muskulatur, der
Amnioserosa und dem Hinterdarm. Bel den Ubrigen Mitgliedern der tramtrack-Gengruppe

gibt es keine ektopische Expression dieses Antigens.
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3.4.4 Nervensystemdefekte in Mutanten der tramtrack-Gengruppe

Die Gene phantom, disembodied, rippchen, shade, shadow spook und shroud zeigen im
Nervensystem sehr dhnliche Ausfallphanotypen. Eine letale P-Element-Insertion in haunted
(diese Arbeit) zeigt Defekte im Nervensystem, die sich aber deutlich von denen der Ubrigen
Mitglieder der tramtrack-Gruppe unterscheiden. Andere haunted-Allele weisen aulRer dem
Kutikula-Phanotyp keine weiteren Defekte auf.

3.4.4.1 Die ZNS-Phanotypen

Alle Mitglieder der tramtrack-Gruppe fuhren bei Ausfall im embryonalen ZNS zu einem
»fusionierten Kommissuren®-Phéanotyp, der auf Defekte in den Mittelliniengliazellen hinweist
(Abb. 12). Der Phanotyp der Gene disembodied, phantom, shade, shadow, spook und shroud
ist sehr ahnlich. Der intrakommissurale Raum ist vollstdndig mit Axonen ausgefillt, es findet
keine Trennung der Kommissuren mehr statt. Weiterhin erscheinen die Konnektive dinner
und bei tramtrack-mutanten Embryonen ist zusétzlich das gesamte ZNS schmaler als im
Wildtyp (Giesen et al., 1997).

E mpc F ° shd G ad H s
Abb. 12 ZNS-Phanotypen der ttk-Gruppengene Das ZNS ist mit dem mAb BP102 markiert. Mutationen in
den Genen der ttk-Gruppe fuhren zu einem ,fusionierten Kommissuren“-Phanotyp, die Konnektive sind
verdiinnt. A) Wildtyp, B) hau™, C) phnf*, D) dib?, die Konnektive sind stark verdiinnt. E) rpc®®, teilweise

entwickelt sich nur ein Konnektiv (Pfeil). F) shd?, G) sad®, H) spo®, 1) sro™.
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Der Ausfall von disembodied betrifft zusétzlich die Kondensation des Bauchmarks, sie ist
verzogert (Abb. 12D). rippchen unterscheidet sich in seinem ZNS-Phéanotyp von den Ubrigen
Mitgliedern der Gruppe (Abb. 12E). Zwar tritt auch hier der ,fusionierte Kommissuren®-
Phénotyp auf, jedoch ist das ZNS in einigen Segmenten deutlich schmaler als im Wildtyp. Die
Konnektive sind nicht durchgangig, in einigen Segmenten wird nur ein Konnektiv gebildet.
haunted zeigt einen ZNS-Phanotyp, der sich durch schwécher-,fusionierte Kommissuren®
auszeichnet (Abb. 12B). Ab Stadium 15 erscheint das ZNS sehr stark kondensiert, also
deutlich friher als diesim Wildtyp der Fall ist (Abb. 10B).

Die faszikuldre Organisation der Konnektive 1&8% sich mit dem Antikorper 1D4 (anti-
Fasciclinll) darstellen. Er markiert in den Konnektiven sechs Faszikel, drei in jedem
longitudinalen Trakt, die deutlich voneinander getrennt sind (Abb. 13A).

Der Ausfal von spook bedingt, dal3 die Faszikel néher an der Mittellinie liegen, so dal3 der
Abstand der Konnektive zueinander geringer ist. Die Breite des ZNS ist aber wildtypisch, da
der Abstand der einzelnen Faszikel groRRer als im Wildtyp ist (Abb. 13H). Auch sonst wirkt
die Organisation des ZNS wildtypisch. phantom zeigt einen &hnlichen Phanotyp, die
Konnektive erscheinen aber breiter. Der Abstand der einzelnen Faszikel ist z.T. deutlich
grofer alsim Wildtyp (Abb. 13C).

Der Ausfall der Gene shade, shadow und shroud bedingt einen sehr dhnlichen Phanotyp
(Abb. 13F, G, I). Die Faszikel verlaufen nicht gerade wie im Wildtyp, sondern ,,wellig®. Im
Bereich der Kommissuren kommen sie ndher aneinander zu liegen, sie berihren sich sogar
fast. Im interkommissuraen Bereich gehen sie wieder auf wildtypischen Abstand zur
Mittellinie, wodurch die Wellenform zustande kommt. Die jeweils ul3eren Faszikel sind oft
unterbrochen.

In haunted-mutanten Embryonen ist das ZNS schmaer als im Wildtyp, im Bereich der
Kommissuren beriihren sich die Faszikel (Abb. 13B). Auch bei disembodied ist das ZNS
schmaler. Die medianen Faszikel berhren sich im Bereich der Kommissuren, im
interkommissuralen Bereich ist der Abstand der Faszikel von der Mittellinie grof3er als im
Wildtyp (Abb. 13D). Die &auReren Faszikel sind unterbrochen und erscheinen oft
defaszikuliert.

Der Ausfalphanotyp von rippchen unterscheidet sich von dem der anderen Gene. Die
Konnektive haben einen grofReren Abstand von der Mittellinie as im Wildtyp und die
Faszikel sind deutlich unterbrochen (Abb. 13E). Im Bereich der Kommissuren kreuzen

Fasciclinll-positive Axone die Mittellinie.
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Abb. 13 Defekte in der faszikularen Struktur des ZNS Das ZNS ist jeweils mit mAb 1D4 (anti-Fasciclinll)
markiert (Details siehe Text). A) Wildtyp, es werden sechs voneinander getrennte Faszikel markiert. B) hau®™,
C) phnfX, D) dib® E) rpc®*>*, kommissurale Axone exprimieren Fasciclinll (Pfeilspitzen). F) shd? G) sad®,
H) spo®, I) sro’.
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3.4.4.2 Die Mittelliniengliazellen

Alle Mitglieder der tramtrack-Gengruppe zeigen den Phanotyp der ,fusionierten
Kommissuren“ (Abb. 12). Da die Mitteliniengliazellen (MLG) fir die Trennung der
anterioren und posterioren Kommissur verantwortlich sind, ist dieser Phanotyp immer ein
Hinweis auf Defekte in diesen Zellen. Die Enhancer trap-Linie AA142 markiert die Zellkerne
der MLG. Die Anzahl der Mittelliniengliazellen wurde mittels konfokaler Mikroskopie
bestimmt, da lichtmikroskopisch die einzelnen Zellen z.T. nicht mehr aufgeltst werden
koénnen. Im Wildtyp findet man durchschnittlich 3,6 (3-4) Mittelliniengliazellen pro Segment
(Abb. 14, Zahlen in Tabelle 3). Es wurden im Durchschnitt 10 Segmente in verschiedenen
Embryonen gezahit.

Mutationen in drei Genen der tramtrack-Gruppe fuhren zu einer Reduktion der Anzahl der

MLG. In tramtrack-mutanten Embryonen werden durchschnittlich nur noch 1,8 MLG

Anc

Abb. 14 Anzahl der MLG in den einzelnen Mutanten der tramtrack-Gruppe Die MLG wurden durch die

Enhancer trap-Linie AA142 markiert. Es wurden folgende Allele untersucht: ttkB®, rpcP**2 phnf*, sro?,

Sthl—SS SpoD3—110 SadC3—9 disz_GS.
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pro Segment markiert (es finden sich 0-2 Zellen pro Segment), bei phantom und rippchen
sind esdrei ML G pro Segment, also eine im Vergleich zum Wildtyp etwas reduzierte Anzahl.
Auch bei Mutationen in haunted ist die Anzahl leicht auf 3,2 reduziert.

Bei den Ubrigen Genen der tramtrack-Gruppe findet man mehr Mittelliniengliazellen as im
Wildtyp. In mutanten Embryonen von shade und shroud gibt es 4,6 bzw. 4,7 MLG, bel spook
5,5 und bei shadow und disembodied sogar 6,2 bzw. 6,5 MLG pro Segment, also fast die
doppelte Anzahl im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 14, Tabelle 3). Die Zahl der MLG ist bel
diesen Mutanten variabel, man findet Abweichungen von bis zu zwel Zellen mehr oder
weniger vom Mittelwert. Samtliche Mittelliniengliazellen exprimieren das Gen tramtrack, das
normalerweise in den MLG exprimiert ist (Abb. 15).

Mit Hilfe konfokaler Mikroskopie wurde die Lage der Mittelliniengliazellen im ZNS mutanter
Embryonen untersucht. Die markierten Zellen liegen teils an abnormer Position. Im dorsalen
Bereich des ZNS, der normalen Position der MLG, finden sich in der Regel zwel Zellen.
Zwischen den Kommissuren befinden sich nur selten Gliazellen. Die Zellkerne der
zusédtzlichen MLG liegen oft im ventralen Bereich des ZNS, einer fir MLG untypischen
Position (Abb. 15, 25F).

i -
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Abb. 15 ZNS eines mutanten dib®?®-Embryos, lateral A) Gliazellen, mit anti-TTKp69-Antikorper markiert,
B) MLG, durch die Enhancer trap-Linie AA142 markiert, C) Uberlagerungsbild von A) und B), die MLG
exprimieren TTKp69.

3.4.4.3 DieMittellinienneurone

Es besteht die Moglichkeit, dal3 die zusdtzlichen Mittelliniengliazellen (s.0.) auf Kosten der
Mittellinienneurone entstehen, es also eine Transformation von einem Zelltyp in den anderen
gibt. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der Mittellinienneurone bestimmt. Als Marker
diente die Enhancer trap-Linie X55. Im Wildtyp werden 12 Mittellinienneurone pro Segment
markiert (Abb. 16A). Diese Anzahl wurde auch in den Mutanten der tramtrack-Gruppe
gefunden (Abb. 16B-J), nur bel haunted und shadow wurden mit 11 bzw. 10 Zellen weniger
as im Wildtyp gezéhlt. (Aufgrund der kompakten Anordnung ist es alerdings nicht



Ergebnisse 62

F shd
Abb. 16 Mittellinienneurone in den Mutanten der tramtrack-Gruppe A) Wildtyp, B) hau™®, C) phnf*,
D) dib®, E) rpc®®®, F) shd?, G) sad®, H) spo?, I) sro, J) ttk®**°. Die Neurone liegen haufig im dorsalen Bereich
des ZNS (Pfeilein D, E).

ausgeschlossen, dal3 doch die normale Anzahl an Mittellinienneuronen vorhanden ist, dies
aber lichtmikroskopisch nicht aufgelést werden konnte) Die Anordung der Mittel-
linienneurone ist jedoch verschieden vom Wildtyp, da sie vermehrt im dorsalen Bereich des
ZNS liegen. Es scheint aso (evtl. mit Ausnahme von shadow) keine Transformation von
Neuronen in Gliazellen in der Mittellinie stattzufinden. Auch bel tramtrack, fir das im PNS
eine glio-neurale Transformation beschrieben ist (Guo et al., 1995), findet sich die
wildtypische Anzahl der Mittellinienneurone. Die Anzahl EVEN SKIPPED-positiver ZNS-

Neurone ist ebenfalls unverandert (Daten nicht gezeigt).

3.4.4.4 Dielateralen Gliazellen

Um Veranderungen in Anzahl und Anordnung der lateralen Gliazellen feststellen zu kénnen,
wurden diese mittels eines anti-REPO-Antikorpers markiert und mutante Embryonen durch
konfokale Mikroskopie auf Abweichungen vom Wildtyp hin untersucht. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurden durchschnittlich 5 Segmente in drei verschiedenen Embryonen ausgezahlt.
Im Wildtyp lassen sich pro Segment durchschnittlich 43 laterale Gliazellen erkennen, von
denen etwa 60% im Bereich der Konnektive und Kommissuren liegen. Sie haben eine sehr
regelméldige Anordnung (Abb. 17A).

wit dib hau phm rpc shd sad S000) Sqo) ttk

43 34 35 38 38 36 35 37 41 34
(100%) | (80%) | (81%) | (88%) | (88%) | (84%) | (81%) | (86%) | (95%) | (80%)

Tabelle2: Anzahl der lateralen Gliazellen pro Segment in den verschiedenen Mutanten. Die erste Zeile gibt die
Anzahl der Gliazellen wieder, die zweite die Reduktion in Bezug auf die wildtypische Anzahl.
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Alle Gene der tramtrack-Gruppe fuhren bei Ausfall zu einer Reduktion der Anzahl der
lateralen Gliazellen auf 80-88% der wildtypischen Anzahl. Lediglich der Verlust der Funktion
von shroud scheint die Anzahl der Gliazellen nur gering zu &ndern.

phm

-~

Abb. 17 Die lateralen Gliazellen in mutanten Embryonen der ttk-Gruppe Das Nervensystem wurde mit mAb
BP102 markiert (griin), die lateralen Gliazellen (rot) mit einem anti-REPO-Antikorper. In den Mutanten der ttk-
Gruppe kommt es zu Abweichungen in Anzahl und Anordnung der Gliazellen.

A) Wildtyp, B) hau”*, C) phnf*, D) dib®, E) rpc®?®*, F) shd?, G) sad®, H) spo*, 1) sro’.

Oft geht die regelméldige Anordnung der Zellen verloren (Abb. 17). Wéhrend sie in Mutanten
der Gene shade, spook und shroud Uberwiegend normal ist, kommen die lateralen Gliazellen
bel dib- und ttk-mutanten Embryonen néher an der Mittellinie zu liegen. Der Verlust von

shadow fuhrt dazu, dal3 die Gliazellen weiter lateral liegen und die Anordnung aufgel ockert
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ist. Im rippchen-mutanten ZNS ist keine regelméllige Anordnung der lateralen Gliazellen

mehr erkennbar.

3.4.4.5 Defekte und Zellzahlen im PNS

Die Anordnung der Neurone im PNS ist in mutanten Embryonen der ttk-Gruppe nicht mehr so
klar strukturiert wie im Wildtyp (Abb. 18). Die Trennung in dorsales, laterales und ventrales
Cluster ist tellweise aufgehoben. Die Neurone liegen kummuliert, die Anordnung wirkt
kompakter. Dadurch scheint es, wie bei tramtrack, zu einer Veranderung der Zellzahl zu
kommen. Die Axone erscheinen teilweise defaszikuliert.

Bel hau-mutanten Embryonen wirkt das PNS, als fehlten dort Neurone, die Anordnung ist
aufgelockerter alsim Wildtyp (Abb. 18B).

Abb. 18 PNS-Defekte in mutanten Embryonen der ttk-Gruppe Die PNS-Neurone wurden mit dem mAb

22C10 markiert. Es kommt zu Stérungen in der Anordnung der Neurone, eine Identifizierung der einzelnen
Neurone st nicht maglich. A) Wildtyp, B) hau”*, C) dib®, D) rpc®***, E) shd?, F) sad®, G) spo’, H) sro™.
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Um zu Uberprifen, ob es im PNS zu einer Verdnderung der Zellzahlen kommt, wurde die
genaue Anzahl neuronaer und glialer Zellen im dorsalen und lateralen Cluster bestimmt. Als
Marker dienten die Antikorper 44C11 (anti-ELAV, neuronal) sowie MR1A (anti-PROS,
markiert Hlll- und Skolopedialzellen) und anti-REPO as glider Marker. Die Analyse
erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie, da anders eine Auflésung der einzelnen Zellen nicht
moglich ist. Ferner liegt in dieser Methode der Vorteil, Koexpressionen der Antigene
nachweisen zu konnen.

Im Wildtyp gibt es im dorsalen und im lateralen Cluster jeweils 12 Neurone, die durch den
Antikorper 44C11 erkannt werden. Der anti-REPO Antikorper markiert im dorsalen Cluster
zwel und im lateralen Cluster funf Zellen (Abb. 19A). MR1A erkennt im lateralen Cluster
sechs Skolopedialzellen der Chordotonalorgane sowie drei weitere Zellen der Externen
Sinnesorgane (ES). Im dorsalen Cluster werden insgesamt funf (2+3) Zellen in den ES
markiert (Abb. 20A). Oft ist in mutanten Embryonen keine Zuordnung der markierten Zellen
zu bestimmten Sinnesorganen mehr moglich, da die Gesamtorganisation der Zellen im PNS
gestort it.

In ttk-mutanten Embryonen kommt es fast zu einer Verdopplung der Anzahl der Neurone. Es
gibt je 21 Neurone im dorsalen und lateraen Cluster. dib-, phm-, rpc- und spo-mutante
Embryonen weisen eine wildtypische Anzahl an Neuronen auf. Mutationen in den Genen hau,
shd, sad und sro fuhren zum Verlust von Neuronen. Es gibt jeweils nur 11 Neurone pro
Cluster, bel sro-mutanten Embryonen nur 10 (Abb. 19B-E, 20C-F).

Abb. 19 Die Zellzahlen im PNS| Zur Bestimmung der genauen Zellzahlen wurden die Neurone mit mAb

44C11 (anti-ELAV, grin) und die Gliazellen mit einem anti-REPO-Antikorper (in rot) markiert. Es sind einige
Phanotypen exemplarisch dargestellt (Details im Text). A) Wildtyp, es gibt sechs REPO-positive Zellen im
lateralen und zwei im dorsalen Cluster. B) phnf*-mutante Embryonen zeigen sieben REPO-positive Zellen im
lateralen Cluster. C) In dib®-mutanten Embryonen exprimiert je eine Zelle ELAV und REPO (Pfeilspitzen).
D) sro’-Allele zeigen nur noch eine REPO-positive Zelle im dorsalen Cluster (Pfeile). E) In ttk-mutanten

Embryonen gibt es mehr REPO-exprimierende Zellen.
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Mutationen in den Genen dib, rpc, shd und spo fihren zu keiner Verdnderung der Anzahl an
repo-positiven Zellen. Auffallig ist, dal? in dib-mutanten Embryonen eine Zelle des lateralen
Clusters sowohl REPO als auch ELAV exprimiert (Abb. 19C). Bel sad- und sro-mutanten
Embryonen &3 sich im dorsalen Cluster nur eine repo-positive Zelle erkennen (Abb. 19D),
ebenso bei Embryonen, die mutant fir hau sind. Allerdings werden hier im lateralen Cluster 6

Zellen markiert, so dal3 es evtl. nur zur Verschiebung dieser Zelle gekommen ist.

Der Verlust von phm und ttk fihrt zu mehr repo-exprimierenden Zellen: bei phm sind es 7
Zellen im lateralen Cluster (und 2 im dorsalen), bei ttk im dorsalen Cluster 2-3, im lateralen 7-
9 (Abb. 19B, E, die Zahlen sind leicht variabel).

'y - B’ L ' "&
Abb. 20 Die Zellzahlen im PNS || Doppelfarbungen gegen ELAV (neuronal, rot) und PROS (griin, konfokale
Bilder) bzw. Einzelfarbungen gegen PROS (jeweils rechter Bildteil). Einige mutante Phénotypen sind

exemplarisch dargestellt (phm wurde nicht mittels konfokaler Mikroskopie untersucht). Auffalig ist, daf3 esim
dorsalen Cluster Zellen gibt, die sowohl ELAV als auch PROS exprimieren (Pfeilspitzen, Detailsim Text).

Mutationen in den Genen shd, hau, sad und sro flhren zu keiner Veranderung der Anzahl
pros-exprimierender Zellen, bel rpc- und spo-mutanten Embryonen werden im lateralen
Cluster noch 8, bei dib-mutanten Embryonen noch 6 Zellen markiert (Abb. 20). Bei Verlust
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der ttk-Funktion gibt es im dorsalen Cluster 11-12, im lateralen 12-14 PROS-exprimierende
Zellen (dies entspricht also nicht ganz einer Verdopplung der Anzahl). Bei phm kommt es im
dorsalen Cluster zu einer Verdopplung der PROS-exprimierenden Zellen der ventralen drei
ES-Organe. Es werden sechs Zellen mit dem Antikdrper MR1A markiert (Abb. 20B).

Auffélig ist, dal3 es bel allen Mutanten im dorsalen Cluster 2-3 Zellen gibt, die neben einer
starken Expression des neuronalen Markers ELAV auch noch schwache PROS-Expression

aufweisen, also sowohl neuronaen als auch nicht-neuronalen Marker exprimieren.

3.4.5 Defekte im Tracheensystem

Kutikulapréparationen der Mutanten der tramtrack-Gruppe deuten Tracheendefekte an. Um
diese Defekte ndher zu untersuchen, wurden zwei Ansétze gewéhlt: Es wurde eine breathless-
Ga4, UAS-tau-GFP-Linie verwendet, die die Mikrotubuli in den tracheenbildenden Zellen
markiert und die Moéglichkeit der Lebendbeobachtung bietet. Nach Einkreuzen dieser Linie
wurden Embryonen im Stadium 16 mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Zum anderen
wurden die Tracheen mit dem lumenspezifischen Antikorper 2A12 markiert.

Das Tracheensystem besteht aus dem dorsalen Stamm, der den Koérper auf jeder Seite
longitudinal durchzieht und in den anterioren und posterioren Spirakeln endet (Abb. 21A).
Von ihm geht segmental ein dorsaler Ast und nach ventral ein transversales Konnektiv ab. Die
transversalen Konnektive sind untereinander durch die lateralen longitudinden Aste
miteinander verbunden und setzen sich weiter ventral as ganglionische Aste bis in das ZNS
fort. Vom dorsalen Stamm ziehen noch viszerale Aste in das Innere des Embryos.

Mutationen der tramtrack-Gene fuhren zu Defekten in der Organisation des Tracheensystems.
Die einzelnen Aste verlaufen nicht mehr gerade wie im Wildtyp, sondern bilden verschiedene
Windungen und Bogen aus, bis sie schliefdich meist ihr urspriingliches Zielgewebe erreichen.
Das Gesamtsystem wirkt desorganisert und zerfasert, da die Mikrotubuli  der
tracheenbildenden Zellen nicht mehr pardlel, sondern zum Teil senkrecht zur
Tracheenoberflache verlaufen.

sad-mutante Embryonen weisen keine offensichtlichen Tracheendefekte auf (Abb. 21F).
Mutationen in spo fuhrt dazu, daf3 sich die posterioren Spirakel nicht ausbilden und die
dorsalen Aste fehlen (Abb. 21G). In mutanten dib- und shd-Embryonen ist der dorsale Stamm
unterbrochen und die Fusion der longitudinalen Aste mit den Konnektiven findet nicht statt
(Abb. 21C,E), was auch in sro-mutanten Embryonen beobachtet wird (Abb. 21H). Bei dib-

mutanten Embryonen fehlen die kleineren Tracheenéaste.
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A

Abb. 21 Tracheendefekte bei den Genen der ttk-Gruppe A) Das wildtypische Tracheensystem besteht aus
dem dorsalen Ast (d) , den transversalen Konnektiven (k) sowie den longitudinalen Asten (). p markiert die
posterioren Spirakel. B) hau™*, C) dib®, D) rpc®?>*, E) shd?, F) sad*, G) spo?, H) sro*, 1) ttk .

Verschiedene Tracheenaste sind unterbrochen (Pfeilspitzen in C, E), die Mikrotubuli der tracheenbildenden

Zellen verlaufen teilwei se senkrecht zur Oberflache.

Mutationen in rpc fuhren zu einer Verkirzung der transversalen Konnektive. Die dorsalen
Aste sowie die posterioren Spirakel fehlen (Abb. 21D), genauso wie bei spo (Abb. 21G).Auch
in hau-mutanten Embryonen erscheint das Tracheensystem unorganisiert, es bildet sich aber
korrekt aus (Abb. 21B).

Der Tracheenphanotyp von ttk unterscheidet sich von dem der Ubrigen Mutanten. Das
Tracheensystem wirkt weitlaufiger und weniger fein strukturiert as im Wildtyp. Kleinere
Tracheenéste fehlen, ebenso Verbindungen zwischen den vorhandenen. Das Tracheensystem

wirkt in seiner Struktur aufgelockert.

3.4.6 Muskeldefektein der ttk-Gengruppe
Zur Untersuchung von Muskeldefekten wurde eine MHC-lacZ-Enhancer trap-Linie in die
Mutanten der ttk-Gengruppe eingekreuzt, um die Muskeln mit anschliefRender anti-R3-

Galaktosidase-Antikorperfarbung sichtbar zu machen.
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Abb. 22 Muskeldefekte in mutanten Embryonen

15/16 gibt es Anheftungsdefekte diverser Muskeln (Pfeilspitzen in D) bzw. ganze Muskeln fehlen (Stern in G),
einzelne Myoblasten scheinen nicht zu fusionieren (Pfeilspitzen in E, F). hau-mutante Embryonen zeigen nur
geringe Muskeldefekte (B).

A) Wildtyp, B) hau”*, C) phnf*, D) dib®, E) rpc®?®*, F) shd?, G) sad, H) spo?, 1) sro’.
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Die Myogenese findet im Embryo wéhrend der Stadien 13-15 statt. Zuerst entwickeln sich
einzelne Myoblasten, die dann fusionieren. Diese Synzytien wachsen weiter und bilden die
einzelnen Muskeln. Im Stadium 16 ist die Myogenese abgeschlossen. Die Muskeln bilden ein
sehr stereotypes, segmental organisiertes Muster, das die Identifizierung der einzelnen
Muskeln erlaubt. In den Abdominalsegmenten A1-A7 kann man drei Muskelgruppen
unterscheiden (nach Bate, 1993): die dorsale, die laterale und die ventrale Gruppe (Abb. 22A).
Mutationen in den Genen der tramtrack-Gruppe fuhren zu drastischen Muskelphanotypen
(Abb. 22C-I).

Erste Defekte in der Myogenese konnen im Stadium 15 beobachtet werden. Einzelne Muskeln
werden nicht angelegt, andere weisen eine abnorme Morphologie auf und runden sich ab
(Abb. 22D, G).

Ab Stadium 16, einhergehend mit den Veranderungen der Gesamtmorphologie, treten
deutliche Defekte in der Muskulatur auf. Die Muskeln runden sich ab und scheinen keinen
Kontakt zu den Apodemata (den Anheftungsstellen an der Korperwand) zu haben. Einzelne
Muskeln lassen sich nur schwer ausmachen. Die Gesamtorganisation der Muskelgruppen ist
gestort. Zusétzlich scheint es, als ob einzelne Myoblasten nicht fusioniert sind.

Der Ausfal von haunted scheint keinen bedeutenden Einfluld auf die Myogenese zu haben.
Alle Muskeln sind vorhanden und weisen eine normale Morphologie auf. Allerdings zeigen

sich Abweichungen vom wildtypischen Organisationsmuster (Abb. 22B).

3.4.7 Funktion der ttk-Geneim Auge

tramtrack dbt bel der Augenentwicklung eine wichtige Funktion aus (s.0.). Um zu
analysieren, ob die Ubrigen drittchromosomalen Gene der ttk-Gruppe ebenfalls eine Funktion
im Auge haben, wurden Augenklone hergestellt. Es wurden geeignete P[w"]-Elemente in der
Né&he der entsprechenden Gene ausgewdhlt (meist die zur Kartierung benutzten, s.0.) und
gegen starke Allele der jewelligen Gene gekreuzt. Die Larven wurden rontgenbestrahit und
die adulten Fliegen auf Augenklone hin untersucht.

In den analysierten Augenklonen der Gene dib, hau, rpc, shd, sad, spo und sro zeigte sich
kein Unterschied zum wildtypischen Auge. Die Photorezeptoren sind normal in Anzahl und
Anordnung (Abb. 23). Die Gene der ttk-Gengruppe - mit Ausnahme von tramtrack - scheinen

keine Funktion wahrend der Augenentwicklung auszutben.
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Abb. 23 Mutante Augenklone der Gene der ttk-Gruppe Semidinnschnitte von Komplexaugen; es sind einige
Augenklone exemplarisch dargestellt. A) Wildtypisches Auge, B) hau®-mutanter Augenklon, C) shd?-mutanter
Augenklon, D) sad-mutanter Klon. Es zeigen sich keine Abweichungen vom wildtypischen

Organisationsmuster.

3.4.8 Einflisse maternaler Komponenten

Das Gen tramtrack wird maternal exprimiert. Diese frihe Funktion wird zur Etablierung des
Segmentierungsmusters verschiedener Paarregelgene wie fushi tarazu benétigt (Brown und
Wu, 1993). Um zu untersuchen, ob die Ubrigen Gene der tramtrack-Gruppe eine maternale
Komponente besitzen, also schon sehr frih in der Entwicklung benétigt werden, wurden
K eimbahnklone erzeugt.

Dazu wurden Allele der jeweilligen Gene gegen die OvoD-FRT-Chromosomen des
entsprechenden Chromosomenarms (3L  bzw. 3R) gekreuzt. Die Larven wurden
réntgenbestrahit und die geschlUpften Weibchen gegen ein anderes Allel des entsprechenden
Gens ruickgekreuzt. Durch die Kreuzung gegen das OvoD-Chromosom kdnnen die Weibchen
nur Eier legen, wenn mitotische Rekombination in den Zellen der Keimbahn stattgefunden
hat. Die sich entwickelnden Eier besitzen keinen maternalen Anteil des entsprechenden
Genprodukts. Durch die Rickkreuzung gibt es zwei Arten von Embryonen, solche, denen die
maternale Komponente fehlt und solche, denen die maternale und die zygotische Komponente
fehlen. Die Embryonen wurden in Kutikulapréparationen untersucht.

Embryonen, denen sowohl die maternale als auch die zygotische Genfunktion fehlen, weisen
in Kutikulapraparationen keinerlei Strukturen auf (Abb. 24A-C). Es gibt, im Gegensatz zum
Ausfall der zygotischen Genfunktion, keine Kutikulareste, die Mundhaken werden nicht
angelegt. Die Embryonen sind oft in Langsrichtung verkirzt. Dieser Phanotyp ist bel allen
Mutanten der tramtrack-Gruppe gleich.

Die zygotische Komponente ist in der Lage, eine nahezu wildtypische Entwicklung des
Embryos zu erméglichen (Abb. 24D). Die Embryonen zeigen ein praktisch wildtypisches
Muster an Zahnchenbandern, die Mundhaken entwickeln sich und die Tracheen wirken

normal. Die Embryonen sind alerdings nicht in der Lage zu schltpfen.
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Abb. 24 Keimbahnklone Es sind Kutikulapréparationen einiger Embryonen exemplarisch dargestellt.

A-C) Den gezeigten Embryonen fehlen sowohl die maternale als auch die zygotische Genfunktion. Es
entwickeln sich keine kutikuldren Strukturen oder Mundhaken, die Embryonen sind in anterior-posteriorer
Richtung verkirzt. D) Dem Embryo fehlt nur die maternale Genfunktion, Kutikula und Mundhaken entwickeln
sich wildtypisch.

Diese Resultate weisen auf das Vorhandensein einer maternalen Komponente hin. Ein Ausfall
maternaler und zygotischer Genfunktion bedingt einen stérkeren Phanotyp als der Ausfall der
zygotischen Funktion allein. Diese ermdglicht zwar eine Uberwiegend normale Entwicklung
des Embryos, jedoch bleibt die embryonale Letalitét erhalten.

Mutationen in den Genen der tramtrack-Gruppe fuhren auferdem zu Defekten bei der
Entwicklung des Darms und der Malphigischen Gefél3e, wie sie z.T. in Harbecke und Lengyel
(1995), Bilder und Scott (1995) oder Jack und Myette (1999) beschrieben werden. Auf eine
Analyse dieser Defekte wurde verzichtet.

3.4.9 Die Untersuchung von Interaktionen der ttk-Gruppengene

3.4.9.1 Genetische Interaktionen innerhalb der ttk-Gruppe
Die Ausfall-Phanotypen der ttk-Gengruppe sehen sehr ahnlich aus. Auch Doppel mutanten
zwischen verschiedenen den Genen der Gruppe weisen einen Phanotyp auf, der

ununterscheidbar von dem der Einzelmutanten ist. Bel der Betrachtung des Nervensystems
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der Doppelmutanten mittels geeigneter Antikorper (22C10, BP102) erkennt man keine
Unterschiede zu den fast identischen Phanotypen der Einzelmutanten (Abb. 25A-C). In keiner
untersuchten Kombination treten verschiedene oder neue Qualitéten der Defekte auf. Dies
bedeutet, dal3 im Nervensystem nur ein Zelltyp oder Entwicklungsprozef3 betroffen ist. Daher
kann davon ausgegangen werden, dal3 diese Gene zu einer gemeinsamen Wirkkette gehdren.
Es wurde versucht, sie in eine epistatische Reihe einzuordnen. Daher wurde die Anzahl der
Mittelliniengliazellen als quantifizierbarer Marker mittels konfokaler Mikroskopie bestimmit.
Dazu wurden die verschiedenen Doppelmutanten mit einer P{w",lacZ} AA142-Insertion als
Marker im Hintergrund hergestellt (Abb. 25D-1). Da es bel den einzelnen Mutanten zum Tell
deutliche Unterschiede in der Anzahl der Mittelliniengliazellen gibt, sollten sich zumindest in
bestimmten Kombinationen Aussagen bezlglich der Epistasie treffen lassen. Die Ergebnisse
faldt nachstehende Tabelle zusammen:

dib rpc shd sad S00) S0 ttk

dib 3,8 31

rpc 3,0 34

shd 4,7

sad

spo

S0 4,6 n.b.
ttk 18

Tabelle 3: Zusammenfassung der Anzahl der Mittelliniengliazellen in den verschiedenen Einzel- und
Doppelmutanten der drittchromosomalen Gene der ttk-Gruppe. Der Wildtyp zeigt 3,6 Mittelliniengliazellen pro
Segment. n.b. nicht bestimmt.

Wie man an der Anzahl der Mittelliniengliazellen erkennen kann, ist eine eindeutige
Zuordung der doppelmutanten Phanotypen zu einer Einzelmutante nicht mdglich, da in den
meisten Falen ein intermedidarer Phanotyp entsteht. Allerdings gibt es Ausnahmen: dib und
Spo zeigen in den Einzelmutanten mit 6,5 bzw. 55 MLG mehr Zellen als der Wildtyp. In der
Doppelmutante ist die Anzahl auf 2,6 MLG reduziert. Bei der Doppelmutante dib,shd gibt es
ebenfalls weniger MLG (3,1) as in den Einzelmutanten. ttk-mutante Embryonen haben nur
noch 1,8 MLG pro Segment. Doppelmutanten mit ttk weisen hingegen eine erhdhte Anzahl
von MLG auf, die sogar Uber der der Ubrigen Einzelmutanten liegt. Auch hier ist disembodied

eine Ausnahme, die Doppelmutante dib,ttk weist die gleiche Anzahl wie die ttk-Mutante auf.
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sﬁd_.spn shd,sro | 1 shd,sad

Abb. 25 Doppelmutanten innerhalb der ttk-Gruppe Zur Untersuchung der Wechselwirkung innerhalb der ttk-
Gruppe wurden Doppel mutanten hergestellt. Einige sind exemplarisch dargestellt. Das Nervensystem wurde mit
mAb BP102 markiert, in D-1 zusétzlich die MLG mit der Enhancer trap-Linie AA142 (Details siehe Text).

A) dib?, ttk®® B) shd?, sro?, C) rpcP 2, sr0'D) dibP?®, shd?, E) sad“*?, sro?, F) rpcP#?, ttk®*°, Lateralansicht,

G) shd?, spoP*™° H) shd®>3 sro?, 1) shd® 3, sad!, Lateralansicht

Bei den Doppelmutanten ist die Anzahl der MLG nicht so variabel wie be den
Einzelmutanten. Fir die Lage der ML G gilt aber ebenso wie bei den Einzelmutanten, dal3 sich
an den typischen Positionen weniger MLG finden, die ektopischen Zellen liegen an
untypischen Positionen im ventralen Bereich des ZNS (Abb. 25F, 1).

Eine Doppemutante sro,ttk lief3 sich nicht herstellen. Bei dem Versuch, diese Doppel mutante
zu erzeugen, wurde beobachtet, dal3 nur 50% der erwarteten transheterozygoten Tiere
auftreten. Die Dosisreduktion der beiden Gene fihrt zu partieller Letaitdt. Eine dhnliche

Haploinsuffizienz wurde bel keiner weiteren Kombination beobachtet.
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3.4.9.2 Interaktion mit TTK

Mutante Embryonen der Mitglieder der ttk-Gengruppe wurden auf ihre TRAMTRACK-
Expression in verschiedenen Geweben untersucht.

Alle Gewebe der mutanten Embryonen zeigen normale Starke der tramtrack-Expression, es
[a3t sich kein Unterschied zum Wildtyp feststellen. Selbst die in einigen Mutanten ektopisch
vorhandenen ML G exprimieren TTKp69 (Abb. 15). Mutationen in den Genen der tramtrack-
Gruppe haben keinen Einflufld auf die Expression von tramtrack, sie scheinen also nicht an
dessen Kontrolle beteiligt zu sein.

Die Uberexpression von TTKp69 fiihrt, wie bereits beschrieben, zu starken Augendefekten
(Abb. 26B). Diese Situation diente als Testsystem, um mdgliche Interaktionen der Ubrigen
Gene der ttk-Gruppe mit tramtrack nachzuweisen. Dazu wurde durch Herausnahme einer
Kopie die Dosis eines Gens der ttk-Gruppe reduziert und CUberpriift, ob es zu einer
Modifikation des ttk-Uberexpressionsphanotyps kommt, sich also funktionell eine Interaktion
nachweisen 1&03.

Zu diesem Zweck wurde ttkp69 mit Hilfe einer sevenless-Gal4-Linie im Auge Uberexprimiert.

Die Herausnahme einer Kopie der Gene disembodied oder haunted zeigt keinen Einflul? auf

Abb. 26 Einflu der Dosisreduktion der Gene der ttk-Gruppe auf ektopische Expression von TTKp69

Zur Untersuchung einer moglichen Interaktion innerhalb der ttk-Gruppe wurde TTKp69 mit einer sev-Gal4-Linie
im Auge exprimiert und anschlieRend je eine Kopie eines ttk-Gruppengens herausgenommen. A) Wildtyp,
B) sev-Gal4; UASttkp69 fiihrt zu rauhen Augen. C) sev-Gal4; UASitkp69; +/ hau™* und D) sev-Gal4; UASttkp69;
+/ dib® zeigen keine Veranderung des Phanotyps. E) sev-Gal4; UAStkp69; +/ rpc®®> und G) sev-Gal4;
UASitkp69; +/ spo® fuhren zur Abschwachung, sev-Gal4; UAStkp69; +/ shd? (F) sogar fast zur Reversion des
Phanotyps. Die Herausnahme einer Kopie vonsro (sev-Gal4; UASttkp69; +/ sro? H) verstéarkt den Phanotyp.
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den Phanotyp der Uberexpression (Abb. 26C, D). Die Dosisreduktion der Gene rippchen,
shadow und spook schwécht den ,, rauhen Augen®-Phéanotyp ab, die Dosisreduktion von shade
fuhrt sogar zu einer fast vollsténdigen Reversion des mutanten Augenphanotyps (Abb. 26E-
G). Im Gegensatz zu den Ubrigen Genen der tramtrack-Gruppe zeigt die Herausnahme einer
Kopie von shroud eine deutliche Verstarkung des Phanotyps, die Augen weisen stérkere
Defekte auf als die Uberexpression von TRAMTRACK alleine (Abb. 26G). Diese Situation
fuhrt sogar zu pupaler Letalitét.

3.4.9.3 Interaktion mit dem EGF-Rezeptor signalweg

Dadie Gene der ttk-Gruppe eine Wirkgruppe definieren, wurde untersucht, ob diese Tell von
bekannten Signaltransduktionswegen ist oder mit ihnen interagiert.

Der EGF-Rezeptorsignalweg ist fur die korrekte Differenzierung der Mittelliniengliazellen
verantwortlich. Um eine maogliche Interaktion der tramtrack-Gengruppe mit der EGF-
Rezeptorsignaltransduktionskaskade zu untersuchen, wurden Doppelmutanten der tramtrack-
Gruppengene mit dem Gen spitz hergestellt.

spitzist ein Ligand des EGF-Rezeptors (Rutlegde et al., 1992), dessen Ausfall, bedingt durch
den Differenzierungsdefekt in den Mittelliniengliazellen, zu enem ,fusionierten
Kommissuren“-Phanotyp fuhrt (Abb. 27B, Klambt et al., 1991). Doppelmutanten von spitz
und den Genen der tramtrack-Gruppe zeigen Nervensystemdefekte, die zum Tell vdllig
verschieden von denen der Einzelmutanten sind. In spi; sad- Doppel mutanten bilden sich beide
Kommissuren aus und sind, trotz des Ausfalls von spitz, deutlich getrennt (Abb. 27F). Die
posteriore Kommissur erscheint dinner und die Konnektive sind dicker als im Wildtyp. In
spi; dib-Doppel mutanten entwickeln sich keine Kommissuren mehr, auch die Ausbildung der
Konnektive ist gestort (Abb. 27C). Einen ahnlichen Phanotyp zeigen auch spi;rpc-
Doppelmutanten (Abb. 27D). Hier bilden sich einzelne Kommissuren aus, und die
Konnektive sind, wenn auch stark verdunnt, vorhanden. Der Abstand der Konnektive
voneinander ist in beiden Situationen breiter als im Wildtyp.

In spi;sro-Doppelmutanten bilden sich beide Kommissuren, die jedoch oft nicht getrennt
werden (Abb. 27H). Es bildet sich nur ein Konnektiv aus. Ahnlich sieht auch das ZNS
spi;shd-mutanter Embryonen aus. Beide Kommissuren bilden sich aus, werden aber nicht
getrennt (Abb. 27E). Die Ausbildung der Konnektive ist gestort, sie sind stark verdinnt. Das
bei dieser Doppelmutante verwendete shade-Allel B1-53 trégt eine AA142-P-Element-
Insertion im Hintergrund, wodurch sich die Mittelliniengliazellen markieren lassen. Pro
Segment entwickeln sich 4-5 MLG, die Anzahl, wie man sie in shade-mutanten Embryonen

findet. Diese liegen aber, flr spitzMutanten typisch, nicht zwischen den Kommissuren.
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Ea,

Abb. 27 Interaktion mit der EGF-Rezeptorsignaltransduktionskaskade Zur Untersuchung einer
Wechselwirkung mit dem EGF-Rezeptorsignalweg wurden Doppel mutanten zwischen Genen der ttk-Gruppe und
dem Allel spi'** hergestellt. Das ZNS wurde mit mAb BP102 markiert. A) Wildtyp. B) spi'**-mutante
Embryonen zeigen einen , fusionierten Kommissuren®-Phanotyp. C) Doppelmutante spi'A**;dib®-Embryonen

IIA14.r 02-54

entwickeln keine Kommissuren, die Konnektive sind unterbrochen (Pfeile). D) In spi pc > -mutanten

Embryonen gibt es einzelne Kommissuren (Pfeilspitze), die Konnektive sind reduziert oder unterbrochen (Pfeil).
E) spi'""14;shd? fiihrt zur Reduktion der Konnektive. Die MLG (blau) sind markiert. F) In spi'""**: sad'-mutanten
Embryonen ist die posteriore Kommissur reduziert (Pfeilspitzen), die Konnektive sind verdickt. G) spi'"A**:spo'-

doppel mutante Embryonen zeigen einen Kollaps des ZNS an der Mittellinie, die Konnektive sind unterbrochen.

H) In spi'"“:sro’-Embryonen entwickelt sich nur ein Konnektiv (Pfeile). Die Kommissuren werden nicht

getrennt.

Einen zu spi;dib-Doppelmutanten entgegengesetzen Phanotyp zeigen spi;spo-mutante
Embryonen (Abb. 27G). Hier ist das Nervensystem an der Mittellinie kollabiert, zwischen den
Neuromeren bilden sich keine Konnektive aus. Ein @nlicher Phanotyp wurde fir Mutationen
in single minded oder faint little ball beschrieben (Thomas et al., 1988; Raz und Shilo, 1992).
Die Phanotypen der Doppelmutanten unterscheiden sich deutlich von denen der Einzel-
mutanten. Dies bedeutet, dal3 spitz und die Gene der ttk-Gruppe unterschiedlich wirken und
diese daher wahrscheinlich nicht innerhalb des EGF-Rezeptorsignalweges agieren.
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3.4.9.4 DECAPENTAPLEGIC-Expression in Mutanten der ttk-Gruppe

Der JUN-Kinase-Signaltransduktionsweg ist fur korrekte epidermae (speziell fir den
dorsalen Schluf®) und tracheale Entwicklung verantwortlich. DECAPENTAPLEGIC (DPP)
wird im Embryo in den Zellen des dorsalen Randes der Epidermis exprimiert, die den
dorsalen Schluf3 vollziehen, ebenso in den Tracheenplacoden (Abb. 28). Es wird also in zwei
Geweben exprimiert, die in Mutanten der tramtrack-Gruppe betroffen sind. Daher wurde
untersucht, ob die dpp-Expression in diesen Mutanten veréndert ist.

Mutanten der Gene dib, hau ,rpc, phm, shd, sad, spo und sro zeigen keine Veranderung des
wildtypischen dpp-Expresisonsmusters.

In ttk-mutanten Embryonen finden sich Abweichungen vom wildtypischen Expressionsmuster
(Abb. 28). Es sind alle Expressionsdomanen vorhanden. Allerdings ist die Anordnung und
deutliche Trennung der Doméanen gestort. Es scheint sich aber eher um sekundére Effekte zu
handeln, dain ttk-Mutanten schon friih verschiedene Gewebe betroffen sind.

¥

C D

Abb. 28 dpp-Expression in ttk-mutanten Embryonen A,C) Wildtypische Embryonen in den Stadien 11 und 13
(nach Campos-Ortega und Hartenstein). B, D) ttk-mutante Embryonen vergleichbarer Altersstufen. Samtliche
Expressionsdoméanen sind erkennbar, erscheinen aber ungeordnet. Die Pfeilspitzen markieren die dpp-

Expression im dorsalen Rand der Epidermis.

3.4.9.5 Einflul3 auf die Positions-Effekt-Variegation
Chromatinbindende Proteine kénnen durch Anderung des Chromatinzustandes (Hetero- bzw.
Euchromatin) Einflul auf Genaktivitdt nehmen (Paro, 1990; Jones und Gelbart, 1993).

Zahlreiche dieser Komponenten wurden identifiziert, da sie als Modifikatoren der Positions-
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Effekt-Variegation (PEV) agieren. Sie nehmen in bestimmten chromosomalen
Rearrangements Einfluf3 auf die Expression euchromatischer Gene. Eine solche Veranderung
kann man im Komplexauge relativ leicht beobachten. Dort kommt es durch unterschiedlich
starke Expression des white-Gens innerhalb des Auges zu variegierter Augenfarbe.

TTK besitzt eine POZ-Doméne, wie sie auch einige chromatinbindende Proteine und der
E(Var)3-93D (Dorn et al., 1993) aufweisen. Da zusétzlich in der jeweiligen unmittelbaren
Umgebung der tramtrack-Gruppengene auch Enhancer bzw. Suppressoren der Variegation
(E(var)/ Su(var)) kartieren, wurde untersucht, ob es sich bel den Mitgliedern der tramtrack-
Gruppe um solche Modifikatoren handelt.

Um dies zu testen, wird das chromosomales Rearrangement w™" verwendet, bei dem das
white-Gen an eine Grenze zwischen Eu- und Heterochromatin trandoziert ist. Dies fuhrt zu
variegierter Augenfarbe (Dorn et al., 1993b). Nach Einkreuzen von Mutationen kann durch
Veranderung des Augenphanotyps auf Einfllsse auf die Variegation geschlossen werden. Da
im Ausgangsstamm eine relativ grofe Varianz des Phanotyps auftritt, die eine genaue
Aussage erschwert, wurden zwei weitere Teststdmme verwendet. Der eine tragt zusétzlich
eine Mutation, die die Variegation supprimiert und zu einem fast wildtypisch roten Auge
fUhrt. Der andere Stamm ist mit einem Enhancer der Variegation kombiniert und resultiert in
nahezu weillen Augen (Abb. 29A, G). Die Verwendung dieser Stdmme ermdglicht durch

Veranderung dieser Extremformen der Variegation eine genauere Aussage Uber mégliche

Enhancer oder Suppressoren.

Abb. 29 Einflu der ttk-Gruppengene auf die Postitions-Effekt-Variegation A) Das Standardrearrangement
wmh zeigt variegierte Augen. B-F) zeigen jeweils den EinfluR auf das Standardrearrangement, die Variegation
wird supprimiert. G) Standardrearrangement, rekombiniert mit dem Enhancer der Variegation 512. H-L) die
verstérkte Variegation des Enhancers 512 wird deutlich verringert.

Zur Untersuchung eines Einflusses wird jeweils eine Kopie des zu untersuchenden Gens herausgenommen.
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Das Einkreuzen von Allelen der Gene hau, sad und ttk fuhrt zu keiner erkennbaren
Veranderung der Variegation der Teststdmme. Allele von rpc, shd und spo fihren zu einer
Verringerung der Variegation (Abb. 29C-E, 1-K), so dal3 es sich um Suppressoren dieses
Effektes zu handeln scheint. dib und sro sind alenfalls sehr schwache Suppressoren der
Variegation, eine genaue Aussage ist aufgrund der Variabilitdt in den Teststdmmen nicht
moglich (Abb. 29B, H, F, L). Die Gene der tramtrack-Gruppe haben also zumindest teilweise
einen Effekt auf die PEV und damit moglicherweise Einflud auf die Genexpression durch

Veranderung der Chromatinstruktur.

3.5 Suche nach letalen P-Element-I nsertionen

Um enen Ansatzpunkt fir eine molekulare Analyse zu haben, wurde versucht, letale P-
Element-Insertionen in den Genen der tramtrack-Gruppe zu finden. Dazu wurden die
verfigbaren letalen P-Element-Insertionsstdmme der entsprechenden Regionen aus dem
Bloomington Stock Center auf ihr Komplementationsverhalten hin untersucht. Alle Stamme
komplementierten jedoch die entsprechenden EMS-Allele der Gene der tramtrack-Gruppe. Es
standen auch Teile einer - damals nicht naher charakterisierten - Sammlung letaler P[white']-
Elementstamme (mittlerweile z.T. verdffentlicht unter Dedk et al., 1997) zur Verfigung. ES
wurden etwa 4600 Komplementati onskreuzungen ausgewertet.

Zwe der P-Element-Insertionen der Sammlung, 1456/12 und 1481/2, komplementieren Allele
des Gens shroud nicht. Es konnte allerdings nachgewiesen werden, da3 es sch um
Hintergrundsmutationen handelt und diese Letalitdten nicht durch die P-Element-Insertionen

verursacht werden.

Das Gen rippchen kartiert im Intervall 75 B8-10. In dieser Region kartiert ein Modifikator der
Variegation, der Enhancer of Variegation 181 (E(Var)181, 75B5-10, Dorn et al., 1993b). Von
125 untersuchten Exzisionsereignissen dieser P-Element-Insertion fihren 72 zu embryonaler
Letalitdt. Diese fallen in zwei Komplementationsgruppen, die aber beide rippchen
komplementieren. Keines der Exzisionsallele zeigt einen rippchen-dhnlichen Phénotyp. Da
durch die Exzisionen beide Seiten der P-Element-Insertion betroffen sind, ist davon
auszugehen, dai’ rippchen nicht in unmittelbarer Nachbarschaft des E(Var)181 liegt.

3.6 Generierung neuer P-Element-Insertionen

Unter den getesteten P-Element-Linien lief3 sich keine letale P-Element-Insertion in den

Genen der ttk-Gruppe finden. Daher wurde versucht, mittels P-Element-Mobilisierung (,,local
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hop*) Insertionen in den entsprechenden Genen zu erzeugen (Tower et al., 1993; Zhang und
Spradling, 1993). Als Ausgangsstdmme wurden meist die zur meiotischen Kartierung
benutzten P-Elementstdmme gewahlt. Fir das Gen rippchen wurde die Insertiondlinie
E(Var)181 (75B5-10) gewahlt, fir haunted der Stamm P{hsneo}neur ("% (85D1-27). Es

konnten zwa P-Element-induzierte disembodied-Allele sowie ein haunted-Allel

werden. Die genauen Zahlenverhéltnisse gibt die nachfolgende Tabelle wieder:

Gen Ausgangs-P-Element getestete Fliegen erzeugte Allele
disembodied A72 960 2
haunted neur! "] 23 1
rippchen E(Var)181 313 -
shade K110 1650 -
shadow 7 710 -
spook Q114 703 -
shroud D30 1830 -

isoliert

Tabelle4: Ubersicht Uber die Generierung neuer P-Element-Insertionen.

3.7 Charakteriserung der P-Element-I nsertion in haunted

Die generierte P-Element-Insertion in das Gen haunted, hau™ genannt, wurde mittels in situ-
Hybridisierung an Speicheldrisenchromosomen in den Bereich 85D kartiert. In dieser Region
wurde haunted aufgrund der Defizienzenkartierung vermutet. Exzisionen dienten dem
Nachweis, dal? die Letalitét tber haunted durch die P-Element-Insertion verursacht wird. Sie
lief? sich in 42 von 69 Félen revertieren. Folglich handelt es sich um eine P-Element-
induzierte Letalmutation in haunted. Im Gegensatz zu den anderen bekannten Allelen zeigt
dieses nicht nur den beschriebenen Kutikula-Phanotyp, sondern auch Defekte im
Nervensystem. Diese sind verschieden von denen der Ausgangsinsertion im Gen neuralized.

Die Analyse 13 letaler Exzisionen von hau™ auf ihren Nervensystemphénotyp hin zeigte
keine mit einem stérkeren Phanotyp als den Ursprungsinsertion. Dies deutet darauf hin, dal3 es
sich bei der P-Element-Insertion um ein amorphes Alle handelt. Die an das P-Element
angrenzenden genomischen Bereiche, insgesamt 3 kb, wurden mittels plasmid rescue mit den
Restriktionsenzymen BamH1, EcoR1 und Sall kloniert. Sie wurden von den Enden her
ansequenziert und mit der Datenbank des Berkeley Drosophila Genome Projects verglichen.
Es zeigten sich keine Homologien zu bekannten Sequenzen. Die weitere Analyse von haunted

wurde zugunsten der Klonierung von disembodied aufgeschoben.
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3.8 Analyseder disembodied-P-Element-I nsertionen

3.8.1 A72ist eine P-Element-Insertion bel scratch

Als Ausgangsstamm fUr die Insertionsmutagenese in disembodied diente die vitale P-
Element-Insertion P{IwB}A72, die [-Galaktosidase-Expression in allen embryonalen
Neuronen zeigt. Dies wurde mittels konfokaler Mikroskopie durch die Kolokalisation mit
dem neuronalen Antigen ELAV nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Klonierung der
angrenzenden genomischen Bereiche und Sequenzvergleich mit der Datenbank des Berkeley
Drosophila Genome Projects ergaben, dal3 es sich um eine Insertion 550 bp oberhab des
Gens scratch handelt, das panneural exprimiert ist (siehe unten).

Bei dem Versuch, embryonal-letale Exzisionsmutanten dieser Linie zu erzeugen, konnte unter
148 getesteten Exzisionen kein letales Ereignis festgestellt werden. Dieses Ergebnis entspricht
den beschriebenen amorphen Allelen von scratch, da homozygot mutante Fliegen schltipfen
und subtile Augen- und Flugel phanotypen aufweisen (Roark et al., 1995). Da es das Zid war,
embryonal-letale Linien und evtl. eine Deletion zu erzeugen, die disembodied einschliefdt,

wurden die Fliegen nicht ndher analysiert.

3.8.2 Klonierung der disembodied-Region

Die zwel generierten disembodied-Allele wurden phanotypisch charakterisiert. Die Kutikula
Phénotypen sind identisch mit denen der bekannten dib-Allele (undifferenzierte Kutikula).
Auch im Nervensystem zeigen sich die gleichen Defekte, wie sie fir die EMS-induzierten
Allele beschrieben wurden (s.0.). Diese treten auch in Heterozygose tber EMS-induzierten
dib-Allelen auf. Das lacZ-Expressionsmuster stimmt mit dem der Ursprungs-Enhancer trap-
Linie A72 Uberein.

In situ-Hybridisierung mit einer DIG-markierten white’-Probe an Speicheldriisen-
chromosomen ergab, dal3 beide P-Element-Insertionen bel 64A Kartieren; andere Signale
(abgesehen vom endogenen white-Gen) waren auf den Chromosomen nicht detektierbar.
Mittels P-Element-Mobilisierung lieR sich die Letaitit von dib®™ in 3 von 74
Exzisionsereignissen revertieren. Vitale Exzisionen von dib™ lieRen sich unter 127 getesteten
Fliegen nicht beobachten. Die geringe Zahl der Reversionen von dib™ bzw. die nicht-
mogliche Reversion von dib™ sind Indizien dafir, daR es sich in beiden Félen um

Doppelinsertionen handelt (Diese Annahme konnte molekular bestétigt werden, s.u.).

Die an die P-Element-Insertionen dib™* und dib™ im 3 -Bereich angrenzenden genomischen
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Bereiche wurden durch plasmid rescue und inverse PCR kloniert. Es wurden ausschliefdlich

Fragmente der folgenden Grofien isoliert:

plasmid rescue inverse PCR
dib™ Pst1 1,9kb Alul 0,3kb
Sacl 1,5kb Ndell 1,4 kb
Sal1 3,8kb Rsal 0,4 kb
dib™ Pstl 2,0kb Alul 0,8 kb
Sal1 3,0kb Ndell 0,5 kb
Xhol 3,2kb Rsal 0,6 kb

Tabelle 5: Zusammenstellung der an die dib-P-Element-Insertionen angrenzenden genomischen Fragmente.

Fur die Klonierung von disembodied wurde verschiedenes genomisches Material dieser
Region anaysiert. Dazu wurde eine genomische Phagenbank (Kr/CyO, C. Kldmbt) gesichtet.
Mit genomischen dib™-Pstl- und A72-Sall-plasmid rescue-Fragmenten wurden 4 bzw. 2
Phagen isoliert. Ebenso erfolgte die Analyse von 9 Cosmiden der Region 64A (Siden-Kiamos
et al., 1990). Es handelt sich um die Cosmide 45D2, 47D2, 67H6, 82D2, 144F5, 161H11,
168G6, 171G8 und 197H9. Deren korrekte Lokalisation wurde durch in situ-Hybridisierung
an Speicheldrisenchromosomen Uberprift. Vom Berkeley Drosophila Genome Project
stammen P1-Klone des contigs DM2775. Er Uberspannt die Region 63F1-64A5 und umfafit
15 P1-Klone (Karte siehe Anhang).

disembodied kartiert genetisch bel 64A3 (Harrison et al., 1995). Um diese Region molekular
einzugrenzen, wurden zwei Marker gewahlt, die auf jeden Fall auf verschiedenen Seiten von
dib liegen sollten. Als distaler Marker wurde die P-Element-Insertion A72 (64A1-3) gewahilt,
flr den proximalen Bereich die P-Element-Insertion P{ PZ} rG166 (64A4-5).

Ein 0,7 kb grofRes genomisches Alul-Fragment aus dem 3-Bereich der Insertion rG166
wurde durch inverse PCR isoliert und diente als Sonde. Es hybridisiert jeweils mit einem 3,8
kb- EcoR1-Fragment der Klone DS711, 1122, 3653, 4230 und 7018. Da die Grof3e des EcoR1-
Fragmentes bel allen Klonen gleich ist, handelt es sich nicht um ein Randfragment. Somit
konnte die Lokalisation der Insertion rG166 auf 64A festgelegt werden. Das Fragment
hybridisiert nicht mit den isolierten Phagen und den Cosmiden.

Aus der P-Elementlinie A72 wurden durch plasmid rescue ein 0,8 kb grof3es genomisches
Pst1- und ein 2,7 kb grof3es Xhol-Fragment isoliert. Sie hybridisieren, mit Ausnahme des
Klons DS8290, mit allen Klonen, die im Bereich 64A2 liegen. Da die Lokalisation der Klone
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durch STS bestétigt wurde, kartiert die P-Element-Insertion A72 zwischen den STS-Markern
DM1727 (64A1) und DM2005 (64A3). Die genomische Pstl-Sonde hybridisiert mit dem
Cosmid 168G8, nicht aber mit Phagen, die mit der dib™-Sonde isoliert wurden.

Das dib™-Pst1-Fragment wurde auf die P1-Klone hybridisiert. Es hybridisiert jeweils mit
einem ca. 9 kb EcoR1-Fragment der Klone DS 3653, 4701, 4946, 7018, 8290 und 8866 sowie
mit einem 2,9 kb- EcoR1-Fragment des Klons DS 4230. Das P-Element in dib™ liegt damit in
der Region 64A2-3, distal des Markers DM 2005.

Das dibP?-Pst1-Fragment hybridisiert mit den Klone DS 728, 3653, 4035, 4701, 4780 und
8290. Aufgrund dieser Hybridisierungen kartiert das P-Element bei 64A2-3, weiter distal der
Insertion von dib™. Es gibt alerdings noch ein widerspriichliches Signal auf dem Klon
DS1122, der in einer anderen Region kartiert (64A3-5, aber proximal von DM 2005).
Diedurch plasmid rescue isolierten genomischen Fragmente wurden, ebenso wie Fragmente,
die durch inverse PCR gewonnen wurden, mit Hilfe P-Element-spezifischer Primer @ryl,
Pry2) sequenziert. Aus den Sequenzdaten konnten an die P-Elemente angrenzenden
genomische Sequenzen von 530 bp (fur dib™) bzw. 400 bp (dib"?) rekonstruiert werden. Das
dib™*-Sac1-Fragment wurde komplett durchsequenziert.

Der Sequenzvergleich zeigt fir die Konsensussequenz von dib™ Homologie mit dem Klon
BACR48M07 (64A3-B6). Die Sequenz liegt etwa 600 bp unterhalb des Gens masguerade
(mas). Die mas-cDNA und dib™
der P1-Klone.

Nach Vergleich der Sequenzdaten mit der Datenbank liegt das P-Element aus dib™ bei

-rescue-Fragmente hybridisieren mit gleichen Fragmenten

scratch, und zwar direkt oberhalb der Insertion von A72, in inverser Orientierung, d.h. in 3'-
5 -Richtung.

Bel den beiden P-Elementlinien handelt es sich um disembodied-Allele. Die beiden Gene
scratch und masguerade liegen aber etwa 170 kb weit auseinander. Aul¥erdem ist das

Hybridisierungsmuster von dib™ verschieden von dem von A72.

3.8.3 Lokalisation und Orientierung der P-Elemente

Um die Lokalisation und Orientierung der P-Element-Insertion A72 zu Uberprifen, wurden
zwei genomische Primer auf verschiedenen Seiten der Insertion (scrt3’und scrt5’) gewahlt.
Fur das P-Element wurden die Primer Placl fir das 5 -Ende bzw. Pry2 fir das 3'-Ende
ausgesucht. Fur die Primerkombinationen scrt5-Placl und scrt3’-Pry2 konnten an
genomischer DNA des Stammes A72 Fragmente der erwarteten Groéfien von 0,5 und 0,3 kb

amplifiziert werden. Somit bestétigen sich Lokalisation und Orientierung der Insertion A72.
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Mit der Primerkombination scrt5™-Pry2 konnte ebenfalls ein ca. 0,4 kb grof3es Fragment an
genomischer A72-DNA amplifiziert werden. Dies bedeutet, dal3 ca. 100 bp oberhab der
Insertion 3’-Reste eines P-Elementes liegen. Ein Fragment gleicher GrofRe konnte auch an
genomischer dib™-DNA nachgewiesen werden. Ein entsprechendes 5-Ende eines P-
Elementes in dieser Region konnte durch PCR nicht nachgewiesen werden. Unter
Verwendung eines nach Sequenzdaten des Sacl-plasmid rescues gewahlten Primers (dib1-3")
und des Primers Pry2 konnte durch PCR an genomischer dib™-DNA ein entsprechendes
Fragment amplifiziert werden. Durch diese Ergebnisse wird die Authentizitdt der dib™-
plasmid rescues bestétigt.

Mit Hilfe zweier Primer im 3"-Bereich von mas (mas3’, mas5’) und P-Element-Primern
konnte die Lokalisation der Insertion dib™? aus den Sequenzdaten bestétigt werden. Sie liegt,
in mas-Transkriptionsrichtung gesehen, in 3-5-Orientierung. Zudem konnte mit den
genomischen Primern scrt3’, scrt5” und P-Element-Primern Placl, Pry2 die Originalinsertion
AT72 nachgewiesen werden. Bei dib™
Durch PCR mit den Primern BAC686rev, BAC9300rev und BAC709 und P-Element-Primern

wurde die P-Element-Insertion dib"* 2,8 kb unterhalb der mas-Transkriptionseinheit in 5°-3 -

handelt es sich also um eine Doppelinsertion.

Orientierung kartiert. Da das dib™-Pstl-rescue-Fragment mit gleichen Fragmenten aus
genomischer DNA von A72 und dibP? hybridisiert, sammt das rescue-Fragment jedoch aus

dem Insertionsbereich von A72.

In einem Bereich von ca 1lkb unterhalb des Gens masquerade ist keine weitere
Transkriptionseinheit feststellbar (Murugasu-Oei et al., 1996). Auch der Vergleich dieser
Region mit Datenbanken zeigt keine Homologien zu bekannten Genen. In der Datenbank des

Berkeley Drosophila Genome Projectssind keine cDNA-Klone in dieser Region bekannt.

3.9 masguerade ist alldlisch zu disembodied

Das Gen masquerade (mas) wurde mittels in sSitu-Hybridisierung nach 64B Kartiert
(Murugasu-Oei et al., 1995). Durch Einschluf3 in die Defizienz Df(3L)GN34 (63E6-9; 64A8-
9) und Ausschluld aus der Defizienz Df(3L)C175 (64A3; A6) konnte die Lokalisation von mas
auf 64 A6-9 festgelegt werden.

Es gibt vier bekannte masquerade-Allele. mas®®, die Original-P-Element-Insertion, kartiert
ca. 500 bp unterhalb der mas-Transkriptionseinheit. Ferner gibt es drei Exzisionsallele,
mas™*, mas®™ und mas*’®. Die Exzisionsdlele stellen kleine Deletionen dar, mas™®?* und
mas®® entfernen die ganze Transkriptionseinheit, mas™ betrifft nur den C-terminalen
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Bereich der mas-Transkriptionseinheit und trdgt noch eine weitere P-Element-Insertion
(Murugasu-Oei et al., 1995, siehe Anhang).

Die masquerade-Allele wurden auf ihr Komplementationsverhaten beziiglich disembodied
getestet. mas®*® ist eine vitale P-Element-Insertionslinie, die tbrigen mas-Allele sind letal
Ubereinander.

Das Allel mas'® komplementiert kein getestetes dib-Allel. mas™® stellt eine relativ groRe
Defizienz dar und komplementiert die beiden PRElement-induzierten Allele nicht, ist aber
vital (ber EMS-induzierte dib-Alldle. Das Allel mas®’®, das eine komplexe Defizienz
darstellen soll, lebt Uber alle dib-Allele.

dib™™> dib™ dib™
mas™* |etal letal letal
mas“* vital letal letal
mas®"® vital vital vital

Tabelle 6: Zusammenfassung des Komplementationsverhaltens von dib und mas.

Die molekulare Analyse hat gezeigt, dai? die P-Element-Insertion dib™ in der Néhe der P-
Element-Insertion mas®*® liegt, und zwel mas-Allele komplementieren dib-Allele nicht. Zur
Uberprifung, ob es sich um ein einziges Gen handelt, wurde der meiotische Abstand
zwischen der P-Element-Insertion mas®™® und dem EMS-induzierten dib-Alld E2-70
bestimmt. Unter 1642 ausgezéhlten Fliegen fand sich keine Rekombinante: Der meiotische
Abstand betrégt damit weniger as 0,06 cM. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal3 beide
Gene identisch sind oder zumindest direkt benachbart liegen. Der Abstand zwischen dib und
der zusdtzlichen P-Element-Insertion des Allels mas™* betragt 024 cM (+ 0,14, 3
Rekombinanten in 1257 ausgezadhlten Fliegen).

3.10 Phénotypische Analyse von masquerade

mas?*8

ist eine vitae P-Element-Insertiondinie. Sie zeigt keine embryonalen Defekte und
weist keine spezifische 3-Galaktosidase-Expression auf. Die Ubrigen drei mas-Allele fuhren
zu embryonaler Letalitét.

Die beschriebenen Ausfallphanotypen fir masquerade (Murugasu-Oei et al., 1996) kdnnen
nur zum Teil bestdtigt werden. Die einzelnen mas-Allele zeigen unterschiedliche und leicht
variable Ausfallphénotypen.
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Abb. 30 Die masquerade-Phanotypen A) Kutikulapraparation eines mutanten mas>*-Embryos.

B) Ventralansicht eines mas™*-Embryos. Die Morphologie entspricht der von Mutanten der ttk-Gruppe (vgl.
Abb. 10, 11). C) PNS eines mas">*-mutanten Embryos, markiert mit mAb 22C10. Die Anordnung der Neurone
ist gestort. D-F) Das ZNS verschiedener mas-Allele, jeweils mit mAb BP102 markiert. D) mas-*-mutanter
Embryo, die Konnektive sind verdinnt (Pfeil), die Kommissuren erscheinen ,fusioniert*. Eine Kommissur
verlauft zwischen zwei Neuromeren (Pfeilspitze). E) Das Allel mas®’® zeigt verdiinnte Konnektive (Pfeile), die

K ommissuren erscheinen leicht , fusioniert*. F) Beim Allel mas?* sind die Axontrakte verdunnt.

In Kutikul apraparationen des mas-Allels x124 zeigt sich kein Unterschied zum Wildtyp, bel
dem Allel xs76 sind die Zdhnchenbander dinner als beim Wildtyp. Das mas-Allel 154 fihrt

zu einem Kutikulaphanotyp, der identisch zu dem von dib ist, die Kutikula differenziert nicht
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mehr, und es entwickeln sich keine Mundhaken (Abb. 30A).

Im PNS mas™-mutanter Embryonen kommt es zur Stérung der Anordnung der Neurone
(Abb. 30C). Das Allel mas™* zeigt im ZNS einen , fusionierten Kommissuren“-Phanotyp. Die
Konnektive sind unterbrochen oder stark verdinnt. Im abdominalen Bereich kommt es oft zur
Fusion zweier Neuromere (Abb. 30D). Auch das Allel mas®™® zeigt einen ,fusionierten
Kommissuren“-Phanotyp, alerdings schwécher als beim Allel 154 (Abb. 30E). Die
Konnektive sind dinner als im Wildtyp, und der Abstand einzelner Neuromere ist vergrof3ert.
Das Allel x124 zeigt dinnere Axontrakte als der Wildtyp (Abb. 30 F).

mas'>* zeigt die gleichen Veranderungen der Gesamtmorphologie, wie sie fiir die disembodied
beschrieben wurden (z. B: eingefalenes ZNS, Abb. 30B.). Auch treten vergleichbare
Muskeldefekte auf.

Das Alled mas'™ zeigt in den untersuchten Aspekten einen dhnlichen Ausfallphénotyp wie
dib-Allele. Die beiden tibrigen mas-Allele unterscheiden sich im Phanotyp vom Allel mas®™“.

C D

Abb. 31 Expressionsmuster der mas-RNA in situ-Hybridisierungen mit einer mascDNA-Sonde an

wildtypischen Embryonen. A) Im Stadium 12 wird mas in Zellen der Mittellinie (Pfeilspitzen) und in den
Muskelanheftungsstellen (Pfeil) exprimiert. B) mas-Expression in der Epidermis. C) Ab Stadium 14 wird mas in
den Tracheen und spéter im Hinterdarm (Pfeilspitze) exprimiert. D) In dib”*-mutanten Embryonen ist keine mas-

Expression vorhanden.

Um zu untersuchen, ob die mas-Expression in den P-Element-induzierten dib-Allelen P1 und
P2 betroffen ist, wurden in situ-Hybridisierungen mit einer DIG-markierten mas-cDNA-
Sonde durchgefuihrt. Im Wildtyp ist masquerade in der Epidermis, dem Tracheensystem, den
Muskelanheftungsstellen sowie wenigen Zellen im ZNS exprimiert (Abb. 31A-C, siehe



Ergebnisse 89

Murugasu-Oel et al., 1995). In Embryonen, die homozygot fir die P-Element-Insertionen
dib™! und dib™? sind, ist diese Expression nicht mehr nachweisbar (Abb. 31D).

3.11 Rettung des dib-mutanten Phanotyps durch mas-Expr ession

Diein dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen legen nahe, dal es sich bei disembodied
und masquerade um Mutationen im gleichen Gen handelt. Zwei von drei letalen mas-Allelen
komplementieren dib-Alldle nicht. dib¥*™® und mas®*® lassen sich durch meiotische
Rekombination nicht trennen, das Allel mas™* zeigt den gleichen Ausfallphanotyp wie dib-
Allele, und in den P-Element-induzierten dib-Allelen ist mas-Expression nicht mehr
nachweisbar.

Zur weiteren Anayse der alelischen Beziehung wurde versucht, den dib-mutanten Phanotyp
durch ektopische mas-Expression zu retten.

Daher wurden transgene UASmas-Fliegen hergestellt. Es konnten sechs transgene Stamme
aus drei unabhangigen Ansdtzen etabliert werden. Das UASmas-Konstrukt fihrt nach
Einkreuzen einer single-minded-Gal4-Linie zu deutlicher mas-Expression im entsprechen
Muster, wie durch in situ-Hybridisierungen an Embryonen mit einer DIG-markierten mas-

Sonde nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die Gal4-Aktivatorlinien 512 (rho-Gal4) und sm-Gal4 sowie eine UASmas-Effektorlinie
wurden mit dem dib-Allel E2-70 rekombiniert und gegeneinander gekreuzt. Die
resultierenden Embryonen wurden phanotypisch untersucht.

dib® "-mutante Embryonen zeigen im Stadium 16 im Nervensystem einen deutlichen
,fusionierten Kommissuren“-Phanotyp (Abb. 32A) und eine drastische Veranderung der
Gesamtmorphologie (s.0.). Die Expression von MAS mit Hilfe einer sim- oder rho-Gal4-Linie
in dib—mutanten Embryonen fihrt zu keiner Verdnderung der defekten Gesamtmorphologie.
Im Nervensystem kommt es zur Trennung der Kommissuren (Abb. 32 B, C). Der dib-mutante
Phanotyp wird also partiell gerettet.

Die Kutikula dib-mutanter Embryonen zeigt keine differenzierte Strukturen (Abb. 8D). Nach
Expression von UASmas mit einer sm-Gal4-Linie kommt es im ventralen Bereich wieder zur
Differenzierung der Kutikula, es bilden sich Zéhnchen (Abb. 32D, E). Der mutante Phanotyp
wird zum Wildtyp hin revertiert. Dieser Effekt ist nicht zellautonom, da der gerettete Bereich
4-5 Z€llreihen breit ist.

Diese Resultate zeigen, dald masguerade und disembodied identisch oder zumindest

funktiondll ersetzbar sind.
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Abb. 32 Rettung des dib-mutanten Phanotyps durch ektopische mas-Expression A) ZNS eines dib"-
mutanten Embryos. Die Kommissuren sind deutlich , fusioniert*. Expression von UASmasim dib ™-mutanten
Hintergrund mit B) einer sim-Gal4-Linie oder C) einer rho-Gal4-Linie. Die Kommissuren werden getrennt
(Pfeile). D) Kutikula-Praparation eines simGal4, dib¥ % UASmas dib™ "°-Embryos. Es zeigt sich der dib-

mutante Phanotyp. E) VergroRerung von D); im ventralen Bereich entwickeln sich Z&hnchen (Pfeilspitzen).

3.12 Uberexpression von MAS

Die Expression von MAS im ZNS fihrt zu einem , fusionierte Kommissuren“-Phéanotyp, und
die Konnektive sind stark verdinnt. Um diesen Effekt zu erzielen, reicht es, MAS in den
Zellen der Mittellinie zu exprimieren, da er bel Verwendung von sim- bzw. dli-Gal4-
Aktivatorlinien auftritt (Abb. 33C). Wird MAS in ZNS-Neuronen z.B. durch Verwendung
von sca-, rho- oder Kr-Gal4-Linien exprimiert, zeigt sich auer den ,fusionierten
Kommissuren“ und der Reduktion der Konnektive eine Verbreiterung des Abstands der
Neuromere (Abb. 33D).

Das Auswachsen der Nerven ins PNS ist nicht betroffen (nicht gezeigt). Die Anordnung der
PNS-Neurone ist gestért, sie kommen oft an abnormen Positionen zu liegen. Vereinzelt fehlen
Neurone (Abb. 33A). Die Muskeln weisen Anheftungsdefekte auf (Abb. 33B).
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Die Tracheen scheinen sich normal zu entwickeln.
Uberexpression von mas im Komplexauge mit Hilfe einer sevenless-Gal4-Linie fiihrt zu
keiner sichtbaren Veranderung, das Auge erscheint wildtypisch (nicht gezeigt).

Abb. 33 Uberexpression von masA) Uberexpression von UASmasmit einer Kr-Gal4-Linie. Im PNS kommt es

zu variablen Organisationsdefekten. Das laterale Cluster ist nach ventral verschoben (Pfeil), einzelne Neurone
Fehlen (Pfeilspitze). B) Uberexpression von masverursacht Muskel anheftungsdefekte (Pfeil spitzen).

C) Expression von UASmas in der Mittellinie mit einer simGal4-Linie fuhrt zu , fusionierten Kommissuren*
und reduzierten Konnektiven. D) Die Expression von UASmas in anderen Bereichen des ZNS (hier mir Kr-
Gal4) verzogert die Kondensation des ZNS, der Abstand der Neuromere ist groRer als im Wildtyp (Pfeile). Die
Pfeilspitzen markieren die hintere Grenze der Kr-Expressionsdoméane. Auf3erhalb der Expressionsdoméne haben

die Konnektive normale Dicke und der Abstand der Neuromere ist normal.
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4. Diskussion

Im embryonalen ZNS von Drosophila gibt es zwei Arten von Gliazellen, die lateralen und die
Mittelliniengliazellen. Sie unterscheiden sich durch ihre Herkunft und die Expression
molekularer Marker. Die lateralen Gliazellen entwickeln sich aus dem ventralen
Neuroektoderm. Sie sind fir die axonae Wegfindung im ZNS und das Uberleben von
Neuronen wichtig. Defekte in diesen Zellen flhren zu Brichen in den Konnektiven (Hidalgo
et al., 1995; Hidalgo und Booth, 2000; Booth et al., 2000). lhre Entwicklung steht unter der
Kontrolle des Schaltergens glial cells missing (gcm) (Hosoya et al., 1995; Jones et al., 1995;
Vincent et al., 1996). gcm fuhrt zur Aktivierung gliazellspezifischer Gene wie repo und
pointedP1. Diese leiten die gliale Differenzierung ein (Xiong et al., 1994; Klaes et al., 1994;
Halter et al., 1995; Campbell et al., 1994; Giesen et al., 1997).

Die Mittelliniengliazellen entwickeln sich unabhéngig von den lateralen Gliazellen. Sie
entstehen aus der ventraen Mittellinie des Embryos. Ihre Entwicklung hangt von der
Aktivierung des EGF-Rezeptors und der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade ab.
Diese fuhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors POINTEDP2, der die glide
Differenzierung einleitet (Klambt, 1993; Klaes et al., 1994; Scholz et al., 1997). Die
Mittelliniengliazellen haben zwel wichtige Funktionen bei der Nervensystementwicklung.
Zunéchst ziehen sie durch Expression von NETRINEN die kommissuralen Axone an und
erlauben ihr Kreuzen der Mittellinie (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Tear et al.,
1996; Kidd et al., 1998b). Spéter sind sie fir die Trennung der Kommissuren verantwortlich,
die sich zunéchst in enger raumlicher Nahe entwickeln (Klambt et al., 1991). Defekte in den
Mittelliniengliazellen verhindern die Trennung der Kommissuren und lassen sich an dem

»fusionierten Kommissuren“-Phanotyp erkennen.

4.1 Die Funktion von tramtrack bel der Gliazellentwicklung

Beide Arten von ZNS-Gliazellen haben unterschiedlichen Ursprung und entwickeln sich unter
dem Einflul} verschiedener Gene. Sie exprimieren jedoch ale TRAMTRACKP69. Der
Ausfal von TRAMTRACK (TTK) fuhrt zu Defekten in dlen Gliazellen. TTK ist aso fir
deren Kkorrekte Differenzierung notwendig. Durch Uberexpressionsstudien konnte gezeigt
werden, dald TTKP69 in der Lage ist, neuronae Differenzierung zu unterdriicken (Li et al.,
1997; Giesen et al., 1997). Die gliale Entwicklung ist davon nicht betroffen.

Die Gene pointed und tramtrack sind fur die korrekte glide Entwicklung notwendig. Die

Anayse von Doppelmutanten der beiden Gene sowie von Koexpressionsstudien zeigen, dal3
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sie unabhangig voneinander wirken. ttk wird verschieden von pointed reguliert, da seine
Expression Uber den Notch-Signalweg gesteuert wird (Guo et al., 1996).

Diese Resultate fuhrten zur Erstellung eines dualen Modells der Gliazellentwicklung
(Abb. 34). Die Wirkung von Schaltergenen wie gcm in den laterden Gliazellen oder faint
little ball, das den EGF-Rezeptor kodiert (Zak et al., 1990), in den Mittelliniengliazellen fuhrt
zur Aktivierung von Genen wie pointed (pnt) und repo, die die gliale Differenzierung
einleiten. Gleichzeitig wird durch ttk die Expression neuronaler Gene und damit die neuronae
Differenzierung verhindert. Das bedeutet, da3 fur den Differenzierungsprozef3 sowohl
aktivierende a's auch reprimierende Prozesse notwendig sind. Dies scheint wichtig zu sein, da
sich neuronale und gliale Zellen teilweise aus gleichen Vorlauferzellen entwickeln.

Bel der Repression neuronaler Gene wahrend der Gliazellentwicklung scheint es sich um
einen generellen Prozel3 zu handeln, da auch aus anderen Organismen dhnlich wirkende Gene
bekannt sind, z.B. 1in-26 aus C. elegans oder das V ertebratenprotein REST/NRSF (L abouesse
et al., 1996; Chong et al., 1995; Schoenherr und Anderson, 1995; Schoenherr et al., 1996;

Chen et al., 1998)
@ " @ Neuro-/ Glioblasten

'

Aktivierung von
glialen Schaltergenen

Ve
K pnt,

AL ’I“"
neursnal glial

Gliale Zell-
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Abb. 34 Duales Modell der Gliazellentwicklung Die schematische Darstellung der Differenzierung lateraler
Gliazellen. Die Wirkung glialer Schaltergene @cm fir die lateralen Gliazellen) fuhrt zur Aktivierung von
Differenzierungsgenen wie pnt oder repo. Gleichzeitig wird durch Gene wie ttk neuronale Entwicklung
verhindert.
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4.2 Der Funktionsmechanismusvon tramtrack

tramtrack wirkt wahrend der Entwicklung als transkriptioneller Repressor (z.B. Harrison und
Travers, 1990; Read et al., 1992; Xiong und Montell, 1993, Lai et al., 1997). Der Vergleich
mit ttk-Homol ogen aus anderen Drosophila-Spezies und anderen POZ-Proteinen (Lintermann
et al., 1998) zeigt zwel besonders konservierte Domanen auf, die POZ-Doméane und den
Bereich der Zink-Finger. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal} beide Doméanen fir ein
funktionelles Protein notwendig sind.

Die Zink-Finger sind ein DNA-bindendes Motiv. Uber sie scheint TTK seine Zielgene zu
erkennen. Die POZ/BTB-Domaéane vermittelt Protein-Protein-Wechselwirkungen. Sie ist zur
Homo- und Heterodimerisierung féhig (Bardwell und Treisman, 1994).

Punktmutationen in der POZ-Domaéne fihren zu deren Funktionsunfahigkeit. Es wurde schon
fur verschiedene Aminosaure-Austausche in der POZ-Doméane beobachtet, dal3 sie die
Fahigkeit zur Dimerisierung zerstoren (Chen et al., 1995). Dieser Effekt ist auch fur andere
Proteininteraktionsdoménen beschrieben, z.B. fuhrt der Austausch einzelner Aminosauren bei
REST zur Stoérung der Proteinwechselwirkungen und damit zur Funktionsunfahigkeit des
Proteins (Tapia-Ramirezet al., 1997).

Mit Hilfe des chiméren PEP-Proteins konnte nachgewiesen werden, dal3 die reprimierende
Funktion von TTK tiber die POZ-Doméne ausgelibt wird. Ahnliche Untersuchungen an BCL6
zeigen gleiche Ergebnisse (Seyfert et al., 1996). Auch dort konnte gezeigt werden, dal3 die
POZ-Domaéne fur die transkriptionelle Repression verantwortlich ist. Die Fusion der POZ-
Doméne mit einem DNA-bindenden Motiv bietet die Moglichkeit, den Ausfallphanotyp
verschiedener Transkriptionsfaktoren zu simulieren, selbst wenn dieser nicht bekannt ist.

Die POZ-Doméne von TTK dimeriset mit der von GAGA, einem chromatin-
modifizierendem Protein (Bardwell und Treisman, 1994). Da weitere POZ-Proteine as
chromatinbindend oder —modifizierend beschrieben worden sind (z.B. E(Var)3-93D, Dorn et
al.,, 1993), konnte die transkriptionsreprimierende Wirkung von TTK Uber die Bindung
solcher Cofaktoren durch eine Veranderung der Chromatinstruktur vermittelt werden.

Ein Hinwels darauf, da die reprimierende Funktion von tramtrack durch Cofaktoren
vermittelt wird, ergibt sich aus den Untersuchungen von Yu et al., 1999. Dort konnte in einem
modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Versuchsansatz eine transkriptionsaktivierende Wirkung
von tramtrack nachgewiesen werden. Dies deutet auf ein Fehlen wichtiger Cofaktoren in der
Hefe hin, die in Drosophila die reprimierende Funktion von tramtrack ausfihren.

Es gibt zahlreiche Transkriptionsfaktoren, die &hnlich wie TRAMTRACK wirken, z.B. lin-26
in C. elegans oder die Vertebratenproteine HIC-1 (Deltour et al., 1999), LAZ3/BCL6
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(Dhordain et al., 1997) oder C2H2-171 (Becker et al., 1997). Bel vielen dieser Faktoren
handelt es sich um POZ-Proteine, die Corepressoren wie SMRT oder SIN3 binden. Diese
fuhren durch Interaktion mit Histon-Deacetylasen zu einer Veranderung der Chromatin-
struktur. Keiner der reprimierend wirkenden Faktoren weist jedoch eine Sequenzhomologie
zu TRAMTRACK auf, die Ahnlichkeiten beschréanken sich auf die funktionelle Ebene.

Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist REST/NRSF (RE1-silencing transcription factor/
neural-restrictive silencing factor). Er ist in nicht-neuronalen Zellen exprimiert und dient der
Repression neuronaler Gene wie dem Typll-Natrium-Kanal (Chong et al., 1995; Schoenherr
und Anderson, 1995; Schoenherr et al., 1996; Chen et al., 1998). Die reprimierende Wirkung
wird durch einen Corepressor, COREST, ausgeiibt (Andres et al., 1999). Dieser besitzt zwei
SANT-Doménen, wie sie auch beim Corepressor SMRT vorkommen. Fir das Drosophila-
Homolog von CoREST (dCoREST) konnte gezeigt werden, da3 es mit TRAMTRACK
interagiert (J. Dallman, pers. Mittellung). Diese Resultate fihren zu dem in Abbildung 35
gezeigten Modell der Genrepression durch TTK.

Zn-Finger

Abb. 35 Funktionsmechanismus der Genrepression von BTB/POZ-Transkriptionsfaktoren Nach DNA-
Bindung durch die Zink-Finger rekrutieren die Transkriptionsfaktoren Uiber die BTB/POZ-Doméne Cofaktoren
wie SMRT. Diese interagieren mit Histon-Deacetylasen. Die Deacetylierung der Histon-Proteine fuhrt zu einer
stérkeren Histon-DNA-Wechselwirkung und damit zur Repression von Genaktivitét. nach Xuet al., 1999.

4.3 Die tramtrack-Gengruppe: Corepressoren von TRAMTRACK ?

Bel den Genen der tramtrack-Gruppe handelt es sich um eine gemeinsame Wirkgruppe. Sie
umfald die Gene disembodied, rippchen, phantom, shade, shadow, spook, shroud und
tramtrack. Der Ausfall dieser Gene betrifft in alen Falen die gleichen Gewebe. Er flhrt zu
identischen Kutikula-Phanotypen, und im Nervensystem und den Muskeln treten dhnliche
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Defekte auf. Dies deutet auf eine gleiche Funktion dieser Gene hin. Auch das Fehlen neuer
Phéanotypen in Doppelmutanten innerhalb der Gruppe spricht fur eine einzige Wirkgruppe.

Schliefdich wurden genetische Interaktionen innerhalb der tramtrack-Gruppe nachgewiesen.
Diese Befunde machen es wahrscheinlich, dal3 die Gene der tramtrack-Gruppe gleiche

Prozesse betreffen, eventuell handelt es sich sogar um direkte Cofaktoren von ttk.

Bel genauerer Betrachtung der Phanotypen |&%t sich die Gruppe in zwei Untergruppen
unterteilen. Der Funktionsverlust von tramtrack fuhrt im PNS zu ener neuronaen
Hyperplasie und zu einer Deregulation der Expression des neuronalen Antigens 22C10. Die
Gesamtmorphologie mutanter Embryonen bleibt aber im wesentlichen erhalten. Die Ubrigen
Mitglieder der tramtrack-Gruppe zeigen davon leicht verschiedene Defekte. Besonders
charakteristisch ist die Anderung der Gesamtmorphologie. Durch die Defekte in der
somatischen Muskulatur scheint es den Embryonen nicht moglich zu sein, kontraktilen
Kréaften, evtl. bedingt durch die Kondensation des ZNS, Widerstand entgegenzusetzen.

Das Gen haunted, das nicht mit den Ubrigen Genen eingruppiert wurde, unterscheidet sich
auch phéanotypisch von diesen. Mutationen fihren zwar zu einem gleichen Kutikula-
Phanotyp, jedoch unterscheiden sich die Ubrigen beobachteten Defekte deutlich. Besonders
typisch ist hier die verfrihte Kondensation des ZNS.

Die Mittelliniengliazellen (MLG) entwickeln sich aus 2 Mittellinienvorléuferzellen (Bossing
und Technau, 1994). Diese teilen sich und bilden einen Pool von 8-12 Mittelliniengliazellen.
Der Grofdell dieser Zellen leitet die Apoptose ein. Dies fuhrt zur Reduktion auf die
wildtypische Anzahl von 2-4 Mittelliniengliazellen pro Segment (Sonnenfeld und Jacobs,
1995; Dong und Jacobs, 1997; Stemerdink und Jacobs, 1997). Alle Vorléauferzellen
exprimieren den EGF-Rezeptor DER. Dessen Aktivitdt ist fur die frihe Funktion der
Mittelliniengliazellen, die Attraktion kommissuraler Axone, nicht notwendig. Die Reduktion
auf die wildtypische Anzahl an Mittelliniengliazellen und deren Differenzierung héngt von
der Aktivierung des EGF-Rezeptors und der Gene pointed und argos ab (Klambt et al., 1991;
Sonnenfeld und Jacobs, 1994; Golembo et al., 1996; Stemerdink und Jacobs, 1997).
Mutationen in den Genen der ttk-Gruppe beeinflussen nicht die Bildung der Kommissuren,
lediglich ihre Trennung geschieht nicht mehr. Dies bedeutet, dald die Differenzierung der
Mittelliniengliazellen betroffen ist. Dies fuhrt normaerweise dazu, dal? die Zellen Apoptose
einleiten (Sonnenfeld und Jacobs, 1994). Mutationen in tramtrack, phantom und rippchen

fuhren zu einer solchen Reduktion der Anzahl der Mittelliniengliazellen.
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Einige Gene der tramtrack-Gruppe (disembodied, shade, shadow, spook, shroud) fuhren bei
Ausfall zu zusétzlichen Gliazellen. Diese Zellen exprimieren gliaspezifische Marker (AA142,
TTKP69). Sie sind dennoch nicht zur Trennung der Kommissuren fahig, aso nicht
ausdifferenziert. Allerdings sterben die Zelen nicht und sind bis zum Ende der
Embryonalentwicklung vorhanden. Dies deutet auf eine Unterdriickung der Apoptose oder
zusétzliche Z€llteilungen hin. Diese missen alerdings vor der Expression des Markers AA142
stattfinden, da die ektopischen Gliazellen schon in frihen Embryonalstadien (Stadium 12/13)
nachweisbar sind.

Der Ausfall von rippchen fuhrt dazu, dald kommissurale Axone FASCICLINII exprimieren
(Abb. 13E). Dieser Effekt scheint seine Ursache in den resultierenden Gliazelldefekten zu
haben. Er tritt bei Mutationen in roundabout und karussell, aber auch bei der Uberexpression
von ARGOS auf (Seeger et al., 1993; Hummel et al., 1999b; Stemerdink und Jacobs, 1997).
Im PNS von Embryonen, die mutant fir Gene der ttk-Gruppe sind, zeigen einige neuronale
Zellen eine Koexpression der Marker ELAV und PROS. Wahrend der Entwicklung der
externen Sinnesorgane zeigt die PllI-Zelle, aus der sich Neuron und Hiillzelle entwickeln,
diese Koexpression (Reddy und Rodrigues, 1999b). Im sich entwickelnden Neuron scheint die
PROS-Expression nicht heruntergeregelt zu werden. Die Expression von pros wird durch
Notch negativ reguliert (Reddy und Rodrigues, 1999a). Dies konnte auf eine Stérung des
Notch-Signalweges in Mutationen der ttk-Gene hindeuten.

Die gefundenen Resultate lassen die Aufstellung einiger formeller epistatischer Beziehungen
innerhalb der ttk-Gruppe zu. tramtrack scheint epistatisch zu disembodied zu sein und negativ
reguliert zu werden. Die Gene rippchen, shade, shadow und spook scheinen negativ durch
tramtrack reguliert zu werden. Der Ausfall von disembodied hat allerdings keinen Einfluf3 auf
TTK-Expression. Die Gene der ttk-Gruppe lief®en sich in keinen der vorher untersuchten
Signaltransduktionswege einordnen, allerdings zeigen Doppelmutanten mit Notch nur diesen

Ausfallphanotyp (Daten nicht gezeigt), ein weiterer Hinweis auf eine solche Interaktion.

4.4 1 st masguerade allelisch zu disembodied?

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dal3 es sich bel disembodied (dib) und masguerade (mas)
um das gleiche Gen handelt:

Die P-Element-Insertion dib™, ein letales dib-Allel, kartiert in die gleiche Region wie die
Insertion mas®*®. Der Abstand EMS-induzierter dib-Allele zur Insertion mas®*® ist nahezu

Null, da sich keine Rekombinanten herstellen lief3en.
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Das mas-Allel 154 komplementiert kein getestetes dib-Allel, sowohl EM S-induzierte al's auch
die beide P-Element-induzierten Alldle. Die im Allel mas'®* vorhandene P-Element-Insertion
scheint nicht die Ursache dafur zu sein, da ihr Abstand zum Gen disembodied 0,24 cM
betragt. Das Allel mas®?* komplementiert die P-Element-induzierten dib-Allele nicht.

Das Gen mas ist die einzige Transkriptionseinheit in einem Bereich von 20 kb um die
Insertion mas®*® herum, innerhalb von 11 kb unterhab von mas wurde keine weitere
Transkriptionseinheit entdeckt (Murugasu-Oei et al., 1995; Murugasu-Oei et al., 1996).

Das Allel mas™* zeigt einen dib-ghnlichen Ausfallphanotyp: Die Kutikula differenziert nicht,
im ZNS gibt es einen ,fusionierten Kommissuren“-Phanotyp, das PNS zeigt die gleichen
Positionierungsdefekte wie dib-mutante Embryonen. Es treten die identischen Muskeldefekte
auf und mutante Embryonen zeigen die gleiche Anderung der Gesamtmorphologie.

In den beiden P-Element-induzierten dib-Allelen ist mas-Expression nicht mehr nachweisbar.
Die ektopische Expression der mas-cDNA ist in der Lage, den dib-mutanten Phanotyp partiell

ZU retten.

Ein nicht geklarter Widerspruch ist die unterschiedliche Kartierung der beiden Gene dib und
mas. dib wurde auf 64A3 kartiert (Harrison et al., 1995), distal der Gene ras und rop. mas
liegt etwa 25 kb proximal dieser beiden Gene (molekulare Daten des Berkeley Drosophila
Genome Projects). Die genetische Kartierung von dib und den anderen Genen dieser Region
wurde Uber das Komplementationsverhalten bezlglich verschiedener Defizienzen
vorgenommen. Die relative Anordnung der Gene erfolgte aufgrund dieser Komplementations-
daten, eine Kartierung der Gene zueinander wurde nicht vorgenommen (Harrison et al.,
1995). Die Komplementationsanalyse fur disembodied wurde nur zum Teil wiederholt und
bestétigt. Daher besteht die Mdglichkeit einer Fehlkartierung von disembodied.

Das Gen mas wurde zuerst bei der Suche nach P-Element-Insertionen identifiziert, die
chemosensorisches Verhalten beeinflussen. Es kodiert in seinem C-terminalen Bereich eine
Serin-Protease, bei der das Serin des katalytischen Zentrums durch Glycin substituiert ist.
Daher scheint sie nicht funktionell zu sein und konnte als Protease-Inhibitor dienen
(Murugasu-Oei et al., 1995). Im N-terminalen Bereich befinden sich Signal sequenzen.

Die mas-Exzisionsallele deletieren unterschiedlich groRe Bereiche des Gens. mas'™ deletiert
nur den Protease-ghnlichen Bereich, mas™?* stellt eine grolRere Defizienz dar, und mas™'® soll
ebenso die komplette Trankriptionseinheit entfernen, aber ein Stiick des 3'-UTR, in dem auch

die P-Element-Insertionen mas>*® und dib™? kartieren, belassen (Murugasu-Oei et al., 1995).
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Im 5" -Bereich der Transkriptionseinheit befinden sich Signal sequenzen, die unter anderem fir
den Transfer des Proteins von der Epidermis oder den Mittellinienzellen auf die Axone der
Konnektive zusténdig sein kdnnen (Murugasu-Oei et al., 1996).

Phanotypisch zeigt sich eine negative Korrelation zur Grofie der Deletion. Je grof3er der
deletierte Bereich ist, desto schwécher ist der resultierende Phanotyp. Das Alld mas™* zeigt
den stérksten Phanotyp. Dies legt nahe, dal3 zwar im 3"-Bereich die funktionelle Domane des
Gens liegt, die 5"-Region aber dennoch Einflu® auf den Phanotyp hat. Die Deletion dieses
Bereiches fuhrt zu einer Abschwéachung des Phanotyps. Eine mdgliche Erklarung ist die
Wirkung von Genen, die diesen Phanotyp kompensieren konnen (Murugasu-Oei et al., 1996).
Es ist méglich, dal die im Alled mas™* noch vorhandene Signalsequenz Transport-
mechanismen blockiert, derer sich sonst diese potentiell kompensierenden Gene bedienen. Bel
diesen Genen kann es sich um die Ubrigen Mitglieder der ttk-Gruppe handeln.

Schliefdich ist nicht auszuschlief3en, dal die untersuchten mas-Allele nicht mehr identisch mit
den publizierten sind, da sie teilweise nicht die beschriebenen Phénotypen zeigen. Eine

Uberprifung dieser Daten wurde nicht vorgenommen.

Die zahlreichen Defekte, die mutante Embryonen der ttk-Gruppe aufweisen, deuten darauf
hin, dal3 grundlegende Prozesse der Entwicklung gestort sind. Die Untersuchungen an
masqguerade/ disembodied zeigen, dald extrazelluldre Faktoren die Ursache dieser Phanotypen
sein  konnen. Eine Maoglichkeit liegt in einer gestorten Wechselwirkung mit der
extrazelluléren Matrix (ECM). Die ECM beeinflulét viele zelluldre Prozesse wie Migration,
Differenzierung oder Uberleben (Schwartz und Baron, 1999; Howe et al., 1998; Edwards et
al., 1998; Farelly et al., 1999; Lee und Streuli, 1999). Uber zelluldre Rezeptoren, die
Integrine, kann die ECM Einflul3 auf intrazellul&re Prozesse nehmen.

Eine andere M&glichkeit ist direkte Interaktion von mas/ dib mit zelluléren Rezeptoren, z.B.
Notch. tramtrack ist ein Zielgen des Notch-Signalweges (Guo et al., 1996). Notch ist ebenfalls
an der Myogenese und der Tracheenentwicklung beteiligt (Baker und Schubiger, 1996; Ruiz-
Gomez und Bate, 1997; Steneberg et al., 1999; Llimargas, 1999; Ikeya und Hayashi, 1999).
Die fehlende Herunterregulation von PROS in PNS-Neuronen und die doppel mutanten
Phanotypen deuten ebenfalls auf eine solche Beziehung hin. Die Funktion der
MASQUERADE-Proteinase kann z.B. in einem Schutz von NOTCH vor proteolytischer
Spaltung bestehen.
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4.5 Zusammenfassung

Die tramtrack-Gruppe umfald die Gene disembodied, phantom, rippchen, shade, shadow,
spook, shroud und tramtrack. Diese definieren eine gemeinsame Wirkgruppe. Mutationen in
diesen Genen fuhren zu zahlreichen Defekten wahrend der Embryonal entwicklung.

tramtrack ist ein transkriptioneller Repressor, der unter anderem in Gliazellen exprimiert ist.
Dort unterdriickt er neuronale Entwicklung. Die reprimierende Wirkung wird durch die POZ-
Doméne, eine Protein-Interaktionsdomane, vermittelt. Daflr ist die Bindung weiterer
Cofaktoren nétig. Bei den Ubrigen Genen der tramtrack-Gruppe kann es sich um solche
Faktoren handeln.

Die Gene disembodied und masquerade verhaten sich alelisch zueinander. masguerade
kodiert eine proteolytisch inaktive Serin-Protease, die mit der extrazellularen Matrix oder
Zelloberflachenproteinen interagiert. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 wenigstens einige
Gene der tramtrack-Gruppe durch inhibierende Interaktionen zelluldre Differenzierung

beainflussen.
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Abklrzungsver zeichnis

AMP Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat (X-Phosphat)
bp Basenpaare

cDNA komplementére DNA

cM centi-Morgan

DIG Digoxigenin

DNA Desoxyribonucleinsdure
dNTP Desoxynukleotide

ECM extrazelluldre Matrix

EMS Ethylmethylsulfat

GS goat-(Ziegen)-Serum

HRP M eerrettich-Peroxidase

kb Kilobase

mAb monoklonaler Antikorper
MLG Mittelliniengliazellen

NBT Nitroblau-Tetrazolium-Chlorid
PCR Polymerase-K ettenreaktion
pBS Bluescript-V ektor (Stratagene)
PNS peripheres Nervensystem
RNA Ribonucleinsaure

RNase Ribonuclease A

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

STS Sequence tag site

0.N. Uber Nacht

UAS upstream activating sequence
UTR untranslatierter Bereich

ZNS zentrales Nervensystem
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teipad
HPEST
ik
Witk

Ctlgpia
HPEST
Ptk

Vrtk

Etlgsd
HPEST
Ptk
Witk

bt
HEEST
Ptk
Wtk

Etkgpia

HFEST
1k

Witk

EERpd

HPEST
-tk

Wtk

""-i‘;"

HFEET
1tk

Uik

ttk6d
HFEST
Frik
etk

ttlq6s
HIE
Ptk
VeEk

tthg6d
HIEST
Pttk
Utk

Hro

1610 1620
1 L

GCACATTAGTAAC

#h 01 Zn 1570

stlgpal GACOGGCGAGCATACGTAC
HPEST
Ptk
itk

Sequenzvergleich der tramtrack-Gene aus D. melanogaster (ttkp69), D. hydel (HPEST), D.
pseudobscura (Pttk) und D. virilis (Vttk). Dargestellt ist der Bereich zwischen der PEST-

Sequenz und den Zinkfingern mit den verwendeten Primern.
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Vergleich der tramtrack-Proteine aus D. melanogaster (ttkp69), D. hydei (HPEST), D.
pseudobscura (Pttk) und D. virilis (Vttk).
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] Towe Lovs Lows Lo | s | oo | o | e |

DMI1884 DMO0999 DM1727 DM2005 DM2775

B Hbridisierung rG166 1§  Hybridisierung dibP1

X Hybridisierung A72 2 Hybridisierung dibP2

Karte der P1-Klone der Region 64A3. Dargestellt sind die Hybridisierungsmuster

verschiedener molekularer Sonden. nach Berkeley Drosophila Genome Project

rG 16
i i | L L 1

Schematische Darstellung der genomischen Region zwischen scratch und mas. Grundlage

sind die Daten des Drosophila genome projects.
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MHEP[""'- r}l¢|ﬂﬁ T -E T I-_W_TI
) 2

WERETET A T

mas 154

masx!:’ﬁ BT e e Vool Tl jatisE -

mast124 b T T T | e e s . B R W e
1 kb

Genomische Region um masqguerade. Dargestellt ist die P-Element-Insertion 64B und diein
den Exzisionsallelen deletierten Bereiche. aus Murugasu-Oei et al, 1996.

Genomische Region um die P-Element-Insertion A72

3 5
dibP2

Genomische Region unterhalb von mas. dib™ ist wegen der unklaren Lokalisation gestrichelt
dargestellt.
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genomische Sequenz A72 3':

TCATGGACAC
TTCAAGAGTT

TAATATTATA
CAATAATAAC
TTCTCAAAAA
CCGTTTTTAA

GCCATTGACA

TTATAAGCG
GCTTACGTTC
TTTTCTCCTA
AACTCAACTA
CAACAAACTA
ACTGAAACTG
AAGTTTTGTT

genomische Sequenz dib™:

TTCTTTGCCG
CCCAGCATAA
GCCGAAGGGA
AGCGGCACAG
GCTATTGCTG
AGAAACCTAA
AAACATAACT
AAAAACAAA
CAGCGCCCTA
TCCCCGCTGT
CCACTTCCCC

ACGGGACCA
CGACAGCCAG
AGAGCGAGAG
CCCCTAAGTTC
TTGCTCGTCCT
ATCACTGAAA
TAGTGCTGGC
GAGTTTTCTA
RAGCAAAGGC
TGCTTTCCCC
ATCCGGTCCT

genomische Sequenz dib™?;

ACGAAAAAAT GCAGTTGCAT

TGCAATCTTA
ACAGATTTAA
GGAAAKTCCC
GGGGCACAAA
AATGATTGTT
CCACAAATCY
TGTTTGGTTT
CCAGCAATNA

TACAACCTAT
CGGAATTCTT
CKCCGGAMAT
AACCACACNC
CACTAAAAAA
GGAAACCAA
TGTTTTTAGC
AAAAAAA

genomische Sequenz hau™:

TAGCCAAGCT
CACCGCGGTG
GCCCAGGCGG
GACCTGCTGG
CTTTCTCGTA

ACTTCTTTCA

GTTCCCCCAG
GTAACGTCAC
CTGGCTCGCC
GCCCACGATA

CTAAATCAAC
GCGGCCGCTC
GCGGTTTAAG
GCAAAAATTT
GGTACTCAGT
GACCATCGAT
GCACTGCGGG
CACGCGGAGA
TGACGGGATG
CGTT

GGCTCTCGGG
GGTTCGTTCG
AGTCAATTTT
TTCTCAACTC
CAACTCTACA
CAAACCAAAA
TGCAAAAAAC

CCTTATGTTA
CCGAAGCGCG
CACTGGAGCG
CAACCCCCAG
GTGGGCTGGT
TAACATAAGG
CTTCATGCCT
ACATATCTTC
AMMATCAGGA
GATTAAAATT
TTCTTCGAGT

AATGATTCAT
TTTTTTTTTG
CACCAAAAAA
TCCGAAWCTT
AATGTCCCCC
AACTTGACCA
TGTCCTACGT
CCCGATTTTA

CTCACTAAAG
TAGAACTAGT
ACCGGCTGCA
CCTGATAGTC
CCGGCTTCTA

GGCCATACGA
CTTCCTGAAA

ACGATGGCTC
CGACGAATTT

CCGCAAGACT
CATTTCTTCT
TTCACTACCA
GCGTCAACCT
ACTACCAATC
CATTTATTTT
CCGAGGAGA

TWWCATCTG
TCGCCTTGCA
CCAGAGAGCG
AAAGGAAGCG
ACACACGATG
TAATAGCGGC
AAAATACCAG
TAAGAAATCG
AGTGTTTCATT
GTGCGCTCTC
GGGG

TTGACATGGG
TGAAATTTG
ACATTAAAA
TGAKTGCTTC
AATTGCAAAA
GTCGGGAGAA
TCCAAACCCT

CTCATAAGCA
CTATCTTATA
ACAACAACAA
TAACTTAACT
TGTCAACTTT
CGTCTCGACG

GGGTGGTCAC
GCCGAAACGA
GAACGCTGAG
CATAGCTGTT
GAATATGCTC
CAAAAGAATA
TGAAACCCTT
CATCGTGTGC
GCCAAAACAT
CTTTCAATTC

AAAAGGGTTA
AATATTCCCA
GGATCTTTTG
CCAACGAGGT
AGATAGAGAA
AAAAAGTAMC
CCGAAAAATT

ACCCTTTTTT

GGAACAAAA

GGATCCCCCG
CGGCGCTCCA
GTCACCGCGT
TCAGCATCAC
CCGGAGCCTA
ACTGAAGCGC
TTCCAGCCAG
TCGCCGCCCC

TTTTTTACCC

GCTGGAGCTC
GGCTGCAGCC
TCGTTTCACG
TTTGCGCACT
CGCTTCCTGA
TCCAGTCGCA
GCTTTTGAAG
ACAGAAACAT
CATAAAGTAC
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