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Zusammenfassung

Die Funktionsanalyse eines klonierten Zebrafisch-Gens erfolgt in der Regel durch mRNA-
Injektion des Genproduktes oder einer verédnderten Variante desselben. Diese Methode hat
allerdings einige Nachteile. Die GAL4/UAS-Methode zur gezielten Genexpression ermoglicht
es, einige dieser Nachteile zu umgehen. Um diese Methode beim Zebrafisch zu testen, wurden
unterschiedliche Aktivator- bzw. Effektorlinien hergestellt. Erstere tragen das Gen des
Transkriptionsaktivators GAL4 aus Hefe unter der Kontrolle eines gegebenen Promotors,
wihrend bei letzteren das zu untersuchende Gen mit der Sequenz der DNA-Bindungsstelle
von GAL4 (UAS) verkniipft ist. Die Kreuzungen der meisten Aktivatoren mit Effektoren
zeigen, dass die Effektorgene im rdumlichen Muster der GAL4-Expression des jeweiligen
Aktivators exprimiert werden, wodurch die Funktionalitdt der GAL4/UAS-Methode beim
Zebrafisch bestétigt wird.

Durch den Gebrauch von UAS-Notch:intra, UAS-her4 und UAS-sonic hedgehog Effektor-
linien, wurden unterschiedliche Aspekte des Delta/Notch- bzw. Sonic hedgehog-Signaltrans-
duktionsweges untersucht. Funktionelle Studien wurden durch Kreuzungen dieser Effektoren
gegen einen deltaD-GAL4 bzw. einen Hitze-induzierbaren Asp70-GAL4 Aktivator durchge-
fiihrt. Dabei wurde die Rolle von aktiviertem Notch bei Zellschicksalsentscheidungen im
Neuralrohr und in der neuralen Retina genauer analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass dieses
Protein die Expression neuronaler Marker unterdriickt und die Gliogenese in beiden Organen

fordert.



Abstract

The most common way to analyze the function of cloned genes in zebrafish is to misexpress
the gene product or an altered variant of it by mRNA-injection. However, mRNA-injection
has several disadvantages. The GAL4-UAS system for targeted gene expression allows one to
overcome some of these disadvantages. To test the GAL4-UAS system in zebrafish, we
generated two different kinds of stable transgenic lines, carrying activator and effector
constructs, respectively. In the activator lines the gene for the yeast transcriptional activator
GAL4 is under the control of a given promotor, while in the effectors the gene of interest is
fused to the sequence of the DNA-binding motif of GAL4 (UAS). Crosses of most animals
from the activator and the effector lines show that effector genes are transcribed with the
spatial pattern of the activators, confirming the functionality of the GAL4-UAS system in
zebrafish.

By making use of UAS-Notch:intra, UAS-her4 and UAS-sonic hedgehog effector lines,
different aspects of Delta/Notch and Sonic hedgehog signalling where analyzed. Functional
analysis have been performed by crossing these effectors to a deltaD-GAL4 and a heat-
inducible Asp70-GAL4 activator, respectively. Thereby, the role of activated Notch during cell
fate decisions in the spinal cord and the neural retina was analyzed in some detail. The data
show, that this protein supresses the expression of neuronal markers and promotes gliogenesis

in both organs.
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1. Einleitung

Vielzellige Organismen bestehen aus einer geordneten Ansammlung unterschiedlicher
Zelltypen, die sich in ihrer Gestalt und Funktion zum Teil erheblich voneinander unter-
scheiden. Die Komplexitit eines solchen Organismus entsteht in einer als Entwicklung
bezeichneten Abfolge von Verdnderungen, bei denen in fast allen Fillen eine einzelne Zelle,
das befruchtete Ei, durch wiederholte Teilung simtliche Zellen des Kdrpers hervorbringt. Aus
dieser Tatsache leiten sich einige wesentliche Fragestellungen der Entwicklungsbiologie ab:
Wie kommt diese Zelldiversitit zustande, wie wird das richtige Verhéltnis unterschiedlicher
Zelltypen reguliert und wie wird sichergestellt, dass aus den einzelnen Komponenten ein
geordnetes Muster entsteht?

Zur Beantwortung dieser Fragen hat sich die Entwicklungsbiologie traditionell auf solche
Arten beschrénkt, die einer entsprechenden Analyse leicht zugénglich waren und die sich im
Laufe der Zeit als ,,Modellsysteme* etabliert haben. Dabei zeigt sich immer deutlicher, da3
sich viele der an einem Organismus gewonnenen Erkenntnisse auch auf andere Arten
iibertragen lassen, so daf3 diese Erkenntnisse in der Tat einen modellhaften Charakter haben.
Beispielsweise gehort der Fadenwurm Caenorhabditis elegans zu den zur Zeit entwicklungs-
biologisch am besten verstandenen Organismen. Dabei hatten Arbeiten zur klonalen
Beziehung und lokalen Wechselwirkung von Zellen (Sulston und Horvitz, 1977; Sulston und
Horvitz, 1981; Sulston et al., 1983) eine weitreichende Bedeutung fiir das Verstidndnis von
Entwicklungsprozessen im Allgemeinen.

Die systematische Erzeugung und Analyse von Entwicklungsmutanten in der Taufliege
Drosophila melanogaster zeigte die Bedeutung des miitterlichen Beitrags bei der Ausbildung
embryonaler Achsen und die Mechanismen der Musterbildung auf (Niisslein-Volhard und
Wieschhaus, 1980).

Fiir die Untersuchung entwicklungsbiologischer Prozesse an Wirbeltieren haben traditionell
Amphibien, wie der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis, das Hiihnchen Gallus gallus
und die Hausmaus Mus musculus die grofite Bedeutung. Jeder dieser Organismen hat seine
speziellen Vorziige und Nachteile. So eignet sich die Maus zum Beispiel hervorragend fiir
genetische Untersuchungen, aufgrund ihrer intrauterinen Entwicklung sind die Embryonen
allerdings fiir manipulative Eingriffe weniger geeignet. Bei Frosch und Huhn sind
embryologische Manipulationen mdglich, allerdings sind genetische Analysen nur schwer
durchfiihrbar. In den letzten Jahren hat der Zebrafisch Danio rerio als Versuchsobjekt zur

Aufklarung entwicklungsbiologischer Prozesse an Bedeutung gewonnen, da er sowohl fiir



genetische, wie auch embryologische Studien sehr gut geeignet ist (Marcey und Niisslein-
Volhard, 1986; Kimmel, 1989; Rossant und Hopkins, 1992; Driever et al., 1994). So fiihrten
Versuche zur Herstellung von Mutanten, die Stérungen in der friihen Entwicklung zeigen, zur
Isolierung von tausenden solcher Entwicklungsmutanten, die ein unvergleichbares
Ausgangsmaterial zur Untersuchung von Entwicklungsprozessen von Wirbeltieren darstellen
(Driever, 1996; Haffter, 1996). Auswertungen dieses Materials haben das Verstindnis der
genetischen Grundlage der Entwicklung bei Wirbeltieren bereits deutlich erweitert.

Fiir die Aufkldrung einer entwicklungsbiologischen Fragestellung ist neben dem
Versuchsobjekt auch das Vorhandensein geeigneter Methoden von zentraler Bedeutung. Die
Funktionsanalyse von Genen in der Taufliege wird beispielsweise dadurch erleichtert, daf es
neben der Verfligbarkeit einer Vielzahl von Mutanten auch Techniken gibt, die die gezielte
Misexpression von Genen oder deren Varianten erlauben. Eine solche Methode ist das GAL4-
System (Fischer et al., 1988; Brand und Perrimon, 1993). Da es sich beim Zebrafisch noch um
ein relativ junges Forschungsobjekt handelt, besteht fiir die Beantwortung verschiedener
Fragestellungen ein Bedarf an derartigen Methoden, die fiir den weiteren Nutzen dieses

Modellorganismus von gro3er Bedeutung sind.

1.1 Der Zebrafisch als Modellsystem fiir die Vertebratenentwicklung und

Transgenese im Zebrafisch

Der zur Ordnung der Teleostier (Knochenfische) gehérende Zebrafisch (Danio rerio) besitzt
als Vertreter der niederen Wirbeltiere viele Vorziige, die ihn zu einem geeigneten
Modellorganismus fiir das Studium der Vertebratenentwicklung machen (Marcey und
Niisslein-Vollhard, 1986; Kimmel, 1989; Rossant und Hopkins, 1992; Driever et al., 1994).
Er ist einfach und kostengiinstig in grofer Zahl haltbar, die Zahl der Nachkommen ist sehr
grol und keinen saisonbedingten Schwankungen unterlegen. Die Befruchtung und
Entwicklung erfolgt extrakorporal und die Embryonen sind fast wahrend der gesamten
Entwicklung durchsichtig, so dass eine einfache Untersuchung verschiedener entwicklungs-
biologischer Vorgidnge moglich ist. Die Embryonalentwicklung ist relativ kurz, da mit 72
Stunden schon alle morphologischen Merkmale des adulten Fisches ausgeprigt sind (zur
Ubersicht: Kimmel et al., 1995). Entwicklungsbiologische Studien sind somit schneller durch-
fiihrbar als in anderen Vertebratensystemen wie Xenopus, Hiihnchen oder Maus. Weiterhin

betrigt die Generationszeit nur 8-12 Wochen, so dass der Zeitaufwand fiir genetische Unter-
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suchungen begrenzt ist. Dies erleichterte die Herstellung und Sichtung induzierter Mutanten
im groBen MaBstab (Driever et al., 1996; Haffter et al., 1996) und erlaubt ein effektives
Arbeiten mit transgenen Organismen. Und schlieBlich gleichen die Entwicklungsvorginge des
Zebrafisches trotz der offensichtlichen Besonderheiten der Fisch-Entwicklung denen von
anderen Vertebraten in erstaunlicher Weise (Kimmel, 1989; Eyal-Giladi, 1997). Man kann
also davon ausgehen, dass viele der an diesem Organismus gewonnenen Erkenntnisse einen
modellhaften Charakter fiir die Wirbeltier-Entwicklung haben.

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Moglichkeit zur Herstellung transgener Organismen von
besonderer Bedeutung. In vielen Studien wurde mittlerweile gezeigt, dass es mdglich ist
Fremd-DNA in das Zebrafisch-Genom einzubringen, die dann als fester Bestandteil desselben
weitervererbt wird (Stuart et al., 1988; Stuart et al., 1990; Culp et al., 1991; Bayer und
Campos-Ortega, 1992; Lin et al., 1994; Patil et al., 1994; Caldovic und Hackett, 1995;
Higasshijima et al., 1998; Scheer und Campos-Ortega, 1999; Halloran et al., 2000). Die
Methode der Wahl zum Einschleusen einer ganz bestimmten DNA-Sequenz in das Genom ist
dabei die Injektion der DNA in das Cytoplasma der befruchteten Eizelle. Die Rate der
Integration der injizierten Fremd-DNA in das Genom schwankt bei verschiedenen
Arbeitsgruppen und in Abhéngigkeit von dem injizierten Konstrukt zwischen 0 und 25 %.
Obwohl es mittlerweile moglich ist durch retrovirale Transformation eine deutlich hohere
Insertionsfrequenz zu erreichen (Lin et al., 1994), eignet sich diese Methode zur Zeit nicht,
um jede beliebige DNA-Sequenz einzubringen, da im Falle relativ groer Konstrukte der fiir
die erfolgreiche Insertion notwendige Virustiter nicht erreicht wird (N. Gaiano, personliche
Mitteilung; T. Becker, personliche Mitteilung). AuBBerdem sind fiir die Arbeiten mit diesen
Retroviren besondere Sicherheitsvorkehrungen notwendig.

Beziiglich der Expression integrierter Fremd-DNA sind die Ergebnisse verschiedener Studien
sehr unterschiedlich. Wihrend in einigen Fillen {iberhaupt keine Expression nachgewiesen
werden konnte (Stuart et al., 1988; Culp et al., 1991) und andere eine stark positions-
abhingige Expression beobachteten (Stuart et al., 1990; Lin et al., 1994), wurde in manchen
Féllen von einer nahezu positions-unabhingigen Expression berichtet (Caldovic und Hackett,
1995; Scheer und Campos-Ortega, 1999). Insbesondere die Verwendung von endogenen
Zebrafisch-Promotoren fiihrte zu sehr verldsslichen Ergebnissen beziiglich der Expression der
transgenen DNA (Long et al., 1997; Higashijima et al., 1997; Halloran et al., 2000; S. Hans,
personliche Mitteilung; diese Arbeit).
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1.2 Das GAL4-System: Eine Methode zur funktionellen Analyse

entwicklungsrelevanter Gene

In jlingerer Zeit gewinnt ein als reverse Genetik bezeichneter Ansatz zur Isolation neuer Gene
zunehmend an Bedeutung. Hierbei ist nicht, wie dass beim klassischen Ansatz der Fall ist,
eine Mutation der Ausgangspunkt der Untersuchungen, sondern die Annahme, das ein in
einem Organismus gefundenes Gen auch in anderen Arten im Verlaufe der Evolution erhalten
geblieben ist. Auch wenn die zugehdrigen Sequenzen mutationsbegingten Anderungen
unterliegen, werden mit Hilfe moderner Techniken immer mehr Gene auf diese Art und
Weise kloniert.

Desweiteren fiihren auch andere Ansétze zur Isolation neuer Gene. Beispielhaft seien hier die
auf in situ Hybridisierung mit zufédlligen cDNA-Sequenzen beruhenden Studien an
verschiedenen Organismen genannt (Bettenhausen und Gossler, 1995; Thisse und Thisse,
1999) und die Sequenzierung ganzer Genome, die einen unmittelbaren Zugang zu
kodierenden Sequenzen liefert (zur Ubersicht: Osborne, 2000; Pennisi, 2000).

Ein Nachteil dieser Ansitze besteht darin, dass die auf diese Art gewonnen Sequenzen selbst
keine Informationen iiber die Funktion des Gens enthalten. Zwar ist es oft mdglich, bestimmte
Aspekte der an anderen Organismen gewonnenen Erkenntnisse auf das jeweilige
Versuchsobjekt zu iibertragen und Daten liber die rdumliche und zeitliche Verteilung der
mRNA und des kodierten Genproduktes im Organismus konnen ebenfalls erste Hinweise auf
eine mogliche Funktion geben. Um aber genauere Vorstellungen von der Bedeutung des Gens
fiir bestimmte Entwicklungsprozesse zu bekommen bedarf es detaillierterer Funktions-
analysen.

Als besonders effizient hat sich dabei eine auf homologer Rekombination beruhende Technik
in Maus herausgestellt, die das spezifische Ausschalten einer Genfunktion mit bekannter
Sequenz erlaubt (Thomas und Cappechi, 1987; Kiihn et al., 1995). Diese als ,,gene targeting®
bezeichnete Technik, bei der man sich die Moglichkeit zur gezielten Selektion entsprechender
Integrationsereignisse in bei Maus verfiigbaren embryonalen Stammzellen zu eigen macht,
kehrt die Verhiltnisse der klassischen direkten Genetik gewissermaBlen um. Hier ist die
Voraussetzung fiir das Erzeugen einer Mutation die Sequenz eines bekannten Gens, wihrend
im klassischen Fall das entsprechende Gen gerade durch die Mutation aufgedeckt wird.

Da trotz intensiver Bemiihungen aus dem Zebrafisch bis heute keine Zellen isoliert werden
konnten, die alle Kriterien von embryonalen Stammzellen erfiillen (C. Winkler, personliche

Mitteilung; M. Cooper, personliche Mitteilung), ist eine vergleichbare Technik in diesem
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Organismus zur Zeit nicht verfiigbar. Dementsprechend hat sich die Funktionsanalyse
klonierter Gene im Zebrafisch bisher auf andere Techniken gestiitzt. Wie in Xernopus, hat
dabei die Missexpression zu untersuchender Gene oder Varianten derselben durch mRNA-
Injektion die groBte Bedeutung. Diese Methode kann relativ schnelle Erkentnisse iiber die
Funktion eines Gens liefern und ist besonders fiir die Analyse frither Entwicklungsvorginge
gut geeignet (Gurdon et al., 1974; Harvey und Melton, 1988; Kintner, 1988; Turner und
Weintraub, 1994; Chitnis et al., 1995). Auf der anderen Seite hat diese Methode auch
spezielle Nachteile. So wird die mRNA, die in aller Regel in ein frithes Blastomeren-Stadium
injiziert wird, vom Zeitpunkt der Injektion an in allen Nachkommenzellen translatiert. Somit
konnen komplexe Expressionsmuster mit dieser Technik nicht erzeugt werden. Die frithe
Expression in allen klonal mit der injizierten Blastomere verwandten Zellen macht die
Analyse eines erzeugten Phénotyps mitunter schwierig, insbesondere, wenn der Zeitpunkt der
Injektion und das betrachtete Entwicklungsstadium weit auseinander liegen oder wenn das
exprimierte Protein pleiotrope Funktionen bei unterschiedlichen Entwicklungsprozessen hat.
Beispielhaft sei hier der weiter unten beschriebene Transmembranrezeptor Notch genannt, der
sowohl in Drosophila, wie auch in Vertebraten bei vielen Entwicklungsvorgéingen von
Bedeutung ist. Insbesondere die Untersuchung der Funktion dieses Proteins bei spiten
Prozessen ist mittels mRNA-Injektion kaum durchfiihrbar, da die Morphologie injizierter
Embryonen schon friith gestort ist, wodurch spitere Effekte verschleiert werden (Coffman et
al., 1993; diese Arbeit).

Seit neuester Zeit ist ein Hitzeschock-Promotor aus Zebrafisch verfligbar, der eine Stadium-
spezifische Expression eines Proteins durch Hitzeschock von transgenen Organismen erlaubt
(Halloran et al., 2000). Durch Laserstrahl-induzierte lokale Erwédrmung ist es moglich, die
Expression auf wenige oder sogar eine einzige Zelle zu beschrinken (Halloran et al., 2000).
Diese Technik wird die Untersuchung spiter Entwicklungsprozesse im Zebrafisch
zweifelsohne erleichtern. Allerdings lassen sich auch auf diese Weise keine komplexen
Expressionsmuster erzeugen. Ein weiteres Problem konnte darin bestehen, dass es aus bisher
ungeklarten Griinden bei manchen Konstrukten sehr schwierig oder unméglich ist, transgene
Organismen mit diesem Promotor herzustellen (B. Thisse, personliche Mitteilung; A. Chitnis,
persOnliche Mitteilung; A. Quinkertz; personliche Mitteilung).

Eine Technik, die in Drosophila eine gezielte raumliche und zeitliche Expression von Genen
erlaubt und sich in diesem Organismus als eine sehr effiziente Methode fiir deren Funktions-
analyse erwiesen hat ist das GAL4 -System (Fischer et al., 1988; Brand und Perrimon, 1993).

Diese Methode macht sich die Eigenschaft des aus der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
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stammenden Transkriptionsaktivators Gal4 zunutze, die Genexpression von einem Minimal-
promotor aus zu aktivieren, wenn diesem die DNA-Bindungssequenz fiir das Hefe-Protein
vorgeschaltet ist (Guarente et al.,1982; Kakidani und Ptashne, 1988). Bei dieser als ,,GAL
upstream activating sequence“ (UAS) bezeichneten Bindungsstelle handelt es sich
urspriinglich um ein aus vier 17 bp-Sequenzen bestehendes Element mit dyadischer
Symmetrie (Giniger et al., 1985). DNA-Bindung und Transaktivierung durch Gal4 erfolgen
durch zwei separate Proteindominen (Gill und Ptashne, 1987). Das direkte Ziel fiir die Gal4-
Aktivierungsdoméne ist offensichtlich der in Eukaryoten konservierte TATA-Bindungsfaktor
TFIID (Lin et al., 1988; Horikoshi et al., 1988). Zumindest bei hoheren Eukaryoten gibt es
hingegen scheinbar keine zu Gal4 und UAS homologen Elemente. Das GAL4-System basiert
gerade auf dieser Eigenschaft. Seine Grundidee besteht in der Herstellung zweier
unterschiedlicher Klassen transgener Linien: (1) einer Aktivatorlinie, in der die kodierende
Sequenz von Gal4 unter Kontrolle eines bestimmten Promoters steht und (2) einer
Effektorlinie, in der die UAS-Sequenz zusammen mit einem Minimalpromotor vor ein zu
untersuchendes Zielgen geschaltet ist. Erst durch Kreuzung von Aktivator- und Effektorlinie
gerit das ansonsten nicht exprimierte Zielgen in der Nachkommenschaft unter die Kontrolle
von Gal4 und wird in einem Muster exprimiert, dass demjenigen des vor Gal4 geschalteten
Promotors entspricht (Fischer et al., 1988; Ornitz et al., 1991; Brand und Perrimon, 1993).
Diese Methode hat viele Vorteile. Sie erlaubt, in Abhingigkeit von den verfiigbaren
Promotoren, eine gezielte, stadium- und gewebespezifische Missexpression eines zu unter-
suchenden Zielgens. Das in der Effektorlinie vorhandene Zielgen wird erst nach Kreuzung mit
einer Aktivatorlinie exprimiert, so da3 die Haltung stabiler Linien auch bei letalen oder
subletalen Genprodukten problemlos moglich ist. Da es sich um ein modulares System
handelt ergeben sich auBerdem kombinatorische Moglichkeiten. Sind erst einmal viele
Aktivator- und Effektorlinien verfiigbar, so konnen Zielgene in einer Reihe unterschiedlicher
Muster exprimiert werden, ohne das der aufwendige Weg der Herstellung neuer transgener
Linien beschritten werden muB.

In Drosophila wird von dieser Methode seit Jahren Gebrauch gemacht und sie hat sich hier
insbesondere im Zusammenspiel mit der Analyse von Mutanten als besonders effizient
erwiesen (Fischer et al., 1988; Brand und Perrimon, 1993). Auch in Maus wurde die Technik
erfolgreich angewandt (Ornitz et al., 1991). In diesem Organismus wurde allerdings
vergleichsweise selten von ihr Gebrauch gemacht, wahrscheinlich weil zunichst die Tendenz
besteht die Funktion eines Gens durch das oben beschriebene spezifische Ausschalten einer

Genfunktion zu untersuchen. Im Zebrafisch konnte gezeigt werden, dass das GAL4-System
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im Prinzip funktioniert (Scheer und Campos-Ortega, 1999; diese Arbeit). Funktionsanalysen

mit Hilfe dieser Methode wurden bisher allerdings nicht beschrieben.

1.3 Der Delta/Notch-Signaltransduktionsweg und dessen Bedeutung bei der

Entstehung von Zelldiversitat

Eine Moglichkeit zur Erzeugung von Zelldiversitét besteht darin, benachbarte Zellen durch
lokale Wechselwirkung zur Auspriagung unterschiedlicher Zellschicksale zu veranlassen. Bei
vielen derartigen Zellschicksalsentscheidungen scheint der Delta/Notch-Signaltransduktions-
weg von zentraler Bedeutung zu sein (Artavanis-Tsakonas et al., 1995). Im Mittelpunkt dieser
auf direktem Zell-Zell-Kontakt beruhenden Wechselwirkung stehen der Rezeptor Notch
(Heitzler und Simpson, 1991; Lieber et al., 1993; Rebay et al., 1993; Struhl et al., 1993) und
dessen Ligand Delta (Fehon et al., 1990). Homologe dieser beiden urspriinglich in Drosophila
gefundenen Transmembranproteine und anderer Komponenten des Transduktionsweges
wurden aus einer Vielzahl so unterschiedlicher Organismen wie Caenorhabditis (Ubersicht:
Greenwald, 1998, 1994; Tax et al., 1994), Zebrafisch (Bierkamp und Campos-Ortega, 1993;
Westin und Lardelli, 1997; Dornseifer et al., 1997; Appel und Eisen, 1998; Haddon et al.,
1998), Xenopus (Coffman et al., 1990; Chitnis et al., 1995; Jen et al., 1997), Hiihnchen
(Henrique et al., 1995), Maus (Franco del Amo et al., 1992; Jhappan et al., 1992; Reaume et
al., 1992; Lardelli und Lendahl, 1993; Lardelli et al., 1995; Williams et al., 1995;
Bettenhausen et al., 1995; Dunwoodie et al.,, 1997), Ratte (Weinmaster et al., 1991;
Weinmaster et al., 1992) und Mensch (Ellisen et al., 1991; Joutel et al., 1996) kloniert, wobei
die grundsétzlichen Strukturmerkmale der Proteine konserviert sind. Im Zebrafisch wurden
bisher vier veschiedene Notch-Homologe (Bierkamp und Campos-Ortega, 1993; Westin und
Lardelli, 1997) und vier Delta-Homologe (Dornseifer et al., 1997; Appel und Eisen, 1998;
Haddon et al., 1998) gefunden, die unterschiedliche und zum Teil iiberlappende
Expressionsmuster aufweisen, die deren Beteiligung bei einer Vielzahl von Zellschicksals-
entscheidungen in den unterschiedlichsten Geweben moglich erscheinen lassen. Die
Konservierung der Proteine des Signaltransduktionsweges legt auch dhnliche Mechanismen
bei Zellschicksalsentscheidungen in unterschiedlichen Organismen nahe. Dies konnte am

Beispiel bestimmter Aspekte der Neurogenese gezeigt werden.
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1.3.1. Die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei der Entwicklung

des Nervensystems

Eine Beteiligung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei der Entstehung des
Nervensystems wurde urspriinglich in Drosophila festegestellt (Ubersicht: Campos-Ortega,
1993). Hier bildet sich das Zentralnervensystem (ZNS) durch Proliferation von
Vorlduferzellen (Neuroblasten), die aus der Region des ventralen und procephalen
Neuroektoderms in mehreren Wellen ins Innere des Embryos zwischen Meso- und Ektoderm
segregieren. Dabei werden die verbleibenden Zellen des Neuroektoderms zu Epidermoblasten
(Hartenstein und Campos-Ortega, 1984; Hartenstein und Campos-Ortega, 1985; Technau und
Campos-Ortega, 1985; Doe, 1992; Ubersicht: Campos-Ortega, 1993). Die Aufklirung der
genetischen Grundlage des Entscheidungsprozesses zwischen epidermalem und neuralem
Schicksal wurde durch die Verfligbarkeit vieler neuraler Mutanten erleichtert. Diese zeigen
zwei gegensitzliche Arten phénotypischer Ausprigung, die zur Einteilung der betroffenen

Sequenzen in zwei Gen-Gruppen fiihrten:

* Eine MinderausprigungHypoplaie) de Nervensystemg§NS) wirddurch eine
Ausfallmutation in eingmproneuralen Genlfervorgerufen (Jimenand Campos-
Ortega,1979; Ghysen und Dambly-Chaudiei®§9. Bekannte Vertreter dieser Gruppe
sinddie Gene des Achaete-Scute-Komplexes (AS-C) (Ghysen und Dambly-Chaudie1
1988 und atonb(Jarman et al1995), die fiir Transkriptionsfaktoren mit einem basischen
Helix-Loop-Helix (bHLH) Motiv kodieren.

+ Eine Uberausprigung (Hyperplasie) des NS auf Kosten von epidermalen Zellen wird
durch eine Ausfallmutation eines ,,neurogenen Gens“ ausgelost (Lehmann et EI81).

Dazu gehoren neben den bereits beschriebenen Genen fiir die Transmembranproteine
Notch und Delta, jene des Enhancer of sgpt-Komplexes (E(spl)-C) (Knust et all;987a,
1987b, 1992), groucho (Hartley et al.1988; Preiss et al.1988), mastermind (Smoller et
al., 1990), neurdlized (Boulianne et al.1991) und big brain (de la Concha et a].1988).

Offensichtlich sind die proneuralen und neurogenen Gene also notwendig, aimrichtiges
Verhiltnis neuraler und epidermaler Zellen zu gewéhrleisten. Diese VerhdltnisméBigkeit wird
durch einen Prozess lokaleWechselwirkungen sichergestellt, der benachbarte Zelldaran
hindert gleiche Zellschicksale anzunehmen und der als ,,laterale Inhibition* bezeichnet wird.
Dabei sind die beiden Gengruppen in einefmomplexen funktionellen Netzwerk miteinander

verkniipft Ubersicht: Campos-Ortega,1993). Die Selektion der Neuroblasten erfolgt
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innerhalb wenige Zellen umfassender Aquivalenzgruppen, die sich durch die Expression
proneuraler Gene auszeichnen. Alle Zellen eines solchen ,,proneuralen Clusters besitzen
zunichst die Kompetenz einen Neuroblasten zu bilden (Cabrera et al., 1987). Im Laufe der
Neurogenese akkumuliert eine Zelle eines Clusters allerdings mehr proneurales Genprodukt
als ihre Nachbarn und entwickelt sich zum Neuroblasten. Umliegende Zellen werden durch
die Wirkung der neurogenen Gene, die ein Abschalten der Expression proneuraler Gene in
diesen Zellen bewirken, an der Auspragung des selben Schicksals gehindert (Kunisch et al.,
1994). Dabei prisentiert der Neuroblast auf seiner Oberfliche verstdrkt das
Transmembranprotein Delta (Heitzler und Simpson, 1991), was nach der vorherschenden
Meinung zu einer Modifikation von dessen Rezeptor Notch in benachbarten Zellen fiihrt
(Schroeter et al., 1998; Lecourtois und Schweisguth, 1998). Diese Modifikation bewirkt eine
Translokation der intrazelluldren Doméne des Rezeptors in den Zellkern (Schroeter et al.,
1998; Lecourtois und Schweisguth, 1998), wo diese im Zusammenspiel mit dem DNA-
bindenden Protein Suppressor of Hairless (Su(H)) (Schweisguth und Posakony, 1992) eine
Aktivierung von Genen des E(spl)-Komplexes veranlalt (Jennings et al., 1994). Poteindimere
der Genprodukte des E(spl)-C mit dem Kofaktor Groucho fiihren zu einer Repression der
proneuralen Genaktivitdt (Schrons et al., 1992; Paroushet et al., 1994; Oellers et al., 1994,
Tata und Hartley, 1995; Heitzler et al., 1996; Nakao und Campos-Ortega, 1996). Da die
proneuralen Proteine ihrerseits als Transkriptionsaktivatoren des neurogenen Gens delta
fungieren, handelt es sich bei dem Prozess der lateralen Inhibition um einen sich selbst
verstirkenden Vorgang mit positiver Riickkoppelung (Haenlin et al., 1994; Hinz et al., 1994;
Kramatschek und Campos-Ortega, 1994; Kunisch et al., 1994; Singson et al., 1994).
Molekular ldsst sich dieser Vorgang als Expressions- bzw Aktivitdtsungleichgewicht der

neurogenen Proteine Delta und Notch in zwei benachbarten Zellen verstehen.

Im Gegensatz zur Taufliege entwickelt sich das ZNS von Wirbeltieren nicht durch die
Segregation einzelner Zellen, sondern durch das Einfalten einer koherenten Zellschicht des
dorsalen Ektoderms. Diesem Prozess, der zur Trennung von der den Keim umhiillenden
Epidermis und dem Neuralrohr fiihrt, gehen Induktionsprozesse voraus, in deren Verlauf das
dorsale Ektoderm neurale Kompetenz erhilt und sich zur Neuralplatte entwickelt (Ubersicht:
Jessell und Lumsden, 1997). Einen entscheidenden Beitrag bei diesen Induktionsprozessen
liefert dabei das dem Organisator entstammende dorsale Mesoderm (Harland, 1997).

An der Regionalisierung der Neuralplatte und des Neuralrohrs ist das Mesoderm ebenfalls
beteiligt. So scheinen es vornehmlich Signale aus dem Mesoderm zu sein, die den verschieden

Regionen des Neuralrohrs eine ihrer jeweiligen Position entsprechende Identitédt entlang der
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anterior-posterioren Achse geben (zur Ubersicht: Jessell und Lumsden, 1997). Auch entlang
der dorso-ventralen Achse hat das Neuralrohr eine polarisierte Gliederung. Beispielsweise
haben die drei wichtigsten neuronalen Zelltypen im Neuralrohr (sensorische Neurone, Inter-
und Motorneurone) immer eine feste Position zueinander. Wahrend sensorische Neurone die
dorsalste und Motorneurone die ventralste Position einnehmen, bilden sich Interneurone
zwischen diesen beiden Zelltypen. Die Mechanismen, die zur Polarisierung des Neuralrohrs
entlang der dorso-ventralen Achse fiihren werden in Kapitel 1.4 néher erklart.
Untersuchungen zur Regulation der Entstehung einzelner neuronaler Zelltypen haben sich
bisher hauptséchlich auf die Bildung friither Zellarten beschrankt. Ein solcher Zelltyp sind die
primdren Motorneurone. Sie sind einer Untersuchung besonders gut zuginglich, da es sich
hierbei um eine der sich am friihesten differenzierenden Neurone iiberhaupt handelt, sie sehr
einfach organisiert, in ihrer Morphologie gut von anderen Zelltypen unterscheidbar und durch
geeignete Marker direkt ansprechbar sind (zur Ubersicht: Pfaff und Kintner, 1998; Eisen,
1999). Ein hiufig verwendeter Marker dieser Art ist das LIM-Homeodomén Protein Islet-1
(Ericson et al., 1992; Inoue et al., 1994; Korzh et al., 1993).

Obwohl sich die Art der Bildung des Nervensystems bei Wirbeltieren deutlich von der bei
Drosophila unterscheidet, scheinen doch dhnliche Mechansimen bei der Spezifizierung
neuronaler Zelltypen beteiligt zu sein. So haben mittlerweile eine ganze Reihe von Studien
gezeigt, da3 proneurale Proteine und der Delta/Notch-Signaltransduktionsweg fiir die Bildung
von primiren Neuronen von Bedeutung sind. Ahnlich wie in Drosophila konnte auch fiir
bestimmte Neurone von Wirbeltieren gezeigt werden, dass deren Entstehung von proneuralen
Genen reguliert wird (Turner und Weintraub, 1994; Allende und Weinberg, 1994; Ma et al.,
1996; Chitnis und Kintner, 1996; Henrique et al., 1997)

Versuche an Xenopus haben aullerdem bestitigt, da neurale Vorlduferzellen negativ durch
die laterale Inhibition reguliert werden (Chitnis et al., 1995). Weiterhin wird X-delta-1 in der
Neuralplatte zum Zeitpunkt der Entstehung des primdren Nervensystems exprimiert und
dessen Expression durch proneurale Gene induziert (Chitnis und Kintner, 1996; Ma et al.,
1996). Die Erhohung der Delta-Aktivitit fiihrt zu einer Verminderung, die Inhibition zu einer
Vermehrung pimérer Neurone und die Missexpression einer konstitutiv aktiven Variante des
Rezeptors Notch hat gleichermaBen eine Verminderung priméirer Neurone zu Folge (Chitnis
et al., 1995). Ahnlich wie bei Drosophila fiihrt die intrazellulire Weiterleitung des lateral
inhibierenden Signals bei Xenopus iiber ein Suppressor of Hairless-Homolog zur Aktivierung

nachgeschalteter E(spl)-homologen Gene (Wettstein et al., 1997).
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Diese urspriinglich durch Missexpression bestimmter mRNAs in Xenopus erzielten
Ergebnisse, wurden durch Ausfallmutationen in neurogenen und proneuralen Genen in Maus
untermauert (de la Pompa et al., 1997; Ishibashi et al., 1995; Fode et al., 1998). Auch im
Zebrafisch wurden mittlerweile Untersuchungen durchgefiihrt, die die Tatsache belegen, dass
dhnliche Mechansimen bei der Spezifizierung neuronaler Zellen wirken wie in Drosophila.
Beispielsweise sind auch in diesem Organismus proneurale Gene fiir die Entstehung
bestimmter neuronaler Zellen notwendig (Allende und Weinberg, 1994; Blader et al., 1997)
und weiterhin ist der Mechanismus der lateralen Inhibition an der Spezifizierung primérer
Neurone beteiligt (Dornseifer et al., 1997; Appel et al., 1998; Haddon et al., 1998; Takke et
al., 1999; Holley et al., 2000). Takke et al. konnten ferner zeigen, dass her4, ein
hairy/enhancer of split-Homolog positiv von Notch reguliert wird und das es im Zebrafisch
eine dhnliche, auf lateraler Inhibition beruhende Riickkoppelungs-Schleife bei der Entstehung
primérer Motorneurone gibt, wie es fiir das Auswéhlen von Neuroblasten aus dem ventralen
Ektoderm von Drosophila gezeigt wurde (Takke et al., 1999).

Wihrend sich die meisten bisherigen Studien auf die entstehenden Neurone beschrinkt haben,
wurde das Schicksal der von der lateralen Inhibition an der neuronalen Differenzierung
gehinderten Zellen nicht genauer untersucht. In Drosophila werden Zellen, die nach mehreren
Segregationswellen kein neurales Schicksal angenommen haben zu Epidermoblasten. Bei
Wirbeltieren wurde vermutet, dass diejenigen Zellen die benachbart zu sich differenzierenden
Neuronen liegen durch die Aktivierung von Notch an der Differenzierung gehindert werden
und somit spétere Zellschicksale, wie z.B. sekundédre Motorneurone ausprigen konnen
(Coffman et al., 1993; Henrique et al., 1995; Chitnis et al., 1995; Appel et al., 1998). Im
Vorderhirn von Méusen bewirkt die Expression von aktiviertem Notch allerdings eine Zell-
schicksalsentscheidung neuronaler Vorlduferzellen zugunsten von Gliazell-Differenzierung

(Gaiano et al., 2000; siehe auch nichstes Kapitel).

1.3.2. Die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei der Entstehung von

Zelldiversitit in der Retina des Wirbeltierauges

Das Wirbeltierauge entsteht durch komplexe Wechselwirkungen von Teilen des anterioren
Neuralrohrs mit dem dariiberliegenden Kopfektoderm, in deren Verlauf die dem Ektoderm
entstammende Linse und die neurale Retina eine geordnete Struktur bilden. Entsprechend
threr Funktion, die durch die Linse einfallenden Lichtstrahlen in elektrische Impulse

umzuwandeln und diese Reize in die nachgeschalteten Zentren des Gehirns weiterzuleiten, hat
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die Retina eine sehr spezifische Strukturierung, die bei allen bisher untersuchten Wirbeltieren

nahezu identisch ist (Abb.1.1.) (Miiller, 1857; Cajal, 1893).

Abb. 1.1: Transversaler Schnitt durch
ein Auge einer 2 Tage alten
Zebrafischlarve. Dorsal ist links. dps:
duBere plexiforme Schicht; gzs:
Ganglionzellschicht; ins: innere
nukledre Schicht; ips: innere
plexiforme Schicht; I: Linse; mz:
marginale Zone; on: optischer Nerv;
pe: Pigmentepithelium; pzs: Photo-

rezeptorzellschicht

Sie besteht aus drei nukledren Schichten, in denen sich die Zellkdrper von sechs
unterschiedlichen neuronalen und einem glialen Zelltyp befinden (Cepko et al., 1996; Harris,
1997). Die Umwandlung der Lichtreize in elektrische Signale erfolgt in der Schicht der
Photorezeptoren, in der sich mit den Stdbchen und Zapfen zwei Gruppen neuronaler Zellen
befinden. In der inneren nukledren Schicht werden die elektrischen Reize weitergeleitet und
teilweise verarbeitet. Diese Schicht enthdlt die Perikarya von drei neuronalen Zelltypen
(Amakrin-, Bipolar- und Horizontalzellen) und einen glialen Zelltyp (Miillerzellen). Die
endgiiltige Weiterleitung des Signals in die nachgeschalteten Zentren erfolgt durch die in der
Ganglionzellschicht gelegenen Ganglionzellen, deren langen Axone sich zum optischen Nerv
biindeln. Zwischen den drei nukleédren befinden sich zwei plexiforme Schichten, in denen die
fiir die Reizweiterleitung notwendigen Verbindungen der unterschiedlichen Zelltypen
gekniipft werden. Weiterhin gibt es bei Fischen und Amphibien eine an den dueren Rindern
der Retina befindliche Region undifferenzierter Zellen, von der aus neue Zellen zu den
bestehenden Schichten hinzugefiigt werden. Im Gegensatz zu Sdugetieren dauert die
Neurogenese bei Teleostiern und larvalen Amphibien in dieser Marginalzone wihrend des
ganzen Lebens an (Malicki, 1999). Die Schicht der Photorezeptoren ist von einem
Pigmentepithelium umgeben, in das die duleren Segmente der Rezeptoren eingebetet sind
und das den weiteren durchtritt des Lichtes ins Innere des Organismus verhindert.

Die anfangliche Schichtung der Retina entsteht in einer sukzessiven Abfolge von
Differenzierungsschritten der unterschiedlichen Zelltypen. Bei den meisten Wirbeltieren,

werden die Ganglionzellen als erste Zellen der neuronalen Retina postmitotisch (Nawrocki,
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1985). Die ersten postmitotischen Zellen in der Schicht der Ganglionzellen beobachtet man
beim Zebrafisch bei ca. 28 Stunden nach der Befruchtung (Nawrocki, 1985; Hu und Easter,
1999). In der inneren nukledren sind Schicht die ersten postmitotischen Zellen ab ca. 38
Stunden nachweisbar (Hu und Easter, 1999) und bei ca. 48 Stunden werden die ersten
postmitotischen Photorezeptoren sichtbar (Nawrocki, 1985; Larison und Bremiller, 1990;
Raymond et al., 1995; Hu und Easter, 1999). Mit 60 Stunden sind iiber 90 % der Neurone der
zentralen Retina postmitotisch und die verschiedenen Schichten dieses Gewebes sind
morphologisch unterscheidbar (Malicki, 1999).

Offensichtlich vollzieht sich die Etablierung dieser Schichtung und die Differenzierung der
unterschiedlichen Zellen in der Zebrafisch-Retina in einem sehr kurzen Zeitfenster und es gibt
deutliche Uberlappungen in den Zeitabschnitten der Differenzierung unterschiedlicher
Zelltypen (Nawrocki, 1985). Dies ist dhnlich wie bei Xenopus, aber anders als bei Nagern, wo
die Neurogenese unterschiedlicher Zelltypen zeitlich kaum tiiberlappt (Young, 1985; Holt et
al., 1988). Dennoch 14Bt sich auch bei Zebrafisch und Xenopus fiir jeden Zelltyp ein Zeitraum
bestimmen, in dem vorwiegend Zellen dieses Typs gebildet werden (Harris, 1997; Hu und
Easter, 1999). Dabei scheint die relative Abfolge der Entstehung der unterschiedlichen
Zelltypen zwischen verschiedenen Arten weitgehend konserviert zu sein. So entstehen
Ganglionzellen zu Beginn und Stibchen und Miillersche Gliazellen gegen Ende der
Entwicklung der Retina. Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl multipotente Vorlduferzellen
bis relativ spdt in der Entwicklung alle unterschiedlichen Zelltypen der Retina bilden kdnnen
(Wetts und Fraser, 1988). Entsprechend bilden klonal verwandte Zellen stets eine lineare, alle
Schichten der Retina durchkreuzende Abfolge (Turner und Cepko, 1987). Da weder die
Abstammung der Zelle, noch der Zeitpunkt ihrer Geburt an sich fiir ihr Schicksal
ausschlaggebend zu sein scheinen (Holt et al., 1988; Belecky-Adams et al., 1996), werden im
wesentlichen zwei Mechanismen fiir die Erzeugung von Zelldiversitit im Auge
verantwortlich gemacht. Zum einen scheint die zeitliche Abfolge der Entstehung
unterschiedlicher Zelltypen von Wachstumsfaktoren abhédngig zu sein, deren Aktivitét
ihrerseits zeitlich reguliert ist (zur Ubersicht: Harris, 1997). Desweiteren sind lokale Zell-Zell-
Wechselwirkungen an den Zellschicksals-Entscheidungen beteiligt.

Wie fiir das Riickenmark ist die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransducktionsweges bei
diesen Prozessen in zahlreichen Studien an verschiedenen Organismen nachgewiesen worden.
Dabei wurde fiir Xernopus, Hilhnchen und Maus beschrieben, dal die Funktion von
aktiviertem Notch in einer Unterdriickung jeglicher Differenzierung von retinalen Zellen

besteht (Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996; Henrique et al., 1997). Umgekehrt fiihrte die
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Unterdriickung von Notch-Aktivitit zur vorzeitigen Differenzierung von Zellen im Auge, was
sich durch eine Uberproduktion frither Schicksale, wie zum Beispiel Ganglion Zellen
nachweisen lie} (Tomita et al., 1996; Ahmad et al., 1997; Dorsky et al., 1997; Henrique et al.,
1997). Aus diesen Beobachtungen wurde ein Modell abgeleitet, wonach die Aktivierung von
Notch Zellen an der Differenzierung hindert, so dass diese in der Lage sind spétere Schicksale
anzunehmen (Dorsky et al.,, 1995; Dorsky et al., 1997; Henrique et al., 1997).
Dementsprechend wire Notch nicht direkt an der Auspridgung eines Zellschicksals beteiligt,
sondern wiirde nur eine Gruppe von Zellen zur Verfiigung stellen, auf die die eigentlichen
Induktoren eines Zellschicksals zum jeweils richtigen Zeitpunkt wirken kdnnen. Eine
vergleichbare Funktion wurde Notch auch bei anderen Prozessen der Zelldiversivikation
nachgesagt (Coffman et al., 1993).

Vereinzelt wurde auch berichtet, dal der Delta/Notch-Signaltransduktionsweg zusétzlich
einen EinfluB auf das Teilungsverhalten von Zellen hat (Ishibashi et al., 1995; Henrique et al,
1997; Furukawa et al., 2000). So wurde am Hiihnchen gezeigt, dal Zellen die benachbart zu
Deltalikel (DII1)-exprimierenden Zellen liegen und in denen somit der Notch-Transduktions-
weg aktiviert wird, nicht nur an der Differenzierung gehindert werden, sondern auch stérker
proliferieren als Kontrollzellen. Umgekehrt, verldfit ein Grofiteil von Zellen, die in einem
Fleck von Zellen liegen die dominant negatives DIlI1 exprimieren den Zellzyklus vorzeitig
(Henrique et al, 1997). Dies fiihrte zu der Spekulation, dass der Notch-Signaltransduktions-
weg nicht nur undifferenzierte, sondern auch proliferierende Zellen bereit stellt, die eine Art
Stammzellcharakter haben sollen (Henrique et al, 1997; Gaiano, 2000).

In letzter Zeit mehren sich allerdings die Hinweise, dass die Aktivierung von Notch eine
direktere Auswirkung auf Zellschicksalsentscheidungen haben konnte. Nye et al. konnten
zeigen, dass Notch zwar die Neurogenese und Myogenese, aber nicht die gliale
Differenzierung von Sdugerzellen unterdriicken kann (Nye et al., 1994). An Ratten wurde
gezeigt, dass das Genprodukt des proneuralen Gens neuroD (Lee et al, 1995; Naya et al.,
1995), ein kritischer Regulator der Entscheidung von neuronalem gegeniiber glialem
Schicksal in der Retina ist (Morrow et al., 1999). Untersuchungen am gleichen Organismus
filhrten zu dem Ergebnis, dass Notch1l und Hes1 die Bildung von Miillerschen Gliazellen von
postnatalen retinalen Vorlduferzellen fordert (Furukawa et al., 2000), wahrend Notchl
neuronales Zellschicksal unterdriickt (Bao und Cepko, 1997). Weiterhin wurde beschrieben,
das Hes5 spezifisch in sich entwickelnden Gliazellen der Maus-Retina exprimiert wird und
das die Misexpression dieses Gens neuronale Vorlduferzellen in ein gliales Schicksal fiihrt

(Hojo et al., 2000). Auch fiir Neuralleisten Stammzellen aus Ratten und Maus-Vorderhirn-
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Zellen wurde mittlerweile gezeigt, das aktiviertes Notch eine Glialisierung neuronaler
Vorlauferzellen bewirken kann (Morrison et al., 2000; Gaiano et al., 2000).

Im Zebrafisch konnte gezeigt werden, dall notchla und verschiedene delta-Homologe,
darunter auch deltaD in der sich entwickelnden Retina exprimiert werden (Bierkamp und
Campos-Ortega, 1993; Dornseifer et al., 1997; Smithers et al., 2000), so da3 eine Beteiligung
dieses Transduktionsweges an Zellschicksals-Entscheidungen auch hier sehr wahrscheinlich

ist. Allerdings sind in diesem Organismus bisher keine funktionellen Daten dazu bekannt.

1.3.3. Die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei anderen Prozessen

der Vertebratenentwicklung

Wie bei Drosophila ist die Funktion des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei
Vertebraten nicht nur auf Zellschicksalsentscheidungen wéhrend der Neurogenese beschrénkt.
So konnten Kopan et al. zeigen, dass dieser Transduktionsweg auch fiir die Myogenese von
Bedeutung ist (Kopan, 1993). Desweiteren sind verschiedene Mitglieder der Kaskade an der
Bildung der Somitengrenzen beteiligt (zur Ubersicht: Gossler und Hrabe de Angelis, 1998).
Untersuchungen von Appel et al. legen eine Funktion des Delta/Notch-Signaltransduktions-
weges bei Zellschicksalsentscheidungen zwischen Notochord-, Hypochord- und
Bodenplatten-Vorliuferzellen nahe (Appel et al., 1999; siehe auch Kapitel 1.2.). Und auch bei
einer ganzen Reihe anderer Prozesse wie der Himatopoese (Porcher et al., 1996) und der
Ausbildung von Haarfollikeln (Kopan und Weintraub, 1993) sind Mitglieder des
Transduktionsweges beteiligt, was die pleiotrope Bedeutung dieser Kaskade bestétigt.

1.4 Der Hedgehog-Signaltransduktionsweg und dessen Bedeutung bei der

Polarisierung des Nervensystems

Das Gen hedgehog wurde urspriinglich in Drosophila entdeckt (Niisslein-Volhard und
Wieschaus, 1980), wo es bei der Segmentierung und der Musterbildung in den
Imaginalscheiben von entscheidender Bedeutung ist. Wahrend in der Taufliege und anderen
Invertebraten nur ein hedgehog Gen gefunden wurde, sind bei Wirbeltieren mehrere Vertreter
dieser Genfamilie identifiziert worden. Aus Maus sind beispielsweise die Vertreter sonic
hedgehog (shh), desert hedgehog (dhh) und indian hedgehog (ihh) (Echelard et al., 1993)
bekannt, wihrend im Zebrafisch bisher sonic hedgehog (shh) (Krauss et al., 1993), echidna
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hedgehog (ehh) (Currie und Ingham, 1996) und tiggy-winkle hedghog (twhh) (Ekker et al.,
1995) kloniert wurden.

Offensichtlich wirken alle Hedgehog-Homologe iiber einen dhnlichen Transduktionsweg. Es
handelt sich um sekretierte Signalmolekiile, wobei wahrscheinlich alle biologisch aktiven
Hedgehog-Peptide durch eine von Cholesterin abhingige Selbstspaltung eines groBeren
Vorlduferproteins hergestellt werden (Lee et al., 1994; Porter et al., 1995; zur Ubersicht:
Hammerschmidt et al., 1997). Dadurch entsteht ein 19 kDa gro3es N-terminales und ein 26-
28 kDa grofles C-terminales Peptid (Lee et al, 1992; Chang et al., 1994; Lee et al., 1994;
Bumcrot et al., 1995; Porter et al., 1995; Ekker et al., 1995). Das N-terminale Peptid ist nétig
und ausreichend, um die kurz- und weit-reichenden Signalaktivitidten der Hedgehog-Proteine
zu gewihrleisten (Porter et al., 1995; Ekker et al., 1995; Roelink et al., 1995; Porter et al.,
1996; Fietz et al., 1995; Marti et al., 1995; Lopez-Martinez et al., 1995; Ekker et al., 1995).
Auf der Oberfliche einer kompetenten Zelle bindet dieses Peptid an einen aus den beiden
Transmembranproteinen Patched (Ptc) und Smoothened (Smo) bestehenden Rezeptor-
komplex, wodurch Smo der inhibierenden Aktivitdt von Ptc entbunden wird. Dies fiihrt zu
einer intrazelluldren Transduktionskaskade an deren Ende eine ungespaltene Form des
Drosophila Proteins Cubitus interruptus (Ci) bzw. von dessen Homologen in den Zellkern
transportiert werden, um dort die Transkriptionsaktivierung von Zielgenen zu ermdglichen.
Ohne die Aktivierung von Smo durch Hh ist Ci an die Mikrotubuli der Zelle gebunden. In
dieser Form ist es einer Spaltung zugénglich, wodurch ein Peptid entsteht, das als Repressor
der Gene fungiert, deren Transkription von ungespaltenem CI aktiviert wird.

Bei Wirbeltieren spielt der Hedgehog-Signaltransduktionsweg bei so unterschiedlichen
Prozessen wie der Kontrolle der Rechts-Links Asymmetrie, der Polaritit des Nervensystems,
der Somiten und der GliedmaBlen, der Chondrogenese, Spermatogenese und Myogenese und
vielen anderen Prozessen eine wichtige Rolle (zur Ubersicht: Gilbert, 2000). Insbesondere
dessen Funktion bei der dorso-ventralen Musterbildung des Nervensystems wurde in den
letzten Jahren eingehend untersucht. Bei diesem Prozess scheint das Gen shh von
entscheidender Bedeutung zu sein.

Wie schon in Kapitel 1.1.1. beschrieben, ist das Neuralrohr von Wirbeltieren entlang seiner
dorso-ventralen Achse stark polarisiert. Diese Polaritdt, mit sensorischen Neuronen im
dorsalen, Motorneuronen im ventralen und Interneuronen im dazwischenliegenden Bereich,
wird wahrscheinlich von Signalen induziert, die aus der unmittelbaren Nachbarschaft des
Neuralrohrs stammen. Demnach ist die dorsale Musterbildung von Signalen der TGF-f3

Superfamilie aus der Epidermis und die ventrale Musterbildung unter anderen von Hh-
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Signalen aus dem Notochord abhingig (Zur Ubersicht: Tanabe und Jessell, 1996; Jessell und
Lumsden, 1997). Inwieweit kooperative Wechselwirkungen zwischen diesen beiden
Signalwegen einen Einflul auf die Musterbildung haben ist Gegenstand momentaner
Diskussionen (Jessell und Lumsden, 1997; Barth et al., 1999).

Nach der vorherschenden Meinung fiihrt die Sekretion von Shh aus dem Notochord zu einer
Induktion von Bodenplattenzellen in dem dariiberliegenden medio-ventralsten Teil des
Neuralrohrs (Placzek et al., 1990; Yamada et al., 1991, 1993; Echelard et al., 1993; Roelink et
al.,1994). Allerdings sollte betont werden, dass in letzter Zeit zunehmend Zweifel an der
Bedeutung dieses frithen Induktionsprozesses geduBBert werden. So konnten Teillet et al.
zeigen, das Bodenplattenzellen auch in volliger Abwesenheit von Notochord entstehen
konnen (Teillet et al., 1998). Auch bei Mutanten im Zebrafisch, denen ein Notochord fehlt, ist
die Bildung von Bodenplattenzellen nicht unterdriickt (Halpern et al., 1997). Durch die
Analyse von Doppelmutanten von nt/ und cyc kamen Halpern et al. zu dem SchluB3, dass das
Ntl-Protein in gemeinsamen Vorlduferzellen die Ausbildung von Notochordschicksal fordert
und von Bodenplattenschicksal unterdriickt (Halpern et al., 1997). Weiterhin konnten
Schauerte et al. zeigen, daB3 Shh im Zebrafisch weder notwendig noch ausreichend ist, um die
Bildung von medialen Bodenplattenzellen zu induzieren (Schauerte et al., 1998). So bilden
sich in der shh-Mutante syu Bodenplattezellen und die Misexpression von Shh induziert keine
ektopischen medialen Bodenplattezellen. Nach Ansicht dieser Autoren werden die medialen
Bodenplattenzellen nicht durch irgendein Hh Molekiil induziert, sondern sie entstehen durch
sehr frithe Zellschicksalsentscheidungen in gemeinsamen Vorlduferzellen der Bodenplatte,
des Notochords und des endodermalen Hypochords im Organisator (Teillet et al., 1998;
Halpern et al., 1997; Schauerte et al., 1998). Diese Vorstellung wird durch die Beobachtung
unterstiitzt, dass in einer Zebrafisch deltaA-Mutante das Notochord stark vergroBert ist,
wihrend die Bodenplatte und das Hypochord weitgehend fehlt (Appel et al.,1999). Diese
Autoren spekulieren, dass die von Anderen vorgeschlagenen Zellschicksalsentscheidungen im
Organisator, durch einen Delta/Notch-abhéngigen Mechanismus verwirklicht werden (Appel
et al.,1999).

Wie auch immer die Identitdt von Bodenplattenzellen zustande kommt, so duBert sich deren
Etablierung in der Expression und Sekretion von Shh, wodurch ein von ventral nach dorsal
abfallender Gradient im Neuralrohr entsteht. Die unterschiedlichen Konzentrationen von Shh
veranlassen die Expression unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren in verschiedenen Zellen
entlang der dorso-ventralen Achse des Neuralrohrs, was zur Ausprigung unterschiedlicher

Zellschicksale fiihrt (Roelink et al., 1995; Tanabe et al., 1995; Briscoe et al., 1999).
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AuBerdem wird die Expression von Genen, die fiir die Auspriagung dorsaler Zellschicksale
verantwortlich sind, wahrscheinlich von Shh unterdriickt (Goulding et al., 1993; Liem et al.,
1995).

Fiir die Antwort einer Zelle scheint dabei nicht allein das Hh-Signalmolekiil verantwortlich zu
sein. Neben der Tatsache, das eine Zelle durch die Expression des Rezeptorkomplexes Ptc
und Smo kompetent sein muf}, um auf das Signal zu reagieren, scheinen auch andere, bisher
nicht im Zusammenhang mit Hedgehog-Signaltransduktion stehende, Faktoren notwendig zu
sein, um die Reaktionsfahigkeit einer Zelle zu gewéhrleisten. So konnte beispielsweise im
Zebrafisch gezeigt werden, dass Shh mit dem nodal-&hnlichen Protein Cyclops bei der
Spezifizierung von Motorneuronen zusammenwirken muf3 (Odenthal et al., 2000).

Dorsale Zellschicksale im Neuralrohr werden durch Proteine der TGF-8 Superfamilie
festgelegt, insbesondere der sekretierten Wachstumsfaktoren Bmp4 und 7, Dorsalin und
Activin (Basler et al., 1993; Liem et al., 1995, 1997). Die urspriinglich in der Epidermis
exprimierten Proteine Bmp4 und 7 induzieren in der dorsal im Neuralrohr gelegenen
Dachplatte ein sekundéres Signalzentrum, das eine Kaskade von TGF-B Superfamilien-
proteinen in benachbarten Zellen induziert (Liem et al., 1995; Dickinson et al., 1995; Liem et
al., 1997). Nach welchen Mechanismen diese Proteine die Auspridgung unterschiedlicher
dorsaler Zellschicksale im Neuralrohr beeinflussen ist nicht abschlieBend geklért (Aono et al.,

1995; Liem et al., 1997, Jessell und Lumsden, 1997; Barth et al., 1999).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Mdglichkeit der Verwendung des GAL4-Systems im
Zebrafisch getestet und eine Abschitzung der Effizienz der Methode fiir diesen Organismus
vorgenommen werden. Desweiteren sollte durch die gezielte Missexpression bestimmter
Gene des Delta/Notch -Signaltransduktionsweges der Kenntnisstand iiber die Funktion dieses
Signalweges insbesondere fiir Prozesse in neurogenen Regionen des Organismus erweitert
werden. Und schlieBlich sollte durch die Erzeugung einer funktionellen UAS-sonic hedgehog
Effektorlinie die Voraussetzung zur genaueren Analyse dieses Gens in einer weiterfiihrenden
Arbeit geschaffen werden.

Im Zebrafisch wire eine Methode zur gezielten Missexpression von Genen von besonderer
Bedeutung, da es einerseits relativ viele klonierte Gene gibt, aber andererseits die technischen

Voraussetzungen fiir deren Analyse sehr begrenzt sind. AuBerdem wurde durch die grofSen
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Mutagenese-,,Sreens® im Zebrafisch bei weitem keine Sittigung erreicht, so dass es fiir viele
Gene keine verfligbaren Mutanten gibt (Driever et al., 1996, Haffter et al., 1996). Ein weiteres
Hindernis diirfte hier die Tatsache sein, dal sich viele Gene aufgrund der im Zebrafisch
vermuteten Redundanz nicht durch einfache Mutationen aufdecken lassen.

Beispielsweise wurden im Zebrafisch bisher nur zwei Mutationen mit einem neurogenen
Phénotyp gefunden. Die Mutation after eight (aei), die einen leichten neurogenen Phinotyp
hervorruft, wurde mittlerweile als eine mutmaBliche Nullmutation des deltaD Gens
identifiziert (van Eden et al., 1996; Holley et al., 2000). Die molekulare Grundlage der starken
neurogenen Mutationen white tail und mindbomb (van Eden et al., 1996; Schier et al., 1996;
Jiang et al., 1996), die zu einer Komplementationsgruppe gehoren (Scott Holley, personliche
Mitteilung), ist nach wie vor unbekannt (Scott Holley, personliche Mitteilung). Die
urspriingliche Vermutung, dass diese Mutationen eines der notch-Gene ausschalten wiirde
konnte bisher nicht bestétigt werden und erscheint mittlerweile als unwahrscheinlich (Scott
Holley, personliche Mitteilung).

Die Funktionsanalyse von Komponenten des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges mittels
mRNA-Injektion wird durch deren pleiotrope Bedeutung erschwert. Insbesondere die
Expression einer konstitutiv-aktiven Form des Transmembranrezeptors Notch fiihrt schon
sehr frith zu morphologischen Abnormalititen (Coffman et al., 1993; diese Arbeit; siche auch
Kapitel 1.1.3.), die eine Analyse spiter Prozesse kaum ermdglicht. Beispielsweise verhindert
eine frithe, ubiquitdre Expression dieses Proteins in Xenopus und Zebrafisch die Bildung der
Augen (Coffman et al., 1993; diese Arbeit). Die Funktion von aktiviertem Notch bei
Zellschicksalsentscheidungen in diesem Organ ist somit durch mRNA-Injektionen nicht zu
bestimmen. In Xenopus, Hiihnchen und Maus wurden diese Probleme durch Lipofektion oder
Infektionen mit Retroviren, die das zu untersuchende Gen exprimieren, umgangen (Dorsky et
al., 1995, 1997; Henrique et al., 1997; Morrow et al., 1999; Morrison et al., 2000; Furukawa
et al., 2000; Gaiano et al., 2000). Der Infektionszeitpunkt kann vom Experimentator frei
gewihlt werden. Allerdings kann auch auf diese Weise keine komplexe Expression erreicht
werden kann. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher mit Hilfe des GAL4-Systems aktiviertes
Notch in bestimmten Zellen des Embryos zu exprimieren, um eine Funktionsanalyse auch fiir
spiate Entwicklungs-prozesse zu ermdglichen. Neben einer Reihe heterologer Promotoren,
wurden dafiir die aus Zebrafisch stammenden Promotoren des deltaD-Gens und des Asp70-

Gens (Halloran et al., 2000) verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Verbrauchschemikalien wurden, soweit erhiltlich, in der Qualitdt pro analysis (p.A.), wenn
nicht anders genannt, von folgenden Firmen bezogen:

Aldrich (Steinheim); Biometra (Gottingen); Biomol (Hamburg); Biozym (Hameln); Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim); Fluka (Neu-Ulm); Gibco/BRL (Eggenstein); Merck
(Darmstadt); Pharmacia/LKB (Freiburg); Roth (Karlsruhe); Sigma (Deisenhofen)

Zum Ansetzen von Medien und fiir simtliche molekularbiologischen Arbeiten wurde
Reinstwasser (Milli-Q Wasserreinigungssystem, Millipore Eschborn), im Folgenden
einfacherweise mit ,,H,O‘ bezeichnet, verwendet.

Losungen fiir die Molekularbiologie wurden autoklaviert bzw. sterilisiert (0,2 um Filter,

Schleicher und Schiill). Glaswaren wurden entweder autoklaviert oder hitzesterilisiert.

Enzyme fiir die Molekularbiologie wurden, soweit nicht anders erwéhnt, von folgenden
Firmen bezogen:

Genecraft (Miinster); Roche Diagnostics GmbH (Mannheim); Gibco/BRL (Eggenstein)

Das im folgenden aufgelistete Material fiir Fotoarbeiten wurde von Annacker (K6In) bezogen:
Farbnegativfilm — Ektar 25, Kodak
Farbumkehrfilm — Ektachrom 100, Kodak

Die in dieser Arbeit gezeigten Bildtafeln wurden im Graphikprogramm Adobe Photoshop an
einem Macintosh Power PC 8500/120 zusammengestellt und iiber einen AGFA PCR II Plus-
Photobelichter oder einen Epson Stylus (Photo)Drucker auf Epson Glossy Paper (Photo
Quality) ausgegeben.
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2.2 Puffer, Losungen und Medien

Ampicillin
Auftragungspuffer
BCIP-Lésung
DAB-Stocklosung

DEPC-H,0
DNA-Extraktionspuffer (fiir gen. DNA)
Embryowasser

Hyb

Hyb"

5 x Injektionspuffer

LB-Medium

Mesab

Methylenblau-Lsung

Methylenblau / Toluidinblau-Losung

Methylzellulose

NH,4Ac / Isopropanol
NBT-Losung

4 % Paraformaldehyd (PFA)

PBS

PBT

50 mg / ml in 70 % Ethanol

0,1 % Bromphenolblau

50 mg / ml BCIP-Toluidinsalz in DMF

1 mg / ml Diaminobenzidin-Hydrochlorid in PBT

0,1 % (w/v) DEPC in H,0 ii.N. auf 37 °C stellen,
dann autoklavieren

10 mM Tris, pH 8,2; 10 mM EDTA,;
200 mM NacCl; 0,5 % SDS;
200 pg / ml Proteinase K, frisch zugefiigt

40 mg ,.Instant Ocean* auf 1 1 ddH,0

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

976 ul Hyb’; 10 pl denaturierte Lachsspermien-
DNA (10 mg / ml); 5 ul Heparin (10 mg / ml);

4 pl Hefe-tRNA (25 mg / ml)

25 mM Tris pH 8,0; 2,5 mM EDTA pH 8,0;

0,5 M KCl

1 % Bacto Trypton; 0,5 % Bacto Yeast Extrakt;

1 % NaCl; pH 7,4 (+ 2 % Agar fiir Platten zusetzen)
400 mg 3-amino benzoic acidethylester

(Sigma); 97,9 ml H,O; 2,1 ml 1 M Tris (pH 9);

auf pH 7 einstellen

Zur Betdubung: 4,2 ml Mesab + 100 ml
Tankwasser

0,5 g Borax (Na-tetraborat) in 30 ml H,O 16sen;

0, 5 g Methylenblau zur Lésung geben + auf 50 ml
mit H,O auffiillen. Steril filtrieren

je 5 ml Methylenblau- + Toluidinblau-Lésung mit
H,0 auf 100 ml auffiillen

3 % in Zebrafischringer

10 M NHy-Acetat mit Isopropanol 1:4 mischen
100 mg / ml NBT-Salz in 70 % DMF

4% (w/v) PFA in 1 x PBS

130 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 7 mM Na,HPOy,;

0,3 % Triton-X-100 in PBS (fiir AK-Farbungen)
0,1 % Triton-X-100 in PBS (fiir in situs)
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Phenolrot
Proteinase K

RNase

RNase-Wasser

SDS-Puffer

SOC-Medium

20x SSC

STET

TAE
TE
Toluidinblau-Losung

X-Gal Férbelosung

X-Gal Puffer

Zebrafischringer (ZFR)

2% in Hzo

14-22 mg / ml (Roche Diagnostic GmbH)
Stocklosung (10 mg / ml in H,O) zur
Inaktivierung von DNasen 10 min kochen
lassen

50 pg RNase / ml

63 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10 % Glycerin;
5 % B-Mercaptoethanol; 3,5 % SDS

2 % Bacto Trypton; 0,5 % Bacto Yeast Extrakt;
10 mM NaCL; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCL,;
10 mM MgSOy4; 20 mM Glukose

3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat

8 % Saccharose; 5 % Triton-X-100;
50 mM EDTA, pH 8; 50 mM Tris-HCI, pH 8

40 mM Tris-Acetat, pH 8; 1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA

0,2 % in H,O

930 pl X-Gal Puffer; 30 pl 100 mM K4Fe(CNg);
30 pl 100 mM K;3Fe(CNp);

10 pl 10 % X-Gal in DMF

150 mM NaCl; 1 mM MgCl,;
100 mM Phosphatpuffer pH 7,2

38,7 mM NaCl; 0,97 mM KCI;
1,7 mM Hepes (Sigma); 3,17 mM CaCl,
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2.3 Fischhaltung und Eiablagen

2.3.1 Haltung

Als Wildtyp-Stamm des Zebrafisches (Danio rerio) wurden Tiere verwendet, die urspriinglich
aus einem Kolner Aquarienfachgeschift bezogen und in eigener Zucht vermehrt wurden. Die
Haltung erfolgte in einem geschlossenen Aquariensystem (Aquarienbau Schwarz, Gottingen),
bei einer Wassertemperatur von ca. 28°C und einem Lichtrhythmus von 14 h hell und 10 h
dunkel. Die Aquarienfiillung erfolgte durch ein 1:1-Gemisch von entmineralisiertem (VE)
Wasser und Leitungswasser.

Jungfische wurden ohne Fiitterung bis zum 5. Tag ihrer Entwicklung in mit Embryowasser
oder Zebrafischringer gefiillten Petrischalen in einem 29°C-Brutschrank gehalten.
Anschlieend wurden die Fische in 2 1 Wassercontainern aufgezogen. Bis zu einem Alter von
zwei Wochen wurde ein spezielles Trockenfutter (Tetra) fiir Jungfische verfiittert, danach
zunichst Artemien und schlieSlich Bosmidien und Drosophila-Larven. In Fillen, in denen das
Auskreuzen einzelner Fische notwendig war, wurden geschlechtsreife Fische separat in 1 1

Plastikboxen gehalten.

2.3.2 Eiablage

Eier wildtypischer Fische wurden in aller Regel aus Kreuzungen mehrerer adulter Tiere
erhalten. Dazu wurden 4 Monate bis 2 Jahre alte Zebrafisch-Ménnchen und -Weibchen bis zu
einer Gesamtzahl von maximal 20 Tieren in groen 20 1-Tanks zusammengesetzt. Einmal in
der Woche wurde abends eine Laichbox in den jeweiligen Tank gestellt und am néchsten
Morgen wurden die Embryonen ca. eine halbe Stunde nach Beginn der Hellzeit abgesammelt.
Einzelkreuzungen wurden in 2 1 Wassercontainern durchgefiihrt, deren Boden mit Murmeln
bedeckt waren. Die zu kreuzenden Miannchen und Weibchen wurden bis zu 6 Stunden vor
Beginn der Dunkelzeit zusammengesetzt und die Eier kurz nach dem Beginn der

darauffolgenden Hellzeit abgesammelt.
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2.4 Mikroinjektion

2.4.1 Reinigung der zu injizierenden DNA-Fragmente

Zur Herstellung transgener Linien wurden geschnittene und von Vektorsequenzen befreite
DNA-Fragmente injiziert. Fiir die Aufreinigung dieser Sequenzen wurden ca. 50-100 pg
Plasmid-DNA mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und die Fragmente durch
Gelelektrophorese in 1 %igen Agarosegelen aufgetrennt. Das gewlinschte DNA-Stiick wurde
iiber einem UV-Tisch mit einem Rasiermesser ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des
JETsorb Gel Extraktions-Kits (Gel Extraction Kit / 300) der Firma Genomed extrahiert. Dabei
wurden die Herstellerangaben befolgt. Die Elution der DNA von den Glasmilchkugeln
erfolgte mit 50 ul H,O. AnschlieBend wurde die DNA mit Hilfe des Jet Star 2.0, Plasmid
Midi Prep Kit der Firma Genomed weiter aufgereinigt. Dazu wurde der DNA-LGsung
zuniichst ein 9-faches Volumen des Aquilibrierungspuffers aus dem Aufreinigungs-Kit
hinzugefiigt. Danach wurde die Ldésung iiber eine dquilibrierte Sdule gegeben und alle
weiteren vom Hersteller empfohlenen Schritte fiir die Aufreinigung von Plasmid-DNA

befolgt. Die gefillte DNA wurde schlieBlich in 50 pl H>O aufgenommen.

2.4.2 Injektionslosung

Die Injektionslosung enthielt die folgenden Komponenten: 35-50 ng / pl des zu injizierenden
DNA-Fragmentes; 0,2 % Phenolrot zur Abschitzung des Injektionsvolumens; 1 x Injektions-

puffer zur Erzeugung physiologischer Bedingungen; H,O zur Verdiinnung.

2.4.3 Injektionen

Die DNA-Lo6sung wurde vornehmlich in die sich bildende Plasmakappe des friihen
Zygotenstadiums injiziert. Die Mikroinjektionen erfolgten unter einem Zeiss-Stereomikroskop
(Stemi DRC). Der fiir die Injektionen notwendige Druck wurde mit gasformigem Stickstoff
erzeugt und durch ein WPI-Injektionsgerit (PV 820) reguliert. Die Bewegungen der Kapillare

wurden mit Hilfe eines Leitz-Mikromanipulators ausgefiihrt.
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Als Mikropipetten wurden 1 mm Hilgenberg-Glaskapillaren mit Innenfilament verwendet, die
auf einem Flaming / Brown P-97 Micropipette Puller der Firma Sutter Instruments Co
ausgezogen und unmittelbar vor der Injektion unter dem Stereomikroskop mit einer feinen
Uhrmacherpinzette auf eine geeignete Lange gekiirzt wurden. Als Geréteeinstellung wurden
folgende Parameter zur Herstellung geeigneter Injektionsnadeln empirisch ermittelt: seat-537;
pull-100; velocity-100; time-150.

Die Injektionen erfolgten in Zebrafischringer. Dabei wurde das Ei mit der Kapillarenspitze in
eine fiir die Injektion glinstige Orientierung gebracht und die Kapillare in steilem Winkel
durch das Chorion hindurch in das Cytoplasma eingefiihrt. Darauthin wurde durch Betitigung
eines FuBschalters fiir eine Sekunde der Injektionsdruck aufgebaut und die DNA-Ldsung ins
Ei injiziert. Erfolgreiche Injektionen waren durch eine leichte Rotfiarbung des Cytoplasmas zu
erkennen. Aus der Zahl der Embryonen, die mit einem gegebenen Volumen Ldsung injiziert
werden konnten ergab sich, dal pro Embryo ungefédhr 5-10 nl Injektionslosung injiziert
wurden.

Am Tag nach der Injektion mit einem bestimmten DNA-Fragment wurde iiberpriift, wieviele
der befruchteten, injizierten Eier sich normal entwickelt hatten. Gegebenenfalls wurde
daraufhin die DNA-Konzentration neu eingestellt, so dal gewihrleistet war, daBl bei
folgenden Injektionen etwa 70 % der Embryonen keine erkennbaren morphologischen

Defekte zeigten.

2.4.4 Kumulative BrdU-Injektionen

In einigen Fillen sollte die Teilungsfihigkeit von Zellen iiber einen léngeren
Entwicklungszeitraum bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde das Basenanalog BrdU in
Embryonen injiziert, welches in die DNA sich teilender Zellen eingebaut wird und mit einer
Antikdrperfarbung nachweisbar ist. Um auszuschlieBen, dass das verfligbare BrdU limitierend

bei der Markierung sich teilender Zellen ist, wurden kumulative, d.h. sich in einigen
Abstdnden wiederholende, Injektionen durchgefiihrt. Dabei wurde folgendermafBlen vor-
gegangen:

 Embrymen des gewiischtenStadims dechomisierenjin einen Trpfen

Methylzellulose geben, gegebenenfalls mit MESAB anédsthesieren Hadmit eit

orientieren
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» Kapillare mit BrdU-Lsung (30 mM in 40 % EtOH) fiillen und Losung in den Dotter bzw.
bei dlteren Stadien in den zum Herzen fithrenden Blutstrom unmittelbar vor dem Herzsack
injizieren

* mit Zebrafischringer {iberschichten und bis zur nichsten Injektion bei 29°C inkubieren

2.5 Sichtung potentiell transgener Griinderfische und Isolierung transgener

Fischlinien

Sowohl der Nachweis der injizierten DNA-Fragmente in der Keimbahn der manipulierten
Fische (Fyp) und somit eine mogliche Integration ins Genom, wie auch die endgiiltige
Isolierung transgener Linien wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase
Chain Reaction, PCR) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine Methode zur gezielten
Amplifikation geringer Mengen spezifischer DNA-Fragmente um einen Faktor von 10°-10°
(Mullis, 1990). Das gesamte Protokoll zur Herstellung, Identifizierung und Etablierung
transgener Fischlinien ist in Abb. 2.1 dargestellt. Injizierte, potentielle Griinderfische wurden
untereinander oder gegen Wildtyppartner ausgekreuzt und Gruppen von 24 h alten F;-
Embryonen durch PCR auf das Vorhandensein des injizierten DNA-Fragmentes getestet. Da
durch Mikroinjektion erzeugte Griinderfische aufgrund eines spéten Insertionsereignisses
einen starken Keimbahnmosaizismus aufweisen konnen (Stuart et al., 1988) wurden
mindestens 100 F;-Nachkommen jedes injizierten Fisches getestet. Konnten PCR-Signale
reproduzierbar nachgewiesen werden, so wurde der entsprechende Griinderfisch erneut gegen
einen Wildtyppartner gekreuzt und mindestens 100 F;-Nachkommen wurden bis zur
Geschlechtsreife aufgezogen. Nach Gewinnung genomischer DNA aus den Schwanzflossen
der einzelnen Adulttiere wurden mittels PCR transgene Individuen jeder Linie identifiziert.
Der Nachweis des Transgens in der Schwanzflosse wurde auch in den folgenden
Generationen fiir jedes Einzeltier in der beschriebenen Weise erneut durchgefiihrt. In aller
Regel wurde ein Transgen nicht {iber mehrere Generationen in Homozygose gehalten,
sondern Triager der Insertion wurden immer wieder gegen Wildtyppartner gekreuzt, da sich
Inzuchtlinien als weniger robust im Vergleich zu heterogenen Fischen erwiesen haben ( Cyrus

Papan und Christoph Konig, personliche Mitteilung; eigene Beobachtung).
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Injektion des jeweiligen
DNA-Konstruktes

X transgen?

FO transgen? %

falls PCR positiv ist:
Aufzucht von Nachkommen

PCR-Analyse zur Identifikation
transgener Insertionen in der Keimbahn

PCR-Analyse auf genomischer DNA
aus Schwanzflossen zur Identifikation
F1-transgener Nachkommen

Etablierung einer transgenen Linie

Abb. 2.1: Schema der, in der vorliegenden Arbeit gewdhlten, Methode zur Herstellung, Identifizierung und
Etablierung transgener Linien beim Zebrafisch. Injizierte, potentielle Griinderfische (Fy) wurden durch PCR-
Analysen auf genomischer DNA von deren Nachkommen auf das Vorhandensein des Transgens in der
Keimbahn getestet. Transgene F;-Nachkommen PCR-positiver Giinderfische wurden durch PCR-Analysen auf
genomischer DNA aus Schwanzflossen identifiziert. Diese wurden zur Etablierung von transgenen Linien mit
transgenen Geschwisterfischen oder Wildtypen gekreuzt. Transgene Insertionen sind durch ein Ausrufezeichen

markiert.
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2.5.1 Extraktion genomischer DNA aus F-Embryonen und Schwanzflossen

Fi-Embryonen wurden fiir einen Tag in Embryowasser oder Zebrafischringer bei 29°C

gehalten. Adulte Fische wurden fiir die Schwanzflossen-Amputation mit Mesab betidubt und

die Schwanzflosse mit einer feinen Schere abgeschnitten. Die Fische wurden danach bis zur

Auswertung des Ergebnisses in Einzelboxen gehalten. Nach einer Woche hatte sich die

Schwanzflosse in aller Regel regeneriert und die Fische konnten gekreuzt werden.

Die Extraktionen wurden nach einem Protokoll aus dem Zebrafischbuch (nach A.Fritz, S.9.8.)

durchgefiihrt:

+ Uberfiihren von bis zu 9 Embryonen bzw. einer abgeschnittenen Schwanzflosse in ein
Eppendorf-Zentrifugenréhrchen und Absaugen der Fliissigkeit

e Waschen mit H,O

* Absaugen der Fliissigkeit

* Zugabe von 50 pl DNA-Extraktionspuffer / Proteinase Kzur Schwanzflosse oder zu den
Embryonen oder bei mehr als fiinf Embryonenl0 pl pro Embryo

* Inkubation bei 50°C fiir mindestens 3 h unter gelegentlichem Vortexen

* Zugabe eines doppelten Volumens EtOH, mischen und 30" auf Eis stellen

* 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

+ Uberstand verwerfen, Pellet mit 70 % EtOH waschen und fiir 2* zentrifugieren

+ Uberstand verwerfen und Pellet trocknen

e Pellet aus Schwanzflossen-Préparation in @ ul TE 16sen, Pellet genomischer DN Aaus
Embryonen in20 pl TE oder in 4 pl pro Embryo bei mehr als fiinf Embryonen 16sen

» Lagerung bei —20°C

Fiir die 25 ul PCR-Reaktionen wurden 5 pl genomischer DNA-Ldsung eingesetzt.

36



2.5.2 Primer

Fiir die PCR-Analysen wurden Primer verwendet, die mit dem Programm PRIMERS fiir den

Apple Macintosh PC nach folgenden Kriterien ausgewahlt wurden:

* Der vom jeweiligen Primerpaar amplifizierte Bereich sollte nicht mehr alsl kb betragen,
um eine schnelle und effiziente Amplifikation zu ermdglichen

* Die Anlagerungstemperatur Tx (,,annealing®) sollte bei iiber SPC liegen, damit eine hohe
Spezifitit gewdhrleistet ist

* Storende Interaktionen der Primer mit sich selbst (Haarnadelschleifen, Dimerisierung) und

mit dem anderen Primer sollten moglichst ausgeschlossen werden

* Unspezifische Bindungen in der Zielsequenz sollten minimiert werden.

Folgende Primer wurden ausgewéhlt und von der Firma Eurogentec synthetisiert:

Name Sequenz (5°->3") Liange (bp) | Ta (°C) | Lage des Primers

TK1 CAGCGTCTTGTCATTGGCGAAT 22 67,1 |TK-Element (di)
CARDI |CCTGGCGTGATGAATGTCG 19 64,2 | Carpf3-act. Prom. (di)
EF1A | GGCTGAATGTTCTGTCAAGACCC 23 64,8 |Xefl Promotor (di)
HSPDI |CGGGCATTTACTTTATGTTGC 21 59,9 | Zthsp70 Promotor (di)
DLD1 CAACAGAGCATCAACCCGAGC 21 65,8 | ZfdeltaD Promotor (di)
TKRE2 |CATCATTAGCGTCGGTGAGTGC 22 65,5 |gal (re)

CARRE |[GCCCTAGTCAGCGGAGACC 19 62,8 |gal4 (re)

7ZFARE |CATCATTAGCGTCGGTGAG 19 58,3 |gal4 (re)

ZFARE2 | GCCTTGATTCCACTTCTGG 19 58,7 |gal4 (re)

E1B2 CATCGCGTCTCAGCCTCAC 19 63,7 |UAS (di)

SHHDI |CTCGTTCGCACCAGTGAC 18 59,4 | Zfshh (di)

MNREV | CGGAATCGTTTATTGGTGTCG 21 62,9 |Zfnotchlb:intra (re)
H4RE2 |CAAGAAATCAAGCGTCATCTCC 22 61,6 |Ztherd (te)

SHHRE |CTGCTCCCATTCTACAGTTCC 21 59,3 |SV40 polyA (re)
LACRE |CGAGTGGCAACATGGAAATC 20 61,9 |lacZ (re)

GFP1 CGTGTCTTGTAGTTCCCGTCATC 23 63,5 |gp (re)

di = direkte Orientierung; re = reverse Orientierung des Primers

Fiir die spezifische Erkennung der injizierten Konstrukte wurden folgende Primer-

kombinationen ausgewdhlt:
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Erkanntes Konstrukt | Primerkombination |Ta (°C) [Lénge des amplif. Bereiches (bp)
cmvtk/svtk — gal4 TK1 / TKRE2 62 950
Carp f-actin — gal4 | CARDI/ CARRE 62 500
X efla —gal4 EF1A / TKRE2 62 950
Zf hsp70 — gal4 HSPDI / ZFARE 57 950
Zf hsp70 — galadl HSPDI / ZFARE2 57 450
ZF deltaD — gal4 DLD1 / TKRE2 62 950
UAS -notchlb:intra |E1B2/ MNREV 62 450
UAS — her4 E1B2 / H4RE2 58 300
UAS - shh SHHDI / SHHRE 59 500
UAS - lacZ E1B2/LACRE 62 800
UAS - gfp E1B2 / GFP1 62 400

2.5.3 PCR-Analysen

Die PCR-Analysen wurden in einem Gesamtvolumen von 25 pl mit der BioTherm™-

Polymerase und dem mitgelieferten optimierten Puffer der Firma Genecraft durchgefiihrt.

Folgende Endkonzentrationen der einzelnen Komponenten wurden gewéhlt:

0,4 uM je Primer

1 x optimierter Puffer / 1,5 mM MgCl,

5 ul extrahierte genomische DNA
0,28 mM dNTPs

1 U Tag-Polymerase
H,0 add 25 pl

Die Reaktionen wurden in einem TRIO-Thermoblock™ der Firma Biometra durchgefiihrt. Die

Denaturierungstemperatur betrug 93°C, die Extensionstemperatur 72°C und die ,,Annealing*-

Temperatur war fiir das jeweilige ,,Primer“-Paar spezifisch. Der Zeitablauf der Reaktionen

wurden folgendermaf3en gewéhlt:

Denaturierung:

—> 93°C, 50™
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93°C, 3° 93°C, I

' '

Annealing: X°C, I X°C,jO“
Extension: 72°C, 1°15™ 72°C, 1'15" —» 72°C, T°
Zyklen: I x 3x 36 x

Um eine moglichst hohe Sensitivitit zu gewédhrleisten und unspezifische Reaktionen vor dem
Erreichen des ersten Denaturierungsschrittes zu vermeiden, wurden die Reaktionen nach
einem sogenannten ,, hot start“-Protokoll durchgefiihrt (Innis et al., 1990). Dabei wurden die
einzelnen Komponenten den Ansétzen zu zwei unterschiedlichen Zeiten zugefiigt. Bereits vor
Beginn der anfinglichen Denaturierungsperiode waren in einem Volumen von 20 pl die
thermostabilen Komponenten (Primer, genomische DNA und Reaktionspuffer mit MgCl,)
enthalten (,,hot mix“). Der Ansatz wurde mit einem Tropfen Paraffindl iiberschichtet, um
Evaporation wihrend der Reaktion zu vermeiden. Die dNTPs und die Polymerase wurden in
einem Volumen von 5 pl erst nach ereichen der Denaturierungstemperatur hinzugefiigt (,,taq
mix“).

Die Analyse der PCR-Reaktionen erfolgte durch Auftragen von 10-15 pul der Ansédtze auf 1
%ige Agarosegele.

2.6 Hitzeschock von Zebrafisch-Embryonen

Um eine induzierbare Expression bestimmter Gene zu ermdglichen, wurden Hitzeschock-
Experimente an Zebrafisch-Embryonen durchgefiihrt, die eine transgene Insertion von gal4
unter Kontrolle des Asp70-Promotors tragen. Zu diesem Zweck wurden bis zu 15 Embryonen
in Zebrafisch-Ringer in ein 0,5 ml PCR-Reaktionsgefdll (Firma Biozym) tberfiihrt. Die
ReaktionsgefiBe wurden daraufhin in eine PCR-Maschine (TrioThermoblock™, Firma
Biometra) gestellt und fiir eine dem jeweiligen Zweck angepasste Zeit mit einer bestimmten
Temperatur erhitzt. Falls nicht anders vermerkt lagen diese Werte typischerweise bei 40°C fiir

30 min.

2.7 Histologische Methoden
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2.7.1 Antikorperfirbungen

Als Basisprotokoll fiir Antikorperfiarbungen diente eine Vorschrift von R. BreMiller aus dem
Zebrafischbuch (8. 8.6), das je nach Bedarf und Alter der Organismen abgeéndert und ergédnzt

wurde (siehe unten):

* Embryonen oder Larven wurden in 4% PFA i.N. bei 4°C fixiert, 2 x kurz mit PBT
gewaschen, mit feinen Uhrmacherpinzetten dechorionisiert und danaemtweder direkt
weiter verwendet oder bei 20°C in 100 % MeOH oder EtOH gelagert.

* 2x 5 mit PBT waschen und kurz mit H,O spiilen

* Embryonen bis zu einem Alter von 48 h in eiskaltem Aceton fiir 7° bei —20°C inkubieren

* kurz in H,O spiilen und 2 x 5’ mit PBT waschen

* 2hbei RT in 10 % Ziegenserum / PBT préinkubieren

* bei 4°C ii.N. mit dem jeweiligen 1. Antikorper in 10 % Ziegenserum / PBT inkubieren

* 3 x 20’ mit PBT waschen

* bei 4°C ii.N. mit dem jeweiligen 2. Meerrettich-Peroxidase gekoppelten oder Fluoreszenz-
markierten Antikorper in 10 % Ziegenserum / PBT inkubieren

* 3 x 20’ mit PBT waschen

* Embryonen in Dreierblockschélchen iiberfiihren

e 400 pl PBT und 100 pl 10 %ige DAB-L&sung hinzugeben und mindestens fiir 15” bei RT
im Dunkeln inkubieren

* Firbereaktion durch Zugabe vonl,5 pl einer 30 %igen H,O,-Losung starten und unter
dem Stereomikroskop kontrollieren

* bei ausreichender Farbung Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit PBT stoppen

* jenach Bedarf in Araldit oder Glycerin einbetten

Folgende Modifikationen dieses Protokolls wurden eingefiihrt:

Embryonen oder Larven, die &lter als 48 h waren, wurden vor dem Acetonschritt ohne
Schiitteln jeweils fiir 5-30” mit 10 pg / pl Proteinase K / PBT und fiir 30’ mit 0,1 %
Kollagenase / PBT inkubiert. Nach jedem dieser Schritte wurden die Objekte 2 x 5’ mit PBT
gewaschen, fiir 20’ bei RT mit 4 % PFA nachfixiert und erneut gewaschen. Zusitzlich wurden
die Objekte nach der Inkubation mit dem zweiten Antikdrper im Dunklen @i.N. bei RT auf
einem Schiittler mit 1 %iger HO,-Losung / PBT gebleicht.
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In denjenigen Féllen, wo der Fiarbung der Retina eine besondere Bedeutung zukam, wurden
bei Embryonen oder Larven, die élter als 48 h waren, nach der 1. Fixierung die Linsen mit
sehr spitzen Nadeln entfernt. In diesen Féllen wurde in aller Regel auf eine Proteinase K-
Behandlung verzichtet, da sonst das Gewebe zu sehr in Mitleidenschaft gezogen wurde.

In einigen Fillen wurde den Inkubationsschritten mit den Antikdrpern DMSO in einer
Endkonzentration von 1-10 % zugesetzt, um eine bessere Penctranz des Gewebes zu
erreichen.

Weiterhin wurde in Féllen, in denen die Sensitivitét ein Problem darstellte und grundsétzlich
bei Embryonen oder Larven, die élter als 48 h waren, ein Verstirkersystem (EliteABC kit) der
Firma VECTASTAIN verwendet, das sich die besonderen Bindungseigenschaften von Biotin
und Streptavidin zu eigen macht. In diesen Fillen wurde als zweiter Antikérper ein an
Zebrafisch-Embryonen préabsorbierter, biotinylierter Universalantikorper aus dem
Verstérkersystem in einer Verdiinnung von 1:50 verwendet. Die Inkubationsschritte erfolgten
in 1-5 %igem Pferdeserum anstelle des Ziegenserums und nach der Inkubation mit dem
zweiten Antikorper wurden die Objekte 10 x 10 Minuten mit PBT gewaschen, um das Serum
vollstindig zu entfernen. Nach dem Bleichen wurden die Embryonen oder Larven bei 4°C
i.N. in einem Gemisch aus 960 pl PBT und jeweils 20 pl der Lésungen A und B aus dem
Verstiarkersystem inkubiert und danach erneut mindestens 6 x 10 Minuten mit PBT
gewaschen. SchlieBlich erfolgte die bereits oben beschriebene Férbereaktion.

In denjenigen Féllen, bei denen mit einem Fluoreszenz-markierten 2. Antikdrper gearbeitet
wurde, schlossen sich an die Inkubation mit dem 2. Antikérper 10 zehnminiitige Waschritte
mit PBT an und danach wurden die Objekte fiir die Auswertung am konfokalen Mikroskop
vorbereitet.

Zusammengefafit mussten die Bedingungen und Antikdérperverdiinnungen fiir jede

Anwendung und jeden Antikdrper individuell bestimmt werden.
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Folgende Antikorper wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Name und Art des verwendeten Antikorpers Erhalten von Ver-
(Kurzbezeichnung) bzw. Referenz diinnung
polyklonaler Schaf _-Digoxigenin, alkalische Phosphatase [ Boehringer-Mannheim 1:6000
konjugiert (sheep _-DIG-AP)
polyklonales Ziege F(ab"),-Fragment gegen Maus IgM und IgG | Dianova, Hamburg 1:1000
(H+L), Meerrettich-Peroxidase konjugiert (goat _-mouse-HRP)
monolonaler Maus -myc (_-myc) A. Klaes 1:2
polyklonaler Kaninchen -menschliches phospho-Histon H3 upstate biotechnology, Lake | 1:100
(_-H3) Placid
monoklonaler Maus _-acetyliertes Tubulin aus Seeigel Sigma, Deisenhofen 1:100
(_-acet.Tub)
monoklonaler Maus -menschliches neuronales Protein HuC/HuD | Molecular Probes, Eugene 1:50
(_-Hu oder 16A11)
monoklonaler Maus Antikoérper gegen ein nicht identifiziertes | M onoclonal Antibody 1:50
Antigen aus Zebrafisch-Stabchen (FRet11) Facility, Oregon

Schmitt und Dowling, 1996
monoklonaler Maus Antikdérper gegen ein nicht identifiziertes | Monoclonal Antibody | 1:50
Antigen aus Zebrafisch-Doppelzapfen (FRet43) Facility, Oregon

Larison und BreMiller, 1990
monoklonaler Maus Antikérper gegen ein nicht identifiziertes | M onoclonal Antibody | 1:50
Antigen aus radialen Gliazellen aus Zebrafisch (zrfl) Facility, Oregon

Trevarrow et al., 1990
monoklonaler Maus -BrdU (_-BrdU) Sigma, Deisenhofen 1:50
monoklonaler Maus Antikdérper gegen ein nicht identifiziertes | Monoclonal Antibody 1:50
Antigen aus bestimmten Neuronen des Zebrafisches (zn12) Facility, Oregon

Trevarrow et al., 1990
monoklonaler Maus Antikdrper gegen ein nicht identifiziertes | Monoclonal Antibody 1:50
Antigen aus bestimmten Neuronen des Zebrafisches (zn8) Facility, Oregon

Trevarrow et al., 1990
polyklonaler Kaninchen -Maus Antikorper, Cy-5-konjugiert (Cy5) | Dianova, Hamburg 1:50

2.7.2 WHOLE MOUNT - in situ Firbungen an Embryonen

Geeignete Sonden fiir die in situ Hybrydisierung am Zebrafisch wurden durch in vitro-

Transkription unter Verwendung des Boehringer Kits ,,Dig RNA Labeling and Detection kit
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nonradioactive’ mit Digoxigenin (bzw. in manchen Fillen Fluorescein)-markiertem UTP

hergestellt, wobei im Wesentlichen die Angaben des Herstellers befolgt wurden.

Herstellung Digoxigenin / Fluorescein-markierter RNA-Sonden

Folgendes Protokoll wurde verwendet:

zur Herstellung von Gegenstrang (,,antisense)-Sonden den Vektor inf’-Bereich des als
Matrize dienenden cDNA-Fragmentes mit einemgeeigneten Enzym linearisieren

den linearisierten Vektor mit Phenol und Chloroformextrahieren, mit EtOH fallen und in
einem geeigneten Volumen DEPC-H,0 aufnehmen

die Markierung erfolgt fiir 2 h bei 37°C in folgendem Reaktionsansatz:

x ul linearisierter Vektor (x pl sollen 1 pg Vektor enthalten)
2 pl 10 x Transkriptionspuffer

2 ul Dig / Flu-NTP labeling mix

1 ul RNase-Inhibitor (40 U / ul)

2 pl T3 oder T7-Polymerase

auf 20 ul mit DEPC-H,O auffiillen

nach Ablauf der Inkubationszeit] U RNase-freie DNase (Roche) zugeben, um die noch
vorhandene Vektor-DNA abzubauen, und den Reaktionsansatz fiir weitere30’ bei 37°C

inkubieren

die Reaktion mit2 pl 0,1 M EDTA abstoppen und die Sonde zur Aufreinigung auf eine
mit RNase freiem Sephadex (G-50, Fluka; in DEPC-H,O geldst und autoklaviert)

beladene Siule (QIAquick™ PCR Purification Kit (50) der Firma QIAGEN) geben

(Vorbereitung der Sdule: ca.600 pl Sephadex-Losung auf die Sdule geben;1" bei 4.000

rpm zentrifugieren; Eluat verwerfen)

die Sdule in ein Eppendorf-Zentrifugenrohrchsdrllenund 1’ bei 4000 rpm

zentrifugieren

dem Eluat zur Féllung2,5 ul 4 M LiCl und 75 pl 100 % EtOH zugeben und fiir
mindestens2 h bei 20°C stehenlassen

30’ bei 13.000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen, mit 0 % EtOH waschen, kurz
zentrifugieren und Pellet trocknen

Aufnehmen in 80 ul DEPC-H,0 / 0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U / ul)
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Folgende Sonden wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Sonde Name des Vektor erhalten|linearisieren mit | Polymerase
Vektors von
gal4 (ganz) | pBsHII-galHIIT" | selbst hergestellt Asp718 T3
gal4 (5Y) pBsGALHIII/Clal | selbst hergestellt HindIII T3
herd pBs herd E. von Weizécker Xhol T3
islet-1 pBs isl-1 V. Korzh EcoRI T7
ngn pBL: Z ngnl U. Strahle Xhol T7
diD pBs dID P. Dornseifer HindIII T3
elav/HuC HuC O. Muraoka Sacl T7
pax2 pax2 M. Brand BamHI T7
shh pHH P. Ingham HindIII T7
ptcl pBsKS ptcl K. Lewis BamHI T3
myoD pBs myoD E. Weinberg BamHI T7
g pBs gfp insi selbst hergestellt Xbal T3
lacZ pBs lacZ C. Konig Pstl T3

Digoxigenin-Firbung

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Schritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Embryonen in 4 % PFA 1i.N. bei 4°C oder 2 h bei RT fixieren

2 x kurz in PBT waschen und dechorionisieren

Embryonen3 x kurz mit kalteml00 %igen MeOH waschen unddann entweder
lingerfristig bei20°C in MeOHlagern oder fiir die weitere Verwendung mindestehs
unter den gleichen Bedingungen inkubieren

fiir 5° mit 50 % MeOH / PBT waschen

fiir 5’ mit 30 % MeOH / PBT waschen

2 x 5° in PBT waschen

fiir 20’ in 4 % PFA nachfixieren

2 x 5° in PBT waschen

zur stirkeren Permeabilisierung der Embryonen ohne Taumeln mit2 pg / ml Proteinase K
/ PBT inkubieren (bis 12 Somiten-Stadium fiir 3’; bis 24 Somiten-Stadium fiir 5°; dltere
Stadien fiir 8”)

kurz mit PBT spiilen, dann 5’ mit PBT waschen

fiir 20’ in 4 % PFA nachfixieren

44



5’ mit PBT waschen

zur Unterdriickung endogener Phosphatasen Embryonen in 1 ml 0,1 M Triethanolamin pH
7 mit 2,5 pl Acetanhydrid fiir 10’ inkubieren

2 x 5’ in PBT waschen

Embryonenfiir 5° in Hyb™ bei65°C inkubieren, dan® h bei 65°C in Hyb"
priahybridisieren

100 pl frisches Hyb" mit 1 pl denaturierter, digoxygenin-markierter RNA-Probe zugeben
und fiir 16 h bei 65°C inkubieren

Hybridisierungsldsung entfernen (kann wiederverwendet werden)

10’ bei 65°C mit 75 % Hyb" / 25 % 2 x SSC waschen

10’ bei 65°C mit 50 % Hyb" / 50 % 2 x SSC waschen

10’ bei 65°C mit 25 % Hyb" / 75 % 2 x SSC waschen

10’ bei 65°C mit 2 x SSC waschen

2 x 30’ bei 65°C mit 0, 2 x SSC waschen

10° mit 75 % 0,2 x SSC / 25 % PBT waschen

10’ mit 50 % 0,2 x SSC / 50 % PBT waschen

10’ mit 25 % 0,2 x SSC /75 % PBT waschen

10’ mit PBT waschen

2hin 1 % BSA /PBT préinkubieren

Inkubation bei 4°C {i.N. mit alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Dig Fab-Fragmenten
(zuvor auf unbehandelten Embryonen praabsorbiert), 1:6000 verdiinnt in 1 % BSA / PBT

8 x 15’ mit PBT waschen

Embryonen 2 x 5’ in Dig-Férbelosung waschen

1 ml frische Dig-Féarbelosungit 4,5 ul NBT und 3,5 pl BCIP zugeben und in
Dreierblockschélchen iiberfithren

Im Dunklen inkubieren und bei ausreichender Farbung Reaktion durch mehrmaliges
Waschen mit PBTabstoppen

je nach Bedarf in Araldit oder Glycerin einbetten

Digoxigenin / Fluorescein-Doppelfiarbung

In manchen Fillen wurde eine Dig (blau) / Flu (rot)-Doppelfirbung an Embryonen

durchgefiihrt, um die Expression zweier unterschiedlicher RNA-Typen in einem Embryo

beobachten zu konnen. Dabei wurde folgendermallen vorgegangen:
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* Protokoll von oben verfolgen, nur die Embryonen jetzt mit beiden markierten Sonden ii.N.
bei 65°C inkubieren und bei der Inkubation mit den Fab-Fragmenten den anti-Flu
Antikorper (1:1000) verwenden

* nach den 8 x 15’-Waschschritten in PBT die Embryonen2 x 5” in 0,1 M Tris pH 8,2 / 0,1
% Tween 20 waschen

» wihrend des Waschens eine Fast-Red-Tablette (Boehringer Mannheim) in 2 ml 0,1 M Tris
pH 8,2 /0,1 % Tween 20 auflosen

*  Embryonen zusammen mit der Farbelosung in Dreierblockschilchen iiberfiihren und wie
bei der Dig-Reaktion farben lassen

* bei ausreichender Farbung 3 x 5° mit PBT waschen

» freie Phosphataseaktivitit durch Inkubation fiik0’ in 0,1 Glycin-HC1 pH2,2 / 0,1 %
Tween 20 blockieren

* 4 x5’ mit PBT waschen

* Inkubationbei #C ii.N. mit alkalisch®hosphatse-gekoppeltemnti-DigFab-
Fragmenten, wie oben beschrieben und danach das Protokoll fiir die Dig-Farbung zu E

fiihren

2.7.3 Kominiertein situ Hybridisierung und Antikorpewfigrb

In manchen Fdllen wurde eine in situ Hybridisierung und eine myc-Antikérperfirbung ar
selben Embryonen durchgefiihrt, um gleichzeitig das Expressionsmuster eines bestimi
RNA-Typs beobachten und das Vorhandensein von myc-Epitopen nachweisen Zn kénner
diesenFédllenwurdendie Embryonemit EtOH, anstelle vivieOH behandelt, da sich
herausgestellt hatte, dafl das myc-Epitop nach Behandlung mitidbh¢ @it¢hr von diesem
Antikdrper erkannt wird. Die in situ Hybridisierung wurde wie beschrieben durchgef
wobei der anti-myc Antikdrper zusammen mit den alkalische Phosphatase gekoppelten
Dig Fab-Fragmenten inkubiert wuddeach wurde die in situ Hybridisierung beendet und
anschlieBendler zweite Antikdrper der ImmunofidrbulNg liei 4C inkubiert. Die
Antikorperfirbung wurde danach in der beschrid¥eisenbeendet.

2.7.4 KominierteBrdU-Antikorperfiaribg und DNA-Féirbng

Im Rahmen dieser Arbeit wurdanch BrdU-Antikdrperfarbungen mit DNA-Féarbungen

kombiniert, udas Verhédltnis von BrdU-markierten Zell¥eugleich zur Gesamtzahl der
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Zellen zu bestimmen. Fiir die DNA-Farbung wurde der Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1
(Molecular Probes) verwendet. Folgendermaflen wurde vorgegangen:

* Embryonen wie beschrieben in 4 % PFA fixieren

* 3 x 10" mit PBT waschen

* Embryonen zur Entfernung von Ribonukleinsduren 1 h bei RT mit 2 N HCI behandeln

* {.N. bei RT in einer 1:2500-Verdiinnung in YOYO-1 / PBT inkubieren

* 3x20" in PBT waschen

Danach wurde die unter 2.9.1 beschriebene Antikorperfiarbung angeschlossen, wobei auf das
Bleichen der Objekte verzichtet wurde, um eine Abschwichung der Fluoreszenzfarbung zu
verhindern. Die Objekte wurden in Durcupan eingebettet, geschnitten und die Schnitte am

konfokalen Mikroskop (LSM 410 invert, Zeiss) ausgewertet.

2.7.5 X-Gal Farbungen zum Nachweis von LacZ-Aktiviit

Der Test auf LacZ-Aktivitit in Zebrafischembryonen wurde nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

* Fixieren der Embryonen fiir 10" bei RT in 12,5 % Glutaraldehyd / PBS

e kurz mit HO waschen, dann 3 x mit PBS / 3 % Triton X-100

*  Embryonen mit Uhrmacherpinzetten dechorionisieren

* fiir mehrere Stunden oder ii.N. in X-Gal Farbelosung bei 37°C inkubieren

* Reaktion durch mehrmaliges Waschen in PBT stoppen

2.7.6 Neuromastenfirbung an lebenden Zebrafischlarven

Um die Neuromasten lebender Zebrafischlarven sichtbar zu machen, wurden diese mit 2-(4-
Dimethylaminostyryl)-1-Methylpyridiniumiodid (Fluka) gefiarbt. Dieser fluoreszierende
Farbstoff ist nicht toxisch, photostabil und er farbt spezifisch mechanosensorische Axone. Zur
Féarbung werden einige Kristalle des Farbstoffes in Zebrafischringer aufgelost, so dass sich die
Losung hellorange farbt und die Larven werden fiir ca. 10 Minuten in die Losung gegeben.
AnschlieBend werden sie einige Male in Ringer gewaschen und dann unter dem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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2.8 Einbettung von Embryonen und Larven

Je nach Anwendung wurden die Objekte entweder in Glycerin oder Durcupan eingebettet.

2.8.1 Einbettung in Glycerin

Embryonen oder Larven bei RT solange in 30 %, 50 %, 70 % und 87 % Glycerin
aufbewahren bis sie absinken.

Embryonen jiinger als 20 h wurden in aller Regel mit spitzen Nadeln vom Dottersack befreit
und freie Dotterschollen mit einem feinen Haar beseitigt. Danach wurden sie mit der
ventralen Seite zum Objekttriger gerichtet ,,flach prépariert” und eingedeckelt. Um das
Austrocknen der Priparate zu verhindern wurde das Deckgldschen mit Nagellack umrandet.
Altere Stadien wurden meistens in einem Tropfen Glycerin auf einem Hohlschliff-

Objekttrager orientiert und uneingedeckelt fotografiert.

2.8.2 Einbettung in Durcupan

Einbettungen in Durcupan dienten zur Herstellung von Dauerprédparaten oder histologischen

Schnitten.

* Embryonen jeweils10’ bei RT auf dem Schiittler in 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %
entwissern

* 2x10’in 100 % EtOH

* 2x 15’ in Aceton

* 1i.N. in einem Eppendorf-Zentrifugenrohrchen bei offenemDeckel in einem 1:1-Gemisch
aus Aceton / Durcupan (Firma Fluka) inkubieren

* zur endgiiltigen Einbettung in frisches Durcupan iiberfiihren

2.8.3 Gelatine-Beschichtung von Objekttrigern
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Objekttrager wurden kurz unter flieBendem Wasser gespiilt, 5 in H,O gestellt, 2 x kurz in 96
% EtOH gewaschen und getrocknet. Danach wurden sie kurz in 0,5 % (w/v) Gelatine-Losung

getaucht und wieder getrocknet.

2.8.4 Histologische Schnitte

Semidiinnschnitte (2-15 um) wurden mit einem Glasmesser an einem LKB Ultratom
(ULTROTOME III®) hergestellt, auf Gelatine-beschichtete Objekttriger iiberfiihrt und auf
einer Heizplatte getrocknet. Ungefarbte Schnitte wurden je nach Dicke fiir 30-60°’ mit einer
Methylenblau / Toluidinblau — Farbelosung gefiarbt. Die Firbelosung wurde mit H,O
abgewaschen, die Objekttrager erneut getrocknet und die Schnitte in Durcupan eingedeckelt.

2.9 Fluoreszenz-Beobachtungen an lebenden Zebrafisch-Embryonen und

—Larven

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum Teil transgene Fische verwendet, die das aus der
Qualle stammende ,,Green Fluorescent Protein (GFP) exprimieren. Die Fluoreszenz wurde
unter einem Leica-Stereomikroskop (MZ FLIII) mit Fluoreszenzlampe und einem speziellen
gfp-Filter beobachtet. Identifizierte Individuen, die das Protein exprimieren, wurden auf einen
Hohlschliff-Objekttrager in Methylzellulose iiberfiihrt. Bei dlteren Stadien (ab. 18 Stunden)
wurden der Losung einige Mikroliter Mesab hinzugefiigt, um unerwiinschte Bewegungen zu
unterbinden. Sollten Beobachtungen an Individuen gemacht werden, die élter als 30 Stunden
waren, so wurden die Embryonen ab ca. 18 Stunden in einer PTU-haltigen Lésung gehalten
(0,003 % 1-Phenyl-2-thiourea in Zebrafischringer), wodurch die Pigmentierung verhindert
wird. Die Aufnahmen der fluoresziernden Organismen wurden mit Hilfe des Programs Diskus

fiir den IBM-PC erstellt.
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2.10 Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche DNA-Konstrukte verwendet und hergestellt, die

im folgenden kurz aufgelistet sind. Vektoren, die ausschlieBlich zur Herstellung von in situ-

Sonden dienten, sind in Kapitel 2.9.2 niher beschrieben.

Verwendete Plasmide:

Name des Vektors | erhalten von verwendet flir kurze Beschreibung (Referenz)
pBsKS+ Stratagene Grundvektor fiir alle
Klonierungen
pBs GAL4 selbst hergestellt | Grundvektor zur gal4-ORF fusioniert mit SV40polyA-Signal
Herstellung sdmtlicher | und Polylinker zum Einklonieren
Aktivatorkonstrukte verschiedener Promotoren (Scheer, 1996)
pBs MAR cmvtk | selbst hergestellt | Herstellung von gal4 unter Kontrolle des zusammengesetzten
GAL4 Aktivatorlinien viralen Promotors cmvtk; eine MAR-Sequenz
5" des Promotors (Scheer, 1996).
pBs MAR svtk- selbst hergestellt | Herstellung von gal4 unter Kontrolle des zusammengesetzten
GAL4 Aktivatorlinien viralen Promotors cmvtk; eine MAR-Sequenz
5" des Promotors (Scheer, 1996)
pBs MAR carp 3- [ selbst hergestellt | Herstellung von gal4 unter Kontrolle des 3-actin Promotors aus
actin GAL4 Aktivatorlinien Karpfen; eine MAR-Sequenz 5° des Promotors
(Scheer, 1996)
pBs 2xMAR carp | selbst hergestellt | Herstellung von gal4 unter Kontrolle des (-actin Promotors aus
B-actin GAL4 Aktivatorlinien Karpfen; eine MAR-Sequenz 5° des Promotors
eine 3" des polyA-Signals (Scheer, 1996)
EF-fgal S. Lin Elution des Xenopus lacZ unter Kontrolle eines 4,5 kb-Fragmentes
efl -Promotors des X efl -Promotors (Krieg et al. 1989)
pzHSP70 J. Kuwada Elution des Zebrafisch | 1,5 kb-Fragment des Zf hsp70-Promotors in
hsp70-Promotors einem Klonierungsvektor
pBsl4lacZ S. Hans Elution des Zebrafisch |lacZ unter Kontrolle eines 14 kb-Fragmentes
deltaD-Promotors des Zf deltaD Promotors
RSVGAL4-Short |F. Argenton Elution des GALAD1- | enthélt eine Sequenz, die fiir ein Fusions-
Fragmentes protein der DNA-bindenden Doméne von
GAL4 und der AD1-Transaktivierungsdoméne
des Maus E12-Gens kodiert
pN5xUASg-Luc | F. Argenton Benutzung der UAS- | Luziferase unter Kontrolle von 5 optimierten
Sequenz mit Kopien der UAS-Sequenz und des TATA-Box
Adenovirus E1b- Bereiches des Adenovirus E1b-Promotors
Minimalpromotor
pBs UAS selbst hergestellt | Grundvektor mit enthdlt UAS-Sequenz und SV40polyA-Signal
SV40polyA-Signal fiir | mit Polylinker dazwischen (Scheer, 1996)
Effektorkonstrukte
pCS2+MTZFNIC | P. Dornseifer Elution von enthélt Sequenz, die fiir ein Fusionsprotein
mycNotch:intra von 6 myc-Epitopen mit der intrazelluléren
Doméne von Zebrafisch Notch1b kodiert
(Takke et al., 1999)
pBs her4 T.Takke Elution von Zf her4 enthélt 450 bp ORF von her4
phh P. Ingham Elution von Zf shh enthélt 840 bp ORF von sonic hedgehog, einen
250 bp 5'leader und 600 bp 3 trailer (Krauss et
al. 1993)
pBs gfp SV(A)n [ S. Hans Elution von gfp enthdlt 0,7 kb gfp-Fragment (mut2) (Cormack
et al., 1996)
pCAB.PL A. Bachmann Elution von lacZ enthélt 3,5 kb lacZ-Fragment
pBsMAR selbst hergestellt | Benutzung der MAR- | enthilt 2,95 kb-Fragment der ,,Matrix
Sequenzen Attachement Region“ des Hiihnchen

Lysozym-Lokus (Phi-Van und Stritling, 1988)
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Folgende Plasmide wurden hergestellt:

Name des
Vektors

Art der Herstellung

verwendet fur

pBs efl GAL4

4,5 kb Bglll/Xbal efl Promotor-Fragment aus EF-Bgal
ausgeschnitten, Xbal-Schnittstelle mit Klenow auffgefiillt (fill in)
und das Fragment in BamHI/EcoRI(fill in) von pBs-GAL4
einkloniert

Herstellung von
Akitvatorlinien

pzHSP70 GAL4 | 3,6 kb Smal/Asp718 GAL4-SV40polyA-Fragment aus pPBsGAL4 | Herstellung von
ausgeschnitten und in EcoORV/Asp718 von pzHSP70 einkloniert | Akitvatorlinien
pzHSP70 GAL 1,75 kb HindIII(fill in)/BamHI(fill in) GALAD1-Fragment aus Herstellung von
short RSVGALA4-Short ausgeschnitten und in EcoRV von pzHSP70 Akitvatorlinien
einkloniert
pBs deltal4 3,6 kb Smal/Asp718 GAL4-SV40polyA.Fragment aus pBsGAL4 | Herstellung von
GAL4 ausgeschnitten und in Clal(fill in)/Asp718 von pBs 14 lacZ Akitvatorlinien
einkloniert (lacZ fallt dabei heraus)
pN5xUASg- 2,3 kb BamHI/Asp718 mycNotch:intra-Fragment aus Ausgangsvektor fiir
Notch:intra pCS2+MTNIC ausgeschnitten und in BamHI/Asp718 von weiteren
pN5xUASg-Luc einkloniert (Luziferase fillt dabei heraus) Effektorkonstrukte
pBsUAS E1b 2,5 kb HindIII/Asp718(fill in) UASE1b-mycNotch:intra- Ausgangsvektor fiir
Notch:intra Fragment in HindIII/EcoRI(fill in) von pBsUAS einkloniert weiteren
(UAS des pBsUAS-Vektors fillt dabei heraus) Effektorkonstrukte
pBsUAS E1blII Da der Vektor pBsUAS E1b Notch:intra keinen Transkriptions- Ausgangsvektor fiir
Notch:intra start enthélt, wurde ein synthetisches Oligonucleotid hergestellt, | weiteren
das den Transkriptionsstart des Carp -actin Promotors enthélt. Effektorkonstrukte
Dieses wurde in die Clal-Schnittstelle des Vektors pBsUAS E1b
Notch:intra einkloniert. Dadurch kommt der Transkriptionsstart
25 bp 3" von der TATA-Box des E1b-Promotors zu liegen (nher
beschrieben in Kapitel 2.4.11)
pBs2xMAR pBsMAR mit BamHI geschnitten, Enden aufgefiillt und religiert | Vektor zur Herstellung
(pBsMAR_Bam); 2,95 kb Xbal MAR-Fragment aus von Konstrukten, die
pBsMAR Bam ausgeschnitten und in Spel von pBsMAR von 2 MAR-Sequenzen
einkloniert flankiert werden
pBs2xMAR 3,3 kb HindIII(fill in)/Asp718(fill in) UAS-E1bII-Notch:intra- Herstellung von
Notch:intra SV40polyA-Fragment aus pBsUAS. E1bII Notch:intra in Effektorlinien und
BamHI(fill in) von pBs2xMAR einkloniert Ausgangsvektor fiir
andere
Effektorkonstrukte
pBs2xMAR her4 | 0,45 kb EcoRI(fill in) her4-Fragment aus pBs her4 in Smal von Herstellung von
pBs2xMAR Notch:intra kloniert (mycNotch:intra féllt heraus) Effektorlinien
pBs2xMAR gfp | 0,7 kb Xbal(fill in)/HindIII(fill in) gfp-Fragment aus pBs gfp Herstellung von
SV(A)n in Smal von pBs2xMAR Notch:intra kloniert Effektorlinien
(mycNotch:intra fillt heraus)
pBs2xMAR lacZ | 3,5 kb Sall(fill in)/Xbal(fill in) lacZ-Fragment aus pCAB.PL in Herstellung von
Smal von pBsUAS E1blI Notch:intra kloniert (mycNotch:intra Effektorlinien
féllt heraus) (pBsUAS E1blI lacZ); 4,4 kb NotI(fill in)/Asp718
(fill in) UAS-E1blI-lacZ-SV40polyA-Fragment aus pBsUAS
E1blII lacZ in BamHI(fill in) von pBs2xMAR einkloniert
pBsUAS E1bll 1,7 kb EcoRI(fill in) shh-Fragment aus pHH in Smal/BglII(fill Herstellung von
shh in) von pPBsUAS E1bll Notch:intra einkloniert Effektorlinien
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2.11 Molekularbiologische Methoden:

2.11.1 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Analytische Restriktionsverdaus zur Charakterisierung von Plasmid-DNA wurden in
Endvolumina von 10-20 pl durchgefiihrt, prdparative Totalverdaus in Endvolumina von 50-
200 pl. Die Inkubation erfolgte fiir 1-2 Stunden bei fiir das jeweilige Enzym geeigneten

Temperatur- und Pufferbedingungen (beides laut Herstellerangaben).

2.11.2 Auffiillen 5’-iiberhiingender Enden von DNA-Fragmenten

Wihrend die meisten Klonierungsschritte iiber kohdsive Enden (,,sticky ends*) erfolgten, war
es manchmal notwendig, die Enden von zu ligierenden DNA-Fragmenten durch eine
Auffiillreaktion kompatibel zu machen (,,blunt ends*). Hierzu wurde das ,,Klenow-Fragment*
der Polymerase I aus E.coli verwendet, welches die Fahigkeit besitzt, die komplementiren
Nukleosidtriphosphate (ANTPs) an 5’-iiberhdngenden Enden einzufiigen. Die Reaktionen
wurden in einem Volumen von 30 pl unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1 ug DNA; 0,5 mM dNTPs; 1 x Klenow-Puffer; 1 U Klenow-Enzym. Inkubation: 30" auf Eis.
Anschlieend wurde das Enzym bei 70°C inaktiviert und die DNA durch Phenol /

Chloroform-Extraktion gereinigt.

2.11.3 Dephosphorylierung von Vektorenden

Die Dephosphorylierung linearisierter Vektorenden zur Vermeidung von Religation erfolgte
mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (CIP). 1 U Enzym wurde dem
Restriktionsansatz direkt zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

Anschlieffend wurde die Phosphatase 15 min bei 70°C inaktiviert und die DNA durch Phenol

/ Chloroform-Extraktion gereinigt.
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2.11.4. Elution von DNA-Fragmenten aus priparativen Gelen

DNA-Fragmente wurden durch Gelelektrophorese in 0,8-1,2 %igen Agarosegelen
aufgetrennt. Die gewiinschten Banden wurden mit Hilfe einer sauberen Rasierklinge auf
einem UV-Tisch ausgeschnitten. AnschlieBend wurde die DNA mit Hilfe des JETsorb DNA-
Extraktionskits (Gel Extraction Kit / 300) der Firma Genomed entsprechend der

Herstellerangaben eluiert.

2.11.5 DNA-Mengenbestimmung

In der Regel wurde die DNA-Menge durch Agarosegel-Elektrophorese abgeschétzt, wobei

eine 1 kb-Leiter von Gibco/BRL mit bekannter Konzentration als Referenz diente.

2.11.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen erfolgten durch das Enzym T4-DNA-Ligase (Roche). Die Reaktionen wurden in
einem Gesamtvolumen von 10-20 pl durchgefiihrt. Es wurden 100-200 ng geschnittene und
mit CIP behandelte Vektoren eingesetzt. Die zu klonierenden Restriktionsfragmente wurden
in einem dreifachen molaren (sticky ends) bzw. zehnfachen molaren (blunt ends) Uberschuf3
hinzugegeben. Die Reaktionen wurden bei 16°C ii.N. unter den empfohlenen Puffer-
bedingungen durchgefiihrt. Bei ,,blunt end“-Ligationen wurden, anstelle der sonst iiblichen 1

U Ligase, 2-3 U des Enzyms eingesetzt.
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2.11.7 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Plasmide wurden durch Elektroporation in Bakterien transformiert. Als transformations-
kompetente Bakterien wurde der E.coli-Stamm DHS5 (Hanahan,1985) verwendet. Die
Herstellung erfolgte nach folgendem Verfahren:

+ Animpfen von 1 1 LB-Medium mit einer frischen Ubernachtkultur im Verhétnis 100:1

¢ Inkubation bei 37°C auf einem Schiittler bis zu einer ODgg von 0,5-1

e 15-20 min auf Eis kiihlen

* 15 min bei 4°C und 4000 rpm in einem GSA-Rotor zentrifugieren

 Uberstand verwerfen

» Pellet in 1 I kaltem bidestillierten Wasser 16sen

* Erneut zentrifugieren (siche oben)

* Pellet in 0,5 I kaltem bidestillierten Wasser 16sen

* Erneut zentrifugieren (siche oben)

* Pellet in 20 ml 10 % Glycerin / H,O lsen

* Erneut zentrifugieren (siche oben)

* Pellet in 2-3 ml 10 % Glycerin / H>O 16sen

* Suspension in 40 pl Aliquots aufteilen und in fliissigem Stickstoff einfrieren

» Lagerung bei —70°C

Fiir die Transformation wurden die Bakterien langsam auf Eis aufgetaut, mit 0,5-2 pl der
gewlinschten Plasmid-DNA gemischt und in, auf Eis gekiihlte, 0,2 cm Elektroporations-
kiivetten iiberfiihrt. Die Kiivette wurde in einen Gene Pulser™ (Biorad) gestellt und es wurde
fiir 4-5 ms eine Feldstirke von 12,5 kV / cm angelegt (Geréteinstellung: Kapazitit 25 pF;
Spannung 2,5 kV; Widerstand 200 ). AnschlieBend wurde die Kiivette schnell entnommen, 1
ml bei 37°C vorgewédrmtes SOC-Medium hinzugegeben und der Ansatz fiir ca. 30 min bei
37°C belassen. SchlieBlich wurde ein geeignetes Volumen auf selektive Agarplatten (LB-
Agarplatten mit 50 pg Ampicillin / ml) ausplattiert und bei 37°C ii.N. inkubiert.
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2.11.8 Mini-Priparation von Plasmid-DNA

Zur schnellen analytischen Charakterisierung von Plasmiden in transformierten Bakterien

wurde folgendermallen vorgegangen:

* Animpfen einer einzelnen Bakterienkolonie von Platte in ca. 2 ml LB / Amp-Medium

* Inkubation in einem Roller bei 37°C ii.N.

» Bakterienkultur bei 13000 rpm fiir 30 sec in Heraeus-Tischzentrifuge zentrifugieren

 Uberstand absaugen und Pellet in 250 pl STET-Puffer 16sen

* 2 min im Wasserbad kochen

* 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

» Pellet mit sterilem Zahnstocher entfernen

e Fillen der DNA durch Zugabe von200 pl eines 1:4-Gemisches aus10 M NH4OAc /
Isopropanol

* 5-10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

 Uberstand verwerfen, Pellet mit 70 % Ethanol waschen und unter Tischlampe trocknen

e Pellet in 50-100 pl H,O / RNase A (50 pg / ml) 16sen

* Charakterisierung der DNA durch geeignete Restrikionsanalyse

2.11.9 Midi-Priparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung grofBerer DNA-Mengen fiir priparative Zwecke wurde das Jet Star 2.0,
Plasmid Midi Prep Kit der Firma Genomed verwendet, wobei entsprechend den Hersteller-

angaben vorgegangen wurde.

2.11.10 Sequenzierung von DNA-Konstrukten

Die Sequenzierung von DNA-Konstrukten wurde entweder mit Standardprimern (T3, T7,
SP6) oder mit, fiir das jeweilige Konstrukt, spezifischen Primern durchgefiihrt. Fiir die
Sequenzreaktion wurde das DNA-Sequenzierungskit Big Dye Terminator Cycle Sequencing
der Firma Perking Elmer Applied Biosystems unter Beachtung der Herstellerangaben
verwendet. Als automatischer Sequenzierer stand das Modell ABI 3.77 der Firma Perking

Elmer Applied Biosystems zur Verfligung.
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Die Verarbeitung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Lasergene / DNASTAR-Biocomputing
Software der Firma DNASTAR, INC., Madison Wisconsin.

2.11.11 Einklonieren eines synthetischen Oligonukleotides in einen Vektor

In den Vektor pBsUAS El1b Notch:intra (siche Kapitel 2.3) wurde ein synthetisches
Oligonukleotid einkloniert, um einen 25 bp 3* der TATA-Box des E1b-Promotors gelegenen
Transkriptionsstart zu erzeugen. Der daraus resultierende Vektor pBsUAS E1bIl Notch:intra
wurde fogendermaflen hergestellt:

* bei der Firma Eurogentec wurden zwei synthetsiche Oligonukleodide (GlaCla2)

bestellt:
Clal: 5°-CGCGTCTCAGCCTCACTTTGAGCTCCTCCACACGAATTCCCGGGAT-3®
Cla2: 5°-CGATCCCGGGAATTCGTGTGGAGGAGCTCAAAGTGAGGCTGAGACG-3

e Oligos mit einer Konzentration von 2 mg / ml in H,0 16sen und folgenden Reaktionsansatz
fiir die Anlagerung (,,annealing)“ der beiden Oligos herstellen: 0,5 ul je Oligonucleotid-
Losung + 49 ul Tris HCI, ph 8,0

* 4" auf 95 °C erhitzen und langsam im Heizblock abkiihlen lassen

* bei einer Temperatur von 30°C auf Eis stellen und 50 pl Tris HCI, pH 8,0 hinzufiigen

* mit dieser Losungeinen Ligationsansatz herstellen, in dedas synthetische Oligo-
nukleotidin einem 100fach molaren UberschuB zu Clal-geschnittenenpBsUAS Elb
Notchintra — Vektor vorliegt und in beschriebeiWeise ligieren

Anmerkung: die Oligonukleotide wurden gewéhlt, das bei vollstindiger Basenpaarung

EinzelstrangUberhinge entstehen, die z@lal-geschnittener DN Aompatibel sind. Die

DNA-Sequenz entspricht deBereich des Transkriptionsstarts des Carp $-actin Promotors

(Caldovic und Hackett] 995). Desweiteren sind aullerhalb dieses Bereiches Restriktions-

schnittstellen enthalten, die fiir weitere Klonierungsschritte verwendet wurden.
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2.11.12 Western-Blot-Analyse

Western-Blot Analysen wurden zum Nachweis von Proteinen in Zebrafischembryonen

durchgefiihrt. Die Protein-Extraktion erfolgte nach einem Protokoll aus dem Zebrafischbuch

(Seite 9.1). Dabei wurde im Wesentlichen folgendermal3en vorgegangen:

Entfernung des Chorions durch 5 miniitige Pronasebehandlung beiRT (1 mg Pronase / ml
ZFR)

3 x kurz mit ZFR waschen

in SDS-Puffer homogenisieren

1" im Wasserbad kochen

5" bei 13.000 rpm zentrifugieren

Der Uberstand wurde auf ein 12,5 %iges SDS-Gel aufgetragen und die Proteine fiir 2 h bei

12,5 A aufgetrennt. Anschliefend wurden die Proteine mit Hilfe des Gerdtes Power Pac 2000
der Firma BIO RAD fiir 30" bei 10 V in Transfer-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin; 0,037
% SDS; 20 % MeOH) auf Nitrozellulose Membranen transferiert. Die Membranen wurden

wie folgt weiterbehandelt:

1 h mit 10 % Milchpulver in TTBS 20 mM Tris; 500 mM NacCl; 0,05 % Tween 20; pH
7,5) blocken

ii.N. bei £C mit dem fiir das zu untersuchende Protein spezifischdn Antikdrper
inkubieren

3 x 10" bei RT mit TTBS waschen

1 h bei RT mit dem fiir den 1. AntikSrper spezifischen 2. Antikdrper inkubieren

3 x 10" bei RT mit TTBS waschen

Féarbung mit NBT / BCIP auf die in Kapitel 2.9.2 beschriebene Weise
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2.12 Abkiirzungen, Symbole und Konventionen

AP — alklische Phosphatase
BCIP — 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
bp — Basenpaar(e)
BSA — Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
cDNA — komplemetire DNA (complemetary DNA)
DAB — Diaminobenzidin
DEPC — Diethylpyrocarbonat
Dig — Digoxygenin
DTT — Dithiothreitol
EDTA — Ethylen-Diamin-Tetraacetat
h — Stunde
HEPES — N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N"-(2-Ethan)-Sulfonsédure
kB — Kilobasenpaare
kDa — Kilodalton
LB - Luria Bertani-Medium
min — Minute
mRNA - Boten-RNA (messenger RNA)
NBT — Nitro-Blue-Tetrazolium
OD - optische Dichte
PCR — Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PBT - PBS mit Tween 20
PFA - Paraformaldehyd
rpm — Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RT - Raumtemperatur
SDS — Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
sec - Sekunden
SSC — standard saline citrate
TAE — Tris/Acetat/EDTA-Puffer
Tris — Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
U - Einheit (unit)
u.N. — iiber Nacht
uv - ultraviolette Strahlung
X-Gal — 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactosid
) - Minute(n)
— Sekunde(n)

Genetische Nomenklatur in dieser Arbeit: Gene, -mRNAs und -Phénotypen klein und kursiv.
Proteine nicht-kursiv und Anfangsbuchstaben grof.

Bezeichnung von Entwicklungsstadien beim Zebrafisch: Die Einteilung und Bezeichnung
jingerer Stadien erfolgte im Wesentlichen nach den Kriterien von Kimmel et al. (Kimmel et
al., 1995). Bei élteren Stadien wurde die Zeit nach der Befruchtung unter standardisierten
Aufzuchtbedingungen zur Bezeichnung eines Stadiums verwendet. Da sich selbst unter diesen

Bedingungen nicht alle Individuen genau gleich schnell entwickeln (Kimmel et al., 1995),
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mag es zu leichten Unterschieden im Alter zweier Vergleichstiere kommen. Da in dieser
Arbeit aber in allen Féllen mit einer relativ gro8en Zahl von Nachkommen gearbeitet werden
konnte, sollten sich solche Unterschiede iiber die betrachtete Organismenzahl herausmitteln.
Zeitangaben zur Bezeichnung eines Entwicklungsstadiums beziehen sich, soweit nicht anders
angegeben, immer auf den Zeitpunkt der Befruchtung. In Féllen bei denen der Ausdruck
Larve verwendet wurde, miissen drei Tage zur Berechnung der seit der Befruchtung
vergangenen Zeit hinzugezdhlt werden, da Larven mit ca. drei Tagen aus dem Chorion

schliipfen.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung stabiler transgener Insertionen

Die in Tabelle 3.1 aufgelisteten DNA-Fragmente wurden zur Herstellung transgener

Insertionen aus dem jeweiligen Vektor eluiert:

verwendeter |zum Aus- vollstindige Beschreibung des eluierten Frag-

Vektor schneiden ver- | Fragmentes (Kurzbezeichnung) ment
wendete Enzyme GroBe

pBs MAR Notl/Asp718 MAR — cmvtk - gal4 - SV40(A)n (cmvtk-GAL4) 7,5 kb

cmvtk GAL4

pBs MAR svtk- | Notl/Asp718 MAR — svtk - gal4 - SV40(A)n (svtk-GAL4) 7,0 kb

GAL4

pBs MAR carp | Notl/Asp718 MAR - Carp f-actin - gal4 - SV40(A)n 9,0 kb

B-actin GAL4 (carp B-actin-GAL4)

pBs 2xMAR | Notl/Asp718 MAR - Carp S-actin - gal4 - SVA0(A)n - MAR 12,0 kb

carp B-actin (2MAR carp B-actin-GALA4)

GAL4

pBs efl _GAL4 | Notl/Asp718 Xefl - gald - SVAO(A)n (efl_-GAL4) 8,1 kb

pzHSP70 BamHI/Asp718 hsp70 - gal4 - SVA0(A)n (hsp-GALA4) 5,1kb

GAL4

pzHSP70 GAL | BamHI/Asp718 hsp70 — galadl - SVA0(A)n (hsp-GALAD1) 3,2kb

short

pBs deltal4 Xbal/Asp718 deltaD (6 kb) - gal4 - SV40(A)n (dID-GAL4) 9,6 kb

GAL4

pBs2xMAR Notl/Asp718 MAR — UAS elbIl — myc notch:intra — SV40(A)n — MAR | 9,2 kb

Notch:intra (UAS-mycNIC)

pBs2xMAR Notl/Asp718 MAR — UAS elbll - her4 — SV40(A)n — MAR 7,2 kb

her4 (UAS-her4)

pBs2xMAR gfp | Notl/Asp718 MAR — UAS eIl - gfp — SV40(A)n — MAR (UAS-gfp) | 7,5 kb

pBs2xMAR Notl/Asp718 MAR - UAS e!bll - lacZ — SV40(A)n — MAR (UAS- 10,3 kb

lacZ lacZ)

pBsUAS E1bIl | HindIII/Asp718 UAS elbll - shh — SV40(A)n (UAS-shh) 2,6 kb

shh

Tabelle 3.1: Auflistung aller Vektoren, die fiir die Herstellung transgener Linien verwendet wurden,

der fiir das

Ausschneiden der zu injizierenden DNA-Fragmente aus den Vektoren verwendeten Restriktionsenzyme, der

Sequenzbestandteile der injizierten DNA-Fragmente und der GroBen der Injektionsfragmente. Die in fett

gedruckten Kurzbezeichnungen werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit zur Charakterisierung der jeweiligen

Fragmente benutzt.

Die eluierten DNA-Fragmente wurden in das Cytoplasma einer befruchteten Eizelle injiziert,

die Fische aufgezogen und die Nachkommenschaft mittels PCR-Analyse auf das

Vorhandensein der Fremd-DNA untersucht. Wie in Tabelle 3.2 zu sehen ist, war es fiir jedes

der getesteten Konstrukte moglich, stabile Insertionen zu erzeugen. Die Insertionsfrequenz

schwankte dabei in Abhingigkeit von den verwendeten Sequenzen in einem Bereich zwischen
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3 — 29 % der gesichteten adulten Fische. Fiir jedes Konstrukt wurde mehr als eine

unabhéngige Insertion erzeugt.

injiziertes Konstrukt |Zahl der ge- | Zahl der transgenen Bezeichnung der
sichteten Insertionen transgenen Insertionen
Fische” (Insertionsfrequenz)

cmvtk-GAL4 104 4 (4 %) 23;24:60:92

svtk-GAL4 73 2 (3 %) 16;73

carp B-actin-GAL4 123 6 (5 %) 6;68;80;85;90;95

2MAR carp B-actin-GAL4 | 32 3 (9 %) 18;68

efl -GAL4 50 7 (14 %) 3;10;104;110;118;131;154

hsp-GAL4 44 3 (7 %) 6;13;15

hsp-GALAD1 46 2 (4 %) 2;14

dID-GALA4 58 7 (12 %) 28;38;56;58;78;104;106

UAS-mycNIC 60 5 (8 %) 5;18;19;34;73

UAS-her4 44 8 (18 %) 2;13;36;46;50;56;61;77

UAS-gfp 35 10 (29 %) 9;29;30;31;32;35;43,46;47,61

UAS-lacZ 35 5(14 %) 18;27;30;39;51

UAS-shh 42 6 (14 %) 7,8;28;36;47,63

Tabelle 3.2: Auflistung aller transgener Insertionen, die mit den verschiedenen DNA-Konstrukten erzeugt
wurden und die Bezeichnung der Insertionen. Ein Fisch wurde als gesichtet angesehen, wenn mindestens 80
Nachkommen mittels PCR getestet wurden.” Ein Fisch wurde als Keimbahn-Transgen angesehen, wenn PCR-

Analysen auf zwei unabhéngigen DNA-Extraktionen von Nachkommen positive Signale erzeugten

3.2 Weitervererbung der transgenen DNA

Aus vorherigen Arbeiten war bekannt, dass aufgrund des Keimbahnmosaizismus in adulten
Griinderfischen (Fy) nur ein Teil von deren Nachkommen das Transgen trégt. Die von anderen
Gruppen beobachtete Schwankung der Keimbahntransmissionsrate konnte auch in dieser
Arbeit bestitigt werden (Tabelle 7.1 im Anhang). Die Schwankung lag in einem Bereich von
1 - 54 % transgener F;-Nachkommen eines PCR-positiven Griinderfisches.

Der Anteil transgener Nachkommen aus Kreuzungen eines PCR-positiven Fi-Fisches mit
einem wildtypischen Fisch lag in allen getesteten Fillen bei ca. 50 %, so dass das Transgen
entsprechend der Mendelschen Regeln weiterverebt wurde. Auch in folgenden Generationen
wurde das Transgen in dieser Weise vererbt. In manchen Fillen wurde dessen Transmission
bis in die flinfte Generation verfolgt ohne das eine Abweichung von den Vererbungsregeln

festgestellt wurde.
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3.3 Verteilung des gal4-Transkriptes bei unterschiedlichen Aktivatoren

Um eine Vorstellung von der rdumlichen und zeitlichen Verteilung der gal/4-RNA in den
transgenen Embryonen, die gal4 unter Kontrolle eines Promotors tragen, zu bekommen,
wurden whole mount in situ Hybridisierungen an unterschiedlichen Stadien durchgefiihrt. In
Abhéngigkeit von dem verwendeten Promotor ergaben sich dabei folgende Ergebnisse:

* cmvtkPromotor: Die Verteilungles ga/4-Transkriptes intransgenenEmbryonenmit

diesem Promotor wurde bei 6 Somiten, 16 Somiten und 24 Stunden untersucht. In jungen
Stadien 148t sich eine diffuse Expression wahrscheinlich im Bereich der Hinterhirn-Anlage
nachweisen (Abb. 3.1A), wihrend bei 16 Somiten eine relativ scharfe Expression in der
otischen Plakode zu beobachten ist (Abb. 3.1B). Bei 24 Stunden exprimieren vereinzelte
Zellen im ventralen Bereich des Neuralrohrs gal4-RNA (Abb. 3.1C,D). Diese Zellen kdnnten
von ihrer Lage her Motorneurone sein.

* svtk-Promotor: Im 1 Somiten-StadiumlaBt sich ein transversaler Streifen imanterioren
Bereich des Embryos nachweisen (Abb. 3.1E), der mindestens bis zum 6 Somiten-Stadium
erhalten bleibt (Abb 3.1F). Doppelfarbungen im 6 Somiten-Stadium mit dem Marker pax2,
der unter anderem die Mittelhirn/Hinterhirn-Grenze farbt (Krauss et al., 1991), zeigen, dass
dieser Streifen unmittelbar posterior der von pax2 markierten Grenze und somit in der Anlage
des Hinterhirns liegt (Abb. 3.1F). Bei 16 Somiten lassen sich nunmehr zwei
Expressionsdoménen im Bereich des entstehenden Hinterhirns detektieren (Abb. 3.1G). Dabei
handelt es sich um einen weiter ventral gelegenen transversalen Streifen, der wahrscheinlich
mit der bereits beschriebenen frithen Expressionsdomine verwandt ist, und zwei weiter dorsal
befindliche longitudinale Streifen. Die genaue Lage dieser Expressionsdoménen wurde nicht
bestimmt. Mit 22 Stunden sind 6 deutlich getrennte transversale Streifen im Hinterhirn zu
erkennen, die aufgrund ihrer Lage die Grenzen der Rhombomeren markieren kénnten (Abb.
3.1H). Uber den gesamten betrachteten Entwicklungszeitraum ist auBerdem eine starke
Féarbung der Zellen der Hiillschicht (enveloping layer, evl) zu beobachten (Abb. 3.1E-H).

» Carp fS-actin-Promotor: In situ Firbungen an transgenen Embryonen mit diesem Promotor

wurden zwischen frithen Somiten-Stadien und 24 Stunden durchgefiihrt. Bei 9, 12 und 18
Somiten 14Bt sich ein Signal in Zellen nachweisen, die unmittelbar lateral entlang des
Notochords liegen (Abb. 3.11,J). Aufgrund ihrer Morphologie und Lage, lassen sie sich als
Zellen des adaxialen Mesoderms identifizieren, die zum Teil spéter weiter nach lateral
wandern und die langsame Muskulatur bilden (Devoto et al., 1996). Einige dieser Zellen

dienen als Vorldufer fiir weitere Muskelzellen (Devoto et al., 1996). Desweiteren lassen sich
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in transversalen Streifen organisierte Expressionsdoménen beobachten, die wahrscheinlich im
Hinterhirn liegen (Abb. 3.1LJ). Bei 24 Stunden 148t sich nur noch eine diffuse Farbung in den
Somiten, im Hinterhirn und im Vorderhirn erkennen (nicht gezeigt).

» Xefl -Promotor: gd4-Transkripte lassen sich in transgenen Embryonen bei den meisten

Insertionen mit diesem Promotor in allen Geweben nachweisen, allerdings ist die
Expressionsstirke in verschiedenen Geweben sehr unterschiedlich. Eine relativ starke
Expression ist in der Regel bei allen betrachteten Stadien in den Augen, in bestimmten
Expressionsdoménen des Gehirns und in den Somiten zu beobachten (Abb. 3.1K,L). In
anderen Bereichen des Embryos ist die Expression deutlich schwécher. AuBBerdem ist eine
gewisse Heterogenitdt in der Expression zwischen unabhidngigen Insertionen mit diesem
Promotor zu beobachten. So zeigen beispielsweise transgene Embryonen mit der Insertion
Nr.110 bei 24 Stunden eine spezifische Expression in einzelnen, nicht niher identifizierten

Zellen des Hinterhirns (Abb. 3.1M).

Abb. 3.1 (folgende Seite): gal4 in situ Hybridisierungen an Embryonen mit transgenen Insertionen, bei denen
gal4 unter Kontrolle verschiedener Promotoren steht. (A-D) Embryonen mit der Insertion Nr. 60 des cmvtk-
GAL4 Konstruktes. (A) 6 Somiten. (B) 16 Somiten. (C,D) 24 Stunden. (E-H) Embryonen mit der Insertion
Nr.73 des svtk-GAL4 Konstruktes. (E) 1 Somiten-Stadium. Die Pfeile markieren die ga/4-RNA Expression in
den Zellen der Hiillschicht und der Stern die Expression in einem transversalen Streifen in der Anlage des
Hinterhirns. (F) pax2 (rot) / gal4 (blau) Doppelfirbung bei 6 Somiten. Der Stern markiert die pax2-Expression in
der Mittelhirn/Hinterhirn-Grenze, der Pfeil die gal4-Expression posterior davon. (G) 16 Somiten. (H) 22
Stunden. Die Pfeile deuten auf transversale Streifen im Hinterhirn, die die Grenzen der Rhombomeren markieren
konnten. (I,J) Embryonen mit der Insertion Nr.95 mit dem carp B-actin-GAL4 Konstrukt. (I) 9 Somiten. (J) 18
Somiten. Die Pfeile markieren die Zellen des adaxialen Mesoderms, der Stern eine Expressionsdoméne im
Hinterhirn. (K-M) Embryonen mit der Insertion Nr.10 (K,L) bzw. Nr. 110 (M) des Xefl -GAL4 Konstruktes.
(K,L) 20 Stunden. (M) 24 Stunden. (N) Oben: Bei 16 Somiten hitzegeschockter und 1 Stunde spéter fixierter
wildtypischer Embryo. Unten: Gleichermallen behandelter Embryo mit der Insertion Nr.13 des hsp-GAL4
Konstruktes. (O-S) Embryonen mit der Insertion Nr.58 (O-R) bzw. Nr. 78 (S) des deltaD-GAL4 Konstruktes.
(O) 60 % Epibolie. (P) 3 Somiten. Die intermedidren (iS), lateralen (IS) und medialen Streifen (mS) beiderseits
der Mittellinie représentieren unterschiedliche Expressionsdoménen in der Anlage des Riickenmarks. Die Sterne
markieren verschiedene Expressionsdoménen in der Anlage des Gehirns. Die Pfeile deuten auf die gal4-
Expression im prdsomitischen und somitischen Mesoderm und in der Schwanzknospe. Trg =

Trigeminalganglion. (Q) 16 Somiten. (R) 24 Stunden. (S) 22 Stunden.

63



64



hsp70-Promotor: Bei Embryonen, die keinem Hitzeschock unterzogen wurden, 148t sich

zwischen dem 1 Somiten-Stadium und 24 Stunden kein gal/4-Transkript nachweisen.
Embryonen, die fiir 30" bei 40°C hitzegeschockt wurden, exprimieren ga/4 hingegen ubiquitir
(Abb. 3.1N). Die Expression ist dabei schon unmittelbar nach dem Hitzeschock nachzuweisen
und sie hélt fiir mindestens eine Stunde an. Danach ist ein deutliches Abfallen der
Expressionsstdrke zu beobachten und 4 Stunden nach dem Hitzeschock ist kein Transkript
mehr nachzuweisen (nicht gezeigt).

* deltaD-Promotor: Die Expression der gi#-RNA unter Kontrolle des dkaD-Promotors

scheint weitestgehend der Expression des endogenen deltaD (Dornseifer et al., 1997) zu
entsprechen. Bei 60 % Epibolie 148t sich Transkript im marginalen Rand des gastrulierenden
Embryos nachweisen, wobei der dorsalste Bereich ausgespart bleibt (Abb. 3.10). Diese
Expressionsdomine bleibt in spéteren Stadien in der Schwanzknospe erhalten (Abb. 3.1P).
Bei 3 Somiten 148t sich Expression in verschiedenen neurogenen Regionen des Embryos
nachweisen. Dazu gehort die Expression in verschiedenen Bereichen der Gehirnanlage und in
drei longitudinalen Streifen in der Neuralplatte (Abb. 3.1P). Desweiteren ist die fiir deltaD
typische Expression in der Schwanzknospe, im prasomitischen und im somitischen Mesoderm
zu beobachten (Abb. 3.1P,Q). In spéteren Stadien wird die ga/4-RNA unter anderem im sich
entwickelnden Auge exprimiert (Abb. 3.1R). In einem untersuchten Fall (Insertion Nr.78),
weicht die gal4-Expression deutlich von der endogenen deltaD-Expression ab. Bei dieser
Insertion ist das Transkript bei 22 Stunden ausschlielich in den Somiten zu beobachten (Abb.
3.19).

Die Verwendung der hier beschriebenen Promotoren fiihrte also mit wenigen Ausnahmen zu
einer reproduzierbaren Expression der ga/4-RNA bei unabhéngigen transgenen Insertionen

mit dem selben Konstrukt.

3.4 Relative Stirke der gal4-RNA-Expression in unterschiedlichen

AKktivatoren

Zwar erlauben die Ergebnisse der in situ Hybrydisierung keine Aussagen liber die absoluten
Mengen an Transkript im Embryo und es wurde auch keine detaillierte Analyse der relativen
Expressionsstirken der unterschiedlichen transgenen Insertionen durchgefiihrt. Dennoch kann
anhand der vorliegenden Ergebnisse eine grobe Abschéitzung der Stirke der gal/4-RNA

Expression in einem transgenen Organismus im Vergleich zu einem anderen angestellt
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werden. Als Bewertungskriterium dient hierfiir die Zeit, die bei der Detektion des in situ
Signals vergeht bis eine deutliche Farbung zu erkennen ist. Dabei lassen sich folgende
Aussagen machen:

* Die gal4-RNA-Expression in transgenen Embryonen, in denen gd4 unter Kontrolle eines
heterologen Promotors steht (cmvtk, svtk, Carp f-actin, Xefl ) ist im Durchschnitt deutlich
schwécher als in solchen, bei denen endogene Zebrafisch-Promotoren verwendet wurden
(deltaD, hsp70).

* Sowohl imFall der Verwendungheterologer wie auchbei der Benutzungendogener
Promotoren gibt es erhebliche Unterschiede in der Expressionsstirke zwischen unabhéngigen
Insertionen eines Konstruktes. Diese Unterschiede kdnnen soweit gehen, dass in einem Fall
das in situ Signal schon nach wenigen Minuten sichtbar wird, wéhrend in eimsderen Fall
viele Stunden dazu bendtigt werden.

* Die schwichste Expression wurde fiir den cmvtPromotor beobachtet, fiir den bei allen
erzeugten Insertionen das in situ Signal erst nach ca. einem Tag zu erkennewar. Wéhrend
die Insertion Nrl6 mit dem svtk-Promotor keine erkennbare Expression zeigte, wurde das
Signal bei der Insertion Nr.B nach mehreren Stunden sichtbar. Dies galt generell auch fiir
Insertionen mit dem Carp f-actin- und dem XefI -Promotor, wobei folgende grobe
Abstufungen in der Expressionsstirke bei den getesteten Insertionen beobachtet wurden:
68<18/95<6 (Carp f3-actin) und 154<118<131<110<10<3(Xef1_). Die Expressionsstéirke bei
Insertionen mitdem deltaD-Promotor war bei unabhéngigen Insertionen besonders heterogen.
Wihrend fiir die Insertion Nr28 erst nach vielen Stunden einin sifu Signal detektiert werden
konnte, war dieses fiir die Insertion Nr.8 bereits nach wenigen Minutensichtbar. Bei der
groben Einteilung ergab sich fiir Insertionen mit diesem Promotor folgende Abstufung:
28<106<38<78<58. In allen untersuchten Fillen mit Insertionen des Asp70-Promotors war die
Expressionsstirke nach Hitzeschock der Embryonen sehr hochDas in situ Signal wurde hier
je nach Temperatur und Dauer des Hitzeschocks in manchen Féllen bereits nach Sekunden
sichtbar. Die Expressionsstidrke dieses Promotors 148t sich scheinbar durch die Bedingungen
des Hitzeschocks regulieren, wobei weiterfiihrende Analysen notwendig sein werden, um
diese Aussage genauer zu quantifizieren.

Alle hier und in Kapitel 3.4 beschriebenen Ergebnisse sind in Tabelle 2 im Anhang

zusammengefasst.
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3.5 Nachweis der Transaktivierungsfihigkeit der unterschiedlichen
Aktivatoren und Bestitigung der prinzipiellen Funktionalitit des GAL4-

Systems im Zebrafisch

Um zu testen, ob die unterschiedlichen Aktivatoren in der Lage sind, die Expression eines
Effektorgens unter der Kontrolle von UAS-Sequenzen zu transaktivieren, wurden die
Aktivatoren gegen einen der UAS-mycNIC Effektoren (Insertion Nr.5 oder 34) gekreuzt und

die Embryonen verschiedener Stadien einer Myc-Antikorperfarbung unterzogen. Da der
verwendete Effektor fiir ein Fusionsprotein einer konstitutiv-aktiven Variante des
Transmembranrezeptors Notchla mit sechs Myc-Epitopen kodiert, kann so bestimmt werden,

ob die Expression des Effektorgens in Anwesenheit von Gal4 angeschaltet wird und ob sie

das gal4-RNA Expressionsmuster des Aktivators widerspiegelt. Mit den verfligbaren
Effektorlinien hat sich diese Vorgehensweise im Laufe dieser Arbeit als sensitivste Methode

des Nachweises auf Transaktivierungsfahigkeit erwiesen. Weder mit den UAS-gfp noch mit

den UAS-lacZ Effektorlinien liel sich eine vergleichbar niedrige Detektionsschwelle
erreichen.

Diese Versuche fiihrten zu folgenden Ergebnissen:

* Mit Ausnalme der Insertinen mit dem cmvtkPromdor lieBsich fir jeds
Aktivatorkonstrukt mindestens eine Insertiondiadander Lage war, die Expression der
Myc-Epitope zu induzieren. Mit einer Ausnahme (siehe unten) wurde d#bRNAs ga
Expressionsmuster des Aktivators reproduziert. Die prinzipielle Funktionalitidt des C
Systems im Zebrafisch ist somit nachgewiesen.

* Bei manchen Insertionen, die eine relativ hohe gdd-RNA Expressionsstirke zeigen,lie3

sich keine Transaktivierungsfihigkeit nachweisen, was wahrscheinlich auf die Abwesenheit
eines funktionellen Gal4-Proteins zuriickzufiihren ist.

* Fiir die verschiedenen Konstrukte wurden bei Kreuzungen der entsprechenden transgenen
Organismen mit dem UAS-mycNIC Effektor die in Tabelle 3.3 aufgelisteten Beobachtungen

gemacht.

[ Konstrukt Insertionen fiir die eine Trans- Insertionen die keine |
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aktivierungsféhigkeit nach- nachweisbare Transaktivierungs-
gewiesen werden konnte fahigkeit besallen
cmvtk-GAL4 - 6;23;92
svtk-GAL4 73 16
carp B-actin-GAL4 6;80;68;95 90
2MAR carp B-actin-GAL4 | 18 -
Xefl -GAL4 10;110 3
hsp-GAL4 13 -
hsp-GALADI1 2,14 -
dID-GAL4 28,38,58,106 78
15 7

Tabelle 3.3: Untersuchung der unterschiedlichen Aktivatoren auf Transaktivierungsfahigkeit. Der Test der
unterschiedlichen Insertionen, die mit den verschiedenen Konstrukten hergestellt wurden, auf deren Fahigkeit
zur Transaktivierung erfolgte durch Kreuzung der entsprechenden Aktivatoren gegen einen UAS-mycNIC

Effektor und Myc-Antikdrperfarbungen an Embryonen verschiedener Stadien.

Wie die Tabelle 3.3 zeigt, sind von den 22 insgesamt getesteten Insertionen mit
Aktivatorkonstrukten 15 in der Lage, die Expression eines Effektorgens unter der Kontrolle
von UAS-Sequenzen nachweisbar zu transaktivieren, wihrend das flir 7 Insertionen nicht der
Fall ist. Somit besitzen 68 % der potentiellen Aktivatoren tatsdchlich die Fahigkeit zur
Transaktivierung. Zieht man weiterhin in Betracht, dass die Insertionen 6, 23 und 92 mit dem
cmvtk-Promotor und die Insertion 16 mit dem svzk-Promotor nur sehr wenig oder gar keine
gal4-RNA exprimieren, so betrigt die Frequenz der zur Transaktivierung fahigen Aktivatoren
mit stirkerer gal/4-RNA Expression sogar 83 % der getesteten Insertionen. Bei den
Insertionen 90 mit dem Carp f3-actin-Promotor, 3 mit dem Xef/ -Promotor und 78 mit dem
deltaD-Promotor ist zu erwarten, dass die inserierten DNA-Fragmente fiir kein funktionelles
Gal4-Protein kodieren, da sie deutlich stirker ga/4-RNA exprimieren als andere Insertionen,
die zur Transaktivierung in der Lage sind.

Die in der Tabelle aufgelisteten Ergebnisse sind in den Abb. 3.2A-H dokumentiert. Bei
Kreuzungen von UAS-mycNIC Effektoren gegen Aktivatoren mit dem svtk-, Carp f-actin-,
Xefl - und hsp70-Promotor spiegelt die Expression der Myc-Epitope weitgehend die gal4-
RNA Expression der Aktivatoren wieder (vgl. Abb. 3.2A-H mit Abb. 3.1E,H,J,L-N,P,Q). Bei
Kreuzungen gegen die verschiedenen deltaD-Aktivatoren ist das hingegen nur zum Teil der
Fall. Wahrend die Myc-Expression in den neurogenen Regionen des Embryos der Verteilung
des gal4-Transkriptes weitestgehend entspricht (sieche aber auch Kapitel 3.7.3), ist eine
Transaktivierung in der Schwanzknospe, im prasomitischen und im somitischen Mesoderm
kaum nachzuweisen, obwohl im Aktivator gal/4-RNA in diesen Geweben transkribiert wird
(vgl. Abb. 3.2F,G mit Abb. 3.1P,Q). Ein mdglicher Grund fiir diesen Sachverhalt kénnte in
der Dynamik der Gal4-Expression in diesen Geweben liegen. So ist die gal4-RNA Expression
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in vielen anderen Geweben der unterschiedlichen Aktivatoren iiber einen ldngeren
Entwicklungszeitraum offensichtlich relativ stabil. Bei der Expression verschiedener
Mitglieder des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges in prisomitischen und somitischen
Zellen ist allerdings eine grofere Dynamik zu beobachten. Es ist also denkbar, dass eine
moglicherweise zur Transaktivierung erforderliche Persistenz der Gal4-Expression in diesen
Zellen nicht gegeben ist. Eine denkbare negative Regulation in diesen Zellen durch
inhibierende Einfliisse von aktiviertem Notch auf die Expression des deltaD-Promotors
scheint als alleinige Ursache unwahrscheinlich, da auch die Gfp-Expression bei Embryonen
aus Kreuzungen der deltaD-GAL4 Aktivatoren mit einem UAS-gfp Effektor in den Zellen der
Schwanzknospe, dem prdsomitischen und dem somitischen Mesoderm sehr schwach ist

(Kapitel 3.6).
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Abb. 3.2 (vorangegangene Seite): Myc-Antikorperfairbungen an Embryonen aus Kreuzungen eines UAS-
mycNIC Effektors mit verschiedenen Aktivatoren. (A,B) Embryonen aus Kreuzungen gegen den svtk-GAL4
Aktivator mit der Insertion Nr.73. (A) 1 Somiten-Stadium. Vgl. mit Abb. 3.1E. (B) 20 Stunden. Vgl. mit Abb.
3.1H. (C) Embryo im 14 Somiten-Stadium aus einer Kreuzung gegen den carp B-actin-GAL4 Aktivator mit der
Insertion Nr.95. Vgl. mit Abb. 3.1J. (D) 20 Stunden alter Embryo aus einer Kreuzung gegen den Xefl -GAL4
Aktivator mit der Insertion Nr.10. Vgl. mit Abb. 3.1L. (E) 24 Stunden alter Embryo aus einer Kreuzung gegen
den Xefl -GAL4 Aktivator mit der Insertion Nr.110. Vgl. mit Abb. 3.1M. (F,G) Embryonen bei 5 bzw. 14
Somiten aus einer Kreuzung gegen den deltaD-GAL4 Aktivator mit der Insertion Nr.58. Vgl. mit Abb. 3.1P,Q.
(H) Bei 16 Somiten hitzegeschockter und bei 19 Somiten fixierter Embryo aus einer Kreuzung gegen den hsp-
GAL4 Aktivator mit der Insertion Nr.13. Vgl. mit Abb. 3.1N.

3.6 Test der Effektoren auf Transaktivierbarkeit

Die meisten Effektoren wurden durch Kreuzung gegen mehrere Aktivatoren auf
Transaktivierbarkeit getestet. Als Nachweiskriterium wurde eine dem jeweiligen Effektorgen
angemessene Methode gewihlt. In den meisten Fillen wurde eine in situ Hybridisierung mit
einer Probe fiir das jeweilige Effektorgen an Embryonen aus Kreuzungen eines Aktivators mit
dem entsprechenden Effektor durchgefiihrt. Dies erwies sich neben der Myc-
Antikoperfarbung als sensitivste Methode, um die Transaktivierung des Effektorgens
nachzuweisen. Die Expression der Reportergene lacZ und gfp wurde desweiteren durch X-
gal-Farbungen bzw. Fluoreszenzbeobachtungen iiberpriift.

Fiir die unterschiedlichen Effektoren wurden folgende Beobachtungen gemacht:

e UAS-mycNIC: Alle vier getesteten Insertiongnl9,34,73) dieses Konstruktes sind
transaktivierbar. Bei Kreuzung dieser Effektoren gegen einen deltaD-GAL4 Aktivator
(Insertion Nr.58) lieB sich bei den Nachkommen aus allen Kreuzungen das Myc-Epitop
mittels einer AntikOrperfirbung nachweisen (siehe auch Kapitel 3.5). Bis auf die im
vorherigen Kapitel beschriebene Abwesenheit von Myc-Epitopen in der Schwanzknospe, im
prasomitischen und somitischen Mesoderm spiegelte die Verteilung des Effektorproteins die
gal4-RNA Expression des Aktivators wider. Auch bei Kreuzungen dieser Effektoren gegen
andere Aktivatoren konnte in den meisten getesteten Fillen eine Transaktivierung
nachgewiesen werden (siche auch Kapitel 3.5).

 UAS-gfp:Von den 6 getesteten Insertionen €,29,31,43,47,61) dieses Konstruktes konnte
nur bei einer (Insertion Nr.61) eine eindeutige Transaktivierung nachgewiesen werden.
Urspriinglich wurden alle diese Effektoren gegen einen hsp-GALAD1 Aktivator (Insertion
Nr.2) gekreuzt, die Embryonen wihrend der frithen Somitogenese hitzegeschockt und unter
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dem Fluoreszenzmikroskop in regelméfligem Abstand auf Expression getestet. Nur bei der
Insertion Nr.61 der so getesteten Effektoren war eine eindeutige Expression vier Stunden nach
dem Hitzeschock zu erkennen (nicht gezeigt) und diese hatte sich 18 Stunden nach dem
Hitzeschock noch verstirkt (Abb. 3.3A). Bei Kreuzungen der anderen UAS-gfp Effektoren
mit dem hsp-GALADI1 Aktivator konnte auf diese Weise keine Gfp-Expression nachgewiesen
werden. Bei einigen Nachkommen von Kreuzungen der UAS-gfp Effektoren (Insertionen
Nr.29, 30, 31, 43 und 61) mit dem hsp-GALADI1 Aktivator wurden gfp in situ
Hybridisierungen an hitzegeschockten Embryonen durchgefiihrt. Auch mit dieser Methode
konnte nur bei der Insertion Nr.61 eine starke ubiquitire Transaktivierung eindeutig
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In einigen Fillen (Insertionen Nr.29, 31 und 43) war
ein sehr schwaches in sifu Signal in bestimmten Geweben zu beobachten. Im weiteren Verlauf
dieser Arbeit wurde nur noch die Insertion Nr.61 weiter verwendet. Auf eine weiterfithrende
Analyse der anderen Insertionen mit diesem Konstrukt wurde verzichtet.

Bei Kreuzungen transgener Organismen der Insertion Nr.61 mit anderen Aktivatoren (svtk-
GAL4, hsp70-GAL4 und dID-GAL4) konnte ebenfalls Gfp-Expression unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Zwischen dem nachweisbaren Auftreten von gal4-
Transkript im jeweiligen Aktivatorembryo und der Detektierbarkeit von Fluoreszenz verging
allerdings in allen getesteten Fillen ein relativ langer Zeitraum. Bei Kreuzungen eines dID-
GAL4 Aktivators (Insertion Nr.58) mit diesem UAS-gfp Effektor konnte eine eindeutige
Fluoreszenz erst mit ca. 18 Stunden beobachtet werden, so dass mindestens 10 Stunden seit
dem Einsetzen der deltaD-Expression vergangen waren. Die Gfp-Expression, die im Laufe
der Zeit deutlich zunahm, wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop iiber die ersten drei
Entwicklungstage weiterverfolgt (Abb. 3.3B,C). Sie war in Geweben zu beobachten, in denen
deltaD in diesen Stadien nachzuweisen ist (z.B. Neuralrohr, Gehirn und Augen). Inwieweit
die zu einem gegebenen Zeitpunkt beobachtete Fluoreszenz der deltaD-Expression des
jeweiligen Stadiums entspricht oder ob sie, aufgrund der beschriebenen Verzégerung, in
Wirklichkeit eine friihere Expressionskomponente widerspiegelt, kann mit den vorhandenen
Daten nicht eindeutig bestimmt werden. /n situ Hybridisierungen mit einer gfp-Probe an den
entsprechenden Embryonen zeigten schon deutlich frither eine Expression (z.B. 2 Somiten),
woraus geschlossen werden kann, dass die verzégerte Detektierbarkeit der Fluoreszenz nicht
auf eine entsprechende Verzégerung der Transkriptionsaktivierung zuriickzufiihren ist,
sondern durch die verspitete Nachweisbarkeit des Gfp-Proteins bedingt ist. Ahnlich wie
schon fiir die Kreuzungen des dID-GAL4 Aktivators mit dem UAS-mycNIC Effektor

beschrieben, war bei der Fluoreszenzbeobachtung der Embryonen aus Kreuzungen des d1D-
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GAL4 Aktivators mit dem UAS-gfp Effektor keine eindeutige Gfp-Expression in der
Schwanzknospe, im prédsomitischen Mesoderm oder in den Somiten nachweisbar, obwohl
gal4-RNA in diesen Geweben des Aktivators exprimiert wird. Bei in situ Hybridisierungen
mit einer gfp-Probe konnten allerdings, wenn auch nur sehr schwache, Signale in diesen
Geweben beobachtet werden (Abb. 3.3D).

Bei Kreuzungen des hsp-GAL4 Aktivators (Insertion Nr.13) mit dem UAS-gfp Effektor
(Insertion Nr.61) konnte, dhnlich wie bei den Experimenten mit dem hsp-GALAD1 Aktivator,
vier Stunden nach dem Hitzeschock eine eindeutige Fluoreszenz beobachtet werden. Auch bei
diesen Kreuzungen 148t sich die Fluoreszenz noch viele Stunden nach dem Hitzeschock
nachweisen (nicht gezeigt). Dabei scheint Gfp zwar in allen Geweben exprimiert zu sein, aber
die Stirke der Expression unterscheidet sich von Gewebe zu Gewebe. Besonders stark ist sie

z.B. im Notochord, im Neuralrohr und in den Augen.

Abb. 3.3 (folgende Seite): Nachweis der Transaktivierbarkeit unterschiedlicher Effektoren. (A) Im 1 Somiten-
Stadium hitzegeschockte und bei 26 Stunden photografierte Embryonen aus Kreuzungen eines heterozygoten
hsp-GALAD1 Aktivators (Insertion Nr.2) gegen einen heterozygoten UAS-gfp Effektor mit der Insertion Nr.61.
Links: Durchlicht. Rechts: Fluoreszenz. Unten: mutmaBlich fiir das Aktivator- und Effektorkonstrukt transgener
Embryo. (B,C) Embryonen aus Kreuzungen des UAS-gfp Effektors mit der Insertion Nr.61 gegen den deltaD-
GAL4 Aktivator mit der Insertion Nr.58. Oben: jeweils Durchlicht. Unten: Fluoreszenz. Die Pfeile in (C) deuten
die Ausbreitung der Fluoreszenz iiber die verschiedenen Schichten der Retina an. (D) gfp in situ Hybridisierung
an einem 16 Stunden alten Embryo aus der gleichen Kreuzung. (E) lacZ in situ Hybridisierung an einem 24
Stunden alten Embryo aus einer Kreuzung des deltaD-GAL4 Aktivators (Insertion Nr.58) gegen einen UAS-lacZ
Effektor mit der Insertion Nr.51. (F) shh in situ Hybridisierung an im Schwanzknospen-Stadium
hitzegeschockten und bei 3 Somiten fixierten Embryonen aus Kreuzungen eines heterozygoten hsp-GAL4
Aktivators (Insertion Nr.13) gegen einen heterozygoten UAS-shh Effektor mit der Insertion Nr.7. Links: Embryo
mit dem wildtypischen Expressionsmuster von shh. Rechts: mutmaBlich fiir das Aktivator- und
Effektorkonstrukt transgener Embryo mit ubiquitérer shh-Expression. (G) her4 in situ Hybridisierung an mit 12
Somiten hitzegeschockten und bei 16 Somiten fixierten Embryonen aus Kreuzungen eines heterozygoten hsp-
GALA4 Aktivators (Insertion Nr.13) gegen einen heterozygoten UAS-her4 Effektor mit der Insertion Nr.56. Der
schwarze Stern markiert einen Embryo mit wildtypischen Aer4-Expressionsmuster, der weile Stern einen

mutmaBlich fiir das Aktivator- und Effektorkonstrukt transgenen Embryo mit ubiquitérer her4-Expression.

72



73



* UAS-lacZ: Alle vier UAS-lacZInsertionen wurden durch Kreuzung gegen einen dID-
GAL4 Aktivator (Insertion Nr.58) und anschlieBende lacZ in situ Hybridisierung an
Embryonen aus diesen Kreuzungen auf Transaktivierbarkeit getestet. Bei 24 Stunden alten
Embryonen konnten bei zwei Insertionen (Nr.27 und Nr.51) in situ Signale nachgewiesen
werden, deren Verteilung weitgehend den Komponenten des deltaD-Expressionsmusters
entsprechen (Abb. 3.3E). Diese Signale waren bei Embryonen mit der Insertion Nr. 51
deutlich stérker als bei jenen mit der Insertion Nr 27. Bei den Insertionen Nr.18 und Nr. 39 ist
auf diese Weise keine Transaktivierung detektierbar. Bei keiner der vier Insertionen konnte an
24 Stunden alten Embryonen aus Kreuzungen gegen den dID-GAL4 Aktivator Nr.58 ein
funktionelles B-Gal-Protein mit Hilfe einer X-gal-Farbung nachgewiesen werden. Da es sich
bei den untersuchten UAS-lacZ Linien offensichtlich um keine besonders sensitiven
Reporterstimme zum Nachweis von Gal4 handelt, wurde auf eine weitere Analyse dieser
Insertionen verzichtet.

* UAS-sonic hedgehog: Bei allen fiinf getesteten Insertionen (Nr.%,36,47 und 63) konnte

an hitzegeschockten Embryonen aus Kreuzungen gegen einen hsp-GAL4 Aktivator (Insertion
Nr.13) eine Transaktivierung mit Hilfe einer shh in situ Hybridisierung nachgewiesen werden.
Hitzeschocks wurden zwischen 50 % Epibolie und 24 Stunden durchgefiihrt, und die
Embryonen wurden 1 - 2 Stunden nach dem Hitzeschock fixiert. Da shh im Wildtyp nur in
bestimmten Geweben exprimiert wird (z.B. im Notochord und in der Bodenplatte), konnte die
Transaktivierung durch die ektopische, ubiquitdre shh-Expression in den fiir das Aktivator-
und das Effektorkonstrukt transgenen Embryonen eindeutig nachgewiesen werden (Abb.
3.3F). Kontrollfirbungen mit nicht hitzegeschockten Embryonen aus diesen Kreuzungen
zeigten keine ektopische Expression.

e UAS-her4: Wie fiir die shh-Effektoren, so wurde auchir die her4-Effektorenderen
Transaktivierbarkeit durch ektopische Expression der Effektor-RNA in hitzegeschockten
Embryonen aus Kreuzungen des hsp-GAL4 Aktivators (Nr.13) mit den UAS-her4 transgenen
Organismen nachgewiesen. Von den fiinf getesteten Insertionen (Nr.2,13,36,56 und 61),
konnte auf diese Weise bei zweien (Insertionen Nr.36 und 56) eine relativ starke
Transaktivierung beobachtet werden (Abb. 3.3G), die bei der Insertion Nr.56 noch deutlich
stirker war als bei der Insertion Nr.36. Bei der Insertion Nr. 2 wurde eine schwache
Transaktivierung festgestellt, wihrend fiir die Insertionen Nr. 13 und 61 keine ektopische
Expression nachweisbar war.

Zusammengefasst ergab sich fiir die Tests der Transaktivierbarkeit der unterschiedlichen

potentiellen Effektoren, dass fiir jedes Effektorkonstrukt Insertionen gefunden wurden, die in
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Anwesenheit von Gal4 transaktiviert werden konnten. Allerdings schwankt der Anteil der
transaktivierbaren Effektoren in Abhingigkeit von dem verwendeten Konstrukt und der
angewandten Nachweismethode. Es ist zu betonen, dass die Einteilung in transaktivierbare
und nicht transaktivierbare Insertionen insofern relativ willkiirlich ist, als dass sie von der
Nachweismethode abhéingig ist. Wahrscheinlich sind alle denkbaren Abstufungen zwischen
diesen Extremen mdglich. Im vorliegenden Fall diente diese Einteilung der Bestimmung von
denjenigen Insertionen, die fiir weitere Analysen geeignet sein wiirden.

Alle hier beschriebenen Ergebnisse sind in Tabelle 7.3 im Anhang zusammengefasst.

3.7 Funktionsanalysen unter Verwendung des GAL4-Systems

In den folgenden Abschnitten werden die bisher mit dem GAL4-System vorgenommenen
Funktionsanalysen vorgestellt. Als Effektoren wurden dabei Transgene mit Insertionen der
Konstrukte UAS-mycNIC, UAS-her4 und UAS-sonic hedgehog verwendet. Als Aktivatoren
dienten Transgene mit Insertionen der deltaD-GAL4 und hsp70-GAL4 Konstruke.

3.7.1 Verwendete Linien bei der gezielten Expression von aktiviertem Notch

Die ausfiihrlichste Funktionsanalyse unter Verwendung des GAL4-Systems wurde bisher mit
der UAS-mycNIC Insertion Nr.5 vorgenommen. Transgene Fische mit dieser Insertion
werden im folgenden als NIC-Effektoren bezeichnet. Ergebnisse, die mit einer anderen
Insertion dieses Konstrukt erzielt wurden, werden besonders gekennzeichnet. Als Aktivatoren
wurden ausschlieflich Transgene mit den Insertionen Nr.58 (deltaD-GAL4) und Nr.13
(hsp70-GALA4) verwendet, die im folgenden als dID-Aktivator und hsp-Aktivator bezeichnet
werden.

Weiterhin werden die Nachkommen einer Kreuzung eines Aktivators mit einem Effektor, die
einen eindeutig auf die Missexpression des Effektorgens zuriickzufiihrenden Phénotyp

aufweisen, im folgenden als Mutanten bezeichnet und dem Wildtyp gegeniibergestellt.
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3.7.2 AuBlerliche Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch

diD—Aktivator x NIC-Effektor: Embryonen aus dieser Kreuzungen zeigen nur wenige

morphologische Abnormalititen. Allerdings lassen sich diese Embryonen schon mit 24
Stunden eindeutig von wildtypischen Embryonen unterscheiden, da sie fast keine
Korperbewegungen vollziehen und kaum auf Beriihrung reagieren. Nach mechanischer
Dechorionisierung sinken die Embryonen beispielsweise bewegungslos auf den Boden,
wihrend wildtypische Embryonen an heftigen Schwanzschldgen zu erkennen sind. Ein von
Ablage zu Ablage unterschiedlicher Anteil an Mutanten verbleibt bis zum Tode im Chorion
und auch geschliipfte Larven sind nicht in der Lage, sich von der Stelle zu bewegen. Beim
Vergleich fiinf Tage alter Mutanten mit dem Wildtyp fallt auf, dass sich keine luftgefiillte
Schwimmblase gebildet hat und das die Morpholgie im Kieferbereich nicht weiter untersuchte
UnregelmiBigkeiten aufweist (Abb. 3.4A,B). Die Mutanten sterben zwischen dem 7. und
10.Tag nach der Befruchtung. Die Stdrke der beschriebenen Phinotypen ist bei
unterschiedlichen Kreuzungen und in Abhingigkeit von den Aufzuchtbedingungen etwas
unterschiedlich. Um sicherzustellen, dass der beobachtete Phénotyp tatsdchlich auf die
Aktivierung des Effektorgens zuriickzufiihren ist, wurden mutante und wildtypische
Embryonen aus Kreuzungen unterschiedlicher heterozygoter Eltern einer PCR-Analyse
unterzogen. Alle (16 von 16) als mutant klassifizierte Embryonen trugen das Aktivator- und
das Effektorkonstrukt, wihrend wildtypische Embryonen (20 von 20) positiv flir das eine, das

andere oder gar kein Konstrukt waren.

Abb. 3.4: AuBerliche Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch unter der Kontrolle des deltaD-
Promotors. (A,B) Fiinf Tage alte Nachkommen aus einer Kreuzung eines heterozygoten dlD-Aktivators mit
einem heterozygoten NIC-Effektor. (A) AuBerlich wildtypische Larve. (B) Mutante Larve. Die Pfeile markieren

die Unterschiede im Kieferbereich und in der Schwimmblase bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
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Kreuzungen des dID-Aktivators gegen Transgene mit anderen Insertionen des UAS-mycNIC
Konstruktes fithrte zu Embryonen mit vergleichbaren, wenn auch deutlich milderen
Phénotypen. In manchen Fillen waren die Mutanten in der Lage, sich zu bewegen, allerdings
wirkten diese Bewegungen unkoordinierter als beim Wildtyp. Beziiglich der Stirke der
phénotypischen Auspriagung der beschriebenen Merkmale bei Kreuzung gegen den dID-
Aktivator lieB sich folgende Abstufung der UAS-mycNIC Insertionen feststellen: Nr.73 < 19
<34<5.

hsp-Aktivator x NIC-Effektor: Im Gegensatz zu den beschriebenen Kreuzungen des dID-

Aktivators mit dem NIC-Effektor haben Kreuzungen dieses Effektors mit dem hsp-Aktivator
je nach Zeitpunkt und Dauer des Hitzeschocks starke morphologische Abnormalititen zur
Folge. Die frithesten Hitzeschocks wurden bei 50% Epibolie durchgefiihrt. Untersuchungen
dieser Embryonen bei 24 Stunden zeigten, dass sich beispielsweise keine Augen gebildet
hatten, die Somiten eine abnorme Form besaflen, das Notochord deutlich kleiner als in
wildtypischen Embryonen war und die Embryonen in ihrer anterior-posterioren Ausdehnung
gestaucht waren (Abb. 3.5A). Zu einem so friihen Entwicklungszeitpunkt hitzegeschockte
Embryonen {iiberlebten in aller Regel die ersten drei Tage der Entwicklung nicht. PCR-
Analysen zeigten, dass alle Embryonen (13 von 13) mit dem beschriebenen Phénotyp das
Aktivator- und Effektorkonstrukt trugen, wiahrend wildtypische Embryonen (15 von 15) aus
Kreuzungen zweier heterozygoter Eltern entweder fiir das eine, das andere oder gar kein
Konstrukt positiv waren. Hitzeschocks zu spéteren Zeitpunkten (Schwanzknospenstadium und
10 Somiten) hatten &hnliche phénotypische Auswirkungen zur Folge, allerdings hatten
zunchmend gréfBere Teile des Rumpfes eine mehr dem Wildtyp gleichende Morphologie
(Abb. 3.5B). Zwischen 24 und 48 Stunden hitzegeschockte Embryonen lieBen sich ca. 24
Stunden nach dem Hitzeschock eindeutig als mutant erkennen, da sich ein Odem im Herzsack
bildete, das im Laufe der Zeit weiter anschwoll (Abb. 3.5C). Aullerdem sind die Mutanten im
Gegensatz zum Wiltyp deutlich kiirzer in ihrer anterior-posterioren Ausdehnung. Auch dieser
Effekt wird mit zunehmender Zeit immer deutlicher. Die zu diesen Zeiten hitzegeschockten
Embryonen sterben in aller Regel nach dem fiinften Entwicklungstag. Mit 72 Stunden
hitzegeschockte Organismen, lassen sich mit sechs Tagen nach der Befruchtung durch die
Bildung eines Odems im Herzsack und aufgrund ihrer abnormen Bewegungen im Vergleich

zum Wildtyp eindeutig als mutant klassifizieren.
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Abb. 3.5: AuBerliche Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch unter der Kontrolle des Asp70-
Promotors. (A-D) Zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten hitzegeschockte 48 Stunden alte Embryonen aus
Kreuzungen eines heterozygoten hsp-Aktivators gegen einen heterozygoten NIC-Effektor. (A) Bei 50 %
Epibolie hitzegeschockter mutanter Embryo. (B) Im Schwanzknospen-Stadium hitzegeschockter mutanter
Embryo. (C) Mit 24 Stunden hitzegeschockter mutanter Embryo. (D) Bei 50 % Epibolie hitzegeschockter
wildtypischer Embryo.

3.7.3 Genauere Analyse der Expression des Effektorgens in Kreuzungen des NIC-

Effektors mit dem dID- und hsp-Aktivator

Um eine bessere Vorstellung von der Ursache der erzeugten Phénotypen zu bekommen,
wurde die Expression des Effektorgens in Kreuzungen des NIC-Effektors mit dem dID- und
hsp-Aktivator genauer untersucht. Dies erfolgte durch Myc-Antikdrperfirbungen an

Embryonen dieser Kreuzungen.
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diD—Aktivator x NIC—Effektor: Die Expression der Myc-Epitope wird ungefihr im

Schwanzknospen-Stadium sichtbar. Allerdings lassen sich in der Neuralplatte die Epitope im
Gegensatz zur endogenen deltaD-Expression, die in breiten Streifen auftritt, nur in
vereinzelten Zellen nachweisen (Abb. 3.2F). Mit anhaltender Entwicklungsdauer wird das
Expressionsmuster, wie auch die endogene deltaD-Expression, zunechmend komplexer. In
allen betrachteten Stadien bis zu 48 Stunden nach der Befruchtung exprimiert eine Vielzahl
von Zellen im Riickenmark und im Gehirn die Epitope (Abb. 3.6A-D). Die Expression der
Myc-Epitope in der Retina wurde ebenfalls analysiert, da auch die Auswirkung der
Expression von aktiviertem Notch in diesem Organ untersucht wurde. Bei 27 Stunden
exprimieren nur einige vereinzelte Zellen die Epitope (Abb. 3.6E). Wie schon fiir die
Neuralplatte beschrieben, steht dies im Widerspruch zur endogenen deltaD-Expression, die in
diesem Stadium in der gesamten Retina auftritt. Bei 48 Stunden exprimieren eine ganze Reihe
von Zellen die Epitope, wobei die Antigenizitit in der entstehenden Ganglionzellschicht am
stiarksten ist (Abb. 3.6F). Mit 70 Stunden sind die meisten Epitope hingegen in der
entstechenden Photorezeptorzellschicht nachzuweisen (Abb. 3.6G). Diese beobachtete
Dynamik in der Expression der Myc-Epitope in der Retina ist vergleichbar mit der Gfp-
Expression von Embryonen aus Kreuzungen des dID-Aktivators mit dem gfp-Effektor (vgl.
Abb. 3.6F,G mit Abb. 3.3C).
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Abb. 3.6: Myc-Antikdrperfarbungen an Embryonen aus Kreuzungen des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor.
(A) 14 Somiten. (B) 24 Stunden. (C) 35 Stunden. (D) 48 Stunden. (E) 27 Stunden. (F) 48 Stunden. (G) 70
Stunden.
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hsp-Aktivator x NIC-Effektor: Bei diesen Kreuzungen war der Zeitverlauf der Expression des

Effektorgens nach einem Hitzeschock von besonderem Interesse. Um eine Vorstellung davon
zu bekommen ab wann und wie lange nach dem Hitzeschock das Effektorprotein vorhanden
ist, wurden Hitzeschocks an verschiedenen Stadien durchgefiihrt und die Embryonen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten danach fixiert. Bei Embryonen, die im Schwanzknospen-
Stadium hitzegeschockt und 1, 2 oder 10 Stunden danach fixiert wurden, konnten die Myc-
Epitope im ganzen Embryo nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Offensichtlich setzt die
Expression des Effektorproteins unmittelbar nach dem Hitzeschock ein und hilt fiir viele
Stunden an. Da die Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch auf
Zellschicksalsentscheidungen in der Retina in dieser Arbeit untersucht wurde, ist der zeitliche
Verlauf der Expression des Effektorproteins in diesem Organ von Interesse. Dabei wurde
festgestellt, dass bei Embryonen, die mit 24 Stunden hitzegeschockt wurden, 2, 10, 24, 30
oder 48 Stunden danach immer noch Myc-Epitope in den meisten Zellen der Retina
nachweisbar sind (Abb. 3.7A-G). Offensichtlich bleibt im Laufe der Zeit die Expression nicht
in allen Geweben gleichermaflen erhalten. Wihrend 24 Stunden nach dem Hitzeschock noch
eine starke Expression im Notochord, im Neuralrohr und in der Retina zu beobachten ist,
lassen sich die Epitope in anderen Geweben, wie z.B. in den Somiten kaum noch nachweisen
(Abb. 3.7C). 48 Stunden nach dem Hitzeschock beschrinkt sich die Expression des
Effektorproteins ausschlieBlich auf Zellen des Notochords und der Retina (Abb. 3.7E).

Um sicherzustellen, dass die noch viele Stunden nach dem Hitzeschock zu beobachtende
Expression der Myc-Epitope tatsichlich ein funktionelles Effektorprotein und kein
fragmentiertes Peptid représentieren, wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Dazu
wurden Embryonen aus der Kreuzung des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor mit 24
Stunden hitzegeschockt und bei 48 Stunden wurde eine Proteinextraktion aus wildtypischen
und mutanten Embryonen vorgenommen. Die Proteinextrakte wurden einer Western Blot-
Analyse unterzogen und mit Hilfe des Myc-Antikorpers wurde das Effektorprotein detektiert
(Abb. 3.7H). Der Vergleich mit dem GroBenstandard zeigt, dass das von dem Myc-AntikGrper
erkannte Protein eine Grofle von ca. 91 kDa besitzt, was der erwarteten Grofle des Myc-
Notch:intra Proteins sehr genau entspricht. Offensichtlich ist dieses Protein also iiber einen
Zeitraum von mindestens 24 Stunden nach dem Hitzeschock in den Zellen vorhanden und

keiner Fragmentierung unterlegen.
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Abb. 3.7: Persistenz des Effektorproteins nach dem Hitzeschock von Embryonen aus Kreuzungen des hsp-
Aktivators mit dem NIC-Effektor. (A-G) Myc-Antikorperfarbungen an mit 24 Stunden hitzegeschockten
Embryonen (A) Fixiert mit 25 Stunden. (B) 34 Stunden. (C) 48 Stunden. (D) 54 Stunden. (E) 72 Stunden. (F) 54
Stunden. (G) 72 Stunden. (H) Western Blot eines Proteinextraktes 48 Stunden alter Embryonen, die mit 24
Stunden hitzegeschockt wurden. Zur Detektion des Effektorproteins wurde der Myc-Antikdrper verwendet.
Spurl: Proteinextrakt aus 15 wildtypischen Embryonen. Spur2: Proteinextrakt aus 15 mutanten Embryonen.
Rechte Spur: Die schwarzen Balken zeigen die Banden des SeeBlue™ Plus2-Markers der Firma Novex. Der
Vergleich mit diesem GroBenstandard zeigt, dass das von dem Myc-Antikorper erkannte Protein in Spur2 eine

Gro6fe von ca. 91 kDa besitzt.

3.7.4 Die Expression von aktiviertem Notch in der Neuralplatte und im Neuralrohr fiihrt

zur Unterdriickung der Expression neuronaler Marker

Um zu iiberpriifen, welche Auswirkung die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des
GALA4-Systems auf Zellschicksalsentscheidungen im Neuralrohr hat, wurden Analysen mit
mehreren Markern durchgefiihrt. Falls diese Untersuchungen an Stadien durchgefiihrt wurden,
zu denen sich mutante und wildtypische Embryonen noch nicht eindeutig voneinander
unterscheiden lassen (bis 18 Somiten), wurde bei einem Teil der Embryonen die in situ
Hybridisierung fiir den jeweiligen Marker mit einer Myc-Antikorperfarbung gekoppelt. Auf
diese Weise wurde sichergestellt, dass der beobachtete Phidnotyp nur solche Embryonen
betrifft, in denen aktiviertes Notch exprimiert wird. Alle hier beschriebenen Ergebnisse an
jiingeren Stadien wurden auf diese Weise abgesichert. Bei den gezeigten Abbildungen wurden
allerdings Objekte verwendet, bei denen keine zusétzliche Myc-Antikorperfarbung
durchgefiihrt wurde, damit die Effekte besser zu erkennen sind.
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dID—Aktivator x NIC—Effektor:

* islet]: Embryonen wurden im6 und 18 Somiten-Stadiumund bei 33 Stunden nach der
Befruchtung fixiert und mit einer in situ Hybridisierungyurde die Expression des Markers
islet] Uiberpriift. Dabei wurde festgestellt, dass es zu jedergetesteten Entwicklungszeitpunkt
deutlich weniger sletl-positive Zellen in der Neuralplatte bzw. inNeuralrohr der Mutanten
gibt, als im Wildtyp (Abb. 3.8A-D). Dabei sind die prospektiven Motorneurone und
sensorischen Neurone gleichermaflen betroffen. Die Expression des Markers ianderen
Geweben des Embryos (zB. im Trigeminalganglion und imKopfpolster) bleibt unverdndert
und auch im Neuralrohr istdie Unterdriickung von $let/-positiven Zellenoffensichtlich nicht
vollstindig.

* pax2: Die Expression dieses Markers wurde B Stunden nach der Befruchtung
untersucht. pax?2 firhinter anderem bestimmte, identifizierte Interneurone im Hinterhirn und
im Neuralrohr (Mikkola et al1992). Wéhrend diese pax2-positiven Interneurone in den
Mutanten deutlich reduziert sind, bleibt die Expression in anderen ExpressionsdoméBen (z.
der Mittelhirn/Hinterhirn-Grenze, deptischen Stiel und in den Ohrplakoden) unveréndert
(Abb.3.8E,F).

* elav/HuC: Dieser Marker wurde als frither Marker fiir die neuronale Determination einer
Zelle beschrieben (Kim et al., 1996). Mutante Embryonen zeigen mit24 Stunden generell
weniger elav/HuC-positive Zellen als derWildtyp (Abb. 3.8G,H).

e -acetyliertes Tubulin: Uninformationen iiber das Vorkommen neuronaler Zellen in
dlteren Stadien mutanter Organismen zu bekommen, wurde ein Antikdrper gegen acetyliertes
Tubulinverwendet, das verstédrkt iprojizierenden Axonen exprimiert ist (sicheBzChitnis
und Kuwada, 1990). Bei drei Tage alten Mutantebeobachtet man deutlichweniger Axone

als im Wildtyp (Abb.3.8I-L). Dabei sind offenbar wieder eine ganze Reihe unterschiedlicher
Zelltypen betroffenSowohl die Axone von Motorneuronen und sensorischen Neuroneng
auch die Axone anderer innerhalb des Neuralrohr projizierender Zellen sind reduziert.

* -Hu (16A11): Dieser Antikorper bindet spezifisch an ein in vielen neuronalen Zellen
exprimiertes Epitop(Marusichet al.,, 1994). Bei 50 Stunden alten Mutanten ist eine starke
Reduktion von 16A11-positiven Zellen imRiickenmark und Gehirn imVergleich zum
Wildtyp festzustellen (Abb3.8M-P).

* Andere Marker neuronaler Zellen: die beschriebene Reduktion neuronaler Zellen in
mutanten Organismen wurde auch mit den AntikorpertZmder ein Epitop in Axonen einer

ganzen Reihe unterschiedlicher neuronaler Zellen erkennt (Trevarrow, ¢980), und z8,
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Abb. 3.8: Unterdriickung der Expression neuronaler Marker bei Embryonen aus Kreuzungen des dID-Aktivators
mit dem NIC-Effektor. (A-D) islet! in situ Hybridisierungen an 6 Somiten (A,B) bzw. 18 Somiten (C,D) alten
Embryonen. (A,C) Wildtyp. (B,D) Mutant. (E,F) pax2 in situ Hybridisierungen an 24 Stunden alten Embryonen.
(E) Wildtyp. (F) Mutant. (G,H) elav/HuC in situ Hybridisierungen an 24 Stunden alten Embryonen. (G)
Wildtyp. (H) Mutant. (I-L) acet.Tubulin-Antikdrperfiarbungen an drei Tage alten Wildtypen (I,J) bzw. Mutanten
(K,L). Bei (I,K) sind das Neuralrohr (Sterne) und die sensorischen Neurone (Pfeile) im Fokus, bei (J,L) die
Motorneurone (Pfeilspitzen). (M-P) 16A11-Antikorperfarbungen an 50 Stunden alten wildtypischen (M,0) bzw.
mutanten (N,P) Embryonen. Die transversalen Schnitte in (O,P) gehen durch einen vergleichbaren Bereich

entlang der anterior-posterioren Achse.
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mit dem sich sekunddre Motorneurone detektieren lassen (Trevarrow et al., 1990), bei allen

untersuchten Entwicklungsstadien beobachtet (nicht gezeigt).

hsp—Aktivator x NIC—Effektor:

* islet]l: Embryonen aus dieser Kreuzung wurden bei D % Epibolie hitzegeschockt und im

8 Somiten-Stadium fixiert. /n situ Hybridisierungen an diesen Embryonen zeigen eine nahezu
vollstindige Reduktion der Zahl &letl-positiver Zellen im gesamten Embryo (Abb. 3.9A,B).
Der Effekt auf die isletl-positiven Zellen in der Gehirnanlage und in der Neuralplatte ist
stirker als der bei Embryonen aus Kreuzungen des deltaD-Aktivators mit dem gleichen
Effektor (vgl. Abb. 3.9B mit Abb. 3.8B).

* neurogeninl(ngnl): neurogeninl ist ein Homolog des proneural&ens atond aus
Drosophia (Blader et al. 1997). Wie durch mRNA-Injektionen gezeigt werden konnte wird
dessen Expression durch die laterale Inhibition reguliert (Blader ¢t18197; Takke et al.,
1999). Um zu lberpriifen, ob die mit derfirAL4-System erzielten Ergebnisse mit denen der
mRNA-Injektionen iibereinstimmen, wurden Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators
mit dem NIC-Effektor bei(#% Epibolie hitzegeschockt und ith Somiten-Stadium fixiert. In
situ Hybridisierungen an diesen Embryonen zeigeme sehr starke Reduktion der Zahl ngni-

positiver Zellen ingesamten Embryo (Abb3.9C,D).

Abb. 3.9: Unterdriickung der Expression neuronaler Marker bei Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators
mit dem NIGEffektor. (A,B) islet] isitu Hybridisierungen an mit 70 Hpibole hitzegeschockten undei 8
Somiten fixieréen Embryonen. (A) Wdtyp. (B) Muant. (C,D) ngnl s situ Hybridisierungen an mii 70 %
Epibolie hitzegeschockten und im 1 Somiten-Stadium fixierten Embryonen. (C) Wildtyp. (D) Mutant.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression von aktiviertem Notch mit allen getesteten
Markern und zu jedem untersuchten Entwicklungsstadium zu einer Unterdriickung von

neuronalem Zellschicksal in der Neuralplatte und im Neuralrohr fiihrt.

3.7.5 Die Expression von aktiviertem Notch in der Neuralplatte und im Neuralrohr fiihrt

zu einer verstirkten Ausprigung von glialem Zellschicksal

Um die Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch auf die Ausprigung des
Gliazellschicksals zu iiberpriifen, wurde von dem Antikorper zrfl, der ein spezifisch in den
Fortsétzen radialer Gliazellen exprimiertes Epitop erkennt (Trevarrow et al., 1990), Gebrauch
gemacht. Untersuchungen wurden bisher an Embryonen aus Kreuzungen des dID—Aktivators
mit dem NIC-Effektor durchgefiihrt. Antikorperfarbungen an zwei und drei Tage alten
mutanten Organismen zeigen eine stirkere Antigenizitdt im Riickenmark als Farbungen an
entsprechenden Wildtypstadien (Abb. 3.10A-D). Da dieser Effekt relativ mild ist und um
sicherzustellen, dass es sich hierbei nicht um eine zufallsgemédfe Schwankung bei der
Antikorperfiarbung handelt, wurden die Férbungen mehrmals in unabhingigen Experimenten
wiederholt. Das beschriebene Ergebnis war in allen diesen Experimenten reproduzierbar.
Wihrend die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des dID-Aktivators also zu einer
Unterdriickung von neuronalem Schicksal in der Neuralplatte und im Neuralrohr fiihrt, wird
die Auspriagung von glialem Schicksal nicht reprimiert. Offensichtlich entwickeln sich unter

diesen Bedingungen sogar mehr Zellen als Gliazellen.

;;_,\.\;.-\_‘ s Snaade

Abb. 3.10: Verstirkte Ausprigung von glialem Zellschicksal im Neuralrohr von 48 Stunden alten Embryonen
aus Kreuzungen des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor. (A-D) zrfl-Antikorperfarbungen. (A,C) Wildtyp.
(B,D) Mutante. Die transversalen Schnitte in (C,D) gehen durch vergleichbare Bereiche entlang der anterior-

posterioren Achse.
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3.7.6 Die Expression von aktiviertem Notch in der Retina fiihrt zu einer Disorganisation

der retinalen Schichtung

Da die Zellen der Retina eine sehr regelméBige Anordnung haben und in verschiedenen
Schichten organisiert sind (siehe Kapitel 1.1.2) wurde mit Hilfe von
Methylenblau/Toluidinblau-Féarbungen an Schnitten iiberpriift, ob die Expression von

aktiviertem Notch einen EinfluB3 auf diese Strukturierung hat.

dID—Aktivator x NIC-Effektor:

Férbungen an Schnitten drei bzw. fiinf Tage alter Organismen zeigen, dass die am Wildtyp zu
beobachtende regelméBige Schichtung der Retina in den Mutanten gestort ist (Abb. 3.11A,B).
Dies wird besonders deutlich bei der Betrachtung der im Wildtyp zellkorperfreien
plexiformen Schichten, die in der Mutante an vielen Stellen von Zellkérpern durchbrochen
sind. Aber auch die zelluldren Schichten sind in ihrer Strukturierung gestort. Wahrend sich im
Wildtyp viele unterschiedliche Zelltypen durch ihre Morphologie und regelméBige
Anordnung identifizieren lassen, ist die Identifikation dieser Zellen in der Mutante kaum
moglich. So lassen sich beispielsweise die Photorezeptoren mit ihrer charakteristischen
Morphologie und palisadenartigen Anordnung in der Mutante nicht erkennen.

Auch bei Kreuzungen des dID-Aktivators gegen den UAS-NIC Effektor mit der Insertion
Nr.34 ist eine Disorganisation der Schichtung der Retina zu beobachten, die allerdings,
entsprechend dem allgemeinen Phénotyp, weniger stark ist als in Kreuzungen gegen den

Effektor mit der Insertion Nr.5 (Abb. 3.11C).

Abb. 3.11: Stérung der retinalen Schichtung bei 5 Tage alten Mutanten aus Kreuzungen des dID-Aktivators mit
zwei verschiedenen Effektoren mit dem UAS-mycNIC Konstrukt. (A) Wildtyp. (B) Mutante aus einer Kreuzung
des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor. (C) Mutante aus einer Kreuzung des dID-Aktivators mit einem UAS-
mycNIC-Effektor mit der Insertion Nr. 34. In allen Fillen handelt es sich um transversale Schnitte durch den

zentralen Bereich eines Auges. Dorsal ist links.
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hsp—Aktivator x NIC—Effektor:

Die Embryonen wurden bei 27, 35 bzw. 48 Stunden nach der Befruchtung hitzegeschockt und
mit drei Tagen fixiert. Die Farbungen zeigen, dass in allen Féllen die Strukturierung des
Auges stark gestort ist (Abb. 3.12A-D). Sowohl bei mit 27 wie auch 35 Stunden
hitzegeschockten Embryonen 148t sich im zentralen Bereich der Retina so gut wie keine
Schichtung im Auge erkennen. Es sind keine plexiformen Schichten vorhanden, sondern die
gesamte Retina ist von Zellen durchzogen. Bei mit 27 Stunden hitzegeschockten Embryonen
ist der zentrale Bereich der Retina deutlich stirker betroffen als der periphere. Zur
Marginalzone hin ist eine Strukturierung zu beobachten, die der Organisation im Wildtyp
relativ dhnlich ist. Wurde der Hitzeschock mit 48 Stunden durchgefiihrt, so ist der innere
Bereich der Retina vergleichsweise normal. Es lassen sich Zellen erkennen, die von ihrer
Morphologie und Anordnung her an Ganglionzellen erinnern. Diese sind von weiter au3en
gelegenen Zellen der Retina durch eine, wenn auch schmale, zellkorperfreie Schicht getrennt.
Eine ausdifferenzierte Photorezeptorzellschicht und eine zweite plexiforme Schicht lassen
sich hingegen nicht erkennen. Bei mit 72 Stunden nach der Befruchtung hitzegeschockten und
mit sechs Tagen fixierten Mutanten zeigt der zentrale Bereich der Retina eine wildtypische
Strukturierung, wahrend im dorsalen Bereich nahe der Marginalzone die normalerweise
deutlich getrennten Ebenen von Zellen durchbrochen sind (Abb. 3.12E,F). Die

Disorganisation betrifft scheinbar alle Schichten der Retina in diesem Bereich.

Abb. 3.12: Storung der retinalen Schichtung bei zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten
hitzegeschockten Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor. (A-D) Transversale
Schnitte durch den zentralen Bereich eines Auges drei Tage alter Organismen. Dorsal ist links. (A) Mit 27
Stunden hitzegeschockter Wildtyp. (B) Mit 27 Stunden hitzegeschockte Mutante. (C) Mit 35 Stunden
hitzegeschockte Mutante. (D) Mit 48 Stunden hitzegeschockte Mutante. (E,F) Transversale Schnitte durch den
zentralen Bereich eines Auges von mit drei Tagen hitzegeschockten und mit sechs Tagen fixierten Organismen.
(E) Wildtyp. (F) Mutante. Die Pfeilspitze deutet auf die Disorganisation der Schichtung im dorsalen Bereich der

Retina, nahe der marginalen Zone.
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3.7.7 Die Expression von aktiviertem Notch in der Retina fithrt zu einer Unterdriickung

von neuronalem Zellschicksal
Ahnlich wie fiir das Riickenmark wurden Analysen mit mehreren neuronalen Markern
durchgefiihrt, um die Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch auf

Zellschicksalsentscheidungen in der Retina zu untersuchen.

dID—Aktivator x NIC—Effektor:

e -Hu (16A11): Farbungen an drei bzw. fiinf Tage alteWildtypen zeigen, dass dieser
Antikorper Ganglion- und Amakrinzellen der Retina markiert (Abb.13A). 16A11-positive
Zellen entsprechender Stadienmutanter Organismensind deutlich reduziert und die
RegelmiBigkeit in deren Anordnung ist gestort (AbB.13B). Dabei fillt auf, dass im
dorsalen peripheren Bereich der Retina mutanter Organismen die Organisation d€rAl1-
positiven Zellen weniger stark beeintrichtigt ist als imentralen Bereich. AuBerdemist zu
beobachten, dass es in der Mutante iniegensatz zumWildtyp keine unmittelbar aminneren
Rand der Retina befindlichenl 6A11-positiven Zellen gibtDa dieser Bereich normalerweise
ausschlieBlich vonGanglionzellen besiedelt ist, gibt es in der Mutante entweder keine
Ganglionzellen, oder diese sind von anderen Zellen vomneren Rand verdréngt.

* zn8: Dieser Antikdérper bindet amin Epitop, das unteranderem in den Axonen von
Ganglionzellenexprimiert ist (Trevarrowet al., 1990). Farbungenan 48 Stunden alten
Embryonen zeigen, dal mutante Organismen einen deutlich kleineren optischen Nerv besitzen
als gleichaltrigeWildtypen (Abb3.13C,D).

* FRet43: Mit diesem Marker 148t sich ein bestimmter Typ von Zapfen (Doppelzapfen) in
der Photorezeptorzellschicht der Retina firben(Larison und BreMiller, 1990). FRet43-
positive Zellen in der Retina von drei bzw. fiinfTage alten Organismen sind in den Mutanten
im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert und die RegelmiBigkeit in deren Anordnung ist
gestort (Abb. 3.13E,F). AuBerdem besitzen die verbliebenden FRet8-positiven Zellen eine
abnorme Morphologie, da die duBeren Segmente reduziert sind oder ganz fehlen.

* FRetl1l: Mit diesem Marker lassen sich die Stdbchen in der Photorezeptorschicht der
Retina farben (Schmitt und Dowlingl996). FRetl 1-positive Zellen in der Retina von drei
bzw. fiinf Tage alten Organismen sind in den Mutanten im Vergleich zWildtyp deutlich
reduziert und die RegelméBigkeit in deren Anordnung ist gestort (ABH.3G,H).
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Abb. 3.13: Unterdriickung von neuronalem Zellschicksal in der Retina von Nachkommen aus Kreuzungen des
dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor. (A,B) 16A11-Antikdrperfarbungen. Transversalschnitte durch Augen 5
Tage alter Organismen. (A) Wildtyp. (B) Mutante. (C,D) zn8-Antikdrperfarbungen. Ventrale Ansichten auf die
Kopfe 48 Stunden alter Embryonen. (C) Wildtyp. (D) Mutante. (E,F) FRet43-Antikorperfarbungen.
Transversalschnitte durch Augen 5 Tage alter Organismen. (E) Wildtyp. (F) Mutante. (G,H) FRetl1-
Antikorperfarbungen. Transversalschnitte durch Augen 5 Tage alter Organismen. (G) Wildtyp. (H) Mutante.

hsp—Aktivator x NIC-Effektor:
* 16A11/FRet43: Da die 16A11-positiven Ganglion- und Amakrinzelleaufgrund ihrere

Lage und Morphologie gut von den FRe8tpositiven Doppelzapfen zu unterscheiden sind,
wurden in diesemFall Doppelfarbungen mit diesen beiden Markern durchgefiihrt. Bei @#t
Stunden hitzegeschockten und mit drei Tagen fixierten Mutanten fehlen diéA11- und
FRet43-positiven Zellen komplett (Abb.3.14B). Wurde der Hitzeschockbei 35 Stunden
durchgefiihrt, so sind einigel 6A11-positive Zellen vornehmlich inventralen Bereich der
Ganglionzellschicht zu beobachten (Abk3.14C). An dieser Stelle treten auch vereinzelte
FRet-43 positive Zellen in der Photorezeptorschicht auf. Baiit 48 Stunden hitzegeschockten
Organismen lassen sichl 6A11-positive Zellenin der normalen Position von Ganglion- und
Amakrinzellen detektieren. FRe@kpositive Zellen sind nur wenige zu beobachten (Abb.
3.14D).

* FRetl1: Bei mit 48 Stunden hitzegeschockten und mit drei Tagen fixierten Mutanten

lassen sich kaumFRetl 1-positive Stdbchen detektieren (AbB. 14F).
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Abb. 3.14: Unterdriickung von neuronalem Zellschicksal in der Retina von zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten hitzegeschockten Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-
Effektor. (A-D) 16A11/FRet43-Doppelfiarbungen. Transversale Schnitte durch Augen drei Tage alter
Organsimen. (A) Mit 27 Stunden hitzegeschockter Wildtyp. (B) Mit 27 Stunden hitzegeschockte Mutante. (C)
Mit 35 Stunden hitzegeschockte Mutante. (D) Mit 48 Stunden hitzegeschockte Mutante. (E,F) FRetl1-
Férbungen. Transversale Schnitte durch Augen von mit 48 Stunden hitzegeschockten und mit drei Tagen

fixierten Organsimen. (E) Wildtyp. (F) Mutante.

Die Expression von aktiviertem Notch sowohl unter Kontrolle des deltaD- wie auch des
hsp70-Promotors fiihrt also zu einer Reduktion verschiedener neuronaler Zelltypen in der
Retina. Dies gilt fiir alle vier getesteten neuronalen Zelltypen (Ganglionzellen,
Amakrinzellen, Stibchen und Zapfen). Fiir die anderen beiden neuronalen Zelltypen der

Retina (Bipolarzellen und Horizontalzellen) standen keine geeigneten Marker zur Verfiigung.

3.7.8 Die Expression von aktiviertem Notch in der Retina fiihrt zu einer verstirkten

Auspriigung von glialem Zellschicksal
Um zu testen, ob die Expression von aktiviertem Notch in der Retina, dhnlich wie im

Neuralrohr, zu einer verstiarkten Ausprigung von glialem Zellschicksal fiihrt, wurden zrf1-

Antikorperfarbungen durchgefiihrt.
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wt: Im Wildtyp lassen sich zrfl-positive Zellen ab ca. vier Tagen nach der Befruchtung
nachweisen. Die Fortsdtze durchziehen die Retina, wobei die Antigenizitit an den in der
Ganglionzellschicht gelegenen Endfiien am stérksten ist (Abb. 3.15A,C,E). Da fiir Fische,
wie auch flir andere Wirbeltiere, die Miillerschen Gliazellen als einziger glialer Zelltyp der
Retina beschrieben sind und da diese Zellen auch mit ihren Fortsétzen die Retina durchziehen
(Cajal, 1893), ist davon auszugehen, dass der zrfl1-Antikérper die Fortsdtze von Miillerschen
Gliazellen farbt.

diD—Aktivator x NIC—Effektor: Firbungen an sechs Tage alten Organismen zeigen einen sehr

starken Anstieg der Zahl der Fortsétze radialer Gliazellen in der Mutante im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 3.15F). Im Alter von zwei bzw. drei Tagen, in dem noch keine radialen
Gliazellen in der Retina des Wildtyps nachzuweisen sind, ist bereits eine hohe Antigenizitit

bei den Mutanten zu beobachten (Abb. 3.15B,D).

A _ C®

=
U.

Abb. 3.15: Friihzeitige und verstirkte Differenzierung zrfl-positiver Gliazellen in der Retina von Nachkommen
aus Kreuzungen des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor. (A,B) Transversaler Schnitt durch ein Auge eines
zwei Tage alten wildtypischen (A) bzw. mutanten (B) Embryos. (C,D) Transversaler Schnitt durch ein Auge
eines drei Tage alten wildtypischen (C) bzw. mutanten (D) Organismus. (E,F) Transversaler Schnitt durch ein

Auge eines sechs Tage alten wildtypischen (E) bzw. mutanten (F) Organismus.

hsp—Aktivator x NIC—Effektor:

Hitzeschocks bei 27 und 35 Stunden filhren zu einer starken Antigenizitit im inneren
zentralen Bereich der Retina von drei Tage alten Mutanten (Abb. 3.16B,C). Wurde der
Hitzeschock bei 48 Stunden durchgefiihrt, so 148t sich nur eine schwache Antigenizitét in

peripheren Regionen beobachten (Abb. 3.16D).
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Abb. 3.16: Friihzeitige Differenzierung zrfl-positiver Gliazellen in der Retina von zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten hitzegeschockten Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-
Effektor. (A-D) Transversale Schnitte durch Augen drei Tage alter Organismen. (A) Mit 27 Stunden
hitzegeschockter wildtypischer Organismus. (B) Mit 27 Stunden hitzegeschockter mutanter Organismus. (C) Mit
35 Stunden hitzegeschockter mutanter Organismus. (D) Mit 48 Stunden hitzegeschockter mutanter Organismus.

Die Expression von aktiviertem Notch sowohl unter Kontrolle des deltaD- wie auch des
hsp70-Promotors fiihrt also zu einer verstiarkten Auspriagung von glialem Zellschicksal in der
Retina mutanter Organismen. Diese Zellen durchziehen die Retina mit ihren Fortsdtzen und
gleichen somit den Miillerschen Gliazellen. Inwieweit diese Zellen tatsdchlich funktionelle
Miillersche Gliazellen sind, kann anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig entschieden
werden. Da der Zellkorper mit dem zrfl-Antikorper scheinbar nicht stark gefarbt wird, ist
auch nicht eindeutig zu erkennen, wo in der Retina der Zellkorper der zrfl-positiven

Gliazellen liegt.

3.7.9 Untersuchung des zeitlichen Verhiltnisses der Expression von aktiviertem Notch

und der Ausprigung von glialem Zellschicksal in der Retina

In manchen Studien aus Xenopus; Hithnchen, Ratte und Maus wurde berichtet, dass die
Aktivierung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges in der Retina und dem Neuralrohr
Zellen in einem undifferenzierten Zustand hélt (Coffman et al., 1993; Henrique et al., 1995;
Chitnis et al., 1995; Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996; Henrique et al., 1997; Appel et
al., 1998), wihrend die Ergebnisse dieser Arbeit, wie mittlerweile auch einiger Anderer
(Furukawa et al., 2000; Morrison et al., 2000; Gaiano et al., 2000), darauf hindeuten, dass
aktiviertes Notch neurale Vorlduferzellen in ein gliales Zellschicksal fiihrt. Fiir diese

Differenzen konnten experimentelle Unterschiede verantwortlich sein. Ein solcher
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Unterschied bestehet darin, dass bei den Lipofektions-Experimenten in Xenopus und den
retroviralen Infektionen in Hithnchen, Ratte und Maus das Zielgen konstitutiv in den
betroffenen Zellen exprimiert wird, wihrend in der vorliegenden Arbeit eine regulierte
Missexpression stattfindet. Da in dieser Arbeit die Expression des Effektorgens unter der
Kontrolle von Promotoren steht, deren Aktivitdt in der normalen Entwicklung mit der Zeit
herunterreguliert wird, ist anzunehmen, dass auch die Expression des Effektorgens im Laufe
der Entwicklung abgeschaltet wird. Daraus ergibt sich die Mdglichkeit, dass Zellen in einem
undifferenzierten Zustand gehalten werden, solange sie aktiviertes Notch exprimieren und erst
das gliale Schicksal annehmen, wenn die Expression herunterreguliert wird. Um das zu testen,
wurden Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor auf zwei Arten

untersucht:

Mit 27 Stunden wurden die Embryonen einem Hitzeschock unterzogen, mit 48 Stunden fixiert
und eine zrfl-Antikorperfarbung durchgefiihrt. Da aus vorherigen Analysen bekannt war, dass
bei entsprechenden Hitzeschocks das Effektorprotein zum Fixierungszeitpunkt noch sehr stark
in fast allen Zellen der Retina exprimiert wird (sieche Kapitel 3.7.3), wire zu vermuten, dass es
noch zu keiner Ausprigung von glialem Schicksal kommen kann, falls aktiviertes Notch die
Zellen in einem undifferenzierten Zustand hdlt. Wie Abb. 3.17A zeigt, lassen sich zu diesem
Zeitpunkt aber schon relativ viele Fortsdtze von Gliazellen erkennen. Offensichtlich schlie3en
sich die gleichzeitige Expression des glialen Markers und von aktiviertem Notch also nicht

aus.

2. Mit drei Tagen fixierte Embryonen wurden einem einzigen Hitzeschock bei 30 Stunden
oder mehreren aufeinanderfolgenden Hitzeschocks bei 30, 48 und 56 Stunden unterzogen. Mit
den wiederholten Hitzeschocks sollte die Expression von aktiviertem Notch iiber einen
langeren Entwicklungszeitraum aufrechterhalten werden. Es wéihre anzunehmen, dass durch
die wiederholten Hitzeschocks und durch die Persistenz des Effektorproteins weniger Zellen
das gliale Schicksal annehmen, falls aktiviertes Notch die Zellen in einem undifferenzierten
Zustand hilt, als das bei einem einmaligen Hitzeschock der Fall ist. Tatsdchlich zeigen
mehrfach hitzegeschockte Embryonen aber ein vergleichbares Ausmal} an Glialisierung wie

man es bei einfach hitzegeschockten beobachtet (Abb. 3.17B,C).

93



;
&

o %ﬂmm_

Abb. 3.17: Friihzeitige Differenzierung zrfl-positiver Gliazellen in der Retina von Nachkommen aus

Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor bei gleichzeitiger Expression von aktiviertem Notch. (A)
Transversaler Schnitt durch ein Auge eines mit 27 Stunden hitzegeschockten und mit 48 Stunden fixierten
Embryos. Man beachte, dass die meisten Zellen der Retina von mit 24 Stunden hitzegeschockten und 30 Stunden
spéter fixierten Embryonen immer noch das Effektorprotein exprimieren (Abb. 3.7F). (B,C) Transversale
Schnitte durch Augen dreitigiger Organismen, die einem einzigen Hitzeschock bei 30 Stunden (B) oder

mehreren aufeinanderfolgenden Hitzeschocks bei 30, 48 und 56 Stunden (C) unterzogen wurden.

Diese Daten geben somit keinen Hinweis darauf, dass die glialisierten Zellen ihr Schiksal erst
annehmen, nachdem kein aktiviertes Notch mehr vorhanden ist. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass einzelne Zellen der Retina das Effektorprotein frither abbauen
als andere und das diese Zellen dann mit der Expression des glialen Markers beginnen. Leider
standen keine geeigneten Marker zur Verfligung, mit denen man die gleichzeitige Expression

des Effektorproteins und des glialen Markers hitte nachweisen kdnnen.

3.7.10 Auswirkungen der Expression von aktiviertem Notch auf das

Proliferationsverhalten von Zellen im Neuralrohr und in der Retina

Um die Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch auf das Proliferationsverhalten
von Zellen zu untersuchen, wurden zwei Methoden angewandt. Zum einen wurden mittels
kumulativer BrdU-Féarbung alle teilungsfdhigen Zellen des zu untersuchenden Gewebes
markiert und zum anderen wurden mit dem phospho-Histon H3-Antikorper alle beim

betrachteten Stadium in der Mitose befindlichen Zellen gefarbt.

dID—Aktivator x NIC—Effektor:

* BrdU-Firbungen: 5 mutante und 12 wildtypische Embryonen wurden bei32, 35, 38 und
40 Stunden wiederholt mit BrdU injiziert, um eine moglichst vollstdndige Markierung

proliferierender Zellen zu erreichen. Bei 45 Stunden wurden die injizierten Individuen fixiert
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und einer yoyo-1 und BrdU-Antikorperfarbung unterzogen. Es wurden Semidiinnschnitte
hergestellt, die am konfokalen Mikroskop analysiert wurden. Auswertungen dieses Materials
zeigen keinen erkennbaren Unterschied in der Zahl und in der Anordnung BrdU-positiver
Zellen in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.18A,B). Eine statistische Analyse

des Materials wurde allerdings nicht vorgenommen.

Abb. 3.18: BrdU-Aufnahme in Zellen der Retina bei mit 32, 35, 38 und 40 Stunden wiederholt mit BrdU
injizierten und mit 45 Stunden fixierten Embryonen. (A) Wildtypischer Embryo. (B) Mutanter Embryo aus einer
Kreuzung des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor. Die Kerne aller Zellen sind mit yoyo-1 geférbt (rot).
Zellen, die BrdU aufgenommen haben sind durch eine BrdU-Antikorperfirbung sichtbar gemacht (griin). Durch

die Uberlagerung der beiden Firbungen erscheinen die BrdU-positiven Zellen gelb.

* H3-Antikérperfairbungen: Bei mit 50 Stunden fixierten Mutanten konnte kein wesentlicher
Unterschied in der Zahl der in Mitose befindlichen Zellen im Neuralrohr und in der Retina im
Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden (Abb. 3.19A-D). Beim Vergleich der Zahl der H3-
positiven Zellen in der Retina von drei Tage alten Mutanten und Wildtypen fillt auf, dass es
deutlich mehr teilungsaktive Zellen beim Wildtyp gibt (Abb. 3.19E,F). Um diese Aussage
auch statistitisch erfassen zu konnen, wurden die in der Mitose befindlichen Zellen der Retina
beider Augen von 2 mutanten und 4 wildtypischen Embryonen gezéhlt (siche auch Tabelle
7.4 im Anhang). Wéhrend sich beim Wildtyp im Durchschnitt 368 +/- 60 Zellen pro Auge in
der Mitose befanden, waren es bei der Mutante 172 +/- 40. Fiir das Neuralrohr wurde eine
entsprechende statistische Auswertung bisher nicht durchgefiihrt, aber die blo3e Betrachtung
der gefiarbten Objekte deutet ebenfalls nicht auf eine erhohte Teilungsaktivitit bei den

Mutanten hin.
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Abb. 3.19: Teilungsverhalten von Zellen im Neuralrohr und in der Retina bei Nachkommen aus Kreuzungen des
dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor, untersucht durch H3-Antikérperfarbungen. (A,B) Rumpf und Schwanz
eines 50 Stunden alten wildtypischen (A) bzw. mutanten (B) Embryos. (C,D) Transversaler Schnitt durch ein
Auge eines 50 Stunden alten wildtypischen (C) bzw. mutanten (D) Embryos. (E,F) Transversaler Schnitt durch
ein Auge eines drei Tage alten wildtypischen (E) bzw. mutanten (F) Organismus.

hsp—Aktivator x NIC—Effektor:

» H3-Antikorperfarbungen: Bei mit30 Stunden hitzegeschockten und mit 47 Stunden bzw.
drei Tagen fixierten Mutanten konnte kein wesentlicher Unterschied in der ZahHder in Mitose

befindlichen Zellen im Neuralrohr im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden (nicht

gezeigt). In der Retina waren in der Mutante sogar deutlich weniger Zellen in der Mitose als
im Wildtyp (Abb. 3.20A-C; Tabelle 74 im Anhang). Die statistische Auswertung ergab, dass
es bei 47 Stunden in der Mutante 74+/- 4 H3-positive Zellen pro Auge gab im Vergleich zu

538 +/- 46 beim Wildtyp. Bei drei Tagen waren es 68 +/- 17 Zellen in der Mutante im

Vergleich zu 368 +/- 60 beim Wildtyp.
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Abb. 3.20: Teilungsverhalten von Zellen in der Retina bei mit 30 Stunden hitzegeschockten Nachkommen aus
Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor, untersucht durch H3-Antikdrperfirbungen. (A,B)
Transversaler Schnitt durch ein Auge eines 47 Stunden alten wildtypischen (A) bzw. mutanten (B) Embryos. (C)
Transversaler Schnitt durch ein Auge eines drei Tage alten mutanten Organismus. Vgl. (C) mit Abb. 3.19E.

Weiterhin konnte bei der reinen Betrachtung von Semidiinnschnitten der Retina von drei Tage
alten Mutanten aus Kreuzungen des NIC-Effektors mit dem dID- bzw. hsp-Aktivator keine
Reduktion der Zellzahl gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden (sieche Abb. 3.11 und
3.12). Es entsteht im Gegenteil der Eindruck, dass es mehr Zellen beim Wildtyp gibt, als bei
beiden Mutanten.

Und schlieBlich zeigten Injektionen eines Lebendfarbstoffes in retinale Vorlauferzellen von
Mutanten aus Kreuzungen des NIC-Effektors mit dem dlD-Aktivator keine signifikante
Erhohung der Zellzahl in den resultierenden Klonen im Vergleich zu Kontrollinjektionen
beim Wildtyp. Es wurde lediglich ein Unterschied in der zelluliren Zusammensetzung der

Klone beobachtet (A. Groth, personliche Mitteilung).

3.7.11 Weitere Effekte der Expression von aktiviertem Notch

AuBer den bereits beschriebenen Effekten auf Zellschicksalsentscheidungen im Neuralrohr
und in der Retina wurde eine Reihe von weiteren Effekten beobachtet, die nicht ndher
charakterisiert wurden. Diese wurden teilweise bereits in Kapitel 3.7.2 beschrieben und

werden hier kurz zusammengefasst.
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dID—Aktivator x NIC—Effektor:

e Otolithen: Bei den Otolithen handelt es sich urkristalline Strukturen des Innenohres,
deren relative Bewegung zumumliegenden Epitheliunzu einer Biegung der Haarzellen des
Ohres fiihrt Whitfield et al.,, 1996). Diese Reize erlauben demFisch eine Orientierung im
Raum. Bei 72 Stunden befinden sich die beiden Otolithen deéWildtyps an relativ invariablen
Positionen Whitfield et al.,1996; Abb. 3.21A). Bei einigen mutanten Nachkommen aus
Kreuzungen des dID—Aktivators mit deilNIC—Effektor ist nur ein Otolith zu erkennen (Abb.
3.21B). Dieser Phénotyp tritt allerdings nicht bei allen Mutanten auf. Ob diese Beobachtung
mit der von anderen beschriebenen Funktion des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei
Zellschicksalsentscheidungen ininnenohr (Haddon et al. 1998; Lewis et al, 1998; Riley et
al., 1999) im Zusammenhang steht, kann anhand der vorliegendenDaten nicht beurteilt

werden.

* Pigmentierung: Embryonen und Larveaus diesen Kreuzungen zeigerine deutlich
stirkere Pigmentierung, als wildtypische Organismen entsprechender St4dibh.3.21C,D).
Es ist also denkbar, dass der Delta/Notch-Signaltansduktionsweg bei

Zellschicksalentscheidungen von Neuralleistenzellen eine Funktion hat.

Abb. 3.21: Nicht genauer untersuchte Effekte der Expression von aktiviertem Notch unter Kontrdéléadds

Promobrs. (A,B) ImGegensatz zu den zweftolithen, die sich an invariablen Positionenlimenohr von drei

Tage alten Wildtypen befinden (Pfeilspitzen in (A)), besitzen Mutanten aus Kreuzungen des d1D-Aktivators mit

dem NIC-Effektor oft nur einddtolithen (Pfeilspitze in (B)). (C,D) ZwWeaige alte mutant&Nachkommen aus
Kreuzungen des dAktivators mit dem NIC-Effekor (D) zegen ene deufich stirkere Pgmentierung a
gleichaltrige wildtypische Embryonen (C).
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* GroBe: Aufgrundler Tatsache dass mutante Larvegrundsdtzlichetwas grofler
erschienenals wildtypische Organismentsprechender Stadien, wurde eine Computer-
unterstiitztdMessung der Kdorperldngeon fiinf willkiirlichusgewdhlten mutanten und
wildtypischen Larveffiinf Tage nach der Befruchtung) aus verschiedenen Kreuzungen
vorgenommen. Die fiinf Messungen der MutantéiV$4 4183, 4303, 4,39 und 4309 mm)

und derWildtypen (4,77,3,891, 4,177, 4037 und 4064 mm) zeigen, dass die Mutanten in
ithrer anterior-posterioren Ausdehnun@imchschnitt tatsédchlich etwas grofer sind als der
Wildtyp (436 +/- 0,13 mm im Vergleich zu 47 +/- 0,12 mm). Dabei handelt esich
natiirlichnur umeine sehr grobe Statistik. Auf welche Art Wedse aktiviertes Notahe
KorpergrofBBe beeinfluffit und warum die Auswirkung von dessen Expression miDdem
Aktivator gegenldufig zu ddiffekt bei der Expression mit désp-Aktivator (Kapitel

3.72) ist, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

hsp—Aktivator x NIC—Effektor:

* Notochord: Wie bereits in Kapitel 3.7.2 beschrieben hat die Expressionvon aktiviertem
Notch in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt des Hitzeschocks starke Auswirkungenauf die
Entwicklung des Notochords. Bei mit 9 % Epibolie hitzegeschockten Embryonen, also
unmittelbar vor der Involution der ersten mesodermalen Zellen, ist eine deutliche Reduktion
des Notochords bei Embryonen im10 Somiten-Stadiumzu erkennen (Abb.3.22A,B). Dieser
Effekt 146t sich auch an &lteren Stadien beobachten (Abb3.22C-E). Bei Embryonen, die im
Schwanzknospen-Stadiumhitzegeschockt wurden, sieht das Notochord imRumpfbereich
relativ normal aus und die Effekte beschriankersich hauptsédchlichauf den Schwanz (Abb.
3.22E), also denjenigen Bereich in demdas Notochord nach demHitzeschock entstanden ist.
Je spiter der Hitzeschockdurchgefiihrt wurde, desto weiter nachposterior verschieben sich
die Effekte auf das Notochord. Diese Beobachtungersind in Ubereinstimmung mit der
vermuteten Funktion de Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei Zellschicksals-
entscheidungen zwischen Notochord-, Hypochord- und Bodenplattenvorlduferzellgi\ppel et
al., 1999; siehe auch Kapitel 1.2). Ob die durch die Expression von aktiviertem Notch
hervorgerufene Reduktion von Notochordzellen von einer erhohten Zahlon Hypochord- und
Bodenplattenzellen begleitet wird, wie die Hypothese vonAppel et al. nahelegt, wird

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Abb. 3.22: Nicht genauer untersuchte Effekte der Expression von aktiviertem Notch unter Kontrolle des Asp70-
Promotors. (A,B) Bei 50 % Epibolie hitzegeschockte mutante Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators
mit dem NIC-Effektor zeigen bei 10 Somiten eine starke Reduktion des Notochords (Pfeil in (B)) im Vergleich
zu auf die gleiche Weise behandelten wildtypischen Embryonen (Pfeile in (A)). (C-E) Das Notochord von 24
Stunden alten mutanten Embryonen aus diesen Kreuzungen (D) ist, im Vergleich zu dem von wildtypischen
Embryonen (C), insbesondere im Rumpfbereich ebenfalls stark reduziert. Wurde der Hitzeschock im
Schwanzknospen-Stadium durchgefiihrt, so sieht das Notochord mutanter Embryonen im Rumpfbereich relativ
normal aus und der Effekt beschrinkt sich auf weiter posteriore Regionen (E). Auch die Somiten besitzen bei
den Mutanten eine abnorme Gestalt. (F-I) Mit 33 Stunden hitzegeschockte Mutanten aus diesen Kreuzungen
(H,I) zeigen, im Vergleich zum Wildtyp (F,G), zwei Tage spiter eine starke Reduktion der Neuromasten im
Kopfund im Rumpf. (F,H) Durchlicht. (G,I) Fluoreszenz.

* Somiten: Auch die Somiten zeigen in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt des Hitzeschocks eine
abnorme Gestalt. Die im Wildtyp zu beobachtende pfeilféormige Struktur, ist bei Somiten, die
nach dem Zeitpunkt des Hitzeschocks entstanden sind, deutlich abgerundeter (Abb.3.22D,E).
Dies erinnert sehr stark an die U-formige Gestalt von Somiten bei Mutanten mit Notochord-
Defekten (van Eeden, 1996; Schauerte et al., 1998; Karlstrom et al., 1999). Es ist im

vorliegenden Fall also nicht zu beurteilen, ob die Expression vonaktiviertem Notch einen
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direkten Einfluf} auf die Bildung der Somiten hat, oder ob es sich um einen sekundéren Effekt
handelt, der auf Defekte des Notochords zuriickzufiihren ist. Interessanterweise weichen die
mit dem GAL4-System erzielten Effekte auf die Somitenbildung von denen die bei der
Expression von aktiviertem Notch durch mRNA-Injektion erzielt wurden deutlich ab (Takke
und Campos-Ortega, 1999). Im letzteren Fall wurde beobachtet, dass es zu Defekten bei der
Bildung der Somitengrenzen kommt, so das an vielen Stellen eine Fusion von Somiten
auftritt. Etwas vergleichbares wurde in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet. Dies konnte
durch unterschiedliche Expressionsniveaus bedingt sein. So ist beispielsweise auch die
Persistenz des Effektorproteins nach dem Hitzeschock in den Somiten deutlich schwécher, als

das fiir andere Gewebe der Fall ist (Kapitel 3.7.3)

* Neuromaten: Bei denNeuromastenhandelt & sich umsensorische Zelledes
Seitenlinienorgans, die klonal sehr eng mit den Haarzellen des Ohres verwandt sind und ¢
spezalisierte Abkdmmlinge derselbe@mgesehen werden(Whitfield,1996). Da die
Neuromasten als einzelne Zellen Kmpfbereich und iRumpf angeordnet sind, scheint
deren Entstehung durch Notch-abhingige Selektion pridesfinsediesem Grund wurden
Embryonen mi33 Stunden hitzegeschockt und zwage spiter einer Neuromasten-Fiarbung
unterzogenWie Abb.3.22F-I zeigt ist die Zahl von NeuromasterKimpfund Rumpfin der
Mutante imVergleich zunWildtyp deutlich reduziert. Mit ddhb-Aktivator wurde im
iibrigen keine Reduktion festgestellt. Ob der beobachtete Effekt eine Funktion von Notch
der wildtypischen Situation widerspiegelt, oder ob es sich dabei eimraxperimentelles

Artefakt handelt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

3.7.12Die Missexpressiowon her4 mit Hilfdes hsp-Aktivators fithrt zu starken

somitischn Defekten

Bisher wurdemur sehr wenige Funktionsanalysen mit her4 unter der Verwendung des
GAL4-Systems durchgefiihrt. Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit de:
UAS-her4 Effektor (Insertion Mj,5der sich wie in Kapit8l6 beschriebemls stark
transaktivierbar herausgestellt hatte, zeigten bei Hitzegeschocks an unterschiedlichen Stac
starke phédnotypische Effekte. Diese waren offensichtlich aufisbiexpessiondes
Effektorgens zuriickzufiihrésiehe unten). Hitzeschocks gleichenStadien und unter
gleichen Bedingungen an Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators gegen UAS-he:

transgene Organismemit anderenlnsertionenNr2,13 und 61) zeigtenhingegenkeine
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erkennbaren phinotypischen Auswirkungen. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache,
dass sich diese Insertionen als gar nicht oder nur schwach transaktivierbar herausgestellt
hatten (Kapitel 3.6). Organismen mit der UAS-her4 Insertion Nr.56 werden im folgenden als
,,der her4-Effektor* bezeichnet.

Hitzeschocks an Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem her4-Effektor bei
50 % Epibolie fiihren zu sehr starken somitischen Defekten. Dies wird offensichtlich bei der
Betrachtung von 24 Stunden alten mutanten Embryonen, bei denen die im Wildtyp zu
beobachtenden klaren Grenzen zwischen den Somiten im anterioren Bereich des Rumpfes
weitgehend aufgehoben sind (Abb. 3.23A,B). Um zu iiberpriifen, ob sich diese
morphologischen Defekte auch auf molekularer Ebene widerspiegeln, wurden bei mit 50 %
Epibolie hitzegeschockte Embryonen bei ca. 10 Somiten fixiert und einer myoD in situ
unterzogen. myoD wird in diesem Stadium unter anderem in transversalen Streifen, die den
myotomalen Anteil der Somiten markieren, exprimiert (Weinberg et al., 1996). Wie in Abb.
3.23C,D gezeigt, 1468t sich bei ca. 1/4 der hitzegeschockten Embryonen (5 von 23) aus
Kreuzungen zweier fiir das jeweilige Transgen heterozygoter Eltern eine starke
Disorganisation des wildtypischen myoD-Musters erkennen. Wéhrend die am weitesten
anterior gelegenen myoD-Streifen normal aussehen, kommt es zu einer Auflésung des
Streifenmusters im posterioren Bereich. Die Expression beschriankt sich hier nicht nur auf
einen Streifen innerhalb der Somiten, sondern sie erstreckt sich iiber das gesamte paraxiale
Mesoderm. Um sicherzustellen, dass dieser Effekt nicht auf den Hitzeschock oder die Gal4-
Expression zurilickzufiihren ist, wurden Kontrollexperimente mit hitzegeschockten
Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit einem Wildtyp-Fisch durchgefiihrt. Bei
keinem der getesteten Embryonen (0 von 31) lie sich unter den gleichen Bedingungen ein
vergleichbarer Effekt nachweisen. Ein Nachweis fiir den kausalen Zusammenhang zwischen
der Missexpression von Aer4 und der Disorganisation der myoD-Streifen wurde bisher
allerdings nicht erbracht.

Interessanterweise entwickeln sich die bei 50 % Epibolie hitzegeschockten Embryonen mit
Ausnahme der somitischen Defekte und leichter Bewegungsabnormalititen im Laufe der Zeit
relativ normal. Mit 50 Stunden zeigen die Mutanten beispielsweise eine normale Korperform
(Abb. 3.23E,F), die Larven schliipfen von selbst aus dem Chorion und sie sind bis zum 5. Tag
nach der Befruchtung lebensfihig. Danach wurden keine Untersuchungen mehr

vorgenommen.
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Abb. 3.23: Bei Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem her4-Effektor fiihren Hitzeschocks
bei 50 % Epibolie zu starken somitischen Defekten. (A,B) Bei 24 Stunden alten mutanten Embryonen (B) sind,
im Gegensatz zu wildtypischen Embryonen (A), keine scharfen Grenzen zwischen den Somiten im
Rumpfbereich zu erkennen. Die Pfeilspitze in (A) deutet auf eine solche Grenze beim Wildtyp. (C,D) Die beim
Wildtyp deutlich voneinander getrennten transversalen myoD-Streifen im myotomalen Anteil der Somiten (C),
sind bei _ der Embryonen aus Kreuzungen zweier fiir das jeweilige Transgen heterozygoter Eltern im posterioren
Bereich fusioniert. (E,F) Abgesehen von den somitischen Defekten haben 50 Stunden alte mutante Embryonen
(F) groBe Ahnlichkeit mit wildtypischen Embryonen des gleichen Alters (E).

Hitzeschocks im 12 Somiten-Stadium und bei 24 Stunden fiihren ebenfalls zu phénotypischen
Effekten (nicht gezeigt). Dabei ist die allgemeine Normalentwicklung iiberraschenderweise
viel stirker betroffen als das bei den Hitzeschocks an fritheren Stadien der Fall ist. Sowohl bei
mit 12 Somiten, wie auch mit 24 Stunden hitzegeschockten Embryonen sind die Augen stark
unterentwickelt, der Korper wirkt entlang seiner anterior-posterioren Achse gestaucht, es
entwickelt sich ein Odem im Herzsack, die Mutanten sind kaum in der Lage sich
fortzubewegen und sie sterben mit ca. fiinf Tagen nach der Befruchtung. Zusammengefasst
gleichen die Effekte der zu spéteren Zeitpunkten hitzegeschockten Embryonen denen, die bei
der Expression von aktiviertem Notch erzeugt wurden, mehr als jene die auf Hitzeschocks bei

50 % Epibolie zuriickzufiihren sind.
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Eine weitergehende Analyse dieser Phénotypen wurde bisher nicht vorgenommen. Um
sicherzustellen, dass die beschriebenen Effekte tatséchlich auf die Missexpression von her4
zuriickzufiihren sind, wurden PCR-Analysen an mutanten und wildtypischen Embryonen aus
Kreuzungen zweier fiir das jeweilige Transgen heterozygoter Eltern vorgenommen. Dabei
wurden insgesamt 12 wildtypische Embryonen (je 4 bei 50 %, 12 Somiten und 24 Stunden
hitzegeschockte) und 8 mutante Embryonen (je 3 bei 50 % und 12 Somiten und 2 mit 24
Stunden hitzegeschockte) getestet. Bei allen getesteten Mutanten lieen sich sowohl das
Aktivator- und das Effektorkonstrukt nachweisen, wéhrend bei 11 der 12 getesteten
wildtypischen Embryonen das eine, das andere oder gar kein Konstrukt vorhanden war. Nur
in einem Fall (Hitzeschock bei 50 % Epibolie) waren bei einem als wildtypisch eingestuften
Nachkommen beide Konstrukte nachweisbar. Die beschriebenen Effekte sind also mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf die Missexpression von her4 zuriickzufiihren. Die Tatsache, dass ein
als wiltypisch eingestufter Embryo beide Konstrukte trug, kann auf eine fehlerhafte
Klassifizierung zuriickzufiihren sein (fiir die Unterscheidung von bei 50 % Epibolie
hitzegeschockten wiltypischen und mutanten Embryonen ist eine genaue Beobachtung unter
dem Stereomikroskop erforderlich), auf bei PCR-Analysen immer wieder auftretende

Kontaminationsprobleme oder auf eine nicht 100 %ige Penetranz des erzeugten Phinotyps.

3.7.13 Die Missexpression von sonic hedgehog mit Hilfe des hsp-Aktivators fiihrt zu

starken Defekten bei der Entwicklung der Augen und des Gehirns

Die im folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden durch Kreuzungen des hsp-Aktivators
mit transgenen Organismen mit den UAS-shh Insertionen Nr.7 und 36 erzielt. Soweit getestet,
ergaben sich keine Unterschiede fiir diese beiden Insertionen, so dass die entsprechenden
transgenen Organismen als shh-Effektoren zusammengefasst werden.

Die anfidnglichen Experimente an Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem
shh-Effektor wurden unter den gleichen Hitzeschock-Bedingungen durchgefiihrt wie bei den
Experimenten mit den NIC- und her4-Effektoren (30 min bei 40°C). Hitzeschocks an
unterschiedlichen Stadien (50 % Epibolie, 12 Somiten und 24 Stunden) fiihrten allerdings zu
keinen erkennbaren Effekten, obwohl sich das Effektorgen unter diesen Bedingungen
eindeutig transaktivieren lief3 (siche Kapitel 3.6). Aus diesem Grund wurde getestet, ob durch
Erh6hung der Hitzeschock-Temperatur und die dadurch vermutete Verstidrkung der

Expression des Effektorgens phénotypische Effekte erkennbar wiirden. Bei Embryonen die
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mit 50 % Epibolie fiir 30 Minuten bei 41°C hitzegeschockt wurden lie sich in der Tat ein
starker Effekt auf die Entwicklung der Augen und des Gehirns beobachten. Untersuchungen
von 24 Stunden alten Embryonen aus Kreuzungen zweier fiir das jeweilige Transgen
heterozygoter Eltern, die unter den beschriebenen Bedingungen hitzegeschockt wurden,
zeigten eine deutliche Reduzierung der Augenvesikel bei ca. 1/4 der Embryonen (Abb. 3.24A-
D). Diese Embryonen zeichneten sich aulerdem durch die Abwesenheit der im Wildtyp
charakteristischen Struktur des Isthmus aus (Abb. 3.24C,D). Dieser entsteht durch die dorsale
Auswolbung des posterioren Teils des Mittelhirns und des ersten Rhombomeres des
Hinterhirns und stellt somit die morphologische Ausprigung der Mittelhirn/Hinterhirn-Grenze
dar (Brand et al., 1996). Ein weiteres phénotypisches Merkmal dieser Embryonen besteht in
der fehlenden Ausbildung der Gehirnventrikel, welche Auswdlbungen des Lumens des
Neuralrohrs an spezifischen Stellen des Gehirns darstellen (Abb. 3.24A,B). Da diese Effekte
in sehr guter Ubereinstimmung mit den beobachteten Effekten der ersten mRNA-
Missexpressionsstudien von shh im Zebrafisch stehen (Ekker et al., 1995), wurde getestet, ob
die in diesen Studien beschriebene Anderung von distalen zu proximalen Zellschicksalen im
Augenvesikel auch fiir die Experimente mit dem hsp-Aktivator zutreffen. Ein geeigneter
Marker um dies zu iiberpriifen ist pax2, der im Wildtyp nur im proximalen, also dem
optischen Stiel zugewandten Anteil des Auges exprimiert wird. Entsprechend der Ergebnisse
von Ekker et al. konnte auch bei den Experimenten in dieser Arbeit eine Ausbreitung der
pax2-Expression iiber das gesamte Auge und somit eine Anderung von distalem zu
proximalem Schicksal festegestellt werden (Abb. 3.24E,F).

Aufgrund der extremen Hitzeschock-Bedingungen ist bei der Beurteilung dieser Ergebnisse
die Korrelation der Missexpression von sk mit den beobachteten Phanotypen von besonderer
Bedeutung. Deshalb wurden PCR-Analysen an mutanten und wildtypischen Embryonen aus
Kreuzungen zweier fiir das jeweilige Transgen heterozygoter Eltern vorgenommen. Von den
7 getesteten Embryonen, die unter den beschriebenen Hitzeschock-Bedingungen einen
mutanten Phénotyp zeigten, trugen alle sowohl das Aktivator- wie auch das Effektor-
Konstrukt, wihrend bei den 17 getesteten wildtypischen Embryonen entweder das eine, das
andere oder gar kein Konstrukt vorhanden war. Die beschriebenen Ergebnisse lieen sich
auBerdem bei mehreren unabhéngigen Versuchen bestétigen. Der beobachtete Phianotyp wird
also wahrscheinlich durch die Missexpression von shh hervorrgerufen.

Weitere Effekte konnten unter den gleichen Hitzeschock-Bedingungen nicht festgestellt
werden. Beispielsweise wurden Embryonen bei 50 % Epibolie, im Schwanzknospen-Stadium,

bei 2 oder bei 5 Somiten hitzegeschockt, bei 10 Somiten fixiert und einer islet! in situ
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unterzogen. In keinem der getesteten Fille konnte eine offensichtliche Abweichung von dem
wildtypischen islet/-Muster festgestellt werden. Allerdings lief sich unter den beschriebenen
Bedingungen eine ektopische Expression von patchedl (ptcl) nachweisen. Fiir ptcl, das fiir
einen Shh-Rezeptor kodiert, konnte gezeigt werden, dass dessen Expression positiv von Shh
reguliert wird (Concordet et al., 1996). Aus diesem Grunde ist ptc/ ein geeigneter Indikator
fiir die Anwesenheit von aktivem Shh. Bei mit 12 Somiten hitzegeschockten und mit 20
Somiten fixierten Embryonen aus Kreuzungen zweier fiir das Aktivator- bzw Effektor-
Konstrukt heterozygoter Eltern ist bei ca. 1/4 (5 von 22) eine ubiquitdre Expression von ptc-1
zu beobachten (Abb. 3.24G,H). Die iibrigen Embryonen zeigen das fiir den Wildtyp

charakteristische gewebespezifische Expressionsmuster.

Abb. 3.24: Auswirkungen der Missexpression von shh unter der Kontrolle des Asp70-Promotors. (A-D) Mit 50%
Epibolie hitzegeschockte mutante Nachkommen (B,D) aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem shh-Effektor
zeigen mit 24 Sunden im Vergleich zum Wildtyp (A,C) eine Reduktion der Augenvesikel (Pfeile). Den mutanten
Embryonen fehlen auBlerdem der Isthmus (Sterne) und die Gehirnventrikel (Pfeilspitzen). (E,F) Bei auf die
gleiche Weise wie in (B,D) hitzegeschockten mutanten Embryonen kann mit 24 Stunden eine Ausbreitung der
pax2-Expressionsdoméne iiber das ganze Auge beobachtet werden (Pfeil in (F)). Diese Doméne ist beim Wildtyp
auf den proximalen Teil des Auges beschrinkt (Pfeil in (E)). (G,H) _ der bei 12 Somiten hitzegeschockten
Embryonen aus Kreuzungen eines heterozygoten hsp-Aktivators mit einem heterozygoten shh-Effektor zeigen
bei 20 Somiten eine ubiquitdre Expression von ptc-1 (H). Die {ibrigen Embryonen zeigen das fiir den Wildtyp

charakteristische gewebespezifische Expressionsmuster (G).
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3.8 Toxische Eigenschaften von GalAd1 und Gal4

Eine Moglichkeit, um eine hohere Effizienz des GAL4-Systems zu erreichen, bestéinde in der
Verwendung eines stidrkeren Transaktivators. So kann durch den Austausch der
Transaktivierungsdoméne von Gal4 gegen die virale Transaktivierungsdomine Vpl6 die
transkriptionsaktivierende Eigenschaft des Proteins wesentlich gesteigert werden (Sadowski
et al., 1988). Eine Gefahr bei der Verwendung von Transaktivierungsdoménen besteht
allerdings darin, dass deren Expression auch die normalen Prozesse in einer Zelle storen
konnen, da sie endogene Transkriptionsfaktoren fiir ihre transaktivierenden Eigenschaften
verwenden. Fiir die Vpl6-Transaktivierungsdoméne ist beispielsweise ein starker Einflul auf
die allgemeine Transkriptionsmaschinerie einer Zelle beschrieben (Croston et al., 1991;
Croston et al.,1992; Gupta et al., 1996; Nishikawa et al., 1997).

Ein Transaktivator der im Rahmen dieser Arbeit getestet wurde ist das Fusionsprotein
GalAdl. Dieses besteht aus der DNA-bindenden Domine von Gal4 und einer
Transaktivierungsdoméne des Maus E2A-Proteins, welches ein Homolog des Drosophila
bHLH Proteins Daughterless darstellt (Argenton et al., 1996). Es wurde bereits in transienten
Versuchen am Zebrafisch getestet und als ein starker Transaktivator mit niedriger Toxizitét
beschrieben (Argenton et al., 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unabhingige
transgene Insertionen des hsp-GALADI1 Konstruktes hergestellt (Insertion Nr.2 und 14).
Beide verhielten sich in den getesten Féllen identisch. Embryonen aus Kreuzungen der hsp-
GALAD1 transgenen Fische gegen Wildtypen, die zu verschiedenen Zeiten
(Schwanzknospen-Stadium, 12 Somiten oder 24 Stunden) unter relativ milden Bedingungen
(30 min bei 38°C) hitzegeschockt wurden, zeigen sehr starke morphologische Defekte. Die
Embryonen machen mehrere Stunden nach dem Hitzeschock den Eindruck, als ob sie in
ithrem Entwicklungsstadium arretiert wiren. So verlingern sich die bei 12 Somiten
hitzegeschockten Embryonen z.B. kaum entlang ihrer anterior-posterioren Achse. Die
Schwanzknospe bleibt als runde Struktur ohne offensichtliche Differenzierung erhalten und es
werden keine zusitzlichen Somiten hinzugefiigt. Diese Beobachtungen lassen sich auch auf
molekularer Ebene nachweisen. In situ Hybridisierungen mit den Markern pax2, myoD und
shh an Embryonen die bei 14 Somiten hitzegeschockt und kurze Zeit spiter fixiert wurden
zeigen, dass die Expression dieser Gene fast vollstindig abgeschaltet wurde (Abb.
3.25B,D,F). Kontrollfirbungen an wildtypischen Embryonen, die unter den gleichen
Bedingungen hitzegeschockt wurden, zeigen keine Verdnderung des normalen

Expressionsmusters (Abb. 3.25A,C,E). Desweiteren lieBen sich bei Hitzeschocks an
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Embryonen aus Kreuzungen des NIC-Effektors gegen einen der beiden hsp-GALADI1
transgenen Fische keine Bedingungen finden, bei denen ein eindeutig auf die Expression von
aktiviertem Notch zurlickzufithrender Phanotyp auftritt, aber kein von dem Transaktivator
hervorgerufener Effekt. Die hsp-GALADI transgenen Fische sind also als Aktivatoren nicht
geeignet, da das Transaktivatorprotein selbst eine zu starke Toxizitét besitzt.

Um zu testen, ob Gal4 unter sehr starken Expressionsbedingungen auch einen toxischen
Effekt hat, wurden Embryonen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit einem wildtypischen
Fisch bei 12 Somiten fiir 45 Minuten bei 42°C hitzegeschockt. Wildtypische Embryonen
iiberleben diese extremen Hitzeschock-Bedingungen zum grofiten Teil unbeschadet.
Embryonen die das hsp-GAL4 Konstrukt tragen (10 von 10 PCR-positiven) zeigen hingegen
allgemeine morphologische Effekte in unterschiedlich starker Auspridgung. Bei sehr starker
Expression unter extremen Hitzeschock-Bedingungen hat Gal4 also scheinbar auch toxische
Eigenschaften, die die Normalentwicklung storen. Allerdings muf3 betont werden, dass das
Expressionsniveau, das durch den Asp70-Promotor erreicht wird schon unter milderen
Hitzeschock-Bedingungen extrem hoch ist (siche Kapitel 3.4) und das die Temperaturen und
Zeiten bei den Hitzeschocks fiir die Funktionsanalysen deutlich unter den Werten lagen, bei

denen die hier beschriebenen Effekte auftraten.

VM O e

Abb. 3.25: Abschaltung der Expression verschiedener Marker in Embryonen, die den GalAd1-Transaktivator
exprimieren. (A-F) In situ Hybridisierungen mit den Markern myoD (A,B), pax2 (C,D) und shh (E,F) an
Embryonen aus Kreuzungen eines heterozygoten hsp-GALAD1 Aktivators (Insertion Nr.2) mit einem Wildtyp,
die bei 14 Somiten hitzegeschockt und kurze Zeit spéter fixiert wurden. Gleichzeitig wurde eine galadl in situ
Hybridisierung (rot) durchgefiihrt. Nur in denjenigen Embryonen, in denen galadl exprimiert wird (B,D,F),
kommt es zu einer Abschaltung der Genexpression, wihrend die {ibrigen Embryonen (A,C,E) die wildtypischen

Expressionsmuster aufweisen.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche zur Etablierung des GAL4-Systems im Zebrafisch
durchgefiihrt. Anhand der vorliegenden Daten kann eine Abschétzung iiber die Mdglichkeiten
und Grenzen dieser Methode beim derzeitigen Stand der Technik vorgenommen werden.
Ferner wurden mit Hilfe der in dieser Arbeit hergestellten transgenen Linien Untersuchungen
der Funktion des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei verschiedenen Entwicklungs-
prozessen durchgefiihrt. Dabei wurden besonders Zellschicksalsentscheidungen im Neural-
rohr und in der Retina genauer analysiert, um den Erkenntnisstand auf diesem Gebiet zu
iiberpriifen und zu erweitern. Verschiedene Funktionen dieses Transduktionsweges bei
anderen Entwicklungsprozessen wurden festgestellt, aber aus zeitlichen Griinden bisher nicht
weiter analysiert. Die hergestellten Linien stellen somit auch ein Ausgangsmaterial fiir weiter-

gehende Analysen dar.

4.1 Beim Zebrafisch konnen stabile transgene Insertionen mit

reproduzierbarer Expression hergestellt werden

Eine wesentliche Voraussetzung fiir gezielte Funktionsanalysen mit Hilfe des GAL4-Systems
besteht in der Herstellbarkeit transgener Insertionen mit voraussagbarer und reproduzierbarer
Expression. Zu Beginn dieser Arbeit waren die Erfahrungen auf diesem Gebiet sehr
unterschiedlich. Wéhrend durch viele Studien gezeigt war, dass stabile transgene Insertionen
beim Zebrafisch relativ einfach hergestellt werden kénnen (Stuart et al., 1988; Stuart et al.,
1990; Culp et al., 1991; Bayer und Campos-Ortega, 1992; Lin et al., 1994, Patil et al., 1994;
Caldovic und Hackett, 1995), zeigten die Insertionen in den meisten Fillen keine oder nicht
die erwartete Expression (Stuart et al., 1988; Stuart et al., 1990; Culp et al., 1991; Lin et al.,
1994; Patil et al., 1994). Bei Versuchen von Caldovic und Hackett konnte unter Verwendung
von Insulator-Elementen eine nahezu positions-unabhéngige reproduzierbare Expression
erreicht werden (Caldovic und Hackett, 1995). Die in diesen Studien verwendeten
MAR(,,matrix attachement region*)-Sequenzen stammen vom Hiithnchen-Lysozym Lokus und
sollen das Transgen vor Einfliissen durch das es umgebende Chromatin schiitzen. Bei der
Verwendung der drei heterologen Promotoren cmvtk, svtk und Carp f-actin wurde auch in
dieser Arbeit von den MAR-Sequenzen Gebrauch gemacht. Zumindest fiir diejenigen

Konstrukte, in denen gal4 unter Kontrolle des cmvtk- bzw. Carp f-actin-Promotors steht,

109



konnten unabhéngige Insertionen mit sehr dhnlicher Expression hergestellt werden (4 von 4
Insertionen im Falle des cmvtk—Promotors und 5 von 5 im Falle des Carp f3-actin-Promotors).
Inwieweit diese reproduzierbare Expression auf die Insulator-Elemente zuriickzufiihren ist,
kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden, da keine Versuche mit den
gleichen Konstrukten ohne diese Sequenzen vorgenommen wurden. Warum die Insertionen
mit den beiden viralen Promotoren und dem Promotor aus Karpfen in einer stark gewebe-
spezifischen Weise exprimiert werden, kann ebenfalls nicht beurteilt werden.

Auch wenn die vorliegenden Ergebnisse aus dem besagten Grund keine Aussagen iiber den
Nutzen der MAR-Sequenzen erlauben, zeigen die Insertionen, bei denen gal4 unter der
Kontrolle des Xefla-, deltaD- und hsp70-Promotors steht, dass auch ohne Verwendung der
Insulatoren eine voraussagbare und reproduzierbare Expression errreicht werden kann. Alle
sechs getesteten Insertionen mit dem Xef7 a-Promotor exprimieren gal4 in einem sehr
dhnlichen Muster. Das gleiche gilt fiir die vier getesteten Insertionen mit dem Asp70-Promotor
und fiir 4 der 5 getesteten Insertionen mit dem deltaD-Promotor. Nur bei der Insertion Nr.78
mit dem deltaD-Promotor wird gal4 in einem deutlich anderen und von der endogenen
deltaD-Expression abweichenden Muster exprimiert. In diesem Fall machen sich also
scheinbar Positionseffekte bemerkbar oder das Transgen hat vor oder wahrend seiner
Integration in das Genom eine Modifikation erfahren.

Die beschriebenen Ergebnisse stimmen mit neueren Resultaten anderer Gruppen iiberein, die
ebenfalls in der Lage waren, transgene Insertionen mit reproduzierbarer Expression zu
erzeugen (Long et al., 1997; Higashijima et al., 1997; Halloran et al., 2000). Die
Gemeinsamkeit dieser Studien besteht in der Tatsache, dass Zebrafisch-Promotoren fiir die
Expression des Zielgens verwendet wurden. Der Hauptgrund fiir die Probleme mit der
Expression von transgenen Insertionen in fritheren Arbeiten diirfte somit bei den in diesen
Studien benutzten heterologen (hauptsichlich viralen) Promotoren liegen. Dies stimmt auch
mit der Tatsache iiberein, dass in dieser Arbeit transgene Insertionen mit heterologen
Promotoren im Durchschnitt deutlich schwécher exprimiert werden als jene bei denen

endogene Promotoren verwendet wurden (Kapitel 3.4).
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4.2 Beim Zebrafisch konnen stabile transgene Insertionen mit

transaktivierbaren Effektorgenen hergestellt werden

Neben der Voraussetzung, dass stabile transgene Insertionen mit reproduzierbarer Expression
hergestellt werden konnen, ist die Moglichkeit zur Erzeugung transgener Linien mit von Gal4
transaktivierbaren Effektorgenen unter Kontrolle von UAS-Sequenzen von entscheidender
Bedeutung. Aufgrund der von einigen Arbeitsgruppen vermuteten Abschaltung von Gen-
expression bei transgenen Insertionen im Zebrafisch durch Modifikationen (z.B
Methylierung) der transgenen DNA (Culp et al., 1991; Patil et al., 1994; Caldovic und
Hackett, 1995; Martin und McGowan, 1995), wiére auch ein entsprechender negativer Einflufl
auf die Expression eines UAS-kontrollierten Effektorgens denkbar. Dies gilt um so mehr, als
es sich sowohl bei den aus Hefe stammenden UAS-Sequenzen, wie auch bei dem in dieser
Arbeit verwendeten Minimalpromotor aus Adenovirus um heterologe Sequenzen handelt. Wie
in Kapitel 4.1 beschrieben, ist eine Voraussage iiber die Expression eines Zielgens unter der
Kontrolle eines heterologen Promotors oft nicht méglich. Dennoch konnte im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden, dass beim Zebrafisch transgene Insertionen hergestellt werden konnen,
bei denen ein Effektorgen unter Kontrolle von UAS-Sequenzen durch Gal4 transaktivierbar
ist. Insbesondere entsprach die Expression der Effektorgene in fast allen getesteten Féllen
weitgehend der gal4-Expression der Aktivatoren. Von den insgesamt 24 getesteten Linien, bei
denen verschiedene Effektorgene unter Kontrolle von UAS-Sequenzen stehen, konnen 15
(63%) als eindeutig transaktivierbar eingestuft werden (Kapitel 3.6 und Tabelle 5.3 im
Anhang). Die Tatsache, dass bei 9 der getesteten potentiellen Effektoren keine Trans-
aktivierung nachgewiesen werden konnte, wie auch die relativ schwache Expression der
Effektorgene in manchen Kreuzungen von Aktivatoren und Effektoren, mag aber auf
Modifikationen der transgenen Insertionen zuriickzufiihren sein. In jedem Fall ist die
Effektivitdt der Transaktivierbarkeit bei unabhéngigen Insertionen mit einem Konstrukt sehr
unterschiedlich. Scheinbar haben Positionseffekte und die Struktur der transgenen DNA am
Insertionsort einen groBen Einflufl auf die Expressionseigenschaften des Transgens.

Wie auch im Fall der Aktivatoren, so kann bei den Effektoren keine Aussage iiber den Nutzen
der bei manchen Konstrukten verwendeten MAR-Sequenzen gemacht werden. Da trans-
aktivierbare Effektoren sowohl mit als auch ohne Insulator-Elementen hergestellt werden
konnten, kann lediglich gesagt werden, dass diese Sequenzen nicht zwingend erforderlich

sind.
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4.3 Das GAL4-System ermoglicht die funktionelle Analyse von Genen

durch gezielte Missexpression im Zebrafisch

Der Grund fiir die Bedeutung des GAL4-Systems besteht in der Moglichkeit, in Abhingigkeit
von den verfligbaren Promotoren eine gezielte rdumliche und zeitliche Missexpression eines
Effektorgens durchfiihren zu konnen und somit eine funktionelle Analyse des Gens
vorzunechmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Effektorgene
(notchla:intra, her4 und sonic hedgehog) fiir die Funktionsanalyse verwendet. Fiir alle drei
konnten transgene Organismen hergestellt werden, deren Nachkommen nach Kreuzung mit
bestimmten Aktivatorfischen auf die Missexpression des Effektorgens zuriickzufiihrende
Abnormalititen aufwiesen (Kapitel 3.7). Diese Effekte lassen sich mit den vermuteteten
Funktionen der verwendeten Gene zum groBen Teil in Ubereinstimmung bringen. Als
Aktivatoren fiir die Versuche zur Funktionsanalyse wurden transgene Organismen verwendet,
in denen gal4 unter Kontrolle der Zebrafisch-Promotoren deltaD oder hsp70 steht. Fiir beide
Promotoren lieBen sich also Insertionen finden, die bei Kreuzungen der Aktivatoren gegen
bestimmte Effektoren funktionelle Studien an den Nachkommen erlaubten. Diese Ergebnisse
zeigen, dass das GAL4-System fiir Funktionsanalysen von Genen im Zebrafisch geeignet ist

(siche aber auch Kapitel 4.4).

4.4 Moglichkeiten und Grenzen des GAL4-Systems zur Funktionsanalyse

von Genen im Zebrafisch

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse erlauben aufgrund der relativ groB3en Zahl
der verwendeten Konstrukte und der Vielzahl transgener Insertionen eine Abschitzung der
Moglichkeiten und Grenzen des GAL4-Systems zur Funktionsanalyse von Genen im
Zebrafisch.

Die Daten zeigen, dass durch Mikroinjektion erzeugte transgene Insertionen mit einer Rate
von 3 — 29 % (Durchschnitt: 9 %) der getesteten potentiellen Griinderfische auftreten (Kapitel
3.1). Dies bedeutet, dass bei einer Zahl von 100 potentiellen Griinderfischen mit mindestens 5
unabhiinigen Insertionen zu rechnen ist. Bei einer Uberlebensrate von ca. 30 - 50 % der
injizierten Embryonen reicht eine Zahl von 200 -300 Injektionen pro Konstrukt aus, um zu 5
unabhingigen Insertionen zu kommen. Eine solche Zahl von Injektionen kann von einem

geiibten Experimentator mit ca. 4 Injektionsserien erreicht werden, was einem
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Arbeitsaufwand von wenigen Stunden entspricht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
unter 5 unabhéngigen Insertionen in der Regel Aktivatoren gefunden werden, die zur
Transaktivierung in der Lage sind, beziehungsweise Effektoren, die transaktivierbar sind
(Kapitel 3.5; Kapitel 3.6; Tabelle 5.3 im Anhang).

Weitaus groBer ist der Arbeitsaufwand der Selektion der transgenen Organsimen unter den
potentiellen Griinderfischen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die transgenen Insertionen
ausschlieBlich durch PCR-Analysen gesichtet. Dies ist relativ aufwendig, da die DNA aus
einer Vielzahl von Embryonen extrahiert werden mufl und PCR-Reaktionen angesetzt und
ausgewertet werden miissen. Insbesondere die Sichtung adulter F;-Fische durch PCR-
Analysen auf genomischer DNA aus Schwanzflossen ist oft sehr zeitaufwendig, da eine Reihe
von Schwanzflossenamputationen und einzelne PCR-Reaktionen notwendig sind. Dies gilt
umso mehr, als aufgrund des Keimbahnmosaizismus nur bis zu 1 % der Nachkommen eines
PCR-positiven Griinderfisches das Transgen trigt (Kapitel 3.2; Tabelle 5.1 im Anhang). Bei
Drosophila wird die Selektion transgener Insertionen oft durch die Verwendung eines
Markergens, wie z.B. des white Gens, in den Konstrukten zur Herstellung der transgenen
Organsimen erleichtert (siche z.B. Brand und Perrimon, 1993). Die Konstrukte werden in Eier
von white” Fliegen injiziert und transgene Insertionen lassen sich durch die rote Farbe der
Augen einer transgenen Fliege erkennen. In Analogie dazu konnte die Verwendung eines
dominanten Markers die Sichtung transgener Insertionen im Zebrafisch erleichtern. Ein
solcher Marker wire das ,,Green Fluorescent Protein, Gfp. Es bietet sich deswegen an, da es
die Selektion transgener Insertionen an lebenden Organismen erlaubt. Eine Mdoglichkeit fiir
die Nutzung dieses Markers wire die Verwendung von Aktivator- oder Effektorkonstrukten,
die zusétzlich das gfp-Gen unter Kontrolle eines im Zebrafisch exprimierten Promotors
tragen. Transgene Insertionen konnten somit durch einfache Fluoreszenzbeobachtung
gesichtet werden. Wenn man davon ausgeht, dass die Expression von gfp und dem zusétzlich
im Konstrukt vorhandenen Gen im gleichen MaBle von der genomischen Umgebung
beeinfluflt wird, so bestéinde ein weiterer Vorteil in der Tatsache, das die Expressionsstérke
von gfp auch einen Aufschluf} iiber die Expressionseigenschaften des gekoppelten Gens geben
kann. Insertionen mit starker und schwacher Expression kdnnten somit vorab selektioniert
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit (Kapitel 3.3; Kapitel 4.1; Tabelle 5.2 im Anhang), wie auch
Studien anderer Gruppen (Long et al., 1997; Higashijima et al., 1997; Halloran et al., 2000),
zeigen, dass beim Zebrafisch stabile transgene Insertionen mit voraussagbarer und

reproduzierbarer Expression erzeugt werden kdnnen. Damit ist eine wesentliche Vor-
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aussetzung fiir die Funktionalitidt des GAL4-Systems erfiillt. Es wurde weiterhin festgestellt,
dass transgene Insertionen mit Zebrafisch-Promotoren im Durchschnitt deutlich stérker
exprimiert werden als solche, bei denen heterologe Promotoren verwendet wurden (Kapitel
3.4). Zur Zeit werden in vielen Gruppen Analysen von Zebrafisch-Promotoren durchgefiihrt.
Es ist also damit zu rechnen, dass in ndherer Zukunft eine ganze Reihe von Zebrafisch-
Promotoren verfiigbar sein wird, die die Mdglichkeiten des GAL4-Systems deutlich
verbessern werden. In diesem Zusammenhang ist auch zu erwihnen, dass verschiedene
Arbeitsgruppen sogenannte ,,enhancer trap“-Versuche beim Zebrafisch im groBen Mafstab
durchfiihren (W. Driever, personliche Mitteilung; E. Raz, personliche Mitteilung; T. Becker,
personliche Mitteilung). Ein Ziel dieser Experimente, die mit Hilfe von retroviralen
Insertionen und Transposons durchgefiihrt werden, ist unter anderem die Erzeugung
transgener Linien bei denen gal4 zufallsgemil unter Kontrolle von endogenen Promotoren
gerit. Eine Linie, die Gal4 spezifisch in bestimmten Zellen der Nase exprimiert, wurde auf
diese Weise bereits hergestellt (W. Driever, personliche Mitteilung). Falls bei diesen
Versuchen eine ausreichende Effizienz erreicht wird, werden auch sie die Moglichkeiten des
GALA4-Systems erweitern.

Ein weiterer Vorteil des GAL4-Systems besteht in der Tatsache, dass aufgrund der modularen
Natur dieser Technik, zahlreiche unterschiedliche Prozesse analysiert werden konnen, sobald
eine gewisse Anzahl verschiedener Aktivatoren und Effektoren verfiigbar ist. Eine
Voraussetzung dafiir ist, dass viele Gruppen mit dieser Methode arbeiten. In letzter Zeit haben
in der Tat eine ganze Reihe unterschiedlicher Labore damit begonnen. Zum Teil wurde auch
schon von positiven Resultaten berichtet (W. Driever, personliche Mitteilung; S. Roy,
personliche Mitteilung). Es wird also in Zukunft in manchen Fillen mdglich sein,
verschiedene Aktivatoren und Effektoren zu kreuzen, ohne den langwierigen Prozef3 der
Herstellung neuer transgener Insertionen beschreiten zu miissen.

Trotz all dieser Vorteile und Moglichkeiten gibt es aber auch Grenzen des GAL4-Systems
beim momentanen Stand der Technik. Das grof3te Hindernis besteht dabei im Expressions-
niveau. Bei unabhidngigen Insertionen mit einem Aktivatorkonstrukt gibt es sehr starke
Schwankungen im Expresionsniveau (Kapitel 3.4; Tabelle 5.2 im Anhang). Eine dhnliche
Beobachtung wurde auch fiir die Transaktivierbarkeit unabhéngiger Insertionen mit einem
Effektorkonstrukt gemacht (Kapitel 3.6). Diese Schwankungen haben zwar den Vorteil, dass
man bei der Funktionsanalyse mit unterschiedlichen Expressionsniveaus arbeiten kann, was in
manchen Fillen durchaus erwiinscht ist. Es besteht aber auch die Gefahr, dass das

Expressionsniveau fiir derartige Analysen oft zu schwach sein kann. So fiihren beispielsweise
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die Kreuzungen der Aktivatoren mit dem Xef7 a-Promotor gegen den NIC-Effektor zu keinen
erkennbaren Effekten, obwohl man das aufgrund des gal4-Expressionsmusters und der
vermuteten Funktionen von aktiviertem Notch erwarten wiirde. Offensichtlich ist bei diesen
Aktivatoren das Gal4-Expressionsniveau zu schwach, so dass in Nachkommen aus
Kreuzungen dieser Aktivatoren mit dem NIC-Effektor kein ausreichendes Expressionsniveau
an aktiviertem Notch erreicht wird. Ahnliche Beobachtungen werden auch bei anderen
Kreuzungen gemacht. So fiihren beispielsweise nur Kreuzungen des deltaD-Aktivators mit
der Insertion Nr.58 gegen den NIC-Effektor mit der Insertion Nr.5 zu starken phénotypischen
Effekten. Kreuzungen desselben Aktivators gegen Effektoren mit anderen Insertionen des
gleichen Konstruktes zeigen hingegen deutlich abgeschwéchte Phinotypen (Kapitel 3.7.2). So
lassen sich z.B. bei Nachkommen aus Kreuzungen gegen den NIC-Effektor mit der Insertion
Nr.19 keine Auswirkungen auf die islet/-positiven Zellen beobachten (nicht gezeigt). Ein
weiterer Hinweis darauf, dass das Expressionsniveau ein limitierender Faktor bei
funktionellen Studien mit Hilfe des GAL4-Systems sein kann, wird aus der Tatsache
ersichtlich, dass bei Nachkommen aus Kreuzungen des hsp-Aktivators (Insertion Nr.13) mit
dem shh-Effektor (Insertion Nr. 7 oder 36) phinotypische Effekte nur dann erzielt werden,
wenn die Embryonen bei relativ hoher Temperatur hitzegeschockt werden (Kapitel 3.7.13).
Zwar liegen in diesem Fall die Hitzeschock-Bedingungen noch deutlich unter den kritischen
Werten, bei denen der Hitzeschock selbst oder Gal4 die Entwicklung erkennbar stéren
(Kapitel 3.8). Es ist aber durchaus denkbar, dass in anderen Féllen das erforderliche
Expressionsniveau unter geeigneten Bedingungen nicht mehr erreicht wird.

Somit ist festzuhalten, dass das GAL4-System fiir die Funktionsanalyse von Genen im
Zebrafisch eingesetzt werden kann, wenn bestimmte Vorausetzungen erfiillt sind. Zum einen
mul} ein Promotor verfiigbar sein, der eine relativ starke Expression von Gal4 in transgenen
Organismen erlaubt. Dabei scheinen Zebrafisch-Promotoren im allgemeinen besser geeignet
zu sein als heterologe Promotoren. Desweiteren sollte es sich um ein Effektorprotein handeln,
das auch schon bei verhdltnisméBig schwacher Expression funktionelle Studien erlaubt, wie
das offensichtlich fiir aktiviertes Notch der Fall ist. Versuche mit dominant-negativen
Molekiilen, deren Wirken iiber eine konzentrations-abhingige Interferenz mit endogenen
Proteinen funktioniert, konnten beim derzeitigen Stand der Technik zu Problemen fiihren.
Und schlieBlich ist es auf jeden Fall sinnvoll, mehrere unabhéngige Insertionen mit einem
Konstrukt herzustellen, da es erhebliche Unterschiede im Expressionsniveau bei

verschiedenen Insertionen mit einem Konstrukt gibt.
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4.5 Verbesserungsvorschlige fiir das GAL4-System im Zebrafisch

Wie aus Kapitel 4.4 hervorgeht, sollte ein Ziel zukiinftiger Arbeiten mit dem GAL4-System
eine Verbesserung der Technik sein, um diese Methode effizienter und zuverldssiger zu
machen. Dabei gibt es verschiedene Mdglichkeiten.

Beispielsweise ist die Verwendung stirkerer Transaktivierungsdoménen moglich. Dabei kann
man sich die Tatsache, dass die DNA-Bindung und Transaktivierung durch Gal4 durch zwei
separate Proteindoménen erfolgt, zu Nutze machen (Gill und Ptashne, 1987). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde versucht, Aktivatoren mit einem stirkeren Transaktivator herzustellen. In
diesem Fall wurde die Transaktivierungsdoméne von Gal4 durch eine des E2A-Proteins aus
Maus ersetzt, einem Homolog des Drosophila bHLH Proteins Daughterless (Argenton et al.,
1996). Es wurde aber festgestellt, dass das daraus entstehende Protein selbst eine sehr hohe
Toxizitdt besitzt und aus diesem Grund nicht als Aktivator geeignet ist (Kapitel 3.8). Andere
Transaktivatoren, wie VP16, wurden bisher nicht getestet.

Eine weiterer Ansatz zur Verbesserung des GAL4-Systems besteht in der Modifikation der
Effektorkonstrukte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur zwei unterschiedliche UAS-
Konstukte getestet (nicht gezeigt). Bei dem einen handelt es sich um ein urspriinglich bei der
Etablierung des GAL4-Systems in Drosophila verwendetes Konstrukt (Brand und Perrimon,
1993), das ein Fragment des Asp70-Promotors aus Drosophila als Minimalpromotor enthilt.
Bei dem anderen handelt es sich um das in dieser Arbeit hergestellte Konstrukt, dessen
Minimalpromotor aus einem zusammengesetzten Element des e/bh-Promotors von Adenovirus
und des Transkriptionsstartes des Carp f3-actin-Promotors besteht. Letzteres wurde in anfang-
lichen transienten Versuchen als geeigneter fiir den Zebrafisch befunden (nicht gezeigt) und
deswegen verwendet. Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich noch besser geeignete Effektor-
konstrukte herstellen lassen.

Eine weitere Moglichkeit der Verbesserung wiirde in der EinfluBnahme auf den Zustand der
transgenen DNA am Integrationsort bestehen. Zur Zeit gibt es beim Zebrafisch, anders als bei
der Maus, keine Moglichkeit, um Insertionen an vorherbestimmten Stellen des Genoms zu
erzeugen. Daflir kann aber EinfluB auf die Kopienzahl genommen werden. Arbeiten in Maus
haben gezeigt, dass konkatemere Mehrfachinsertionen schwicher exprimiert werden als
Einfachinsertionen (Garrick et al.,, 1998). Es wird vermutet, dass dafiir eine
Heterochromatisierung von sich wiederholenden Sequenzen im Genom verantwortlich ist
(Garrick et al., 1998; Henikoff, 1998). Durch Mikroinjektion erzeugte transgene Insertionen

sind beim Zebrafisch scheinbar ebenfalls meistens konkatemere Mehrfachinsertionen (Stuart
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et al., 1990; Caldovic und Hackett, 1995). Falls im Zebrafisch dhnliche Mechanismen wie bei
Maus wirken, wiirde man erwarten, dass Einfachinsertionen stirker exprimiert werden als
konkatemere Mehrfachinsertionen. Durch retrovirale oder Transposon-vermittelte Insertionen
erzeugte Transgene sind in aller Regel Einfachinsertionen (Lin et al., 1994; Raz und Driever,
1997). Es wird also interessant sein zu sehen, inwieweit die bereits begonnene Koppelung der
verschiedenen Techniken mit dem GAL4-System zu einer Verbesserung des letzteren fiihren.
Eine weitere Moglichkeit zur Begrenzung der Kopienzahl besteht in einer Cre/loxP-
vermittelten Rekombination multimerer Insertionen. Dabei macht man sich die Eigenschaften
der aus dem Bakteriophagen P1 stammenden Cre-Rekombinase zu eigen, die zwischen zwei
loxP-Sequenzen gelegenen DNA-Elemente heraus zu rekombinieren (zur Ubersicht: Pliick,
1996). Deswegen wurden Konstrukte hergestellt, die eine /oxP-Sequenz an einem Ende
enthalten (nicht gezeigt). Mit diesen Konstrukten wurden transgene Organsimen hergestellt,
die nun fiir weitere Analysen zu Verfiigung stehen. Falls diese Insertionen konkatemere
Mehrfachinsertionen darstellen, sollte durch die Expression der Cre-Rekombinase (z.B. durch
mRNA-Injektion) eine Rekombination erfolgen, durch die die Insertion auf einige wenige
Kopien (im Idealfall eine einzige Kopie) des Transgens reduziert wird. Ob diese Experimente
einen positiven Einflufl auf die Expression des Transgens haben werden, wird Gegenstand
weiterer Analysen sein.

SchlieBlich besteht auch die Moglichkeit, sich die transaktivierende Eigenschaft von Gal4 fiir
eine stirkere Expression des selben zu Nutze zu machen. Aus diesem Grund wurde ein
Konstrukt hergestellt, bei dem die kodierende Sequenz von Gal4 unter der Kontrolle von
UAS-Sequenzen steht (nicht gezeigt). Dieses Konstrukt wurde bereits in Zebrafisch-Eier
injiziert und die adulten Fische stehen zur Sichtung zur Verfiigung. Bei Kreuzungen eines
Aktivators mit einem fiir dieses Konstrukt transgenen Fisches konnte es zu einer
Amplifikation der Gal4-Expression in der Nachkommenschaft kommen. Kreuzt man
zusitzlich eine Insertion mit einem Effektorgen unter Kontrolle von UAS-Sequenzen ein, so
wiirde auch dessen Expression verstirkt. Ob eine solche ,,Verstérkerlinie* tatséchlich zu einer
Verbesserung des GAL4-Systems beitragen kann, werden weiterfiihrende Analysen zeigen.
Bei allen Versuchen zur stirkeren Expression von Gal4 ist eine natiirliche Grenze in jedem
Fall dadurch gegeben, dass dieses Protein ab einem gewissen Expressionsniveau selbst

toxische Effekte hat (Kapitel 3.8). Dieses Expressionsniveau ist aber offensichtlich sehr hoch.
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4.6 Aktiviertes Notch unterdriickt die Ausprigung von neuronalem

Zellschicksal bei neuralen Vorliduferzellen des Neuralrohrs und der Retina

Die schon von anderen Gruppen beschriebene Unterdriickung der Expression neuronaler
Marker in Zellen des Neuralrohrs und der Retina durch aktiviertes Notch (Coffman et al.,
1990; Henrique et al., 1995; Chitnis et al., 1995; Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996;
Henrique et al., 1997; Appel et al., 1998; Takke et al., 1999; Furukawa et al., 2000; Morrison
et al., 2000; Gaiano et al., 2000) konnte auch unter Verwendung des GAL4-Systems im
Zebrafisch bestitigt werden. Dabei wurde eine relativ umfassende Analyse mit einer Vielzahl
unterschiedlicher neuronaler Marker an verschiedenen Entwicklungsstadien durchgefiihrt. Die
Analysen fritherer Arbeiten, die sich zumindest im Neuralrohr auf einzelne Zelltypen junger
Stadien beschrinkt haben, wurden durch die vorliegenden Studien somit wesentlich erweitert.
Dies wurde durch die besonderen Vorteile des GAL4-Systems moglich. So sind Funktions-
analysen an spiteren Stadien durch mRNA-Injektion von aktiviertem Notch kaum durch-
fiihrbar, da die verursachte ubiquitdre Expression des Proteins bereits in frithen Stadien zu
starken morphologischen Abnormalititen fiihrt (Coffman et al., 1993; Kapitel 3.7.2 dieser
Arbeit). Beispielsweise unterdriickt die frithe Expression von aktiviertem Notch die
Ausbildung der Augen, so dass Zellschicksalsentscheidungen in diesem Organ nicht
untersucht werden konnen. Auch die Untersuchungen der Funktion von aktiviertem Notch bei
Zellschicksalsentscheidungen im Neuralrohr durch mRNA-Injektion sind mit einem Problem
behaftet. Dies besteht darin, dass aktiviertes Notch einen starken Effekt auf die Ausbildung
des Notochords hat (Coffman et al., 1993; Appel et al., 1998; Kapitel 3.7.11 dieser Arbeit).
Dem Notochord seinerseits wird aber eine bedeutende Funktion bei der Polarisierung des
Neuralrohrs und somit bei der Entstehung von Zelldiversitdt in diesem Organ beigemessen.
Aus diesem Grund ist die Unterscheidung von Defekten, die auf den direkten Einflufl von
aktiviertem Notch bei einer Zellschicksalentscheidung zuriickzufiihren sind und solchen, die
indirekt durch Notochord-Defekte hervorgerufen werden, mitunter nicht moglich. Derartige
Probleme konnten bei der vorliegenden Arbeit durch die Verwendung zweier
unterschiedlicher Aktivatoren umgangen werden.

Der deltaD-Aktivator erlaubt eine gezielte Missexpression eines Effektorgens in einzelnen
Zellen des Neuralrohrs und der Retina. Die gal4-Expression des verwendeten Aktivators
gleicht zumindest bei grober Betrachtung der Expression des endogenen deltaD sehr stark.
Fiir deltaD wie auch einige andere delta-Homologe wurde beschrieben, dass es im Laufe der

Entwicklung verstérkt in solchen Zellen der Neuralplatte und des Neuralrohrs exprimiert
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wird, die im Zuge der lateralen Inhibition als neuronale Vorlduferzellen ausselektioniert
werden (Dornseifer et al.,1997; Haddon et al., 1998; Appel et al., 1998). Vergleichbare
Expressionseigenschaften verschiedener delta-Homologe wurden auch bei anderen
Organismen fiir die Retina festgestellt (Ahmad et al., 1997; Dorsky et al., 1997; Henrique et
al., 1997). Nach der vorherrschenden Meinung bewirkt die verstirkte Expression von Delta in
den neuronalen Zellen eine verstirkte Aktivierung von dessen Rezeptor Notch in den
umliegenden Zellen, was letztere zur Auspragung eines von den Delta-exprimierenden Zellen
abweichenden Schicksals fiihrt (sieche zum Beispiel: Heitzler und Simpson, 1991). Im Falle
der Kreuzungen des dID-Aktivators mit dem NIC-Effektor bedeutet dies, dass Zellen, die
normalerweise deltaD exprimieren, gleichzeitig zur Expression von aktiviertem Notch ver-
anlasst werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen auf das Zellschicksal
verschiedener von dieser Expression betroffener Zellen untersucht. Da die Expression durch
den verwendeten Aktivator auf einzelne Zellen beschrinkt bleibt, zeigen die davon
betroffenen Embryonen keine starken morphologischen Defekte und iiberleben relativ lange
(Kapitel 3.7.2). Dies erlaubt die Untersuchung von Auswirkungen der Expression an relativ
spaten Stadien.

Der hsp-Aktivator wurde fiir eine ubiquitire Expression des Effektorgens verwendet. Der
Vorteil gegeniiber mRNA-Injektionen besteht in der Induzierbarkeit der Expression. Somit
kann zum Beispiel die Expression von aktiviertem Notch in der Retina erst angeschaltet
werden, nachdem sich das Auge gebildet hat. Dadurch werden Untersuchungen von Zell-
schicksalsentscheidungen in diesem Organ trotz ubiquitérer Expression erst moglich.

Die Versuche der Expression von aktiviertem Notch mit beiden Aktivatoren fiihrt zu einer
verminderten Ausprigung von neuronalem Zellschicksal mit allen untersuchten Markern und
bei allen getesteten Stadien im Neuralrohr und in der Retina (Kapitel 3.7.4 und 3.7.7). Dabei
wurden eine Reihe verschiedener Marker verwendet, mit der sich eine Vielzahl unter-
schiedlicher Zelltypen detektieren lassen.

Die Untersuchungen fiir das Neuralrohr wurden hauptsidchlich mit dem dID-Aktivator
durchgefiihrt. Dabei konnte mit verschiedenen Markern und an unterschiedlichen Stadien eine
Reduktion aller getesteter Klassen neuronaler Zelltypen festgestellt werden (Kapitel 3.7.4).
Sowohl Motorneurone, Interneurone wie auch sensorische Neurone sind in ihrer Anzahl im
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert. Auch mit Markern, die viele unterschiedliche
neuronale Zelltypen farben, wurde bei allen getesteten Stadien eine Reduktion dieser Zellen
festgestellt. Dies ist besonders fiir spéte Stadien interessant, da in fritheren Arbeiten vermutet

wurde, dass der Verlust frither neuronaler Zelltypen eine verzdgerte Differenzierung
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widerspiegelt (Appel et al., 1998). Nach dieser Auffassung wird die verminderte Auspriagung
frither neuronaler Zellschicksale durch eine verstirkte Ausprigung spiterer neuronaler
Schicksale kompensiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen an bis zu drei
Tage alten Larven (sechs Tage nach der Befruchtung) gemacht und auch in diesem Fall wurde
bei allen Tests eine Reduktion neuronaler Zellen festgestellt. Offensichtlich fiihrt bis zu den
untersuchten Stadien die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des dID-Aktivators nicht
zu einer Uberauspriigung spéter neuronaler Zelltypen auf Kosten von fritheren.

Auch die Experimente, die bisher mit dem hsp-Aktivator durchgefiihrt wurden, fiihren zu
einer Reduktion der Expression neuronaler Marker in der Neuralplatte. Bei mit 70 % Epibolie
hitzegeschockten Embryonen kann im 1 Somiten-Stadium eine starke Reduktion der
neurogeninl-positiven Zellen und bei 8 Somiten eine nahezu vollstindige Reduktion der
isletI-positiven Zellen beobachtet werden (Kapitel 3.7.4).

Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Untersuchung der Retina gemacht. Die Expression
von aktiviertem Notch mit Hilfe des dID-Aktivators fiihrt zu einer Reduktion der Ganglion-
zellen, Amakrinzellen, Stibchen und Zapfen bei drei Tage alten Embryonen und zwei Tage
alten Larven (Kapitel 3.7.7). Fiir die librigen beiden neuronalen Zelltypen der Retina (Bipolar-
und Horizontalzellen) standen keine geeigneten Marker zur Verfiigung. Wie auch im
Neuralrohr, so wurde durch die Expression von aktiviertem Notch in der Retina keine
absolute Unterdriickung von neuronalem Zellschicksal erreicht, sondern immer nur eine
Reduktion beobachtet. Dafiir kann es zwei mogliche Griinde geben. Zum einen ist es denkbar,
dass DeltaD nicht an der Spezifizierung aller Neurone beteiligt ist. Da es eine Reihe anderer
Delta-Homologe im Zebrafisch gibt und auch andere Liganden des Rezeptors Notch
beschrieben sind, konnte es sein, dass diese die Spezifizierung anderer Neurone regulieren.
Ein anderer Grund konnte in der Durchlédssigkeit der Methode liegen. So zeigen z.B.
Embryonen aus Kreuzungen von Organismen mit unterschiedlichen Insertionen des UAS-
mycNIC-Konstruktes mit dem selben dID-Aktivator unterschiedlich stark ausgepréigte Phino-
typen (Kapitel 3.7.2), auch im Hinblick auf die Reduktion neuronaler Zellen (Kapitel 4.4). Es
ist also sehr wahrscheinlich, dass die bei dieser Arbeit hauptsdchlich verwendeten Insertionen
nicht den stirksten Effekt verursachen, der mit den verwendeten Konstrukten theoretisch
denkbar wire.

Die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des hsp-Aktivators fiihrt zu einer stirkeren
Verminderung von neuronalen Zellen in der Retina (Kapitel 3.7.7). Bei mit 27 Stunden
hitzegeschockten Embryonen, also zu dem Zeitpunkt wo die ersten Ganglionzellen

postmitotisch werden (Hu und Easter, 1999), sind mit drei Tagen so gut wie keine Ganglion-
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zellen, Amakrinzellen und Zapfen zu beobachten. Die normalerweise spéter entstehenden
Amakrinzellen (ab 38 Stunden) und Zapfen (ab 48 Stunden) werden entweder auf Grund der
Persistenz des Effektorproteins (Kapitel 3.7.3) nicht gebildet, oder weil sie die normalerweise
frither entstehenden Zellen der Retina fiir ihre Differenzierung benétigen. Hiteschocks bei 35
Stunden fiihren zur Ausprigung einiger 16A11-positiver Zellen in der Ganglionzellschicht,
wihrend sich nur wenige neuronale Zellen in der inneren nukledren Schicht und der
Photorezeptorzellschicht nachweisen lassen. Hitzeschocks bei 48 Stunden fithren zu einer
Vielzahl von 16A11-positiven Zellen in der Ganglionzellschicht und inneren nukleédren
Schicht, wihrend sich fast keine ausdifferenzierten Stdbchen und Zapfen bilden. Wiahrend alle
bisher beschriebenen Hitzeschocks, wie auch die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe
des dID-Aktivators, zu starken Defekten der Schichtung im zentralen Bereich der Retina
fiihren, lassen Hitzeschocks, die bei drei Tage alten Embryonen durchgefiihrt wurden, nur
noch Defekte in peripheren Bereichen der dorsalen Retina bei drei Tage alten Larven
erkennen (Kapitel 3.7.6). Die Schichtung und auch die Morphologie der verschiedenen
Zelltypen im zentralen Bereich der Retina erscheint normal. Diese Ergebnisse zeigen zum
einen, dass Zellen, die sich bereits differenziert haben, durch die Expression von aktiviertem
Notch zumindest nicht im groBen Malstab eine Zellschicksalsdnderung erfahren. Dies
wiederspricht der von Anderen geduBlerten Hypothese, dass aktiviertes Notch auch auf das
Schicksal solcher Zellen einen Einflul hat (Ahmad et al., 1995). Andererseits zeigen diese
Resultate, dass aktiviertes Notch die Ausbildung jedes untersuchten neuronalen Zellschicksals
in der Retina individuell unterdriicken kann. Sowohl Ganglionzellen, Amakrinzellen,

Stidbchen und Zapfen sind wihrend ihrer Entstehung sensitiv fiir das inhibierende Signal.

4.7 Aktiviertes Notch fordert die Ausprigung von glialem Zellschicksal bei

neuralen Vorlauferzellen des Neuralrohrs und der Retina

Eine Frage, die sich unmittelbar aus der beobachteten Unterdriickung von neuronalem
Zellschicksal im Neuralrohr und der Retina durch aktiviertes Notch ergibt ist, welches
Schicksal die betroffenen Zellen annehmen. Diese Frage wurde bei Studien verschiedener
Arbeitsgruppen unterschiedlich beantwortet. Wahrend in manchen Studien aus Xenopus,
Hiihnchen, Zebrafisch und Maus berichtet wurde, dass die Aktivierung des Delta/Notch-
Signaltransduktionsweges in der Retina und dem Neuralrohr Zellen in einem
undifferenzierten Zustand hilt (Coffman et al., 1990; Henrique et al., 1995; Chitnis et al.,
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1995; Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996; Henrique et al., 1997; Appel et al., 1998),
deuten die Ergebnisse anderer Gruppen darauf hin, dass aktiviertes Notch neurale
Vorléduferzellen in ein gliales Zellschicksal fiihrt (Furukawa et al., 2000; Morrison et al.,
2000; Gaiano et al., 2000). Diese Unterschiede wurden durch die Verwendung
unterschiedlicher Konstrukte bzw. subtile Unterschiede im Expressionsniveau bei
verschiedenen Studien oder durch Art-bedingte Unterschiede erklart (Furukawa et al., 2000).
So stammen beispielsweise die Ergebnisse, die eine glialisierende Funktion von aktiviertem
Notch nahelegen ausschlieBlich aus Maus (Gaiano et al., 2000), Ratte (Furukawa et al., 2000)
oder kultivierten Rattenzellen (Morrison et al., 2000). Es ist also durchaus denkbar, dass
aktiviertes Notch tatsdchlich unterschiedliche Einfliisse auf das Schicksal neuraler
Vorlduferzellen in verschiedenen Organismen hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
aktiviertes Notch beim Zebrafisch die Ausprdgung von glialem Zellschicksal im Neuralrohr
und in der Retina fordert (Kapitel 3.7.5 und 3.7.8). Diese Beobachtung schliefit die
Moglichkeit von Art-bedingten Unterschieden der Funktion von aktiviertem Notch nicht aus.
Es erscheint allerdings als unwahrscheinlich, dass die funktionellen Ubereinstimmungen bei
Nagern und Fischen unabhéngig voneinander entstanden sind. Die bei verschiedenen Wirbel-
tieren nahezu identische Strukturierung der Retina (Muller, 1857; Cajal, 1893) und die
Ahnlichkeit bei deren Entstehung legen eine gewisse Konservierung der zugrunde liegenden
molekularen Prozesse nahe.

Eine andere Moglichkeit flir die unterschiedlichen Beobachtungen bei verschiedenen Studien
konnte in methodischen Abweichungen bestehen. Ein offensichtlicher Unterschied bei den
Versuchen dieser Arbeit im Vergleich zu Studien anderer Gruppen besteht in der Tatsache,
dass aufgrund der Technik und durch die verwendeten Promotoren eine regulierte Expression
des Effektorgens erreicht wurde. Es ist zu erwarten, dass sowohl bei Versuchen mit dem dID-
wie auch mit dem hsp-Aktivator die Expression des Effektorgens mit der Zeit abgeschaltet
wird und das somit auch das Effektorprotein aus den Zellen verschwindet. Im Gegensatz dazu
filhren die Lipofektionsexerimente bei Xenopus und die retrovirale Infektion bei Hithnchen,
Maus und Ratte zu einer kontinuierlichen Expression des Effektorgens. Es wire somit
denkbar, dass aktiviertes Notch Zellen an der Differenzierung hindert und das diese Zellen
das gliale Schicksal erst annehmen, wenn kein Effektorprotein mehr in den Zellen vorhanden
ist. Um dies zu Uberpriifen wurde die Tatsache ausgenutzt, dass bei der Expression von
aktiviertem Notch mit Hilfe des hsp-Aktivators das Effektorprotein noch sehr lange nach dem
Hitzeschock in der Retina exprimiert wird (Kapitel 3.7.3). Die Experimente lassen vermuten,

dass sich die gleichzeitige Expression von aktiviertem Notch und die Ausprigung des glialen
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Schicksals in der Retina nicht ausschlieBen (Kapitel 3.7.9). Dies ist in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen anderer Gruppen die zeigen, dass aktiviertes Notch in Zellen, die das gliale
Schicksal bereits angenommen haben, weiter exprimiert wird (Furukawa et al., 2000; Gaiano
et al., 2000). Ein direkter Nachweis dieser Tatsache wurde in der vorliegenden Arbeit
allerdings nicht erbracht, da keine geeigneten Marker zur Verfiigung standen, die die
gleichzeitige Expression von aktiviertem Notch und die Auspriagung des glialen Schicksals
erkennbar machen konnten.

Die von Furukawa et al. vorgeschlagene Mdoglichkeit, dass die abweichenden Ergebnisse auf
die Verwendung unterschiedlicher Konstrukte oder subtile Unterschiede im Expressions-
niveau bei verschiedenen Studien zuriickzufiihren sein konnten, kann anhand der vor-
liegenden Daten nicht ausgeschlossen werden (Furukawa et al., 2000). Zusétzlich sind aber
auch noch andere Erkldrungen denkbar.

Zum einen ist die Interpretation der erzielten Ergebnisse von der erreichten Auflosung
abhingig und kann somit bei verschiedenen Studien unterschiedlich ausfallen. So fiihrten
Studien aus einer Arbeitsgruppe zu dem Ergebnis, dass aktiviertes Notch die Ausprigung
neuronaler Zellen in der Retina unterdriickt und die Bildung eines nicht identifizierbaren
Zelltyps fordert (Bao und Cepko, 1997), wihrend die gleiche Arbeitsgruppe einige Zeit spiter
in der Lage war, die entstandenen Zellen als Gliazellen zu identifizieren (Furukawa et al.,
2000). Die Klassifizierung undifferenzierter Zellen in der Retina wurde auschlieBlich anhand
der Zellmorphologie vorgenommen (Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996, Henrique et al.,
1997). Ein Bewertungskriterium, welches fiir die Unterscheidung undifferenzierter Zellen von
Miillerschen Gliazellen verwendet wurde, ist z.B. die Lage des Zellkdrpers. Wiahrend
Miillersche Gliazellen ihren Zellkorper in der inneren nukledren Schicht haben, soll sich der
von undifferenzierten Zellen in weiter dulleren Schichten befinden (Dorsky et al., 1995). Die
Studien von Furukawa et al. haben aber gezeigt, dass Zellen, die positiv fiir verschiedene
gliale Marker sind und in denen aktiviertes Notch exprimiert wurde, ihre Zellkérper nicht nur
in der inneren nukledren Schicht, sondern zum Teil auch in der Schicht der Photorezeptoren
haben (Furukawa et al., 2000). Dies ist genau die Position, die bei anderen Arbeiten
undifferenzierten Zellen zugeschrieben wird. In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet,
dass die Expression von aktiviertem Notch unter Kontrolle des deltaD- und Asp70-Promotors
zu einer Disorganisation der retinalen Schichtung fiihrt (Kapitel 3.7.6). Es ist also
anzunehmen, dass die Lage des Zellkorpers der Gliazellen in den Mutanten wesentlich

variabler ist als im Wildtyp. Da der verwendete Antikdrper zur Identifikation der Gliazellen
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aber nur die Fortsétze der Zellen férbt, ist eine genaue Beschreibung der Lage des Zellkorpers
anhand der vorliegenden Daten nicht moglich.

Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die unterschiedlichen Ergebnisse bei verschiedenen Studien
besteht in der Moglichkeit, dass sich die Bedeutung von aktiviertem Notch bei
Zellschicksalentscheidungen im Neuralrohr und in der Retina nicht auf eine einzige Funktion
reduzieren 14Bt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten in der Tat darauf hin, dass nicht alle
retinalen Zellen, in denen aktiviertes Notch exprimiert wird, ein gliales Schicksal annehmen.
Dies wird besonders deutlich bei der Expression des Effektorproteins mit Hilfe des hsp-
Aktivators. Hitzeschocks bei 27 und 35 Stunden fithren bei drei Tage alten Embryonen
beispielsweise dazu, dass Zellen im zentralen Bereich der Retina verstédrkt den glialen Marker
zrfl exprimieren (Kapitel 3.7.8). Im peripheren Bereich der Retina geschieht dies allerdings
nicht. In dieser Region befinden sich beim Wildtyp undifferenzierte Zellen, die fiir das
weitere Wachstum der Retina wéhrend spéterer Entwicklungsstadien verantworlich sind.
Diese Zellen sind offensichtlich nicht in der Lage, auf die Expression von aktiviertem Notch
durch die Ausprigung des glialen Schicksals zu reagieren. Es konnte also sein, dass Zellen,
die keine — von Notch unabhingigen — Signale zur Differenzierung erhalten haben, die
Expression von aktiviertem Notch nicht als Differenzierungssignal interpretieren. Inwieweit
diese Aussage von grundsitzlicher Natur ist oder sich nur auf die Zellen der marginalen Zone
der Retina beschrinkt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden. Weiterhin
fallt auf, dass bei mit 27 Stunden hitzegeschockten Embryonen scheinbar nicht alle Zellen im
zentralen Bereich der Retina das gliale Schicksal annehmen (Kapitel 3.7.8). Da die Zellen
aber auch keinen der getesteten neuronalen Marker exprimieren (Kapitel 3.7.7) besteht die
Moglichkeit, dass es sich bei ithnen um undifferenzierte Zellen handelt. Bei mit 48 Stunden
durchgefiihrten Hitzeschocks nehmen mit drei Tagen nur relativ wenige Zellen im peripheren
Bereich der Retina ein gliales Schicksal an. Bei der Betrachtung der Schicht der Photo-
rezeptoren fillt auf, dass es in diesem Bereich kolumnar angeordnete Zellen gibt, bei denen es
sich nicht um Gliazellen handelt, die aber auch keinen der getesteten neuronalen Marker
exprimieren. Das Schicksal dieser Zellen ist unbekannt.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass aktiviertes Notch einen Teil der neuralen
Vorlduferzellen des Neuralrohrs und der Retina in ein gliales Schicksal fiihrt. Uber die
zelluldren Vorraussetzungen fiir die glialisierende Eigenschaft von Notch kann zur Zeit nur

spekuliert werden (Kapitel 4.9).
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4.8 Der Delta/Notch-Signaltransduktionsweg und der Zellzyklus

Eine Verbindung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges mit dem Zellzyklus wird durch
verschiedene Studien nahegelegt (zur Ubersicht: Ohnuma et al., 1999), aber die genauen
Regulationsmechanismen sind weiterhin unklar. Die von manchen anderen Gruppen
gemachte Beobachtung, dass die Aktivierung von Notch zu einer verstirkten Proliferation der
betroffenen Zellen fiihrt (Ishibashi et al., 1995; Henrique et al, 1997; Furukawa et al., 2000),
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestétigt werden (Kapitel 3.7.10). Tatsédchlich fiihrt die
Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des dID- oder hsp-Aktivators zu einer
Verminderung der Teilungsaktivitét in der Retina. Fiir das Neuralrohr sind die Auswertungen
diesbeziiglich nicht abgeschlossen, aber die vorldufigen Daten sprechen ebenfalls nicht fiir
eine erhohte Teilungsaktivitit. Die Griinde fiir diese Abweichungen sind unklar, kdnnten aber
auf dhnliche Weise erkldrt werden, wie die beobachteten Unterschiede bei der Auswirkung
der Expression von aktiviertem Notch auf das Schicksal der betroffenen Zellen (Kapitel 4.7).

Interessanterweise zeigen die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Auswirkungen der
Expression von aktiviertem Notch in der Retina erstaunliche Ahnlichkeiten mit den
Ergebnissen der Missexpression von p27°°' bei Xenopus (Ohnuma et al., 1999). Die
Missexpression dieses Mitglieds der Cip/Kip-Familie der Cdk(cyclin-dependent kinase)-
Inhibitoren fiihrt ebenfalls zu einer vorzeitigen Differenzierung von Gliazellen in der Retina
und zu einer Unterdriickung von zumindest einem neuronalem Zelltyp (Bipolarzellen).

Entsprechend seiner Funktion als Cdk-Inhibitor verursacht p27~!

eine Arretierung des
Zellzyklus und verhindert somit die weitere Teilung der betroffenen Zellen. Dabei ist die
Arretierung des Zellzyklus alleine nicht ausreichend, um Zellen in ein gliales Schicksal zu
fiihren, sondern p27°*°" ist fiir diesen Vorgang notwendig. Die glialisierende Eigenschaft des
Cdk-Inhibitors wird dabei durch die gleichzeitige Expression von aktiviertem Notch verstirkt,
aber von einem vergleichbaren Effekt durch die alleinige Expression von aktiviertem Notch
wurde in diesen Studien nicht berichtet. Die Autoren spekulieren, dass die Funktion von
p27%" bei der Férderung des glialen Schicksals in der Retina mit dem Delta/Notch-
Signaltransduktionsweg verkniipft ist. Diese Vermutung wird durch die in dieser Arbeit
gemachten Beobachtungen unterstiitzt. Uber die zugrunde liegenden Regulations-
mechanismen geben die vorliegenden Daten allerdings keinen Aufschlu. Ob z.B. der

Delta/Notch-Signaltransduktionsweg die Expression von p27°°'

reguliert oder umgekehrt,
oder ob beide Wege vollig unabhingig arbeiten, mufl Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein.
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Die Expression von aktiviertem Notch fordert die Bildung radialer Gliazellen im Vorderhirn
von Miusen (Gaiano et al., 2000). Viele der betroffenen Zellen werden postnatal zu
periventrikularen Astrozyten, welche vor kurzem als neurale Stammzellen von adulten Tieren
beschrieben wurden (Doetsch et al., 1999). Gaiano et al. argumentieren, dass der Delta/Notch-
Signaltransduktionsweg eine grundsitzliche Funktion bei der Bildung von Stammzellen haben
konnte (Gaiano et al., 2000). Da eine Eigenschaft von solchen Zellen in deren langsamer —
wenn auch fortwdhrender - Teilungsaktivitéit besteht, schlie8t die in dieser Arbeit gemachte
Beobachtung, dass die Expression von aktiviertem Notch zu weniger Zellteilungen fiihrt eine
solche Moglichkeit nicht aus. Allerdings ist eine klonale Verwandtschaft von Miillerschen

Gliazellen und Stammzellen im Auge bisher nicht beschrieben wurden.

4.9 Die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei der

Entstehung von Zelldiversitit im Neuralrohr und in der Retina

Aussagen liber die Bedeutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei der Entstehung
von Zelldiversitdt im Neuralrohr und in der Retina in der wildtypischen Situation sind durch
die bei der vorliegenden Studie errreichte Auflésungebene begrenzt. Untersuchungen wurden
ausschliefllich auf der Ebene des Gewebeverbandes, aber nicht an einzelnen identifizierten
Zellen vorgenommen. Somit ist die Vorgeschichte einer Zelle, die von ihr bereits
empfangenen Differenzierungs- oder Spezifizierungssignale und ihre Position im Zellzyklus
bei der Expression von aktiviertem Notch weitgehend unbekannt, wobei davon auszugehen
ist, dass diese Faktoren die Schicksalsentscheidung der betroffenen Zelle beeinflussen
(Kapitel 4.7 und 4.8). Ein weiteres Hinderniss besteht in der Tatsache, dass die
Expressionsmuster von Mitgliedern des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges im Neuralrohr
und der Retina des Zebrafisches nur relativ grob beschrieben sind (Bierkamp und Campos-
Ortega, 1993; Dornseifer et al., 1997; Appel und Eisen, 1998; Haddon et al., 1998; Smithers
et al., 2000). Auch hier ist die Auflosung auf zelluldrer Ebene nur sehr gering. Aulerdem muf}
in Betracht gezogen werden, dass die vorliegenden Resultate durch die Expression einer
verdanderten Variante des Transmembranrezeptors Notch erzielt wurden. Inwieweit diese
Bedingungen alle Aspekte der Aktivierung des Transduktionsweges durch einen Notch-
Liganden wie Delta widerspiegeln, ist unbekannt. Aus diesem Grunde ist es wichtig, die
gemachten Beobachtungen durch unabhéngige Studien, wie z.B. der Analyse von Mutanten,

abzusichern.
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Dennoch geben die Ergebnisse dieser Arbeit einige Hinweise auf die Funktion des
Delta/Notch -Signaltransduktionsweges bei der Entstehung von Zelldiversitdt im Neuralrohr
und in der Retina. So lassen die gemachten Beobachtungen, wie auch die Resultate einiger
anderer Gruppen, ein Modell, wonach die alleinige Funktion von aktiviertem Notch darin
besteht Zellen in einem undifferenzierten Zustand zu halten, als unwahrscheinlich erscheinen.
Nach diesem Modell wére Notch nicht direkt an der Auspridgung eines Zellschicksals
beteiligt, sondern wiirde nur eine Gruppe von Zellen zur Verfiigung stellen, auf die die
eigentlichen Induktoren eines Zellschicksals zum jeweils richtigen Zeitpunkt wirken kénnen
(Coffman et al., 1990; Henrique et al., 1995; Chitnis et al., 1995; Dorsky et al., 1995; Tomita
et al., 1996; Henrique et al., 1997; Appel et al., 1998). Die vorliegenden Ergebnisse schlieBen
nicht aus, dass diese Funktion tatsdchlich einen Aspekt des Delta/Notch-Signaltransduktions-
weges darstellt. Es ist aber auf jeden Fall anzunehmen, dass aktiviertes Notch auf das
Schicksal bestimmter Zellen einen direkteren Einfluf3 hat. Insbesondere die Tatsache, dass
viele Zellen der Retina bei der Expression von aktiviertem Notch unter Kontrolle des deltaD-
und des Asp70-Promotors vorzeitig ein gliales Schicksal annehmen, spricht fiir diese
Funktion. Diese Vermutung ist auch in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass sich
differenzierende Miillersche Gliazellen in der Retina von Froschen und Ratten den Rezeptor
Notch exprimieren, wihrend das fiir andere Zellen der Retina nicht der Fall ist (Ohnuma et
al., 1999; Furukawa et al., 2000).

Es lassen sich zwei grundsitzliche Moglichkeiten unterscheiden, wie Notch auf die Aus-
priagung des glialen Schicksals Einflul nehmen kann, wobei die vorliegenden Daten keine
Abwigung zwischen diesen beiden gegensétzlichen Ansdtzen erlauben.

Zum einen ist es denkbar, dass Gliazellen bestimmte spezifizierende Signale fiir ihre
Differenzierung benotigen. Aktiviertes Notch konnte ein solches Signal darstellen und hitte in
diesem Fall einen instruktiven Einflu} auf die Auspriagung des glialen Schicksals. Dabei ist es
sehr unwahrscheinlich, dass Notch das alleinige spezifizierende Signal fiir die Gliazell-
entwicklung ist, also eine Art ,,Master-Regulator* fiir dieses Zellschicksal darstellt. Die
pleiotrope Bedeutung von Notch bei vielen Prozessen der Wirbeltierentwicklung scheint mit
einer solchen Funktion nicht vereinbar zu sein (Kapitel 1.3.3). AuBerdem reagieren nicht alle
Zellen des Neuralrohrs und der Retina mit der Ausprigung eines glialen Schicksals auf die
Expression von aktiviertem Notch (Kapitel 4.7). Es scheinen also auch andere Faktoren fiir
die gliale Entwicklung nétig zu sein.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass Gliazellen keine spezifizierenden Signale fiir

ihre Differenzierung benétigen. Das gliale Schicksal wiirde also angenommen, wenn eine
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Zelle keine spezifizierenden Signale empfiangt oder verarbeiten kann. Die Funktion von
aktiviertem Notch wiirde in diesem Fall darin bestehen, eine Zelle daran zu hindern, auf
spezifizierende (in diesem Fall neuronalisierende) Signale zu reagieren. Aktiviertes Notch
hitte in diesem Fall einen permissiven EinfluBl bei der Ausprégung des glialen Schicksals.
Interessanterweise ist dies genau die Funktion, die aktiviertem Notch von Gruppen
zugeschrieben wird, die dieses Protein als einen generellen Inhibitor von Differenzierung
ansehen (Henrique et al., 1995; Chitnis et al., 1995; Dorsky et al., 1995; Tomita et al., 1996;
Henrique et al., 1997; Appel et al., 1998). Die Abweichung zu den Aussagen dieser Gruppen
besteht in diesem Fall also nicht in der eigentlichen Funktion von aktiviertem Notch
(Unterdriickung der Reaktion auf ein spezifizierendes Signal), sondern im Verhalten von
Zellen auf dieses Signal (Gliazellentwicklung statt undifferenzierter Zustand).

Eine Frage, die sich bei einer permissiven Funktion von aktiviertem Notch ergibt ist, warum
Zellen im Fall der Expression des Proteins friihzeitig das gliale Schicksal annehmen. Eine
mogliche Erkldrung konnte aus der Trennung der Mechanismen, die fiir die Differenzierung
und die Spezifizierung einer Zelle ndtig sind, abgeleitet werden. Es ist denkbar, dass es
Einfliisse gibt, die einer Zelle signalisieren sich zu differenzieren, ohne dass diese Zelle
konkrete Instruktionen erhalten hat, welches Schicksal sie annehmen soll. Einen solchen
EinfluB3 konnten zum Beispiel die Regulatoren des Zellzyklus ausiiben. Die marginale Zone
der Xenopus-Retina kann beispielsweise in verschiedene Zonen eingeteilt werden (Ohnuma et
al., 1999). Von peripher nach zentral findet man zunéchst proliferative Zellen mit einem
Stammzellcharakter, dann proliferierende Zellen die anfangen Inhibitoren des Zellzyklus zu
exprimieren, dann Zellen die zusitzlich Differenzierungsgene exprimieren und schlielich
eine Zone der Differenzierung. Diese Abfolge 148t es moglich erscheinen, dass Zellen durch
das Wirken von Zellzyklus-Regulatoren zunéchst ein allgemeines Signal zur Differenzierung
erhalten und das die Realisation des jeweiligen Zellschicksals durch spezifizierende Signale
nachgeschaltet ist. Wenn dies zutrifft, sowie die Vermutung, dass aktiviertes Notch Zellen
tatsdchlich daran hindert auf spezifizierende Signale zu reagieren und die Ausprigung des
glialen Schicksals keine spezifizierenden Signale erfordert, so wiirde die Expression von
aktiviertem Notch eine zur Differenzierung bereite aber noch nicht spezifizierte Zelle zwangs-
laufig in das gliale Schicksal fiihren.

Die beschriebene Hypothese ist aus verschiedenen Griinden sehr attraktiv. Zum einen kann sie
erkldren, warum scheinbar nicht alle Zellen des Neuralrohrs und der Retina durch die
Expression von aktiviertem Notch in ein gliales Schicksal gefiihrt werden. Sowohl Zellen, die

sich bereits differenziert haben, wie auch solche, die noch keine Differenzierungssignale
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erhalten haben, sollten auf die Expression nicht mit Gliazellentwicklung reagieren. Genau
diese Beobachtungen wurden bei der Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des hsp-
Aktivators gemacht (Kapitel 3.7.7 und 3.7.8). Weiterhin kdnnte die durch die Aktivierung von
Notch bedingte Unfidhigkeit von Zellen auf spezifizierende Signale zu reagieren auch auf
viele andere Zellschicksalsentscheidungen {ibertragen werden. Auch bei anderen Prozessen
sind Entscheidungen denkbar, bei denen die Auspriagung eines Schicksals spezifizierende
Signale erfordert, die eines anderen aber nicht. Es liefle sich somit die pleiotrope Verwendung
des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges erkldren. AuBlerdem konnte die unterschiedliche
Bedeutung der Aktivitit von Notch in einem Organ mit ein und derselben Funktion des
Proteins erkldrt werden. In der Frosch-Retina wird Notch zum Beispiel einerseits in
bestimmten Bereichen der marginalen Zone exprimiert, und zwar in allen mdglichen
Vorldufern der unterschiedlichen Zelltypen (Ohnuma et al., 1999). Andererseits wird Notch
aber auch in sich differenzierenden Miillerschen Gliazellen exprimiert (sieche oben). In
jiingeren Stadien wird Notch sogar in der gesamten Retina exprimiert. Es ist also denkbar,
dass aktiviertes Notch zunéchst alle neuralen Vorlduferzellen unempfindlich gegeniiber
spezifizierenden Signalen macht, dass ein Teil dieser Zellen durch das Abschalten der Notch-
Expression die Kompetenz erhilt auf derartige Signale zu reagieren und das durch die
fortwéhrende Expression in bestimmten Zellen diese in das Schicksal gefiihrt werden,
welches keine spezifizierenden Signale erfordert. Differenzierungssignale inklusive des
Zellzyklus, Spezifizierungssignale und der Delta/Notch-Signaltransduktionsweg wiirden in
diesem Fall in einer komplexen und bisher nicht verstandenen Weise ineinander greifen. Der
in der Literatur hdufig verwendete Begriff Grundzustand (,default state®) zur
Charakterisierung eines Schicksals, dass eine Zelle ohne Spezifierungssignale annimmt,
wurde bewullt vermieden, da er nicht immer einheitlich definiert wurde und zu groflen

Widerspriichen gefiihrt hat.

4.10 Ausblick auf weiterfilhrende Analysen unter Verwendung der

hergestellten transgenen Linien

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Linien konnen fiir eine Reihe von weiterfiihrenden
Analysen verwendet werden. Dabei kann man sich die speziellen Vorziige des GAL4-Systems

gegeniiber anderen Misexpressionstechniken zu eigen machen.
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Die Expression von aktiviertem Notch mit Hilfe des dID- und hsp-Aktivators fithren zu einer
Reihe phénotypischer Effekte (Kapitel 3.7.11), die nicht weiter analysiert wurden. Embryonen
aus Kreuzungen des hsp-Aktivators mit dem NIC-Effektor zeigten in Abhidngigkeit des
Hitzeschock-Zeitpunktes unter anderem Defekte in der Entwicklung des Notochords, der
Somiten, der Neuromasten und viele andere Abnormalititen. Die Expression des gleichen
Effektorgens unter Kontrolle des deltaD-Promotors offenbarte unter anderem Otolithen-
Defekte, eine stirkere Pigmentierung der betroffenen Organismen und eine Zunahme der
Korperldnge. Die genaueren Analysen dieser Beobachtungen konnen dazu beitragen, die Be-
deutung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges bei verschiedenen Prozessen der Wirbel-
tierentwicklung aufzuklidren. Auch bei der ndher untersuchten Funktion von aktiviertem
Notch bei Zellschicksalsentscheidungen im Neuralrohr und in der Retina bleiben einige
Fragen offen, deren Lésung durch weitere Analysen der verwendeten Linien unterstiitzt
werden kann. Beispielsweise ist die Verbindung des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges
mit dem Zellzyklus weiterhin unklar. Es wurde auch nicht genauer untersucht, welche Zellen
durch die Expression von aktiviertem Notch in ein gliales Schicksal gefiihrt werden. Die
Analyse des Einflusses der Expression von aktiviertem Notch auf Zellschicksals-
entscheidungen in der marginalen Zone élterer Stadien wurde bisher nicht konsequent
durchgefiihrt. Und es stellt sich nach wie vor die Frage, auf welche Art und Weise aktiviertes
Notch zu einer Glialisierung von Zellen des Neuralrohrs und der Retina beitrégt.

Kreuzungen des UAS-her4 Effektors (Insertion Nr.56) mit dem hsp-Aktivator fithren bei
Hitzeschocks an unterschiedlichen Stadien zu starken phénotypischen Effekten bei den
Nachkommen, die offensichtlich auf die Missexpression des Effektorgens zuriickzufiihren
sind (Kapitel 3.7.12). Zu diesen Effekten gehort die Auflosung der klaren somitischen
Grenzen in verschiedenen Bereichen des Rumpfes. Eine Auswirkung der Missexpression von
her4 auf die Somitogenese wurde bereits durch mRNA-Injektionen festgestellt (Takke und
Campos-Ortega, 1999). Da her4 wihrend der Somitogenese in verschiedenen Zellen des pra-
somitischen Mesoderms nahe des letzten sich bildenden Somiten exprimiert wird (Takke et
al., 1999), ist eine Funktion dieses Gens bei der Somitenbildung des Wildtyps sehr
wahrscheinlich. Eine detailiertere Analyse der somitischen Defekte von zu unterschiedlichen
Zeitpunkten hitzegeschockten Embryonen kann zu einem genaueren Verstindnis der Funktion
von her4 wihrend der Somitogenese filhren. Aber auch die Bedeutung dieses Gens bei
anderen Entwicklungsprozessen kann analysiert werden. Da Aer4 als ein dem Rezeptor Notch
nachgeschaltetes Gen beschrieben wurde (Takke et al., 1999), wird es interessant sein zu

sehen, ob durch die Missexpression von her4 im Neuralrohr und in der Retina dhnliche
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Effekte zu erzielen sind, wie durch die Expression von aktiviertem Notch. Da der her4-
Effektor erst seit kurzer Zeit verfiigbar ist, wurden die entsprechenden Analysen mit diesem
Effektor aus zeitlichen Griinden bisher nicht durchgefiihrt.

Im Laufe dieser Arbeit wurden auch zwei UAS-sonic hedgehog Insertionen (Nr.7 und 36)
gefunden, die fiir Funktionsanalysen geeignet sind. Die durch die Missexpression mit Hilfe
des hsp-Aktivators erzielten Ergebnisse gleichen den ersten durch mRNA-Injektion erzielten
Resultaten sehr genau (Kapitel 3.7.13; Ekker et al., 1995). Effekte auf die Somitogenese
wurden bisher nicht festgestellt, obwohl diese bei anderen Gruppen durch mRNA-Injektionen
von shh beschrieben wurden (Weinberg et al., 1996; Kos et al., 1998). Dies mag am Zeitpunkt
der bisher durchgefiihrten Hitzeschocks oder am Expressionsniveau liegen.
Uberraschenderweise wurden auch keine Auswirkungen der Missexpression von Shh auf die
Bildung der islet1-positiven Zellen beobachtet (Kapitel 3.7.13). Auch dies hétte man aufgrund
der vermuteten Funktion von Shh bei der Polarisation des Neuralrohrs erwartet. Hier kdnnten
ebenfalls der Expressionszeitpunkt und das Expressionsniveau ausschlaggebend sein. Es ist
aber auch denkbar, dass andere Faktoren, wie das nodal-&dhnliche Protein Cyclops, das bei der
Shh-abhingigen Spezifizierung von Motorneuronen notwendig ist (Odenthal et al., 2000), bei
diesen Experimenten limitierend wirken. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass
bisher keine Ergebnisse beschrieben sind, in denen die Missexpression von Shh in vivo zu
einer Verdnderung in der Zahl oder der Organisation der islet/-positiven Zellen fiihrt. Ein
weiterer moglicher Grund fiir die normale Organisation der islet/-positiven Zellen bei der
Missexpression von Shh kdnnte in den antagonistischen Eigenschaften der funktionellen
Gegenspieler von Shh bei der Polarisierung des Neuralrohrs liegen (Kapitel 1.4). Es wird
somit interessant sein zu sehen, ob die gleichzeitige Missexpression von Shh und anderen
Faktoren oder die Missexpression von Shh vor dem Hintergrund bestimmter Mutationen, wie
z.B. bei Mitgliedern der TGF-8 Superfamilie, einen Einflul auf die Entstehung bestimmter
Zelltypen im Nervensystem hat. Entsprechende Arbeiten sind derzeit in der Vorbereitung. Ein
Nachteil der shh-Effektoren besteht in der Tatsache, dass die Hitzeschocks die zur Erzeugung
des beschriebenen Phanotyps notwendig sind bereits an der Grenze der Schwelle liegen, wo
Gal4 selbst toxische Auswirkungen hat (Kapitel 3.8). Das Expressionsniveau ist also nicht
mehr weiter zu steigern. Inwieweit diese Effektoren dennoch fiir weiterfiihrende funktionelle

Studien verwendet werden konnen, ist Gegenstand momentaner Untersuchungen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfassende Untersuchungen zur Etablierung des GAL4-
Systems im Zebrafisch durchgefiihrt. Durch die Verwendung von insgesamt acht
unterschiedlichen Aktivator- und fiinf Effektorkonstrukten und durch die Herstellung und
Analyse von fast 70 unabhéngigen stabilen transgenen Insertionen kann eine relativ genaue
Abschédtzung iiber die Moglichkeiten und Grenzen des GAL4-Systems vorgenommen werden.
Es konnte gezeigt werden, dass einige wesentliche Voraussetzungen fiir die Funktionalitét der
Methode beim Zebrafisch erfiillt sind. So ist es mdglich, stabile transgene Insertionen mit
voraussagbarer und reproduzierbarer Expression herzustellen. Dadurch konnen gezielte
Experimente unter Verwendung des GAL4-Systems durchgefiihrt werden. Weiterhin kdnnen
stabile Insertionen mit von Gal4 transaktivierbaren Effektorgenen erzeugt werden. Damit ist
die wesentliche Voraussetzung zur Herstellung von Effektorlinien erfiillt. AuBlerdem wurde
gezeigt, dass Gal4 nur bei sehr starker Expression nachweisbare toxische Effekte erzeugt und
das unter Verwendung geeigneter Effektoren phénotypische Studien bei einem deutlich
niedrigerem Expressionsniveau von Gal4 moglich sind. Dennoch ist das niedrige
Expressionsniveau von Gal4 bei vielen Aktivatoren, bzw. die schwache Transaktivierung der
Effektorgene bei vielen Effektoren, das gréfte Hindernis fiir eine zuverldssigere und
effizientere Nutzung des GAL4-Systems beim derzeitigen Stand der Technik. Es wurden
verschiedene Moglichkeiten vorgestellt, wie dieses Problem durch zukiinftige Arbeiten gelost
werden konnte.

Die bisher mit dem GAL4-System durchgefiihrten funktionellen Studien beschrinken sich
hauptsédchlich auf die Expression von aktiviertem Notchla unter der Kontrolle des deltaD-
und Asp70-Promotors. Dabei wurden die Auswirkungen der Expression auf Zellschicksals-
entscheidungen im Neuralrohr und in der Retina genauer untersucht. In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen vieler anderer Arbeiten wurde festgestellt, dass aktiviertes Notch neurale
Vorlduferzellen an der Ausprigung des neuronalen Schicksals hindert. Es konnte auch gezeigt
werden, dass viele dieser Zellen ein gliales Schicksal annehmen. Diese Beobachtung steht im
Widerspruch zu den Resultaten mancher fritherer Studien, die als einzige Funktion von
aktiviertem Notch die Unterdriickung jeglicher Differenzierung beschrieben haben. Durch die
vorliegende Arbeit wurde die glialisierende Eigenschaft von aktiviertem Notch, die erst vor
kurzem im Vorderhirn von Miusen und in der Retina von Ratten festgestellt wurde, auch fiir
verschiedene neurogene Regionen des Zebrafisches bestitigt. Es handelt sich dabei also nicht

um eine auf Nager beschrinkte Eigenschaft, sondern um eine von allgemeinerer Bedeutung.

132



Insbesondere die Tatsache, dass viele Zellen der Retina durch die Expression von aktiviertem
Notch friihzeitig in ein gliales Schicksal gefiihrt werden, spricht fiir eine instruktivere
Funktion von Notch als lange Zeit angenommen. Weiterhin wurde - soweit dies moglich ist -
versucht, die Funktion des Delta/Notch-Signaltransduktionsweges in den wildtypischen
Kontext zu stellen und eine mogliche Verbindung mit dem Zellzyklus wurde diskutiert.

Es wurde festgestellt, dass die Expression von aktiviertem Notch zu einer Vielzahl weiterer
Effekte flihrt, die aus zeitlichen Griinden nicht ndher analysiert wurden. Die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten trangenen Insertionen stellen somit auch ein Ausgangsmaterial fiir
weiterfiilhrende Untersuchungen dar.

Dies gilt auch fiir verschiedene Insertionen mit den beiden Effektorkonstrukten UAS-her4 und
UAS-sonic hedgehog. Aus zeitlichen Griinden haben sich die diesbeziiglichen Versuche der
vorliegenden Arbeit fast ausschlieBlich auf die Selektion der Insertionen beschrénkt, die fiir
weiterfilhrende Analysen verwendet werden kdnnen. Sowohl fiir das UAS-her4, wie auch fiir
das UAS-shh Konstrukt lieBen sich Insertionen finden, die bei Kreuzungen der ent-
sprechenden Effektoren mit einem geeigneten Aktivator bedingt durch die Misexpression des
Effektorgens zu Abnormalitdten bei den Nachkommen fiihren. Die beobachteten Phanotypen
lassen sich dabei mit den vermuteten Funktionen der Effektorgene beim Wildtyp in Einklang

bringen.
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7. Anhang

Konstrukt Insertion | Zahl getesteter Fi- | Zahl transgener F;-Nachkommen
Nr. (Fo) Nachkommen (Keimbahntransmissionsrate)
cmvik-GAL4 23 36 1(3%)
2 33 2(6%)
60 19 2(11%)
92 44 1(2%)
svik-GAL4 16 49 2 (4 %)
73 77 7(9%)
carp B-actin-GAL4 6 20 4 (20 %)
68 i1 5 (45 %)
80 22 2(9 %)
90 22 2 (9 %)
95 22 5 (23 %)
2MAR carp B-actin-GAL4 18 10 3 (30 %)
ofl_-GAL4 3 90 1(1%)
10 2 7(29 %)
110 19 8 (42 %)
118 10 3 (30 %)
131 10 3 (30 %)
154 13 2 (15 %)
hsp-GAL4 6 9 1(11 %)
13 47 1(2%)
15 15 3 (20 %)
hsp-GALADI1 2 40 4(10 %)
14 20 1(5%)
delaD-GAL4 28 8 3 (38 %)
38 13 1(8%)
58 36 8 (22 %)
78 14 3 (21%)
106 9 3 (33 %)
UAS-mycNIC 5 11 2 (18 %)
19 20 2(10%)
34 19 421 %)
73 2 1(5%)
UAS-her4 2 10 5 (50 %)
13 2 2(8%)
36 10 3 (30 %)
50 14 6 (43 %)
56 7 2(29%)
61 10 1(10 %)
77 24 1(4%)
UAS-shh 7 20 1(5%)
8 28 2(7%)
36 12 1(8%)
47 2 3 (13 %)
63 58 1(2%)
UAS-lacZ 18 51 2 (4 %)
27 39 1(3 %)
39 24 13 (54 %)
51 21 2(10%)
UAS-gfp 9 10 3 (30 %)
29 10 4(40 %)
30 11 5 (45 %)
31 10 2 (20 %)
43 12 4(33%)
47 22 1(5 %)
61 20 2 (10 %)

Tabelle 7.1: Auflistung der transgenen F;-Nachkommen aller getesteter Griinderfische (F;). Die
Keimbahntransmissionsrate - der Anteil transgenen Nachkommen an der gesamten Nachkommenschaft - der

unterschiedlichen Griinderfische liegt zwischen den Werten von 1 und 54 %.
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somitisches Mesoderm; verschiedene
neurogene Regionen

Konstrukt gal4-Expressionsdominen allgemeine relative Expressions-
Expressionsstérke | starke unterschiedlicher
Insertionen
cmvtk-GAL4 otische Plakode; nicht identifizierte sehr schwach
Zellen im Riickenmark
svtk-GAL4 Hinterhirn; Hiillschicht schwach
(2MAR) carp B- | adaxiales Mesoderm; Hinterhirn schwach 6<18/95<68<90
actin-GAL4
efl -GAL4 ubiquitér, am stérksten in den Augen, |schwach 154<118<131<110<10<3
im Gehirn und in den Somiten
hsp- ubiquitdr nach Hitzeschock sehr stark nach
GAL4/GALADI1 Hitzeschock
deltaD-GAL4 Schwanzknospe; prasomitisches und | schwach - stark 28<106<38<78<58

Tabelle 7.2: Grobe Beschreibung der Expression und der allgemeinen Expressionsstirke der gal4-RNA bei den

Transgenen mit unterschiedlichen Konstrukten und Verhidltnis der Expressionsstirke bei unabhingigen

Insertionen mit einem Konstrukt. n.b. = nicht bestimmt

Konstrukt verwendeter | Methode zum Nachweis | transaktivierbare | nicht transaktivier-
Aktivator auf Transaktivierbarkeit |Insertionen bare Insertionen

UAS-mycNIC | dID-GAL4 Myc-AK-Férbung 5,19,34,73 -

UAS-gfp hsp-GALADI | Fluoreszenz / gfp in situ 61 2,29,31,43,47

UAS-lacZ dID-GAL4 lacZ in situ | X-Gal-Firbung 27,51 18,39(,27,51)

UAS-shh hsp-GAL4 shh in situ 7,8,36,47,63 -

UAS-her4 hsp-GAL4 her4 in situ (2),36,56 13,61

Tabelle 7.3: Test der unterschiedlichen Effektoren auf Transaktivierbarkeit. Die

zur Transaktivierung

verwendeten Aktivatoren und die Methode zum Nachweis der Transaktivierbarkeit sind angegeben. Die UAS-

lacZ Insertionen Nr. 27 und 51 sind in beiden Kategorien aufgelistet, da sie je nach der verwendeten

Nachweismethode als transaktivierbar (lacZ in situ) bzw. nicht transaktivierbar (X-Gal-Férbung) erschienen.
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Kreuzung hsp-Aktivator x | hsp-Aktivator x | dID-Aktivator x | dID-Aktivator x | hsp-Aktivator x
NIC-Effektor NIC-Effektor NIC-Effektor NIC-Effektor NIC-Effektor

Alter des Embryos 30 Stunden 30 Stunden kein kein 30 Stunden
zum Zeitpunkt des Hitzeschock Hitzeschock
Hitzeschocks
Alter des Embryos bei |47 Stunden 47 Stunden 3 Tage 3 Tage 3 Tage
der Fixierung
Phénotyp des wildtypisch mutant wildtypisch mutant mutant
Embryos
Zahl der H3- 581 72 425 205 50
positiven Zellen 575 70 344 177 57
pro untersuchtem 492 80 347 192 85
Auge 505 74 405 115 79

316

264

418

424
Summe 2153 296 2943 689 271
Mittelwert 538 74 368 172 68
Standardabweichung | 46 4 60 40 17

Tabelle 7.4: Auswirkung der Expression von aktiviertem Notch auf das Proliferationsverhalten von Zellen in der

Retina, untersucht mit dem H3-Antikorper. Ein heterozygoter hsp- bzw. dID-Aktivator wurde mit einem hetero-

zygoten NIC-Effektor gekreuzt, und die Embryonen im Falle der Kreuzung mit dem hsp-Aktivator mit 30

Stunden hitzegeschockt. Mutante und wildtypische Embryonen aus diesen Kreuzungen wurden zu unterschied-

lichen Zeiten fixiert, einer H3-Antikdrperfarbung unterzogen und die Augen geschnitten. Die H3-positiven

Zellen der Retina aller Schnitte eines Auges wurden gezahlt.
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