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1 Zusammenfassung

1.1 Analyse der Expression und Regulation der neuralen
Transkriptionsfaktoren Orthopedia, Drosophila Retinal Homeobox,
Homeobrain und Earmuff wahrend der Nervensystementwicklung von

Drosophila melanogaster

Neben der essentiellen Funktion fiir die Entwicklung des Enddarms ist der Transkriptionsfaktor
Orthopedia (Otp) auch an der Gehirnentwicklung von Drosophila melanogaster beteiligt. Das
Homeoboxgen otp verfligt (ber zwei Transkriptvarianten, die im Embryo gewebespezifisch im
Enddarm bzw. im Zentralnervensystem exprimiert werden. In dieser Arbeit wird die Otp-Expression
im embryonalen, larvalen und adulten Gehirn beschrieben und definierten Zelllineages zugeordnet.
AuBerdem wird gezeigt, dass die kiirzere Transkriptvariante auch in Larve und Fliege ortsspezifisch
nur im Enddarm exprimiert wird, die langere Variante im larvalen und adulten Stadium aber sowohl
im Gehirn als auch im Enddarm nachweisbar ist. Da Beobachtungen im Embryo darauf hinweisen,
dass otp im Ventralnervensystem posttranskriptionell reguliert wird, wird die Interaktion der
microRNA miR-252 mit der 3'UTR von otp verifiziert und ein miR-252 KO-Stamm auf Abweichungen in
der Otp-Expression untersucht. Zusatzlich wird auRerdem der EMS-induzierte Mutationsstamm

124 mittels Sequenzierung als otp-Mutante verifiziert. Zur Untersuchung der neuralen

otp
Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox, Homeobrain und Earmuff werden auRerdem je
ein neuer, genspezifischer Gal4-Treiberstamm hergestellt und analysiert, der jeweils das gesamte
Expressionsmuster des jeweiligen Gens reprasentiert, sowie unterschiedliche genspezifische

Enhancer-Deletionsstamme auf ihre Effekte auf die Expression des jeweiligen Gens untersucht.

1.2 Analysis of expression and regulation of the neural transcription
factors Orthopedia, Drosophila Retinal Homeobox, Homeobrain and
Earmuff during nervous system development of Drosophila

melanogaster

Besides being essential for the development of the hindgut, the transcription factor Orthopedia (Otp)
is also involved in the brain development of Drosophila melanogaster. Two transcript versions of the
homeoboxgene otp are known which are expressed tissue-specifically in the hindgut respectively in
the central nervous system of the embryo. This work describes the Otp-expression in the embryonic,

larval and adult brain and relates it to defined cell lineages. Furthermore, it shows that the shorter
1



transcript version is expressed tissue-specifically only in the larval and adult hindgut like in the
embryo, while the longer transcript version is not only detectable in the central nervous system, but
also in the hindgut of larva and fly. Since studies in the embryo indicate a posttranscriptional
regulation of otp in the ventral nerve cord, a verification of interaction of the microRNA miR-252 with
the otp 3'UTR is done and a miR-252 KO-strain is examined for deviations in the Otp expression

pattern. In addition, the EMS-induced mutant fly strain otp'®**

is verified as otp-mutant by
sequencing. To study the neural transcription factors Drosophila Retinal Homeobox, Homeobrain and
Earmuff, a new gene-specific Gal4 strain for each of them is produced and analyzed, representing the
overall expression pattern of the respective gene, and different gene-specific enhancer deletion

strains are examined for their effects on the expression of the respective gene.



2  Einleitung

2.1 Drosophila melanogaster als Modellorganismus

Die Taufliege Drosophila melanogaster stellt einen wichtigen Modellorganismus mit groRer
Bedeutung fir die Genetik und die Entwicklungsbiologie dar. Bereits im friihen 20. Jahrhundert
wurde sie von Biologen wie William Ernest Castle oder Thomas Hunt Morgan flir systematische und

genetische Untersuchungen geziichtet und weist eine Vielzahl von Vorteilen fiir die Forschung auf.

Aufgrund ihrer geringen GroBe und der damit einhergehenden einfachen Kultivierung ist eine
unkomplizierte, kostengtlinstige Haltung in groRer Anzahl moglich. Ihre kurze Generationszeit von
etwa 12 Tagen sowie die hohe Fertilitdt erlauben die Untersuchung vieler Nachkommen in einer
geringen Zeitspanne. Die Entwicklung der bis zu 100 Eier pro Weibchen am Tag erfolgt aullerhalb des
Koérpers der Mutter, was die Untersuchung der Embryonalentwicklung und die Mikromanipulation
erleichtert. Zudem wurde das etwa 14.000 Gene codierende Genom bereits komplett sequenziert
(Adams et al., 2000). Es umfasst 1,6x10° kb und besteht aus vier Chromosomenpaaren, die sich aus
drei Autosomen- und einem Geschlechtschromosomenpaar zusammensetzen. Viele der Gene sind
hochkonserviert und bilden Homologe zu etwa 75 % der bekannten menschlichen Krankheitsgene
(Bier et al., 2005). Dabei handelt es sich um Gene, die fiir Entwicklungsdefekte verantwortlich sind,
die neurodegenerative Erkrankungen auslosen oder die an der Krebsentstehung beteiligt sind (Reiter
et al., 2001; Bier et al., 2005). Damit eignet sich Drosophila melanogaster auch hervorragend als

Modell fiir genetisch bedingte Krankheiten.

Die Embryonalentwicklung der Taufliege wird in 17 Stadien eingeteilt (Campos-Ortega und
Hartenstein, 1997) und findet innerhalb von etwa 24 h statt. Zu Beginn tritt das Spermium am
anterioren Ende des Eis durch die Mikropyle ein, was die Verschmelzung der Zellkerne und schnelle
Kernteilungen zur Folge hat. Da sich aber hierbei das Zytoplasma nicht teilt, entsteht ein sogenanntes
Synzytium. Im 4. Embryonalstadium bildet sich durch die Wanderung der Zellkerne in die Peripherie
das synzytiale Blastoderm, wonach in Stadium 5 Membranen von der Oberflaichenmembran um die
Zellkerne eingezogen werden und sich ein zelluldres Blastoderm entwickelt. In Stadium 6 und 7
beginnt mit der Bildung der Keimblatter die Gastrulation und die Ventral- und die Kopffurche
entstehen. Der Keimstreif bildet sich aus Mesoderm und Ektoderm und vollzieht wadhrend der
folgenden Stadien die sogenannte Keimstreifausstreckung. Die Segmentierung beginnt in Stadium 10,
bevor sich der Keimstreif in den Embryonalstadien 12 und 13 wieder zurlickzieht. Die

Kopfeinstllpung und der Dorsalschluss finden in Stadium 14 und 15 statt, und in Stadium 16 folgen



weitere Differenzierungen. Im letzten Embryonalstadium fiillen sich die Tracheen mit Luft, bevor die

Larve schlipft.

Die Larve durchlauft drei Larvalstadien, wobei unter anderem die Proliferation der Imaginalscheiben
einen wichtigen Teil der Entwicklung bildet. Die Imaginalscheiben sind bereits im Embryo angelegt
und entwickeln sich wahrend der spateren Verpuppung durch Ausstilpung zu den Korperteilen der
adulten Tiere. Dabei bilden jeweils die Zentren der Augen-, Antennen-, Halteren-, Bein- und Fligel-
Imaginalscheiben die anteriore Region der spdteren Korperteile. Nach 5 bis 7 Tagen im

Puppenstadium schliipft die adulte Fliege.

Wahrend der Etablierung von Drosophila melanogaster als Modellorganismus wurden zahlreiche
Methoden zur Genmanipulation und -untersuchung entwickelt. Klassische Mutationen sowie
genmanipulierte Fliegenstamme, die homozygot letale Genverdanderungen tragen, konnen mithilfe
von sogenannten Balancerchromosomen heterozygot stabil gehalten werden. Ein
Balancerchromosom enthalt optisch selektierbare Marker, Inversionen, um Rekombination zu
verhindern, und rezessiv letale Mutationen, um Fliegen, die das Balancerchromosom homozygot
tragen, auszuschlieBen. So wird gewahrleistet, dass eine homozygot letale Genverdnderung im

betroffenen Fliegenstamm erhalten bleibt und untersucht werden kann.

Eine Moglichkeit zur zeit- und ortsspezifischen, ektopischen Expression von Genen in Drosophila
melanogaster bildet das UAS/Gal4-System (Abb. 2.1) (Brand und Perrimon, 1993; Duffy, 2002). Das
Gal4-Gen stammt natilrlicherweise aus dem Genom von Hefen und codiert fir einen
Transkriptionsfaktor, der Gene des Galaktosemetabolismus in Abhédngigkeit von Glukose und
Galaktose aktiviert. In der regulatorischen Region dieser Gene befinden sich die zugehorigen
responsiven Elemente, die Upstream Activating Sequence (UAS)-Bindestellen, an die die Gal4-
Transkriptionsfaktoren binden und so die Transkription der Gene induzieren. Sowohl das Gal4-Gen
als auch UAS-Bindestellen kénnen (iber Vektoren in das Drosophila-Genom integriert werden. Dazu
wird das Gal4-Gen, das unter der Kontrolle eines Minimalpromotors steht, hinter ein ausgewahltes
regulatorisches Element (Enhancer) kloniert, um in dessen Muster exprimiert zu werden. Gleichzeitig
wird das zu exprimierende Gen hinter UAS-Bindestellen kloniert. So kdénnen dann der Gal4-
enthaltende Treiberstamm und der UAS-enthaltende Testerstamm hergestellt werden, wobei weder
die Gal4-Expression noch die UAS-Integration einen Effekt auf die jeweiligen Fliegen haben. Erst die
Nachkommen aus Kreuzungen von Treiber- und Testerstamm exprimieren die Gal4-
Transkriptionsfaktoren in dem zeit- und ortsspezifischen Muster, das der vorangeschaltete Enhancer
vorgibt, und weisen aullerdem das zu exprimierende Gen hinter UAS-Bindestellen auf. So wird

gewahrleistet, dass die Transkription des Gens durch die Bindung der Gal4-Transkriptionsfaktoren an



die UAS-Bindestellen aktiviert und das Gen in dem vorgegebenen Muster des gewadhlten Enhancers

ektopisch exprimiert wird.

© 0

Treiberstamm 1 Testerstamm

) ﬁoo © o15)

Abbildung 2.1: Aligemeiner Mechanismus des UAS/Gal4-Systems zur ektopischen Expression eines Zielgens in Drosophila
melanogaster. Im Treiberstamm liegt das Gal4-Gen hinter einen bestimmten Enhancer kloniert und integriert im Genom
vor, wo es nach dem spezifischen Muster, das durch den Enhancer vorgegeben wird, exprimiert wird. Der Testerstamm
tragt das Zielgen hinter den UAS-Bindestellen. In den Nachkommen (F1) aus einer Kreuzung von Treiber- und Testerstamm
liegen beide Komponenten des Systems vor, wodurch die Gal4-Transkriptionsfaktoren die UAS-Stellen binden und dadurch
die ektopische Expression des Zielgens, die durch den Gal4-vorgeschalteten Enhancer festgelegt wird, aktivieren.

Um gewilinschte DNA-Sequenzen, wie zum Beispiel Gal4-Gen- oder UAS-Sequenzen-enthaltende
Vektoren, in das Genom der Fliege einzubringen, kann beispielsweise die PhiC31-vermittelte
Keimbahntransformation verwendet werden (Abb. 2.2). Hierbei handelt es sich um eine gerichtete
Transformation an genau definierten Stellen im Genom (Groth et al., 2004). Das Enzym Integrase aus
dem Bakteriophagen PhiC31 fihrt dabei eine stabile, effiziente und sequenzspezifische
Rekombination zwischen einer Phagen-spezifischen Attachment-Site (attP) und einer bakteriellen
Attachment-Site (attB) aus (Thorpe und Smith, 1998). Diese Rekombination erfolgt tGber eine nur 3 bp
lange, gemeinsame Sequenz der beiden Attachment-Sites und ist irreversibel, da sich attP- und attB-
Site wahrenddessen sequenziell vermischen und als attlL- und attR-Site mit zwischenliegendem
Plasmidkonstrukt mitsamt der gewiinschten, einzubringenden Sequenz im Genom resultieren
(Rausch und Lehmann, 1991). Zur PhiC31-vermittelten Keimbahntransformation stehen
Fliegenstamme mit genau definierten attP-Sites und einer endogenen Integrasequelle zur Verfliigung
(Bischof et al., 2007), es besteht aber auch die Moglichkeit, die Integrase in einen attP-Site-

enthaltenden Stamm einzukreuzen.
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Abbildung 2.2: Mechanismus der PhiC31-vermittelten Transformation. Die Integrase des Bakteriophagen PhiC31
rekombiniert irreversibel und sequenzspezifisch zwischen der Phagen-spezifischen attP-Site und der bakteriellen attB-Site,
was dazu verwendet werden kann, gewilinschte Sequenzen Uber attB-Site-tragende Transformationsvektoren ins
Fliegengenom einzubringen.

Um eine PhiC31-vermittelte Keimbahntransformation durchfilhren zu kdnnen, wird also ein
Fliegenstamm benotigt, bei dem eine attP-Site genau definiert im Genom vorliegt. Eine solche Site
kann beispielsweise mithilfe der P-Element-vermittelten Keimbahntransformation in das Genom der
Fliege eingebracht werden (Rubin und Spradling, 1982). P-Elemente sind transposable Elemente, die
fir das Enzym Transposase codieren und terminal sogenannte inverted repeats, also
entgegengesetzte Wiederholungssequenzen, besitzen, um transponieren zu kénnen. Im Gegensatz zu
dem UAS/Gal4-System und dem PhiC31-System stammen P-Elemente natirlicherweise aus
Drosophila. Sie kénnen leicht modifiziert als nicht-autonome P-Elemente und Teil eines Vektors zum
Genetargeting verwendet werden, die zwar die inverted repeats zum Transponieren enthalten, aber
nicht fir die Transposase codieren. Deswegen missen sie von einem sogenannten Helferplasmid
mobilisiert werden, das lber die Transposase-codierende Sequenz verfligt. Das Helferplasmid selbst
kann nicht transponieren, da Teile des rechten inverted repeats fehlen, was als ,wing clipped’

bezeichnet wird (Laski et al., 1986; Karess und Rubin, 1984).

Ein Beispiel flir einen Vektor, der ein nicht-autonomes P-Element enthilt, ist der Vektor pTV[cherry]
(Abb. 2.3) (Baena-Lopez et al., 2013). Nach zufalliger Integration in das Genom dient dieser dem
Genetargeting durch zielgerichtete Deletion von DNA-Sequenzen mithilfe von homologer

Rekombination.
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Abbildung 2.3: Der zur P-Element-vermittelten Keimbahntransformation zu verwendende Targetingvektor pTV[cherry]
(Baena-Lopez et al, 2013). Enthalten sind zwei Multiple Cloning Sites (MCS) mit verschiedenen
Restriktionsenzymschnittstellen zum Einbringen der Homologiesequenzen des gewiinschten Gens, Homologiearme
genannt, das Markergen mini-White zur |dentifikation von transformierten Fliegen, FRT-, loxP- und I-Scel-Sequenzen zur
Durchfiihrung der homologen Rekombination, UAS-reaper-Sequenzen zur Eliminierung von falsch-positiven Fliegen, das
Fluoreszenzreportergen cherry, eine attP-Site und das Gal4-Gen zur anschlieBenden weiteren Untersuchung des
hergestellten Fliegenstammes (Quelle: Baena-Lopez et al., 2013).

Hierzu enthalt er zwei Multiple Cloning Sites (MCS) zum Einfligen von zwei sogenannten
Homologiearmen. Diese bestehen aus Sequenzen, die der zu deletierenden Sequenz genau
benachbart liegen und Uber die die homologe Rekombination stattfindet. AuBerdem enthalt der
Vektor das Markergen mini-White zur Identifikation von transformierten Fliegen, FRT (Flippase
Recognition Target)-, loxP- und [-Scel-Sequenzen zur Linearisierung des Konstrukts und zur
Entfernung von nach der Transposition nicht mehr bendtigten Komponenten. Die UAS-reaper-
Sequenz dient der Eliminierung falsch-positiver Fliegen und weitere im Vektor enthaltene Faktoren,
wie eine attP-Site oder das mCherry-Fluoreszenzreportergen, konnen sich bei der anschlieRenden

Untersuchung erfolgreich rekombinierter Fliegen zunutze gemacht werden.

2.2 Die Gehirnentwicklung von Drosophila melanogaster

Die Entwicklung des Drosophila-Gehirns beginnt in Embryonalstadium 8 und erstreckt sich tber alle

folgenden embryonalen, larvalen und puppalen Entwicklungsstadien.

Das embryonale Nervensystem besteht aus dem Gehirn, dem Ventralnervensystem und dem
peripheren Nervensystem (Abb. 2.4 A). Es bildet sich wahrend der Gastrulation in
Embryonalstadium 8 aus dem Neuroektoderm, einer neurogenen Region aus etwa 2000 Zellen, die
symmetrisch zu beiden Seiten der Ventralfurche des Embryos lokalisiert sind. Dabei entsteht das
Ventralnervensystem aus dem ventralen Neuroektoderm und das Gehirn aus dem procephalischen
Neuroektoderm (Younossi-Hartenstein et al., 1996; Urbach und Technau, 2003). Die Zellen des
Neuroektoderms bilden proneurale Kompetenzgruppen aus jeweils fiinf bis sechs Zellen, wobei sie
alle durch die Aktivitdt proneuraler Gene, besonders der des Achaete-scute Komplexes, neurale

Kompetenz erhalten und damit das Potential, neurales Schicksal einzuschlagen (Bate, 1976, Doe und



Goodman, 1985a). Die Auswahl und Ausgrenzung der jeweiligen neuralen Stammzelle, des
sogenannten Neuroblasten, erfolgt innerhalb der proneuralen Kompetenzgruppen lber den Prozess
der Notch-vermittelten Lateralinhibition. Hierbei exprimieren alle Zellen der proneuralen
Kompetenzgruppe zunadchst den Notchrezeptor sowie den Notchliganden Delta im Gleichgewicht,
was direkte Zell-Zell-Interaktionen ermdoglicht (Doe und Goodman, 1985b). Ein Anstieg der Delta-
Konzentration in einer der Zellen, dem spateren Neuroblasten, fihrt zur Aktivierung des Notch-
Signalwegs in den umgebenden Zellen. Dort erfolgt die nukleare Translokation der intrazellularen
Notch-Komponente, die den Transkriptionsfaktor Suppressor of Hairless (Su(H)) aktiviert. Su(H)
aktiviert wiederum die Gene des Enhancer of Split Komplexes, wodurch die proneuralen Gene des
Achaete-scute Komplexes reprimiert werden und so die Neurogenese in diesen Zellen inhibiert wird.
Das fiihrt zu einer Herunterregulation von Delta, sodass in diesen Zellen anschlieBend die epidermale
Entwicklung eingeleitet wird und sie als Epidermoblasten die ventrale bzw. Kopfepidermis bilden
(Skeath und Carroll, 1992). Im spateren Neuroblasten steigt dagegen die Aktivitat der proneuralen
Gene und somit auch die Delta-Expression durch einen positiven Feedback-Loop an, was dazu fihrt,
dass die Notch-Signalkaskade in den benachbarten Zellen noch weiter hochreguliert wird, wahrend

die selektierte Zelle neurales Schicksal einschlagt (Singson et al., 1994).

In der ausgegrenzten Neuroblasten-Vorlduferzelle fihren die durch die proneuralen Gene
exprimierten bHLH (basic Helix-Loop-Helix)-Transkriptionsfaktoren Lethal of Scute, Achaete, Scute
und Asense zur Neuroblasten-Entwicklung. Lethal of Scute, Achaete und Scute werden bereits in
allen Zellen der proneuralen Kompetenzgruppe exprimiert und fiihren zur Selektion der jeweiligen
neuralen Vorlauferzelle. Bevor die Neuroblasten sich zu teilen beginnen, werden diese
Transkriptionsfaktoren herunterreguliert (Cubas et al., 1991; Skeath und Carroll, 1991). Asense wird
dagegen erst nach der Selektion exprimiert und ist fiir die korrekte Differenzierung wichtig (Jarman
et al., 1993). Im procephalischen Neuroektoderm kdnnen auch mehrere Neuroblasten aus einer
proneuralen Kompetenzgruppe entstehen (Younossi-Hartenstein et al., 1996; Urbach et al., 2003). In
Embryonalstadium 9 beginnen die Neuroblasten zu wachsen, in mehreren Wellen aus dem Ektoderm
zu delaminieren (Hartenstein und Campos-Ortega, 1984) und durchlaufen anschlieRBend
asymmetrische, selbstregenerative Teilungen, in denen jeder Neuroblast pro Teilung eine
Ganglionmutterzelle (GMC), die die neuralen Vorlauferzellen darstellen, bildet (s. Abb. 2.6 A)
(Bossing et al., 1996; Schmidt et al., 1997). Dabei befinden sich die genetischen Determinanten zur
Festlegung der GMC-Identitat im basalen Teil des Neuroblasten. Die GMCs teilen sich einmal, wobei
zwei Neurone entstehen (Prokop und Technau, 1991; Technau et al., 2006; Boone und Doe, 2008). So
generiert ein Neuroblast seine embryonale Lineage, die die Abstammungslinie aller Zellen, die

embryonal aus einem Neuroblasten entstehen, bezeichnet. Dadurch entstehen die zwei



Hemispharen des embryonalen Gehirns, die abschliefend aus je etwa 1500 primdren Neuronen

bestehen. Die primaren Axone verzweigen sich in den Embryonalstadien 16 und 17.

Letztendlich sind etwa 100 bilateral angeordnete Neuroblasten fiir die Bildung des embryonalen
Gehirns verantwortlich (Goodman und Doe, 1993; Younossi-Hartenstein et al., 1996; Urbach und
Technau, 2003, Truman et al., 2004). Es lasst sich in zwei Ganglien, das suboesophageale Ganglion
(SOG) aus dem mandibularen, maxillaren und labialen Neuromer und das supraoesophageale
Ganglion (SAG) aus dem protocerebralen, deutocerebralen und tritocerebralen Neuromer, einteilen
(Abb. 2.4 A). Aufgrund dieser Einteilung entsteht auch die Unterteilung der Hemisphédren in
Protocerebrum (PC), Deutocerebrum (DC) und Tritocerebrum (TC), die durch die drei Kommissuren
supraoesophageale (SEK), Frontal- (FK) und tritocerebrale (TK) Kommissur sowie zwei longitudinale

Haupttrakte miteinander verknipft sind (Abb. 2.4 B).
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Abbildung 2.4: Aufbau des embryonalen Nervensystems von Drosophila melanogaster. (A) Drosophila-Embryo in
Lateralansicht, anterior ist links, Embryonalstadium 16. Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-HRP in Griin zur Verdeutlichung
des embryonalen Nervensystems. (B) Embryonales Gehirn in Dorsalansicht, anterior ist unten, Embryonalstadium 16.
Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-HRP in Griin und Anti-Fasll in Rot zur Darstellung der Gehirnstrukturen. A1-A10,
Abdominalsegmente 1-10; DC, Deutocerebrum; FK, Frontalkommissur; PC, Protocerebrum; SAG, supraoesophageales
Ganglion; SEK, supraoesophageale Kommissur; SOG, suboesophageales Ganglion; T1-T3, Thorakalsegmente 1-3; TC,
Tritocerebrum; TK, tritocerebrale Kommissur.

Im ventralen Neuroektoderm delaminieren etwa 30 Neuroblasten pro Hemisegment in Wellen im
Verlauf der Keimstreifausstreckung, wobei sich die meisten als Typ | Neuroblast teilen (s. Abb. 2.6 A).
Die neurale Differenzierung beginnt in Embryonalstadium 13, in dem sich Pioniertrakte an der
dorsalen Oberfliche des Ventralnervensystems bilden, entlang welcher sich spater Axone
orientieren. So entstehen in jedem Segment des ventralen Nervensystems longitudinale Konnektive
und transversale Kommissuren. In Embryonalstadium 14 beginnt das ventrale Nervensystem zu

kondensieren.

Am Ende der embryonalen Gehirnentwicklung werden bis zu 40 % der Neurone durch Apoptose
abgebaut, allerdings wird ihre Zellsubstanz durch Differenzierungszunahme der Synapsen

ausgeglichen (Larsen et al., 2009). Zurlick bleiben die primaren Neurone, die das funktionale, friihe
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larvale Gehirn bilden. Ist die Embryonalentwicklung abgeschlossen, treten die meisten Neuroblasten
in eine Ruhephase ein und werden erst im 2. Larvalstadium reaktiviert (Datta, 1995). AnschlieBend
folgt die postembryonale Neuroblastenproliferation, die sich bis in die spaten Puppalstadien
erstreckt. Nur die vier Neuroblasten, die den Mushroom Body (MB) generieren, proliferieren auch im
ersten Larvalstadium weiter, ohne in die Ruhephase einzutreten (Kunz et al., 2012). Sie bilden im
Verlauf der Entwicklung je etwa 200 adult-spezifische MB-Neurone, die Kenyonzellen genannt

werden (lto und Hotta, 1992).

Das larvale Gehirn besteht aus zwei Hemispharen (H), die in der dorsomedialen Region (DM) durch
eine Kommissur (K) verbunden sind, und dem Hirnstamm (HS), wobei der Ubergang zwischen
Hemisphédren und Hirnstamm durch das SOG gebildet wird (Abb. 2.5 A und B). Die Hemisphéren
bestehen aus dem Zentralgehirn (ZG) und den optischen Loben (OL), die in die optischen Areale
Medulla (Me), Lamina (La) und Lobula (Lo) eingeteilt werden (Abb. 2.5 A und C). Diese bilden die
Verarbeitungsareale der visuellen Informationen. Der Hirnstamm gliedert sich in thorakale (T) und

abdominale Segmente (A) (Abb. 2.5 A und B).

Abbildung 2.5: Aufbau des larvalen Gehirns von Drosophila melanogaster. Larvalstadium 3, Dorsalansicht, anterior ist
oben. (A) Schematische Darstellung des larvalen Gehirns. (B) Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-Brp zur Darstellung des
Neuropils und Anti-Nrt zur Veranschaulichung der postembryonalen Neurone und ihrer Axone. (C) VergroRerte Ansicht der
rechten Hemisphare mit Nrt-Immunfluoreszenzfarbung. A, Abdominalsegmente des Hirnstammes; DM, Dorsomedialregion
des Zentralgehirns; H, Hemisphare; HS, Hirnstamm; La, Lamina; Lo, Lobula; Me, Medulla; NP, Neuropil; OL, optische Lobe;
SOG, suboesophageales Ganglion; T, Thorakalsegmente des Hirnstammes; ZG, Zentralgehirn.

In Zentralgehirn und Hirnstamm befindet sich neben den Zelllineages das Neuropil (NP), wo die
Axone, Dendriten und Gliazellfortsdtze verzweigen und die jeweiligen Zellen untereinander
verschaltet werden (Abb. 2.5 A und B). Das Neuropil der OL, in dem alle Axone der Zellen der OL
minden, wird Plexus genannt und liegt im Bereich der Medulla (Abb. 2.5 A). Die sekundaren
Neurone, die spater den GroRteil des adulten Gehirns bilden, orientieren sich wahrend ihrer
Entwicklung an der Oberflache des larvalen Gehirns und projizieren ihre Axone entlang der priméaren
Axontrakte (PAT) der primaren Neurone. Dabei bilden sie die sekundaren Axontrakte (SAT) (Spindler

und Hartenstein, 2010).
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Die Typ | Lineages bilden den Grofteil der Lineages und das Neuropil im Zentralgehirn und im
Hirnstamm. Sie finden ihren Ursprung in Typ | Neuroblasten, die, wie bereits beim embryonalen
Gehirn beschrieben, GMCs bilden, die sich wiederum in zwei Neurone teilen (Abb. 2.6 A). Acht
Neuroblasten, die nach der dorsomedialen (DM) bzw. dorsolateralen (DL) Lage ihrer Lineages im
larvalen Gehirn benannt sind (Izergina et al., 2009), stellen sich dagegen als Typ Il Neuroblasten dar.
Sie bilden in einer asymmetrischen, selbstregenerierenden Teilung zunachst eine intermediare
neurale Vorlduferzelle (INP), die wiederum in mehrfachen asymmetrischen, selbstregenerierenden
Teilungen GMCs hervorbringt (Abb. 2.6 B). Auf diese Weise entstehen viel mehr Neurone bzw. viel
groRere Lineages aus einem Typ |l Neuroblasten als aus einem Typ | Neuroblasten (Bello et al., 2008;
Boone und Doe, 2008; Bowman et al., 2008). Terminal ist in Typ Il Lineages auch Gliazellbildung
moglich (Abb. 2.6 B). Diese Neurogenese ist vergleichbar mit der Entwicklung des Sauger-
Zentralnervensystems, wobei ebenfalls intermedidre Vorlduferzellen gebildet werden, um die
zellulare Nachkommenschaft zu amplifizieren (Sawamoto et al., 2001; Gal et al., 2006; Mizutani et

al., 2007).

A B

NN

NN/
Typ | Lineage Typ Il Lineage

Abbildung 2.6: Grafische Darstellung des Teilungsschemas von Typ | und Typ Il Neuroblasten sowie Typ | und Typ Il
Lineages. G, Gliazelle; GMC, Ganglionmutterzelle; INP, intermediare neurale Vorlauferzelle; N, Neuron; NB, Neuroblast.

Mit Ausnahme der OL-Neuroblasten, die durch proneurale Induktion im larvalen OL-Neuroepithel
entstehen, sind alle larvalen Neuroblasten embryonalen Ursprungs (Apitz et al., 2015). Die
Entstehung der Lineages findet zeit- und ortsspezifisch statt, wobei nach Vollenden der Lineages die
Teilung der den Lineages zugrunde liegenden Neuroblasten durch Austritt aus dem Zellteilungszyklus
oder Apoptose gestoppt wird (Bello et al., 2003; Cenci und Gould, 2005; Maurange et al., 2008;
Homem et al., 2014; Yang et al., 2017). Die Typ | Neuroblasten der abdominalen Segmente des
Hirnstammes treten bereits wahrend der Larvalstadien in die Apoptose ein, die Typ Il Neuroblasten
und ihre INPs treten am Ende der Larvalentwicklung aus dem Zellteilungszyklus aus und die Typ |
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Neuroblasten des Zentralgehirns und der thorakalen Segmente verlassen den Zellteilungszyklus
wahrend der Puppalentwicklung (Maurange et al., 2008; Homem et al., 2014; Weng und Cohen,
2015). Als letzte noch aktive Neuroblasten treten die vier MB-Neuroblasten wahrend der

Puppalentwicklung in die Apoptose ein (Siegrist et al., 2010).

In der postembryonalen Phase entstehen die sekundaren Neurone, die den Grofteil der Masse des
adulten Gehirns und Lineage-dhnliche Cluster unreifer Neurone bilden. Diese breiten Neuriten ins
Neuropil aus, aber bilden erst nach der Metamorphose Synapsen und schlieBen so die finale
Morphogenese ab (Dumstrei et al., 2003; Truman et al., 2004; Pereanu und Hartenstein, 2006; Zheng
et al., 2006). 90 % des adulten Gehirns bestehen aus sekunddren Neuronen, die wahrend der
postembryonalen Entwicklung erzeugt werden (Sousa-Nunez et al., 2010). Die Lineages, die im
larvalen Gehirn entstehen, sind grofSer als die, deren Ursprung embryonal ist. Typ | Neuroblasten
bilden etwa 100-120 Neurone pro Lineage und Typ Il Neuroblasten etwa 450 Neurone pro Lineage
(Bello et al., 2008). Die sechs DM Neuroblasten generieren so Gber 5000 adult-spezifische Zellen
(Bello et al., 2008), die, gemessen an der Zellzahl, etwa ein Viertel der Gesamtmasse des adulten
Gehirns bilden (Ito und Awasaki, 2008). Dabei handelt es sich um protocerebrale Neurone und
Gliazellen, die vor allem an der Bildung des Zentralkomplexes des adulten Gehirns beteiligt sind
(Izergina et al., 2009). Aus den sekundaren Lineages und ihren Ausldufern, die im larvalen Gehirn

entstehen, bilden sich die Strukturen des reifen, adulten Gehirns.

Das adulte Zentralgehirn besteht aus etwa 10.000 bis 15.000 Neuronen pro Hemisphare, deren
Zellkorper sich im duBeren Cortex des Gehirns befinden (Abb. 2.7 A) (Pereanu et al., 2010). Dieser
umrandet das Neuropil, das aus den Neuriten der Neurone besteht (Abb. 2.7 A). Das Gehirn kann in
verschiedene Neuropil-Kompartimente eingeteilt werden, die reich an Synapsen und terminalen
Neuritenverzweigungen sind (Abb. 2.7 B-F). In ihnen findet die Prozessierung aller neuronalen
Signale statt. Zum Grof3teil kdnnen die Kompartimente durch Gliazellschichten und Biindel von
langen Neuritfasern, den Gehirnfaszikeln, seltener auch durch eine alleinige Verdnderung der
Neuropil-Dichte voneinander abgegrenzt und definiert werden. Die meisten Gehirnfaszikel des
adulten Gehirns werden wahrend der Larvalentwicklung durch die sekundaren Axontrakte (SAT) der
Lineages gebildet (Abb. 2.7 A) (Pereanu und Hartenstein, 2006). Die SAT stellen auch die Verbindung
von Kompartimenten untereinander dar und bilden wahrend der Puppalentwicklung dendritische
und axonale Auswiichse. Gemeinsam mit dem Einwachsen sensorischer und OL-Axone fiihrt das zum
Wachstum der Neuropilkompartimente, das zwischen larvalem und adultem Gehirn zu beobachten

ist (Pereanu et al., 2010).

Die Aufteilung des adulten Gehirns in drei Bereiche kann aufgrund der Lage von Zentralkomplex und

Mushroom Bodies (MBs) erfolgen (Abb. 2.7 B rechts, durch graue Linien abgetrennte Bereiche) (Ito et
12



al., 2014; Pereanu et al., 2010). Auch in der anterior-posterioren Achse des Gehirns unterscheiden

sich die Kompartimente je nach betrachteter Ebene (Abb. 2.7 C—F).

Im dorsalen Bereich des adulten Gehirns befinden sich die Kompartimente laterales Horn (LH), das
eine Schlisselrolle im angeborenen Verhalten spielt (Abb. 2.7 B, D—F), und superior Protocerebrum,
das in mediales (SMP), intermediares (SIP) und laterales (SLP) superior Protocerebrum eingeteilt wird

(Abb. 2.7 B—F).

Der mittlere Bereich besteht aus den Kompartimenten Zentralkomplex (CCX), Lateralkomplex,
Mushroom Body (MB), anteriores optisches Tubercle (AOTU) und inferior Protocerebrum (IP). Der
Lateralkomplex beinhaltet unter anderem die Kompartimente laterale Accessorylobe (LAL) und Bulb
(BU), die als Portalstellen fiir Input und Output der Signale in den und aus dem CCX dienen
(Abb. 2.7 B, D). Die MBs erhalten massiven Input von den antennalen Loben (AL) und spielen eine
Schllsselrolle in olfaktorischem Lernen und Gedéachtnis (Turner et al., 2008). Im glomerular
aufgebauten Calyx (CA) des MBs werden die eingehenden Signale verschaltet und prozessiert
(Abb. 2.7 F). Weiter gehdren Sporn (S) (Abb. 2.7 B, C), Peduncle (P) (Abb. 2.7 D, E) sowie die mediale
(ML) und vertikale Lobe (VL) (Abb. 2.7 B, C) zum Aufbau eines MB. Das IP bildet das Zentrum jeder
Hemisphdre und umrahmt das Peduncle des MB (Abb. 2.7 B-E). Das AOTU ist das primare
Eingangszentrum der Neuronenprojektionen der Medulla und somit eine wichtige Struktur zur
Verarbeitung visuellen Inputs und Weiterleitung zum BU (Abb. 2.7 B, C) (Omoto et al., 2017). Im
Gegensatz zu allen anderen Kompartimenten, die in paariger Anordnung einmal pro Hemisphéare
auftreten, befinden sich die Kompartimente des CCX in einfacher Ausfiihrung in der Mitte des
Gehirns. Zum CCX zdhlen die protocerebrale Briicke (PB) (Abb. 2.7 F), der Fan-shaped Body (FB)
(Abb. 2.7 E), der Ellipsoid Body (EB) (Abb. 2.7 D, E) und das bilaterale Paar kleiner globularer Noduli
(NO) (Abb. 2.7 E) (Hanesch et al., 1989). Der FB, der in den Prozess des visuellen Gedéachtnisses
involviert ist, und der EB, der am visuellen Lernen und raumlichen Gedachtnis beteiligt ist, bilden den
Zentralkérper des CCX und sorgen fiir die Verbindung von AL und CA (Neuser et al., 2008; Ofstad et
al., 2011). Die PB ist ein langliches Neuropil, das sich zwischen den CAs der MBs erstreckt. Der CCX ist
mit vielen Arealen des umgebenden Protocerebrums und dem Lateralkomplex verbunden, aber nur
indirekt mit sensorischen Regionen. Dennoch erhilt er starken indirekten sensorischen Input und ist
von groRer Bedeutung fir die Prozessierung einer Vielzahl von visuellen, mechanosensorischen und
olfaktorischen Signalen und auch fiir das visuelle, olfaktorische und gustatorische Lernen (Loesel et
al., 2002; Ofstad et al., 2011). Auch Schlisselrollen in der lokomotorischen Kontrolle (Strauss und
Heisenberg, 1993), der raumlichen Orientierung (Neuser et al., 2008; Triphan et al., 2010) und dem
Arousal, was den allgemeinen Grad der Aktivierung des Zentralnervensystems beschreibt (Lebestky

et al., 2009; Kong et al., 2010), werden dem Zentralkomplex zugesprochen.
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Abbildung 2.7: Aufbau des adulten Drosophila-Gehirns in anteriorer Ansicht. (A) Schematische Darstellung des
strukturellen Aufbaus des adulten Gehirns. Die Neurone bilden gemeinsam mit Gliazellen den duReren Cortex des Gehirns.
Die Neuriten fiihren in Neuropilkompartimente, die durch Gliazellschichten und Gehirnfaszikel, zum groRten Teil SATs
(sekundare Axontrakte), voneinander abgegrenzt werden und in denen die Neuritenverzweigung, Synapsenbildung und
Signalprozessierung stattfindet. (B—F) Konfokalmikroskopische Aufnahme eines halben adulten Gehirns mit Brp-
Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung der Neuropil-Kompartimente (links) und grafische Darstellung der anderen
Gehirnhdlfte (rechts) in verschiedenen Ebenen von anterior (C) nach posterior (F). Die Position der jeweiligen Ebene durch
das Gehirn ist in jedem Abbildungsteil grafisch dargestellt. (B) Darstellung des gesamten Gehirns. Die grauen Linien
umranden den mittleren Bereich des adulten Gehirns, der sich an der Lage des Zentralkomplex (CCX) orientiert. AL,
antennale Lobe; AMMC, antennales mechanosensorisches Motorzentrum; AOTU, anteriores optisches Tubercle; BU, Bulb;
CA, Calyx des Mushroom Body; CCX, Zentralkomplex; EB, Ellipsoid Body; FB, Fan-shaped Body; IP, inferior Protocerebrum;
LAL, laterale Accessorylobe; LH, laterales Horn; ML, mediale Lobe des Mushroom Body; NO, Noduli; OL, optische Lobe; P,
Peduncle; PB, protocerebrale Briicke; PLP, posterolaterales Protocerebrum; PONP, perioesophageales Ganglion; S, Sporn;
SIP, intermediares superior Protocerebrum; SLP, laterales superior Protocerebrum; SMP, mediales superior Protocerebrum;
SOG, suboesophageales Ganglion; VL, vertikale Lobe des Mushroom Body; VLP, ventrolaterales Protocerebrum; VMC,
ventromediales Cerebrum. Kompartimentbezeichnung nach Pereanu et al., 2010.

Zum ventralen Bereich des adulten Gehirns zahlen das ventro- und posterolaterale Protocerebrum
(VLP und PLP), die antennale Lobe (AL), das ventromediale Cerebrum (VMC), das antennale
mechanosensorische und Motorzentrum (AMMC), das perioesophageale Ganglion (PONP) und das
suboesophageale Ganglion (SOG). Die glomerular aufgebaute AL (Abb. 2.7 B, C) bildet die primare
olfaktorische Gehirnregion, in der die Signale der olfaktorischen Rezeptorneurone eingehen und die

Verschaltung und Weiterleitung in die hoher liegenden Gehirnregionen MB und LH stattfindet. Im
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AMMC (Abb. 2.7 B-E) findet die Verarbeitung mechanosensorischer Reize statt, die (iber das
Johnston-Organ der Antennen aufgenommen werden, wie Gerdusche, Schwerkraft oder Wind
(Kamikouchi et al., 2009; Yorozu et al., 2009; Matsuo et al., 2014). Das PONP (Abb. 2.7 B, D) bildet
einen der Gehirnbereiche, die zur Weiterleitung von Signalen aus dem Gehirn in die Thorax-Ganglien
zustandig sind (Hsu und Bhandawat, 2016). Das SOG (Abb. 2.7 B-F) ist das primare
Geschmackszentrum, in dem gustatorische Neurone aus dem distalen Risselbereich eingehen und

verschaltet und verarbeitet werden (Wang et al., 2004).

Neben den Kompartimenten des Zentralgehirns zdhlen auerdem noch die Kompartimente der OL,
Lamina, Medulla und Lobula, die die ersten Stationen der Verarbeitung visueller Informationen

darstellen, zum adulten Drosophila-Gehirn.

Mithilfe der SAT, die sich wahrend der Larvalentwicklung an den primaren Axontrakten (PAT)
entlangorientieren, die gegen Ende der Embryonalentwicklung gebildet werden und gemeinsam mit
Gliazellen die Neuropil-Kompartimente des larvalen Gehirns bilden (Nassif et al., 1998; 2003;
Younossi-Hartenstein et al., 2006), konnen alle Neuropil-Kompartimente, die im spaten Embryo und
frihen larvalen Gehirn zu sehen sind, Gber Larval- und Puppalentwicklung bis ins adulte Gehirn
beobachtet werden (Younossi-Hartenstein et al., 2006). So sind beispielsweise die AL und die LAL des
adulten Gehirns in der Larve als basales anterior-antennales Kompartiment (BA) und basales
zentrales Kompartiment (BC) zu sehen, die in beiden Entwicklungsstadien auch dieselbe Funktion
haben (Stocker, 1994; Pereanu et al., 2010). Das laterale und medial-ventrale IP sowie der CCX
werden durch das zentrale postero-laterale (CPL), das zentrale postero-intermedidre (CIP) und das
zentrale postero-mediale (CPM) Kompartiment der Larve aufgebaut, und der durch Neuriten der vier
MB-Lineages gebildete CA gilt sowohl in Larve als auch adultem Tier als Eingangszentrum der BA-
bzw. AL-Signale (Pereanu et al., 2010). Das anteriore SMP des adulten Gehirns hat seinen Ursprung
im dorsalen anterioren Kompartiment (DA) der Larve, das posteriore SMP im dorsalen posterioren
Kompartiment (DP) (Pereanu et al., 2010). Im Gegensatz dazu sind keine larvalen Vorldufer von LH
sowie SLP und SIP in Kompartimentform zu finden, da diese Kompartimente aus einer dinnen
Neuropilschicht des larvalen Gehirns, die CPLd (dorsaler Bereich des CPL) genannt wird, entstehen

(Pereanu et al., 2010).
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2.3 Das Homeoboxgen orthopedia (otp)

Homeoboxgene codieren fiir Homeodomanenproteine, die eine Familie von Transkriptionsfaktoren
darstellen. Transkriptionsfaktoren binden spezifisch DNA-Sequenzen, wodurch deren Transkription
reguliert wird, und werden anhand der Struktur ihrer DNA-Bindedomane unterschieden. Die DNA-
Bindedomane von Homeodomdnenproteinen besteht aus 60 Aminosduren und wird als
Homeodomane bezeichnet, die diese Region codierende DNA-Sequenz aus 180 bp wird Homeobox
genannt. Im Bereich der Homeodomane falten sich Homeodomanenproteine in drei Helices, wobei
Uber eine Helix die spezifische DNA-Bindung erfolgt und zwei Helices ein Helix-Turn-Helix-Motiv
bilden. Dieses ist charakteristisch fir Transkriptionsfaktoren, die die groRe Furche der DNA-

Doppelhelix binden (Otting et al., 1990; Percival-Smith et al., 1992).

Homeoboxgene kénnen in zwei Hauptklassen unterschieden werden, die HOX-Gene und die paired
(prd)-like Homeoboxgene. Die HOX-Gene sind mit dem Gen Antennapedia verwandt (Lewis, 1978).
Wenn sie mutiert sind, rufen sie homeotische Transformationen hervor (McGinnis et al., 1984),
wobei eine bestimmte Struktur eines Kérpersegments in ein anderes Kérpersegment transformiert
wird. In Drosophila gibt es zwei Komplexe homeotischer Gene, den aus fiinf Genen bestehenden
Antennapedia-Komplex und den drei Gene enthaltenden Bithorax-Komplex (Lewis, 1978; Kaufman et
al., 1980), die in der Reihenfolge ihrer Lokalisation auf dem Chromosom zeitlich und rdumlich entlang
der Langsachse des Embryos exprimiert werden (Carroll, 1995). Die prd-like Homeoboxgene, zu
denen otp zdhlt, sind mit dem Gen paired verwandt und lassen sich in Qsy, Sso und Kso prd-like
Homeoboxgene untergliedern (Galliot et al., 1999). Diese tragen einen Glutamin-, Serin- oder
Lysinrest an der Aminosdureposition 50 innerhalb der Homeodomane, der entscheidend fiir die
spezifische DNA-Bindung ist (Treisman et al., 1989; Pellizzari et al., 1997). Ss, prd-like Homeoboxgene
besitzen eine prd-Domane als zweite, zusatzliche DNA-Bindedomane, die bei den Qs und Ksq prd-like

Homeoboxgenen fehlt (Bopp et al., 1986; Frigerio et al., 1986; Schneitz et al., 1993).

Otp zahlt zu den Qs prd-like Homeoboxgenen und wurde erstmalig von Simeone et al. in Drosophila
und der Maus beschrieben (Simeone et al., 1994). Es tragt am Carboxyterminus, wie etwa die Halfte
der prd-like Homeoboxgene, eine OAR (Otp, Aristaless, Rx)-Domaéne, die zuerst bei den Genen otp,
aristaless und Rx entdeckt wurde und das Protein in seiner Transaktivatorfunktion unterstitzt
(Furukawa et al., 1997; Eggert et al., 1998). Otp ist evolutiv vor allem in der Homeodomane hoch
konserviert. Die Expression unterscheidet sich je nach Organismus, findet aber immer in Geweben
ektodermaler Herkunft statt. In Invertebraten ist otp in unterschiedlichen Geweben und an
verschiedenen Musterbildungsprozessen beteiligt. So dient es beispielsweise im Seeigel

Paracentrotus lividus als Schlisselregulator der Morphogenese des embryonalen Skelettsystems
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(Di Bernardo et al., 1999; 2000; Cavalieri et al., 2003) und in der Napfschnecke Patella vulgata der
Entwicklung des apikalen sensorischen Organs (Nederbragt et al., 2002). Innerhalb der Vertebraten
stellt sich die Homeodomane in allen untersuchten Organismen als komplett identisch dar (Bethesda
(MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Protein-Datenbank, Stand 09.2022). Die Expression erfolgt in neuralen Geweben, wobei otp eine
essentielle Funktion fir die richtige Determinierung von Zelllinien im neuroendokrinen
Hypothalamus zugeschrieben wird (Wang und Lufkin, 2000; Acampora et al., 1999). Im Zebrafisch
Danio rerio wird otp in spezifischen Zellen des Diencephalon, der preoptischen Region und in
catecholaminergen Neuronen im Rickenmark exprimiert (Del Giacco et al., 2006; Blechman et al.,
2007), in der Maus im Diencephalon, Rhombencephalon sowie im Riickenmark und tragt zur
essentiellen Entwicklung des Hypothalamus bei (Simeone et al., 1994; Acampora et al., 1999; 2000).
Im Huhn findet die Expression ebenfalls in spezifischen Regionen des Hypothalamus statt (Caqueret
et al., 2005). Im Menschen wird otp im distinkten Bereich des Vorderhirns, im Hypothalamus und im
Corpus amygdaloideum exprimiert und wirkt bei der emotionalen und der neuroendokrinen
Hirnfunktion mit (Lin et al., 1999). Die menschliche otp-Sequenz ist zu 99 % identisch mit der
Aminosdure-Sequenz der Maus. Die Sequenz der Homeodomane von otp ist zwischen dem

Menschen und Drosophila zu 93 % identisch.

In Drosophila ist otp zusammen mit den Homeoboxgenen Drosophila Retinal Homeobox (DRx) (Eggert
et al., 1998; Davis et al., 2003) und homeobrain (hbn) (Walldorf et al., 2000) in der 57B-Region auf
dem rechten Arm des 2. Chromosoms lokalisiert (s. Abb. 2.11). Im Zusammenhang mit diesen beiden
Genen wird es zu den Gehirn-Transkriptionsfaktoren gezahlt, die sich fir die Proliferation der
Neuroblasten im anterioren Bereich des Nervensystems, und damit fiir die Gehirnentwicklung,
forderlich zeigen (Curt et al.,, 2019). Auch das Zinkfingerprotein Earmuff (Erm) ist hierfir von
Bedeutung (s. Abb. 2.11). Otp zeigt in der Homeodomane eine hohe Sequenzhomologie zu den

Genen orthodenticle und Antennapedia, woraus die Benennung resultiert.

Mithilfe von cDNA-Analysen konnten bislang neun Transkripte von otp ermittelt werden (Flybase
FB2022 04; Thurmond et al., 2019), die sich anhand ihrer Expressionsdaten und ihrer
Exonbeschaffenheit am 5'-Ende in zwei verschiedene Varianten-Klassen einteilen lassen. Die 2,3 kb
langen Transkriptvarianten otp-RC, otp-RF, otp-RG und otp-RH mit Translationsstart in Exon 4
beginnen mit Exon 3 und werden zu Exon 4 gespliced, wahrend die 2,9 kb langen Transkriptvarianten
otp-RE, otp-Rl, otp-RJ, otp-RK und otp-RL mit Translationsstart in Exon 2 die Exons 1 und 2 besitzen
und zu Exon 4 gespliced werden (Abb. 2.8 A). Unabhdngig von den beiden Varianten-Klassen
enthalten die Transkripte otp-RE, otp-RF, otp-RH und otp-RK Exon 7, wahrend bei den anderen

Transkripten dariiber hinweggespliced wird. Neben dem Unterschied in der Transkriptlange weichen
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die beiden Transkriptvarianten auch im frilhesten Zeitpunkt ihrer Expression voneinander ab, wobei
die 2,3 kb langen Transkriptvarianten bereits in 3 bis 6 Stunden alten Embryonen detektiert werden
kénnen, wahrend die 2,9 kb langen Transkriptvarianten erst in 9 bis 12 Stunden alten Embryonen
nachweisbar sind. AnschlieBend wird die Expression beider Varianten-Klassen tber alle folgenden

Entwicklungsstadien aufrechterhalten (Flybase FB2022_04; Thurmond et al., 2019).

Den Transkriptvarianten-Klassen identisch sind auch zwei verschiedene Proteinvarianten-Klassen zu
beobachten, wobei beispielsweise das 2,9 kb Transkript otp-RE in einem 409 AS Protein Otp-PE
resultiert, wahrend aus dem 2,3 kb Transkript otp-RC ein 271 AS Protein Otp-PC translatiert wird
(Abb. 2.8 B). Die Homeobox erstreckt sich von Exon 5 in Exon 6 und findet sich entsprechend als

Homeodomane in den Proteinvarianten wieder (Abb. 2.8 A und B, gelbe Markierungen).

A

9 8 76 5 4 3 2 1
otp —— - ml
9 8 76 5 4 2 1
otp-RE | — — | -
[ I
9 8 6 5 43 otp 1
otp-RC |- — — -
hed
otp 2

Otp-PE  NH,— I - CO0OH - 409 AS

Otp-PC NH, i - COOH 271 AS

Abbildung 2.8: Ubersicht iiber das Homeoboxgen orthopedia (otp) in Drosophila melanogaster. (A) Genomische Region
von otp mit dem Transkript otp-RE als Beispiel fiir die 2,9 kb Transkriptvariante und dem Transkript otp-RC als Beispiel fir
die 2,3 kb Transkriptvariante. Exons sind als Kastchen dargestellt, translatierte Bereiche in Hellblau. Gelb zeigt die
Homeobox, Dunkelblau die Lage der transkriptspezifischen in situ-Sonden otp 1 und otp 2. (B) Grafische Darstellung der aus
den Transkripten otp-RE und otp-RC resultierenden Proteine Otp-PE und Otp-PC. Gelb zeigt die Homeodomane. (C+D) In
situ Hybridisierung an wildtypischen Drosophila-Embryonen mit der Sonde otp 2 (C) bzw. otp 1 (D). Embryonalstadium 14,
Lateralansicht, anterior ist links. (E) Otp-Immunfluoreszenzfarbung an wildtypischem Drosophila-Embryo,
Embryonalstadium 14, Lateralansicht, anterior ist links. Der weiBe Pfeil zeigt auf die Expressionsgrenze von Otp im
ventralen Nervensystem zwischen den Segmenten A2 und A3. (F) Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Grin auf ein
wildtypisches, embryonales Drosophila-Gehirn. Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-HRP in Rot zur Verdeutlichung der
Gehirnstrukturen. Embryonalstadium 16, Dorsalansicht, anterior ist unten. P1+P2 = Otp-Expressionsdomanen 1 und 2 im
Protocerebrum, D1 = Otp-Expressionsdoméane im Deutocerebrum (nach Hildebrandt et al., 2020).

Im Embryo werden die beiden Transkriptvarianten gewebespezifisch exprimiert, wobei das kiirzere

Transkript im Enddarmprimordium, im embryonalen Enddarm und in den Analplatten exprimiert
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wird (Abb. 2.8 C) und das langere Transkript im ventralen Nervensystem und im Gehirn (Abb. 2.8 D)
(Hildebrandt et al., 2020). Im Enddarm wird otp von dem T-Box-Gen brachyenteron (byn) Uber
multiple Bindestellen, die in einem regulatorischen Element von otp liegen, aktiviert (Kusch et al.,
2002) und stellt sich als essentiell fiir die Entwicklung des Enddarms dar, da otp-Mutanten embryonal
letal sind. Sie weisen einen stark reduzierten Enddarm, hervorgerufen durch Apoptose im
Enddarmprimordium und dem sich entwickelnden Enddarm, auf (Hildebrandt et al., 2020). Auch im
larvalen und adulten Enddarm ist Otp-Expression nachweisbar (Hildebrandt et al.,, 2020). Die
Proteinexpression beginnt in Stadium 10 und erfolgt ebenfalls im embryonalen Enddarm, den
Analplatten, dem Gehirn und dem ventralen Nervensystem, wobei hier ein Unterschied zur
Transkriptexpression festzustellen ist (Abb. 2.8 E). Wahrend das Transkript in allen Segmenten des
ventralen Nervensystems exprimiert wird, ist das Protein lediglich in den fiinf anterioren Segmenten
T1 bis T3 sowie Al und A2 zu detektieren (Abb. 2.8 E, weilRer Pfeil) (Hildebrandt et al., 2020). Somit
muss hier eine posttranskriptionelle Regulation von otp stattfinden. Das embryonale Gehirn weist
otp-Expression in drei Domanen Otp-positiver Zellen auf, von denen sich zwei im Protocerebrum (P1

und P2) befinden und eine im Deutocerebrum (D1) (Abb. 2.8 F) (Hildebrandt et al., 2020).

Aufgrund der Wichtigkeit von otp wahrend der Entwicklung des Nervensystems hoherer Organismen
stellt es sich als sehr interessant dar, die Otp-Funktion im embryonalen, larvalen und adulten Gehirn

von Drosophila zu untersuchen.

2.4 Die Feinregulation der Genexpression durch microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind 21 bis 24 nt lange RNAs, die eine essentielle Rolle innerhalb der
posttranskriptionellen Feinregulation der Genexpression einnehmen (Ambros, 2004). Die
Prozessierung der miRNA erfolgt in einem zweistufigen Vorgang, bevor die reife miRNA funktionell
aktiv werden kann (Abb. 2.9). Die pri-miRNA stellt das primare Transkript der miRNA dar und wird
durch die RNA Polymerasen Il oder Il transkribiert (Lee et al., 2004; Borchert et al., 2006). Noch im
Zellkern wird die pri-miRNA durch das RNA-bindende Protein Pasha und die RNase Il Drosha
geschnitten, wonach die dadurch entstehende, hairpin-Strukturen enthaltende pre-miRNA ins
Cytoplasma transportiert und dort durch die RNase Il Dicer erkannt und weiter prozessiert wird (Krol
et al., 2010). Die resultierende dsRNA trigt an den 3'-Enden einen Uberhang aus zwei Nukleotiden
und an den 5'-Enden Phosphatgruppen (Zhang et al., 2002; 2004). Einer der beiden dsRNA-Strange
wird durch den Argonautenproteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) gebunden
(Hammond et al., 2000), und diese reife miRNA fiihrt den RISC dann zu einer ihr komplementéaren

mRNA, deren Translation durch die Bindung verhindert wird. Bei einer weitreichenden
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Komplementaritat der miRNA- und der mRNA-Sequenzen wird die mRNA daraufhin abgebaut, bei
einer weniger weitreichenden Komplementaritdit von miRNA und mRNA wird die mRNA lediglich

destabilisiert (Bagga et al., 2005; Lim et al., 2005; Wu und Belasco, 2008).
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von miRNA + mRNA Ubereinstimmung von miRNA + mRNA
@ Vi ~AAAAA ([ 2 X e <AAAAA
lSchnItt durch RISC
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L”-!:L =
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‘ Inhibition der Translation und
AL Destabilisierung der mRNA
rascher Abbau der mRNA

Abbildung 2.9: Mechanismus der Feinregulation der Genexpression durch microRNAs. Die pri-miRNA wird durch die RNA
Polymerasen Il oder Ill transkribiert und anschlieRend durch das RNA-bindende Protein Pasha und die RNase Ill Drosha
geschnitten. Die dadurch entstehende pre-miRNA enthalt hairpin-Sturkturen und wird im Cytoplasma durch die RNase Ill
Dicer weiter prozessiert. Ein Strang der resultlierenden dsRNA wird durch den Argonautenproteinkomplex RISC (RNA-
induced silencing complex) gebunden, den die reife miRNA dann zu einer ihr komplementaren mRNA fihrt. Die Translation
der mRNA wird durch die Bindung des miRNA/RISC-Komplexes inhibiert, woraufhin die mRNA je nach
Sequenzkomplementaritat von miRNA und mRNA entweder destabilisiert oder abgebaut wird (Quelle: Figure 7-112 leicht
abgedndert aus Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)).

Einzelne miRNAs kénnen direkt oder indirekt die Translation von hunderten von Genen beeinflussen
(Selbach et al.,, 2008) und haben verschiedenste Funktionen in unterschiedlichen Organismen.
Anhand einer 2 bis 8 nt langen Sequenz am 5'-Ende der miRNAs werden miRNA-Familien definiert.
Diese Sequenz wird seed-Sequenz genannt und spielt eine bedeutende Rolle bei der mRNA-
Targeterkennung (Brennecke et al., 2005). Die erste Entdeckung von miRNAs erfolgte in
Caenorhabditis elegans (C. elegans) mit der Identifikation der miRNA lin-4, die maRgeblich an der
Steuerung der zeitlichen Regulation von friihen larvalen Entwicklungsschritten beteiligt ist (Lee et al.,
1993; Wightman et al., 1993). Eine weitere miRNA, let-7, Gbernimmt diese Steuerungsfunktion in den
spaten larvalen Entwicklungsschritten von C. elegans (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000;
Abrahante et al., 2003; Lin et al., 2003). In Pflanzen spielen miRNAs beispielsweise eine Rolle bei der
Initiation des axialen Meristems und der Blattentwicklung (Rhoades et al., 2002; Emery et al., 2003;

Palatnik et al., 2003; Tang et al., 2003), der zeitlichen Kontrolle der Blitenentwicklung (Park et al.,
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2002; Aukerman und Sakai, 2003; Chen, 2004; Kasschau et al., 2003) sowie der Stresstoleranz (He et
al., 2014). In Sdugetieren haben miRNAs vor allem einen groRen Einfluss auf die Zelldifferenzierung
und die Zellproliferation (Suh et al., 2004; Lu et al., 2007). Generell haben miRNAs eine groRe
Bedeutung fiir die biomedizinische Forschung, da ihnen Funktionen beim Tumorwachstum
(Frampton et al., 2015), im Glukosemetabolismus (Tattikota et al., 2015) und in mesenchymalen
Stammzellen (Zhu et al., 2015) zugesprochen werden und mithilfe der miRNA-Forschung neue

Behandlungsmoglichkeiten entstehen kénnten.

Drosophila melanogaster weist einen eher kleinen miRNA-Pool auf, wobei von mehr als 80 % dieser
miRNAs Homologe im Menschen identifiziert wurden (lbafiez-Ventoso et al., 2008). Bei der
Erforschung der miRNAs in Drosophila sind kontrollierte Fehlexpressionen den Analysen von Loss-of-
function Mutationen vorzuziehen, da Ausfalle einer einzelnen miRNA vermutlich durch die in miRNA-
Familien auftretende Redundanz ausgeglichen werden und sich somit nur selten phanotypische
Konsequenzen bei Loss-of-function Mutationen zeigen (Alvarez-Saavedra und Horvitz, 2010). Zur
kontrollierten Fehlexpression von miRNAs mithilfe des UAS/Gal4-Systems stehen zahlreiche UAS-
tragende Fliegenstamme mit ausgewdhlten miRNA-Sequenzen zur Verfigung (Bejarano et al., 2012;

Schertel et al., 2012).

Die bekannteste miRNA in Insekten und somit auch in Drosophila ist bantam, die ein breites
Spektrum an Funktionen aufweist. Durch Stimulation der Zellproliferation und das Entgegenwirken
von Apoptose spielt sie eine wichtige Rolle bei der Regulation des Fliigelwachstums (Brennecke et al.,
2005), eine Mitwirkung im Hippo- (Thompson und Cohen, 2006) und im TGFB-Signalweg (Oh und
Irvine, 2011) ist nachgewiesen, und sie ist essentiell fiir die Proliferation intestinaler Stammzellen als
Reaktion auf den Hippo-Signalweg (Huang et al., 2014). Des Weiteren fordert bantam das Uberleben
von Keimbahnstammzellen bei genotoxischem Stress (Xing et al., 2015) und spielt eine Rolle in der
Blutzellhomoostase (Lam et al., 2014). Auch in der Entwicklung des Zentralnervensystems wird
bantam bendétigt. Eine verfriihte Differenzierung von Neuroblasten wird durch die miRNA inhibiert
(Weng und Cohen, 2015), das Dendritennetzwerk wird reguliert (Parrish et al., 2009), und die
Entwicklung der optischen Loben sowie die Proliferation von Gliazellen wird beeinflusst (Li und
Padgett, 2012). Diese Aufzdhlung zeigt, wie vielfaltig die Funktionen von einzelnen miRNAs sein
kénnen. Weitere Funktionen von miRNAs in Drosophila stellen sich beispielsweise wahrend der
Keimbahnentwicklung (lovino et al., 2009; Yu et al., 2009), beim Ubergang von der maternalen zur
zygotischen genetischen Kontrolle der Embryonalentwicklung (Rédel et al., 2013), im
Gewebewachstum (Aparicio et al., 2015) und auch in der Endokrinologie (Suh et al., 2015) dar. Einige
miRNAs werden auch innerhalb von Stressreaktionen oder der Infektionsabwehr aktiv (Li et al., 2021;

Mukherjee et al., 2021).
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Viele miRNAs sind in Drosophila an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt, wie beispielsweise
auch die miRNA-252 (miR-252). MiR-252 ist die am starksten exprimierte miRNA in der adulten Fliege
(Marrone et al., 2012). Ihr werden 206 mogliche Zielsequenzen zugeschrieben, wodurch sie eine
breite Auswirkung auf den Organismus hat und unterschiedliche Funktionen beeinflusst (Marrone et
al., 2012). Im embryonalen und larvalen Gehirn konnte miR-252 bereits in der optischen Lobe und im
Zentralgehirn nachgewiesen werden, ebenso in den Augen-lmaginalscheiben und dem larvalen
Ventralnervensystem (Marrone et al., 2012). Nachdem das miR-252-Level wahrend der Entwicklung
stetig ansteigt, findet die starkste Expression im Kopf der adulten Fliege statt, wo sie unter anderem
eine Rolle in der Entwicklung des Nervensystems einnimmt. MiR-252 interagiert als einzige von sechs
potentiell interagierenden miRNAs mit der 3'UTR von otp, was durch die kontrollierte Fehlexpression
von miR-252 in Kombination mit einem ubiquitdr exprimierten Sensorkonstrukt mit GFP und der
3'UTR von otp bereits untersucht wurde (Hildebrandt, 2015). Mithilfe des Treiberstammes engrailed
(en)-Gal4 wurde miR-252 im posterioren Teil der Fligelscheibe fehlexprimiert, woraufhin in diesem
Bereich eine Herunterregulation der ubiquitdaren Sensor-GFP-Expression beobachtet werden konnte
(Abb. 2.10), was auf ein Binden der miRNA an die im Sensorkonstrukt ebenfalls enthaltene otp 3'UTR

und die darauf folgende Herunterregulation von GFP zurlickzufiihren ist.

A dorsal
anterior posterior
[Clengrailed ventral Kontrolle GFP JUAS-miR252 A

Abbildung 2.10: Untersuchung der Interaktion von miR-252 mit der 3'UTR von otp durch kontrollierte Fehlexpression der
miRNA mithilfe des UAS/Gal4-Systems in Kombination mit einem ubiquitdr exprimierten Sensorkonstrukt mit GFP und
der otp 3'UTR. L3-Fligelimaginalscheiben in Lateralansicht, dorsal ist oben, anterior links. (A) Grafische Darstellung des
Expressionsmusters von engrailed (en) im posterioren Teil der Fligelscheibe. (B) Fliigelscheibe ohne miRNA-Fehlexpression.
(C) Fehlexpression von miR-252 gemeinsam mit dem Sensorkonstrukt im en-Expressionsmuster. Die Expression von
miR-252 fuhrt zu einer Inhibition der ubiquitdar exprimierten Sensor-GFP-mRNA im posterioren Teil der Fligel-
Imaginalscheibe. Die Pfeile deuten auf die anterior-posteriore Imaginalscheibengrenze.

Zur genaueren Analyse und zur Verifizierung der potentiellen Bindestelle von miR-252 wurden drei
UAS-Sensorkonstrukte mit enhanced GFP (eGFP) sowie der 3'UTR von otp in verschiedenen Varianten
kloniert und transgene Fliegenstimme hergestellt (Hildebrandt, 2017), die fir diese Arbeit zur
Verfligung standen, wie auch ein miR-252 Knockout (KO)-Stamm (Chen et al., 2014). Aufgrund der
Interaktion von miR-252 mit der 3'UTR von otp und der offensichtlichen posttranskriptionellen
Regulation von otp liegt die Vermutung nahe, dass miR-252 ursachlich fir die fehlende Otp-

Expression im posterioren Teil des embryonalen Ventralnervensystems sein kénnte.
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2.5 Die neuralen Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox (DRx),

Homeobrain (Hbn) und Earmuff (Erm)

Die Homeodomane-enthaltenden Transkriptionsfaktoren Otp (Simeone et al., 1994; Hildebrandt et
al., 2020), DRx (Eggert et al., 1998; Davis et al., 2003) und Hbn (Walldorf et al., 2000; Kolb et al.,
2021) werden nebeneinander in der 57B-Region auf dem zweiten Chromosom von Drosophila codiert
(Abb. 2.11 A) (Walldorf et al., 2000). Sie werden in Typ Il Neuroblasten exprimiert und sind fir die
Zellproliferation von groRer Bedeutung, die dazu fiihrt, dass das Gehirn im Vergleich zum
Ventralnervensystem wahrend der Entwicklung deutlich mehr an Zellmasse zunimmt (Curt et al.,,
2019). Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der hierflr wichtig ist, ist das Zinkfingerprotein Erm, das auf
dem linken Arm des zweiten Chromosoms von Drosophila in der 22B6-8-Region lokalisiert ist

(Abb. 2.11 B) und zur FezF (forebrain embryonic Zinkfinger)-Genfamilie gehort (Weng et al., 2010).
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Abbildung 2.11: Lokalisation der Gene orthopedia (otp), Drosophila Retinal Homeobox (DRx) und homeobrain (hbn) in
der 57B-Region auf dem rechten Arm des zweiten Chromosoms von Drosophila (A) sowie earmuff (erm) in der 22B6-8-
Region auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms von Drosophila (B). Dargestellt sind die Genbereiche in Blau oder
Hellblau sowie die Transkriptvarianten, die auch die Exon (K&stchen)-Intron (Striche)-Beschaffenheit zeigen. Die
entsprechenden Gene sind gelb unterlegt. Quelle: Flybase FB2022_04.

Mutanten dieser vier Faktoren alleine oder in Kombination zeigen eine Reduktion der Neuroblasten
sowie eine Reduktion der Proliferation ihrer Tochterzellen (Curt et al.,, 2019). Durch gezielte

Fehlexpression konnen die Transkriptionsfaktoren eine Proliferation innerhalb des
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Ventralnervensystems hervorrufen und Zellen der Fliigel-Imaginalscheibe in neurale

Gehirnvorlauferzellen umprogrammieren (Curt et al., 2019).

Retinal Homeobox (Rx) gehort einer konservierten Genfamilie fiir Transkriptionsfaktoren mit einer
prd-like Homeodomane an (Birglin und Affolter, 2016). Das Gen wurde zundchst in Xenopus
(Casarosa et al., 1997) und der Maus (Mathers et al., 1997; Furukava et al., 1997) identifiziert und gilt
als essentieller Regulator fur die Augenentwicklung der Vertebraten, da eine augen- und
gehirnspezifische Expression auch in Hihnern, Fischen und im Menschen nachgewiesen werden
konnte (Bailey et al., 2004). Erstaunlicherweise konnte dem homologen Drosophila-Gen DRx bislang
keine Funktion innerhalb der Augenentwicklung nachgewiesen werden, aber eine Expression im
Gehirn sowie im Clypeolabrum und Clypeus vom Embryonal- bis ins Adultstadium (Eggert et al., 1998;
Davis et al., 2003). In frithen Embryonalstadien wird DRx in zwei Plakoden im Gehirn exprimiert, die
benachbart zu den beiden Plakoden, aus denen die Zellen des neuroendokrinen Systems von
Drosophila entstehen, liegen (de Velasco et al., 2007). In den spateren Embryonalstadien bildet sich
aus diesen DRx-positiven Plakoden der Teil des Protocerebrums, der die als Pars intercerebralis (Pl)
und Pars lateralis (PL) bezeichneten Ansammlungen neurosekretorischer Zellen umrandet (de
Velasco et al., 2007). Des Weiteren wird DRx im embryonalen Gehirn in den vier MB-Neuroblasten
exprimiert (Kunz et al., 2012; Kraft et al., 2016), wo es fiir Zellwachstum, Zellproliferation und das
Uberleben der MB-Neuroblasten von Bedeutung ist (Kraft et al., 2016). Weitere DRx-positive Zellen
sind im Bereich der DAM (dorso anterior medialen) Doméane medial benachbart zur
supraoesophagealen Gehirnkommissur zu beobachten, innerhalb der DAL (dorso-anterior lateralen)
Doméne in der lateralen Region des embryonalen Gehirns sowie in der DPM (dorso-posterior
medialen) Domane, der DPLc (dorso-posterior lateral zentralen) Doméane und der BLD (basal lateral
dorsalen) Domane (Kloppel et al., 2021). Im larvalen Gehirn ist die DRx-Expression in der Medulla und
der Lobula der optischen Loben zu beobachten (Erclik et al., 2017; Kl6ppel et al., 2021), die die
Prozessionszentren der visuellen Information darstellen (Fischbach und Dittrich, 1998), sowie im
dorsalen inneren Proliferationszentrum (dIPC) (Kloppel et al., 2021), das die meisten Zellen der
Lobula hervorbringt (Meinertzhagen und Hanson, 1993). AuBerdem findet eine prominente DRx-
Expression in allen Typ Il Lineages und in einigen Typ | Lineages im ventralen Bereich des
Zentralgehirns statt (Kl6ppel et al., 2021). In den DM- und DL-Typ Il Lineages wird DRx in einigen
INPs, in GMCs und Neuronen, aber nicht in Gliazellen exprimiert (Kl6éppel et al., 2021). Auch in den
MB-Neuroblasten und in einem der vier Neuroblasten der AL ist eine DRx-Expression im larvalen
Gehirn zu beobachten (Yang et al., 2016). Im adulten Gehirn wird DRx zentral im Bereich des Pl sowie
in Bereichen ventral von AOTU und LH, dorsal des VLP und PLP und benachbart zur OL exprimiert
(Kloppel et al., 2021). Des Weiteren tritt eine DRx-Expression im EB, einem Teil des CCX, auf (Davis et

al., 2003). Der EB kontrolliert spezifisch lokomotorische Prozesse wie Laufen und Fliegen (llius et al.,
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2007; Martin et al., 2001; Renn et al., 1999), aber auch Orientierung und Drehungsabldufe (Guo et
al., 2014; Xie et al., 2017, Omoto et al., 2018; Kottler et al., 2019; Bridi et al., 2019; Buhl et al., 2021).

Auch der Homeodomane-enthaltende Transkriptionsfaktor Hbn wird vom embryonalen bis ins adulte
Gehirn exprimiert (Graveley et al., 2011; Hildebrandt et al., 2022b). Im Embryo findet die neurale
Hbn-Expression in vielen Typ | und einigen Typ Il Neuroblasten (Curt et al., 2019) sowie in GMCs und
Neuronen, die vor allem im Protocerebrum lokalisiert sind (Kolb et al., 2021), statt. In Hon-Mutanten
fehlen grofle Teile des Protocerebrums, unter anderem auch die MBs, was durch Apoptose
hervorgerufen wird, und die SEK, die die beiden Gehirnhemispharen verbindet (Kolb et al., 2021).
Des Weiteren wird Hbn in spaten Embryonalstadien zusatzlich im Mitteldarm exprimiert (Walldorf et
al., 2000) und Ubernimmt als transkriptioneller Repressor fir die Hormone Allatostatin A und
diuretisches Hormon 31 eine endokrine Funktion (Guo et al., 2019). Im larvalen Gehirn gehort Hbn
einer Reihe von Transkriptionsfaktoren an, die im Laufe der Entwicklung in den DM Lineages und der
Medulla exprimiert werden, wodurch die jeweiligen Zellen ihre spezifische zeitliche Identitat erhalten
(Bayraktar und Doe, 2013; Li et al.,, 2013; Suzuki et al., 2013). Hierbei wird Hbn in einem
Uberlappenden Muster mit Eyeless (Ey) und zeitlich direkt vor Sloppy paired (Slp) exprimiert
(Grossniklaus et al., 1992). Mit beiden dieser Transkriptionsfaktoren interagiert Hbn aktivierend und
reprimierend (Konstantinides et al., 2022). In den Typ Il Lineages wird Hbn in INPs, GMCs und
Neuronen, aber nicht in Gliazellen exprimiert, und in der Medulla, der Lobula, im dIPC und in einigen
Typ | Lineages (Hildebrandt et al., 2022b). Im adulten Gehirn ist die Hon-Expression in einem Bereich
zwischen VLP und SLP sowie in der Medulla zu beobachten (Hildebrandt et al., 2022b).

Erm codiert fur einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor homolog zu den FezF Proteinen (Hashimoto et
al., 2000; Matsuo-Takasaki et al., 2000), weshalb erm zur Erm/FezF-Genfamilie zugeordnet wird
(Weng et al., 2010). Die Erm-Expression beginnt im frilhen Embryo mit einem anterioren
Expressionsmuster, das einem Kopfhorer (engl. earmuff) dhnelt, woraus die Benennung des Gens
resultiert (Pfeiffer et al., 2008). In spateren Embryonalstadien ist eine gehirnspezifische Expression
von Erm zu beobachten, die bis ins Adultstadium auch gehirnspezifisch bleibt (Hildebrandt et al.,
2021). Im larvalen Gehirn wird Erm in unreifen INPs von Typ Il Lineages exprimiert, wo es als
transkriptioneller Repressor agiert und ein Gleichgewicht zwischen neuronaler Differenzierung und
Stammzellerhaltung herstellt (Weng et al., 2010). In Mutanten ohne funktionelles Erm-Protein
differenzieren die INPs zuriick in Neuroblasten, sodass eine dramatische Zunahme von Neuroblasten
und Lineages zu beobachten ist, was sich in stark vergréBerten Gehirnhemispharen auspragt (Weng
et al., 2010). Erm stellt eines der ersten Gene dar, das innerhalb von Enhancer-Analysen im Detail

betrachtet wurde (Pfeiffer et al., 2008).
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Das komplexe Expressionsmuster von Genen wird durch regulatorische Elemente hervorgerufen und
geregelt, zu denen auch Enhancer gehoren, die teilweise liber weite Distanzen agieren. Um solche
Elemente zu identifizieren, werden in der Regel transgene Reportergenuntersuchungen
durchgefihrt, in denen meist lacZ oder GFP als Reporter verwendet werden (Kvon, 2015). Der erste
Enhancer, der in Drosophila mithilfe dieser Methode identifiziert werden konnte, war ein fushi tarazu
(ftz) Enhancer, der als klassisches Beispiel dient (Hiromi et al., 1985) und auf den die Identifikation
unzahliger weiterer Enhancer folgte. Wahrend des Drosophila Genomprojekts wurden weitere
Untersuchungen durchgefiihrt, um Enhancer von Genen, deren Expressionsmuster oder Funktion
bekannt waren, mithilfe von Reportergenen in Kombination mit dem UAS/Gal4-System zu
identifizieren (Pfeiffer et al., 2008). Hierzu wurden DNA-Bereiche, die 3 kb upstream, downstream
oder in Introns von 925 Genen liegen, vor ein Gal4-Gen kloniert, wonach mehr als 5000 transgene
Fliegenstamme generiert und in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht wurden (Jenett et al.,
2012; Jory et al., 2012; Manning et al., 2012). Um Positionseffekte zu vermeiden und die
Enhanceraktivitaten somit direkt miteinander vergleichen zu kénnen, wurden alle Konstrukte in die
gleiche chromosomale Lokalitdt integriert. Auch DRx-, hbn- und erm-assoziierte DNA-Bereiche
wurden innerhalb dieses Projekts kloniert und transgene Fliegenstimme generiert, die Uber das
Bloomington Drosophila Stock Center erworben werden koénnen. Innerhalb einer weiteren
Untersuchung zur Identifikation von Enhancern wurden zusatzliche Fliegenstimme hergestellt (Kvon
et al., 2014), die liber das Vienna Drosophila Research Center bezogen werden kdnnen. Die Analyse
der entsprechenden DRx-, hbn- und erm-assoziierten transgenen Fliegenstamme fiihrte zu einer
genauen Lokalisation der jeweiligen Enhancer-Aktivitat innerhalb des jeweiligen Expressionsstadiums
und -musters (Kloppel et al., 2021; Hildebrandt et al., 2022b; Hildebrandt et al., 2021) und somit zu

einem vollstdndigeren Verstandnis der Genexpression.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Expression und die Regulation des Homeodomane-
enthaltenden Transkriptionsfaktors Orthopedia (Otp) wahrend der Entwicklung des Nervensystems

von Drosophila melanogaster zu untersuchen.

1024 ynd otp™** die aufgrund ihres

Zundachst sollten die EMS-induzierten Mutantenstamme otp
Phanotypes und von Defizienzkreuzungen als otp-Mutanten eingeordnet wurden (Bach, 2011), auf

molekularer Ebene durch Sequenzierung verifiziert werden.

AnschlieBend sollte die wildtypische Otp-Expression mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen im
embryonalen, larvalen und adulten Gehirn beschrieben und spezifischen Zelllineages zugeordnet

werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die beiden otp-Transkriptvarianten im Embryo
gewebespezifisch im Enddarm bzw. im Zentralnervensystem exprimiert werden (Hildebrandt et al.,
2020), war nun zu untersuchen, ob die gewebespezifische Expression der Transkripte otp-RC und
otp-RE auch im Larval- und Adultstadium beibehalten wird. Hierzu sollten larvale und adulte Gehirne
sowie larvale und adulte Endddarme mittels gPCR auf die otp-RE- bzw. otp-RC-Expression untersucht
werden. Um die Expression von otp-RE zu veranschaulichen, sollten ein otp-RE-spezifischer

Antikorper und ein otp-RE-spezifischer Gal4-Stamm hergestellt werden.

Aufgrund von in situ Hybridisierungen und Immunfluoreszenzfarbungen konnte gezeigt werden, dass
otp in jedem Segment des embryonalen Ventralnervensystems transkribiert, aber nur in den
anterioren Segmenten T1 bis A2 translatiert wird (Hildebrandt et al., 2020), was eine
posttranskriptionelle Regulation vermuten lasst. Um eine posttranskriptionelle Regulation von otp
durch die microRNA miR-252 zu untersuchen, sollten unter Zuhilfenahme verschiedener otp-
Sensorkonstrukte qPCR-Experimente durchgefiihrt und Mikroskopaufnahmen angefertigt werden.
AuBerdem sollte die Otp-Expression im Gehirn und Ventralnervensystem von Embryonen sowie in
Gehirnen von Larven und Fliegen eines miR-252 Knockout (KO)-Stammes mittels

Immunfluoreszenzfarbung untersucht werden.

Um Untersuchungen der Expression und Regulation der neuralen Transkriptionsfaktoren Drosophila
Retinal Homeobox (DRx), Homeobrain (Hbn) und Earmuff (Erm) zu vervollstdndigen, sollte jeweils ein
spezifischer Gal4-Treiberstamm hergestellt werden, mit dessen Hilfe sich das gesamte
Expressionsmuster des jeweiligen Gens darstellen ldsst. AuBerdem sollten einige genspezifische
Enhancer-Deletionsstimme mittels Immunfluoreszenfarbung auf die Auswirkung des jeweiligen,

fehlenden Enhancers auf das Expressionsmuster des jeweiligen Gens untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstimme

Die verwendeten Bakterienstimme bilden Derivate von E.coli K-12.

BL21 (DE3): (hsdS gal (Iclts857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene 1) (Sambrook und Russell, 2001)

BL21 (DE3)-Zellen wurden zur Expression von GST-Fusionsproteinen verwendet.

DH5a: (supE44 Alac U169 (¢80lacZ) AM15 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl)

DH5a-Zellen wurden zur Transformation von Plasmidvektoren eingesetzt.

3.1.2 DNA-Klone

Tabelle 3.1: Verwendete DNA-Klone.

Klon Genregion GroRBe des Plasmids | Bezugsquelle
BACR10P11 21.036.140-20.872.106 164 kb BACPac Resources
(genomische DNA) (2. Chromosom) Center
(Hoskins et al., 2000)
cW26/1 (cDNA) otp-cDNA, 1,5 kb EcoRI- | 4,5 kb Uwe Walldorf
Fragment
cW26/2 (cDNA) otp-cDNA, 1,7 kb 4,7 kb Uwe Walldorf

EcoRI-Fragment
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3.1.3 Vektorkarten

Tabelle 3.2: Vektorkarten der verwendeten Vektoren.

Bezeichnung

Vektorkarte

pCR® 2.1 TOPO®
linearisiert

(Invitrogen)

Verwendung:
TA-Klonierung von PCR-
Produkten, unabhéngig

von Schnittstellen

llac operator

; _End (3931)

pCR®2.1-TOPO
3930 bp

PGEX4T-1
(Amersham

Biosciences)

Verwendung:
Herstellung von GST-
Fusionsproteinen zur

heterologen Expression

CAP binding site " _ 0
S caC Promote,

ac Ope,_e

_EcoRI (939)
“XholI (954)

PGEX4T-1
4969 bp
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RIV Gal4
(Baena-Lopez et al.,

2013)

Verwendung:
Reintegration von Gal4

in eine attP-Site

pBPGUW?2 (145 ..173)

RIV Gal4

pTVGal4-1 (3238 ..3265)

RIV white
(Baena-Lopez et al.,

2013)

Verwendung:
Reintegration von
DNA-Sequenzen in eine

attP-Site

EcoRI (54)

/
~ polylinker

Acc65I (116)

o loxP

RIV white
5962 bp

BamHI (2968)
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3.1.4 Fliegenstimme

Tabelle 3.3: Verwendete Fliegenstamme.

Stamm Herkunft
Genetargeting-Stdmme

DRx®’ AG Walldorf
Deletion der Region um das ATG von DRx

erm*° AG Walldorf

Deletion der Region um die ATGs beider Transkriptvarianten von erm

(Masterarbeit M. Minet)

hbn*©

Deletion der Region um das ATG von hbn

AG Walldorf

(Bachelorarbeit O. Hartwig)

othT

Deletion in Exon 4 und 5 von otp

AG Walldorf

(Dissertation N. Bach)

OtpREGT

Deletion in Exon 2 von otp

K. Hildebrandt

(Bachelorarbeit)

Enhancer-Genetargeting-Stdmme

77F11%°
Deletion des DRx-Enhancers 77F11

AG Walldorf

(Bachelorarbeit N. Fiirst)

77F06%°
Deletion des DRx-Enhancers 77F06

AG Walldorf

(Bachelorarbeit N. Fiirst)

77F09%°
Deletion des DRx-Enhancers 77F09

AG Walldorf

(Bachelorarbeit I. Bley)

35D05%°
Deletion des hbn-Enhancers 35D05

AG Walldorf
(Bachelorarbeit I. Findji)

34G10%°
Deletion des hbn-Enhancers 34G10

AG Walldorf
(Bachelorarbeit F. Wittling)

35A03%°
Deletion des hbn-Enhancers 35A03

AG Walldorf
(Bachelorarbeit F. Wittling)

34G10,35A03°"
Deletion der hbn-Enhancer 34G10 und 35A03 sowie der beiden

dazwischenliegenden Exons 2 und 3 von hbn

AG Walldorf
(Bachelorarbeit I. Findji)

34G10,35A03
gleichzeitige Deletion der zwei hbn-Enhancer nach Reintegration der

zwischenliegenden Exons 2 und 3 von hbn

Diese Arbeit
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hbn3'*°

Deletion des 3'-liegenden hbn-Enhancers

AG Walldorf (Bachelor-

arbeit J. Federspiel)

R9DO8"

Deletion des erm-Enhancers R9D08

AG Walldorf
(Bachelorarbeit S. Kiibel)

R9D10X°

Deletion des erm-Enhancers R9D10

AG Walldorf
(Bachelorarbeit S. Kiibel)

R9D11%° AG Walldorf
Deletion des erm-Enhancers R9D11
R9D11S%° AG Walldorf

Deletion des verkiirzten erm-Enhancers R9D11

Treiberstdmme

dpn-Gal4 (BL47859)
w[1118]; P{y[+t7.7] w[+mC]=GMR13C02-GAL4}attP2

Bloomington Stock Center

en-Gal4 (BL6356)
y[1] w[*]; P{w[+mW.hs]=en2.4-GAL4}e16E P{w[+mC]=UAS-FLP.D}JD1

Bloomington Stock Center

DRx%" Diese Arbeit
Gal4-Gen innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes DRx®"
erm*°%" Diese Arbeit
Gal4-Gen innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes erm*°
hbn*©% Diese Arbeit

Gal4-Gen innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes hbn*©

OtpREGa|4

Gal4-Gen innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes otp"*¢"

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)

Testerstdmme

otp Sensor Del
Sensorkonstrukt aus UAS-Stellen, hsp70 Minimalpromotor, eGFP und
otp 3'UTR (mit Deletion im miR-252-Bindebereich)

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)

otp Sensor Mut
Sensorkonstrukt aus UAS-Stellen, hsp70 Minimalpromotor, eGFP und
otp 3'UTR (mit Mutation im miR-252-Bindebereich)

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)

otp Sensor WT
Sensorkonstrukt aus UAS-Stellen, hsp70 Minimalpromotor, eGFP und
wildtypischer otp 3'UTR

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)
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UAS mCD8 GFP, UAS H2B mRFP1
zur Reporterproteinexpression, membrangebundenes GFP und

zellkernlokalisiertes mRFP1

Egger et al., 2010

UAS mCD8 GFP

zur Reporterproteinexpression, membrangebundenes GFP

Aus UAS mCD8 GFP, UAS
H2B mRFP1,
Egger et al., 2010

UAS H2B mRFP1

zur Reporterproteinexpression, zellkernlokalisiertes mRFP1

Aus UAS mCD8 GFP, UAS
H2B mRFP1,
Egger et al., 2010

UAS miR252 FIyORF
M{UAS-mir-252.S}ZH-86Fb

otp™°_Kombinationsstamm

otp"®**/Cy0; UAS H2B mRFP1/TM3 Diese Arbeit

Gal4-Gen innerhalb der Deletion von otpREGT, kombiniert mit UAS H2B

mRFP1

otp-Sensor-Rekombinationsstimme

otp Sensor Del - UAS miR252

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)

otp Sensor Mut - UAS miR252

Diese Arbeit

otp Sensor WT - UAS miR252

K. Hildebrandt

(Masterarbeit)

EMS-induzierte otp-Mutanten

otp'®* AG Walldorf
otp™®** AG Walldorf
Weitere Fliegenstimme

Wildtyp (WT) AG Walldorf
yW67c23

Balancer-Stamm (2. Chromosom) AG Walldorf
yw' 8 Sco/Cy0; +/+

Balancer-Stamm (3. Chromosom) AG Walldorf

w8 +/+: TM6B Th/TM3 Sb

Doppel-Balancer-Stamm (2. + 3. Chromosom) (BL7198)
w[*]; Kr[If-1]/CyO; D[1]/TM3, Ser[1]

Bloomington Stock Center
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miR-252 KO (miRNA 252 Knockout-Stamm)

w[*]; TH{TI}mir-252[K0]/TM3, P{w[+mC]=GAL4-twi.G}2.3, P{UAS-
2xEGFP}AH2.3, Sb[1] Ser[1]

Y. W. Chen

Stamm zum Einkreuzen einer Integrase-Quelle zur PhiC31-

vermittelten Transformation (BL34770)

v[1] w[*] P{y[+t7.7]=nos-phiC31\int.NLS}X; sna[Sco]/CyO

Bloomington Stock Center

3.1.5 Antikorper

3.1.5.1 Priméare Antikérper

Tabelle 3.4: Verwendete primare Antikorper.

Antigen Spezies und Isotyp Verdiinnung Bezugsquelle
Bruchpilot (Brp), nc82 Maus IgG, monoklonal 1:25 DSHB
Crumbs (Crb), cq4 Maus IgG, monoklonal 1:5 DSHB
Digoxigenin (Dig), Schaf Fab-Fragment, 1:2000 Roche
AP-gekoppelt polyklonal

Drosophila Retinal Kaninchen IgG, polyklonal | 1:1000 AG Walldorf
Homeobox (DRx)

Homeobrain (Hbn) Kaninchen IgG, polyklonal | 1:200 AG Walldorf
Horse Radish Peroxidase Ziege IgG, polyklonal 1:200 MP Biomedicals
(HRP), FITC-gekoppelt

Neurotactin (Nrt), BP106 Maus IgG, monoklonal 1:25 DSHB
Orthopedia-PE (Otp-PE) Kaninchen IgG, polyklonal | 1:200 Diese Arbeit
Orthopedia (Otp) Meerschweinchen IgG, 1:2000 (Gehirne) AG Walldorf

polyklonal

1:500 (Embryonen)
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3.1.5.2 Sekundare Antikorper

Die sekundaren Antikérper wurden in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt.

Tabelle 3.5: Verwendete sekundare Antikorper.

Antigen Spezies und Isotyp Konjugation Bezugsquelle

Kaninchen IgG Ziege IgG Alexa Fluor® 488 Molecular Probes
Kaninchen IgG Ziege IgG Alexa Fluor® 568 Molecular Probes
Maus IgG Ziege IgG Alexa Fluor® 488 Molecular Probes
Maus IgG Ziege IgG Alexa Fluor® 568 Molecular Probes
Maus IgG Ziege IgG Alexa Fluor® 647 Molecular Probes
Meerschweinchen IgG | Ziege I1gG Alexa Fluor® 488 Molecular Probes
Meerschweinchen IgG | Ziege I1gG Alexa Fluor® 568 Molecular Probes

3.1.6 Restriktionsenzyme und Puffer

Die Restriktionsenzyme (10 U/ul) und Puffer (10x) wurden von der Firma

bezogen.

Tabelle 3.6: Verwendete Restriktionsenzyme.

Restriktionsenzym(e)

Verwendeter Puffer

Verwendung

EcoRlI + Xhol 2x Puffer Tango Klonierung von Teilen der otp-
cDNA in pGEX4T-1
EcoRl 1x Puffer EcoRlI Kontrolle der Zwischenklonie-

rung pCR® 2.1 TOPO® + hbn

Exons

Bbsl (10 U/ul; NEB) + Hindlll

1x Puffer 2.1 (10x; NEB)

Kontrolle der Zwischenklonie-
rung pCR® 2.1 TOPO® + hbn

Exons

EcoRI + Acc65I

1x Puffer O

Klonierung und Kontrolle der

white

Klonierung RIV*™™ + hbn Exons
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3.1.7 Oligonukleotide (Primer)

Alle Primer wurden von Sigma Aldrich/Merck (Darmstadt) synthetisiert. Die gPCR-Primer wurden mit

H,Ogeion. auf eine Endkonzentration von 100 uM verdiinnt, alle anderen Primer auf eine

Endkonzentration von 50 uM. Sie wurden bei -20 °C gelagert. Unterstrichene Sequenzen wurden dem

jeweiligen Primer zur Klonierung durch Restriktionsenzyme angefligt.

Tabelle 3.7: Verwendete O

ligonukleotide (Primer).

Bezeichnung Sequenz (5" 23°) T.(°C)
Primer zur Klonierung von pGEX4T-1 + otp-PE

otp-PE for TATAGAATTCATGCTGAACAATCTTGGGGCCAATG 64
otp-PE rev TATACTCGAGCATGCTGTTGTTGTTGTTGCCGTTG 67
pGEX3 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 66
pGEX5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 66
Primer zur Uberpriifung der otp-Mutantenstimme otp®* und otp™°*

1024-1 CTGTGATAGACGAGTATACGAGCAGG 61
1024-2 CGTCTCAATTATAGGCCATTTAGCAG 57
1024-3 GATTAATGATAAATTCAATGATAAGTGCGTC 56
1024-4 CCTAATAGTCTATTGGAATTAAAACTCTGATGC 57
1024-5 CTACCTTTAAATCTGTGGGTTTTGATGC 58
1024-6 CATGCCAGGCGAAAAAGTGTC 60
1024-7 CTGATTCACTTACAACACCGAATACAAAATTC 59
1024-8 CAGCCTCGCAATTTGAATTCC 57
Primer zur Klonierung von RIV*™™ + hbn Exons

34G10GT3 ACTAGTGAGGATATAACTACTTCAGCCACAATTG 61
35A03GT2 GGTACCATTAGCGGACACTGCGATGGC 67
M13 GTAAAACGACGGCCAG 55
Primer zur Uberpriifung der Gal4-Integration

Rxseq5 GTTCAAGCAGCTTGTTATTTAGCCC 60
Rxseq6 CTCAACTGTGATCAATCATATCATTGC 56
34G10-7 GTTTACGCCTGCCCATAGCTATTC 59
35A03GT7 GCGTGCTCAACAAATATTGTGAC 57
ermseq5 CGACTGATCCAGGCTGATCACC 61
ermseq6 CTGTGCTGAACGCGTCCTGTTCCTC 65
pBPGUW2 ATGCTTGTTCGATAGAAGACAGTAGCTTC 60
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pTVGal4-1 CGTTTTTATTGTCAGGGAGTGAGTTTGC 61
gPCR Primer

otp-RC for GCTCTTTTGCGGCGCAC 60
otp-RC rev GCCGGAGGATCCACCACC 61
ForGFP GCAACTACAAGACCCGC 54
ForTubulin TGTCGCGTGTGAAACACTTC 61
otp-RE for GAACTCTGACCCCAGCCCATAAC 62
otp-RE rev GGGAATCGATATCGACTGGTGG 59
RevGFP GTCGGCCATGATATAGACG 56
RevTubulin AGCAGGCGTTTCCAATCTG 61
3.1.8 Gerate

Tabelle 3.8: Verwendete Gerite.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Adventurer™Pro Waage

Ohaus Corporation (Parsippany, USA)

Binokular Stemi 2000

Zeiss (Oberkochen)

Bio-Rad Mini-Protean®

Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad My cycler™ Thermal Cycler

Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad Photometer SmartSpecT'\’I 3000

Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad Power Supply PowerPAC™ 300

Bio-Rad (Miinchen)

Brutschrank

Memmert (Schwabach)

CP 64 (Feinwaage)

Sartorius AG (Gottingen)

Eppendorf Concentrator 5301 Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Mastercycler Personal Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf miniSpin plus Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Zentrifuge 5702 Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Femtolet Eppendorf (Hamburg)

Fluoreszenz-Binokular SZX12

Olympus (Hamburg)

Fluoreszenzmikroskop BX 61

Olympus (Hamburg)

Gel-Elektrophorese-System PerfectBlue™

Peqlab (Erlangen)

Gyro Mini Nutating Mixer

Labnet International Inc. (Oakham, UK)

Heizrihrer MR 3001K

Heidolph Instruments (Kelheim)
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InoLab (pH-Meter)

Xylem Analytica Germany Sales GmbH & Co.
KG (Weilheim)

Kamera U-CMAD3 (CC-12 soft imaging system)

Olympus (Hamburg)

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Zeiss (Oberkochen)

Konfokalmikroskop SP5

Leica (Wetzlar)

KihIThermoMixer HLC MHR 11

DITABIS — Digital Biomedical Imaging Systems
AG (Pforzheim)

Lambda Bio+ Spektrophotometer

Perkin Elmer (Waltham, USA)

Mikromanipulator

Leitz (Wetzlar)

MikroOne (Pipette 10 pl)

Starlab International GmbH (Hamburg)

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss (Oberkochen)

Mikrowelle mikromaxx®

Medion AG (Essen)

Minilys Arbeitsplatz-Homogenisator

Peglab (Erlangen)

Mini-Zentrifuge ROTILABO® mit Butterfly-Rotor

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Multi-Shaker Rotator RS-24

Peglab (Erlangen)

NanoDrop 1000

Peglab (Erlangen)

PC-10 (Glaskapillar-Nadelzieher)

Narishige Group (Tokyo, Japan)

Pipetman (Pipette 20 ul, 200 pl, 1000 pl)

Gilson Inc (Middleton, USA)

RiOs™ (Wasserfilteranlage)

Merck KGaA (Darmstadt)

Schittelinkubator Unitron

INFORS (Einsbach)

Scotsman AF 100

Scotsman Ice Machines (lllinois, USA)

Sleeper®

Inject + Matic (Geneva, Schweiz)

Sonifier® Cell Disruptor B-12

Branson Sonic Power Company (Danbury,

USA)

Sorvall® Evolution RC-Kiihlzentrifuge

Sorvall (Langenselbold)

StepOnePlus Real-Time PCR System

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

SUB Aqua Pro

Grant Instruments (Cambridge, UK)

UV-Gel-Dokumentationssystem Intas Gel Jet Imager

Intas (Gottingen)

Vortex-Genie2

Scientific Industries, Inc. (USA)
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3.1.9 Kits

Tabelle 3.9: Verwendete Kits.

Bezeichnung

Bezugsquelle

GeneJET™ Gel Extraction Kit

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

GenelET™ Plasmid Midiprep Kit

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

GenepHlow™ Gel/PCR Kit

Geneaid Biotech Ltd. (New Taipei City, Taiwan)

ISOLATE Il RNA Micro Kit

Bioline (London, UK)

ISOLATE Il RNA Mini Kit

Bioline (London, UK)

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il

Peqlab (Erlangen)

Precellys® Lysing Kit (1,4 mm)

Peqlab (Erlangen)

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen (Hilden)

QuantiTect SYBR® Green PCR Kit

Qiagen (Hilden)

TOPO™ TA Cloning™ Kit

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

3.1.10 Bezugsquellen

Chemikalien: Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Beckton & Dickinson and Co. (Heidelberg), Sigma

Aldrich GmbH (Seelze)

Enzyme und Feinchemikalien: Axon Labortechnik GmbH (Kaiserslautern), Biozol Diagnostica Vertrieb

GmbH (Eching), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Geneaid Biotech Ltd. (New Taipei City, Taiwan),

GenScript (Piscataway, New Jersey), Invitrogen GmbH (Darmstadt), Jena Bioscience (Jena), Merck

KGaA (Darmstadt), New England BiolLabs Inc. (Frankfurt am Main), Peqlab Biotechnologies GmbH

(Erlangen), Qiagen GmbH (Hilden), Roche Applied Science (Mannheim), ThermoFisher Scientific

(Waltham, USA), VectorLabs Inc. (Burlingame, CA)

Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien: Axon Labortechnik GmbH (Kaiserslautern), Carl Roth GmbH +

Co. KG (Karlsruhe), Eppendorf AG (Hamburg), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), Sarstedt AG &

Co. KG (Numbrecht), ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)
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3.1.11 Lésungen und Puffer

Als Losungsmittel fiir Losungen und Puffer wurde, falls nicht anders angegeben, H;0geion. Verwendet.
Losungen und Puffer, die mit * markiert sind, wurden vor Gebrauch autoklaviert. Sofern nicht anders

angegeben, wurden die Lésungen bei Raumtemperatur (RT) gelagert.
Canadabalsam-Gemisch: 2 Teile Canadabalsam, 1 Teil Methylsalicylat

Coomassie-Losung: 0,2 % (w/v) Brilliant Blue R250, 0,01 % (w/v) Brilliant Blue G250, 50 % Methanol,
10 % Essigsaure, 40 % H,0qeion.

Elutionspufferp,gtein: 50 MM Tris (pH 8,0)*, 10 mM Glutathion
Embryonenwaschpuffer: 0,7 % (w/v) NaCl, 0,03 % (v/v) TritonX-100
Entfarbelosung: 10 % Eisessig, 20 % Methanol, 70 % H,0gcion.
Ethidiumbromid-Stammlésung: 10 mg/ml in H,0 (Lagerung lichtgeschiitzt bei 4 °C)

Farbepufferi,:,: 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,, 0,1 mM Tris (pH 9,5), 1 mM Levamisol, 0,1 % (v/v)

Tween20

FixatiVinsita: 1X PBS;nsive, 10 % Formaldehyd, 50 mM EGTA

GTE Lésung*: 50 mM Glucose, 25 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA

Horseserum: 85 % 1x PBSa¢, 10 % PBX, 5 % reines Horseserum, Lagerung bei 4 °C

HybMix (Hybridisierungslésung): 50 % (v/v) deionisiertes Formamid, 5x SSC, 100 pg/ml sonifizierte
und gekochte Lachssperma-DNA, 100 pug/ml tRNA E.coli, 50 ug/ml Heparin, 0,1 % (v/v) Tween20

Hypochlorit-Losung: 1,4 % (w/v) Natriumhypochlorit in H,0

KAc-Losung* (5 M): 29,5 ml Eisessig, etwas H,0geion. zugeben, mit KOH auf pH 4,8 einstellen,
ad 100 ml

Laemmli Puffer (2x): 4 % SDS, 20 % Glycerol, 10 % B-Mercaptoethanol, 0,4 % Bromphenolblau,
0,125 M Tris (pH 6,8)

LiCl/KAc-L6sung: 1 Teil 5 M KAc, 2,5 Teile 6 M LiCl

Lysepuffergenomischeona: 0,1 M Tris (pH 7,5), 0,1 M EDTA, 0,1 M NacCl, 0,5 % SDS

40



Lysepufferptein: 1X PBSprotein, 1 mg/ml Lysozym, Zugabe von 1 Tablette ,cOmpIeteT'\’I Protease

Inhibitor’ ohne EDTA (Roche) pro 20 ml

Natrium-Phosphat-Puffer (0,1 M): 0,1 M NaH,PO4(H,0) mit 0,1 M Na,HPO,4(2H,0) mischen, bis
pH 7,4

PBL (sterilfiltriert): 0,1 M Lysin-HCI, 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,4, Lagerung bei 4 °C
PBSak (10x)*: 1,75 M NacCl, 18,6 mM NaH,P0,(H,0), 84,1 mM Na,HPO,4(2H,0), pH 7,4

PBS;nsitw (10x)*: 1,3 M NaCl, 30 mM NaH,P0,4(H,0), 70 mM Na,HPO,4(2H,0), pH 7,4

PBSprotein (10x)*: 1,54 M NaCl, 23 mM NaH,P0,(H,0), 10 mM Na,HPO,(2H,0), pH 7,3

PBTax: 1x PBSak, 0,2 % Tween20

PBTisitu: 1X PBSinsit, 0,1 % (v/v) Tween20

PBX: 1x PBSy, 0,2 % (v/v) TritonX-100

PEM*: 0,1 M PIPES, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, pH 7,1

PFA: 8 % (w/v) Paraformaldehyd, 0,7 % (v/v) 1 M NaOH, Lagerung in 300 pl Aliquots bei -20 °C

Puffer 1 (sterilfiltriert): 100 mM RbCl, 30 mM KAc, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl, (Zugabe erst nach
Einstellen des pH-Wertes), 15 % (v/v) Glycerin (Zugabe erst nach Einstellen des pH-Wertes), pH 5,8

(mit Essigsaure einstellen)

Puffer 2 (sterilfiltriert): 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 15 % (v/v) Glycerin (Zugabe erst

nach Einstellen des pH-Wertes), pH 6,5 (mit KOH einstellen)

SDS Elektrophorese-Puffer (10x): 250 mM Tris, 1,9 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH 8,8

Tabelle 3.10: Rezept fiir 4 SDS-Gele.

SDS-Gele: Lésung Trenngel (12 %) Sammelgel (5 %)
HZOdeion. 9,9 ml 4,1 ml
Rotiphorese Gel30 | 12 ml 1ml

1,5 M Tris pH 8,8 7,5 ml -

1 M Tris pH 6,8 - 0,75 ml
10 % SDS 0,3 ml 60 pl
10 % APS 0,3 ml 60 pl
TEMED 12 ul 6 ul
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SDS/NaOH Lésung: 0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS

SSC (20x)*: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

TAE (10x): 0,4 M Tris (pH 7,4), 0,2 M Natriumacetat, 10 mM EDTA
TE-Puffer*: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0

TNB (Tris-NaCl-Blockingpuffer): 0,1 M Tris (pH 7,5), 0,15 M NaCl, 0,5 % (w/v) Blocking-Reagenz,

Lagerung in 500 ul Aliquots bei -20 °C

3.1.12 Medien

Alle mit * markierten Medien wurden autoklaviert. Ldsungsmittel ist, wenn nicht anders angegeben,

Hzodeion.-

Antibiotikastammlésung Ampicillin: 100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz in H,Ogeion, Konzentration in

LBamp-Platten und LBan,-Fliissigmedium: 100 pg/ml

Apfelsaftagarplatten*: 8 g Agar-Agar in 250 ml H,0 l6sen und autoklavieren. 8 g Zucker in 80 ml
Apfelsaft aufkochen und in den flissigen, heiBen Agar geben, einriihren und Platten gieflen. Die

Lagerung erfolgt bei 4 °C.

Drosophila-Standard-Futtermedium: 64 g Fadenagar in 5 | aufgekochtem H,0 lésen und
anschlieRend 176 g Ribensirup und 640 g Malzextrakt zugeben. 144 g Trockenhefe mit 80 g Sojamehl
und 640 g Maismehl in 3 | H,0 vermischen, zugeben und aufkochen. Die Masse auf 60 °C abkiihlen
lassen, 50 ml Propionsdure und 24 g Nipagin (4-Hydroxy-benzoesduremethylester) zugeben und das

Futter in Futterrohrchen abfillen. Die Lagerung erfolgt bei 18 °C.
LB-Medium*: 1 % (w/v) NaCl, 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
LB-Agarplatten®: 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium

SOC-Medium*: 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,,

10 mM MgS0,, 20 mM Glucose (nach Autoklavieren zugeben)
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3.2 Methoden

Arbeiten mit Nukleinsduren

Zentrifugationen fanden, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur und 13.000 rpm statt.

3.2.1 Prdparation genomischer DNA aus 15 Fliegen

Zur Praparation genomischer DNA wurden 15 Fliegen in einem ReaktionsgefaR gesammelt, 15 min
bei -20 °C inkubiert und anschlieRend mithilfe eines Pistills in 200 pl Lysepuffersenomischeona
homogenisiert. Dieses Gemisch wurde 30 min bei 65 °C inkubiert, 400 pl LiCl/KAc-Losung wurden
hinzugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine 15-minttige Zentrifugation, wonach der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt, 300 ul 100 % kaltes Isopropanol hinzugegeben und
erneut 15 min zentrifugiert wurde. Das resultierende Pellet wurde 5 min in 70 % Ethanol
zentrifugiert, luftgetrocknet und anschlieBend in 50 pl TE-Puffer gelést. Uber kurze Zeit wurde die

genomische DNA bei 4 °C gelagert, Uber lange Zeit bei -20 °C.

3.2.2 Restriktionsverdau

Fir die Restriktionsverdaus wurden Enzyme (s. 3.1.6) der Firma ThermoFisher Scientific verwendet,
die spezifische Reaktionszusammensetzungen und Puffer (s. 3.1.6) erfordern, sodass jeder
Reaktionsansatz neu auf das jeweilige Enzym eingestellt werden musste. Praparative
Restriktionsverdaus wurden meistens in 20 pl, selten in 50 ul, und analytische Restriktionsverdaus in

10 pl Endvolumen angesetzt. Die Restriktionsverdaus wurden 1 h bei 37 °C inkubiert.

3.2.3 Standard-Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation von DNA-Sequenzen. Hierbei wird ein
gewilinschter DNA-Abschnitt mithilfe von spezifischen Oligonukleotiden in wiederholten Zyklen

vervielfaltigt.

Der Standard-PCR-Ansatz zur analytischen Untersuchung bestand aus 100-500 ng Template-DNA,
0,5 ul dNTP-Mix (10 mM), je 0,5 pl forward- bzw. reverse-Primer (je 50 pMol/ul), 0,5 pl Polymerase
und 2,5 ul 10x Polymerase-Puffer inklusive MgCl, ad 25 ml H,Ogeion.. Der praparative PCR-Ansatz fand
in einem Endvolumen von 100 pl statt, wozu alle Reagenzien in vierfacher Menge im Vergleich zu

dem analytischen PCR-Ansatz eingesetzt wurden. In der Regel wurde die Standard-PCR mit der Taqg-
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DNA-Polymerase (5 U/ul) durchgefiihrt, in Ausnahmefallen mit der Q5 High Fidelity DNA-Polymerase
(2 U/ul), die eine Proofreading-Aktivitit und somit eine geringere Fehlerrate als die Tag-DNA-

Polymerase aufweist.

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt:

Denaturierung 5 min - 95°C

Denaturierung 1 min -2 95°C

Annealing 1 min 2> X°C 30 Zyklen
Elongation 1 min/1000 bp = 72 °C

Finale Elongation 10 min 2>72°C

Lagerung oo 2 4°C

Zur Uberpriifung genomischer DNA wurde folgendes Kurz-Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 2 min - 95°C

Denaturierung 15s -2 95°C

Annealing 15s 2> X°C 30 Zyklen
Elongation 30s/1000bp > 72°C

Finale Elongation 2 min 2>72°C

Lagerung oo 2> 4°C

Die Annealingtemperatur X ist abhangig von den verwendeten Primern (s. Tabelle 3.7), in der Regel

wurde aber eine Annealingtemperatur von 60 °C verwendet.

Sollten die PCR-Produkte anschliefend sequenziert werden, wurden sie mit dem GenepHIowT"’I
Gel/PCR Kit der Firma Geneaid Biotech Ltd. nach Protokoll des Kits aufgereinigt und zur

Sequenzierung an die Firma StarSeq (Mainz) geschickt.

3.2.4 Zwei-Schritt reverse Transkriptions- und quantitative Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR)

Die zwei-Schritt reverse Transkriptions- und quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-
gPCR) dient dazu, die mRNA-Expression zu quantifizieren. Hierzu wurde RNA zuniachst mittels
reverser Transkription in cDNA umgeschrieben, bevor diese dann zur gPCR eingesetzt wurde (= zwei-
Schritt). Alle Arbeitsschritte mit RNA bzw. zur gPCR wurden mit gestopften Pipettenspitzen sowie

RNase-freiem H,0qeion. durchgefiihrt.
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3.2.4.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus Gewebe wurde mithilfe des ,ISOLATE Il RNA Micro Kits’ (Bioline) durchgefiihrt,
die RNA-Isolation aus ganzen Larven mit dem ,ISOLATE Il RNA Mini Kit* (Bioline). Hierfir wurden
50 Gehirne bzw. 50 Endddrme oder 20 Larven pro Isolation eingesetzt. Die larvalen und adulten
Gehirne sowie die larvalen und adulten Endddrme wurden in 1xPBSxk freiprdpariert und auf Eis in
einem mit 1xPBSp¢ befillten ReaktionsgefaR gesammelt. Hierbei wurden von jeder Larve bzw. jeder
Fliege sowohl das Gehirn als auch der Enddarm prapariert, um zu gewahrleisten, dass die Ergebnisse
der gPCR miteinander verglichen werden konnen, da die Gehirne und die Endddarme in vivo
denselben Bedingungen ausgesetzt waren. Die Larven fir die RNA-Isolation aus ganzen Larven
wurden (iber mehrere Tage gesammelt, und auch hier waren die unterschiedlichen Stamme und
Kreuzungen genau den gleichen Bedingungen ausgesetzt. So stellten die Gewebe (je 50) und die
Larven (je 20) bereits einen reprasentativen Querschnitt fiir das Experiment dar. Die Larven wurden
in 1xPBSuk auf Eis gesammelt. AnschlieBend wurde das 1xPBS,g vorsichtig abgenommen, die Gewebe
und Larven in Flissigstickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolation bei -80 °C aufbewahrt. Zur
RNA-Isolation wurden die ganzen Larven mit dem Lysepuffer des ,ISOLATE Il RNA Mini Kits‘ (Bioline)
und B-Mercaptoethanol in Precellys® Lysing Reaktionsgefalle mit 1,4 mm Keramikbeads (peqlLab)
gegeben und mithilfe des Minilys Arbeitsplatz-Homogenisators (peqlLab) homogenisiert. Zur
Homogenisierung der Gewebe genigte es, diese im Lysepuffer und der TCEP-Losung des ,ISOLATE Il
RNA Micro Kits‘ (Bioline) zu vortexen. Die RNA-Isolation erfolgte stets nach Anleitung des jeweiligen
Kits. Die RNA-Konzentration wurde am Spektrophotometer gemessen und die RNA wurde lber

kiirzere Zeit bei -20 °C gelagert, Gber langere Zeit bei -80 °C.
3.2.4.2 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurde das ,QuantiTect Reverse Transcription Kit* der Firma Qiagen verwendet.
Hierbei wurden zunachst mogliche Verunreinigungen der RNA in Form von genomischer DNA mithilfe
eines DNase-enthaltenden Puffers eliminiert, wonach die cDNA-Synthese von allen Regionen der
RNA-Transkripte anhand eines Gemisches aus oligo-dT- und Randomhexamer-Primern in einer
reversen Transkription stattfand. Zur cDNA-Synthese wurden je 200 ng RNA aus Geweben bzw. je
1000 ng RNA aus ganzen Larven eingesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte stets nach Anleitung des Kits.
Fir jede RNA wurde eine weitere Reaktion ohne Reverse Transkriptase (noRT) angesetzt, die bei der
gPCR als Kontrolle fiir DNA-Kontaminationen dienen sollte. Die cDNA wurde anschlieBend mit

H,04eion. auf 5 ng/ul (Gewebe) bzw. 10 ng/ul (ganze Larven) verdinnt und bei -20 °C gelagert.
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3.2.4.3 gqPCR-Durchfiihrung

Die gPCR wurde mithilfe des ,QuantiTect SYBR® Green PCR Kits’ (Qiagen) nach Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Quantifizierung der Transkripte mittels SYBR Green,
eines Fluoreszenzfarbstoffs, der sich an doppelstrangige DNA anlagert. Es wurden pro gPCR-Reaktion
10 ng Gewebe-cDNA bzw. 20 ng Larven-cDNA eingesetzt. Der gqPCR-Ansatz bestand aus 10 pl
,QuantiTect SYBR® Green PCR Mastermix’ (Qiagen), je 1 ul forward- bzw. reverse-Primer (je
10 pMol/ul) ad 18 pl HyO4eion, Wozu dann 2 pl der passend verdinnten cDNA bzw. noRT-Kontrolle
oder H,0geion. flr die noTemplate-Kontrolle gegeben wurden. Als Referenzgen sowohl fiir die
Gewebe- als auch die Gesamtlarvenuntersuchung diente a-Tubulin (vgl. Ponton et al., 2011), das sich
in einer Voruntersuchung im Rahmen dieser Arbeit im Vergleich zu drei weiteren gangigen,
getesteten Referenzgenen als besonders geeignet flr das spezifische Experiment darstellte. Das
Referenzgen wird bei der Auswertung zur Normierung der Ergebnisse verwendet, da sich die
Expression dieses Gens in den verschiedenen, zu untersuchenden Proben nicht unterscheidet.
Deshalb ist es auch von groRBer Wichtigkeit, das fiir das jeweilige Experiment ideale Referenzgen in
einer Voruntersuchung zu ermitteln. Die gPCR-Reaktionen fanden in 96-Well-Platten statt und
wurden mithilfe des StepOnePlus-Cyclers (ThermoFisher Scientific) und der gleichnamigen Software
durchgefiihrt. Hierbei wurden die cDNA-Reaktionen jeweils in technischen Triplikaten angesetzt, die
noRT-Kontrollen in technischen Duplikaten und die noTemplate-Kontrollen einmal pro Primerpaar.

Die gPCR-Bedingungen waren wie folgt:

Denaturierung 10 min 2> 95°C

Denaturierung 155 -2 95°C

Annealing 30s - 60 °C 40 Zyklen
Elongation 30s 2> 70°C

Denaturierung 15s -2 95°C

Annealing 1 min - 60 °C

Denaturierung 15s 2> 95°C

Lagerung oo 2> 4°C

Die Fluoreszenzmessung wahrend der 40 qPCR-Zyklen fand jeweils wahrend der Elongation statt.
AnschlieBend folgte ein abschliefender Zyklus fir den Erhalt der Dissoziationskurve, in dem die
Fluoreszenzmessung zwischen 60 °C und 95 °C in 0,3 °C-Schritten erfolgte. Die Dissoziationskurve
zeigt, wie spezifisch die Primer binden und ist somit eine Kontrolle dafiir, dass nur das spezifische,
gewiinschte PCR-Produkt quantifiziert wird. Dennoch wurden alle gqPCR-Produkte anschlieBend
zusatzlich gelelektrophoretisch im zweiprozentigen Agarosegel aufgetrennt (s. 3.2.5), um die

Primerspezifitdt auch anhand des Bandenmusters im Agarosegel zu kontrollieren.
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3.2.4.4 qPCR-Auswertung

Die Auswertung der gPCR-Ergebnisse wurde anhand der AACt-Methode durchgefiihrt. Hierbei
werden die wahrend der gPCR gemessenen Ct-Werte verrechnet, die jeweils den Zyklus (Cycle = C)
bezeichnen, bei dem die Fluoreszenz erstmals den vorher festgelegten Schwellenwert (threshold = t)
Uberschreitet. Das bedeutet, je niedriger der gemessene Ct-Wert ist, desto hoher liegt die jeweilige
Transkript-Anzahl in der Ausgangs-RNA vor. Unter Anwendung der AACt-Methode kann mithilfe der
Ct-Werte einer gewdhlten Kontrolle sowie der Ct-Werte des Referenzgens der relative
Expressionsunterschied (RQ) zwischen dem Kontroll-Transkript und den ({brigen Transkripten
errechnet werden. Als Kontrolle wurde fiir das Gesamtlarvenexperiment jeweils die Probe gewihlt,
die das Sensorkonstrukt mit wildtypischer otp 3'UTR enthalt, fiir die otp-Transkriptuntersuchung in
den Geweben wurde fiir die L3-Gewebe das Transkript otp-RE im larvalen Gehirn gewahlt und fir die

adulten Gewebe das Transkript otp-RE im adulten Gehirn.

3.2.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden in der Regel einprozentige
Agarosegele verwendet, bei besonders kleinen Fragmenten zweiprozentige. Die Agarose wurde in
1xTAE-Puffer aufgekocht und in der Gelkammer auspolymerisiert. Der 1XxTAE-Puffer diente ebenso
als Laufpuffer. Die DNA-Proben wurden 5:1 mit 6x Gelladepuffer (Carl Roth GmbH + Co. KG) gemischt
und aufgetragen, wobei als Marker der ,GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder fiir einprozentige und der
,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder” fiir zweiprozentige Agarosegele verwendet wurden (beide von
ThermoFisher Scientific). Die Stromspannung lag je nach GelgroRe zwischen 80 V und 150 V. Die
Agarosegele wurden anschlieRend fiir 15-20 min in einem Ethidiumbromid-Bad gefarbt (0,1 %
Ethidiumbromid-Stammldsung in 1xTAE-Puffer) und mit einem Intas-Geldokumentationssystem auf

einem UV-Tisch fotografiert.

3.2.6 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Zur DNA-Isolation aus Agarosegelen wurde die entsprechende Bande unter 70 % UV-Licht mithilfe
eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA-Isolation erfolgte mit dem ,GenelET™ Gel

Extraction Kit’ (ThermoFisher Scientific) stets nach dem Herstellerprotokoll.
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3.2.7 Fallung von restriktionsverdauten Vektoren

Zur Fallung von mit Restriktionsenzymen geschnittenen Vektoren (1,5-2 pg) wurde 4 M LiCl in einem
1:5-Verhiltnis zu dem Vektor-Volumen gegeben und anschlieRend mit 1:1 Volumen kaltem 100 %
Isopropanol gemischt. Dieser Ansatz wurde 10 min bei -20 °C inkubiert, dann fir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert, das Pellet anschliefend in 80 % Ethanol 10 min bei 4 °C zentrifugiert und dann bei

Raumtemperatur getrocknet, bevor es in 20 pl 10 mM Tris (pH 8,4) gelost wurde.

3.2.8 Dephosphorylierung von Vektoren mit rAPid Alkaline Phosphatase

Zur Dephosphorylierung von mit Restriktionsenzymen geschnittenen, gefallten Vektoren wurden
1,5-2 pg Vektor mit 10x rAPid Alkaline Phosphatase Puffer und 1 pl rAPid Alkaline Phosphatase in
20 ul Reaktionsvolumen fir 30 min bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. AnschlieRend wurde die
Reaktion durch dreiminitige Inkubation bei 75 °C abgestoppt. Der dephosphorylierte Vektor wurde

direkt zur Ligation verwendet.

3.2.9 Anfiigen von A-Uberhiingen

DNA-Fragmente, die als Insert zur TA-Klonierung (s. 3.2.17) verwendet werden sollen und in einer
PCR mit der Q5 High Fidelity DNA-Polymerase amplifiziert wurden, besitzen aufgrund der
Eigenschaften dieser Polymerase keine A-Uberhdnge an den 3'-Enden. Um die Fragmente trotzdem
in einen Vektor mit T-Uberhdngen klonieren zu kénnen, wurden 20,5 pl der aufgereinigten PCR-
Produkte mit 1 pl dATPs (10 mM), 2,5 ul 10x Tag-Polymerase-Puffer inklusive MgCl, und 1 pl Tag-
DNA-Polymerase (5U/ul) fur 10 min bei 72 °C im Thermocycler inkubiert. Wahrend dieses Prozesses
figt die Tag-DNA-Polymerase die A-Uberhinge an, ohne dass die DNA-Fragmente durch
Denaturierung verdndert werden kénnten. Das Anfiigen der A-Uberhinge fand immer unmittelbar

vor der Ligation statt.

3.2.10 Herstellung chemisch kompetenter Zellen (Rubidiumchlorid-Methode)

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 10 ml LB-Flissigmedium mit einer
entsprechenden E.coli-Kolonie angeimpft und iber Nacht (4. N.) bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
AnschlieRend wurden 250 ml LB-Fliissigmedium mit 2,5 ml der Ubernachtkultur angeimpft und so
lange bei 37 °C und 220 rpm inkubiert, bis die ODgy 0,5-0,7 betrug. Diese Kultur wurde dann in
vorgekiihlte Zentrifugenbecher Uberfiihrt und 5-10 min auf Eis inkubiert, bevor sie 5 min bei

6000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Das resultierende Pellet wurde in 80 ml gekiihltem Puffer 1
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resuspendiert, 5-10 min auf Eis inkubiert und erneut 5 min bei 6000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in 8 ml gekihltem Puffer 2 resuspendiert, zu 200 ul in vorgekihlte
ReaktionsgefalRe aliquotiert und direkt in Fllssigstickstoff schockgefroren. Die so hergestellten Zellen

wurden bei -80 °C gelagert.

3.2.11 Testen der Transformationseffizienz chemisch kompetenter Zellen

Zum Testen der Transformationseffizienz der chemisch kompetenten Zellen wurde Plasmid-DNA mit
TE-Puffer auf eine Konzentration von 2 pg/ul verdiinnt, wobei 5 ul dieser Verdinnung fir die
Transformation eingesetzt wurden. 100 ul der langsam auf Eis aufgetauten Zellen wurden mit der
verdinnten Plasmid-DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert, bevor ein Hitzeschock fiir 90 s bei
42 °C erfolgte. AnschlieRend wurden die Zellen erneut 5 min auf Eis inkubiert, wonach 1 ml LB-
Flissigmedium hinzugegeben wurde. Diese Suspension wurde 45 min bei 37 °C und 220 rpm im
Schiittler inkubiert und dann 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf etwa
50 pl abgenommen, das Pellet vorsichtig im restlichen Uberstand resuspendiert und alles auf einer
LBamp-Platte ausplattiert. AuBerdem wurden 50 pl der aufgetauten Zellen ohne Plasmid auf eine
LBamp-Platte ausplattiert, die die Negativkontrolle darstellte. Die Platten wurden . N. bei 37 °C
inkubiert, wonach die gewachsenen Kolonien ausgezdhlt wurden. Hierbei stehen 100 Kolonien fir

eine Transformationseffizienz von 1x10” Kolonien/ug DNA.

3.2.12 Transformation von chemisch kompetenten DH5a-Zellen mit Plasmid-DNA

Die Transformation erfolgte mit 150 ng Plasmid-DNA bzw. 5-15 pl Ligationsgemisch in 100 ul
kompetente DH5a-Zellen. Diese wurden auf Eis aufgetaut, die DNA wurde hinzugegeben und der
Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend folgte ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C, wonach die
Zellen wieder 1 min auf Eis inkubiert wurden. Daraufhin wurden 250 pl SOC-Medium hinzugegeben
und der Ansatz 1 h bei 37 °C und 220 rpm horizontal geschiittelt. Danach wurden einmal 100 pl und
einmal 250 pl auf je einer LB-Platte mit Ampicillin (LBamp) ausplattiert. Die LBymp-Platten wurden G. N.

bei 37 °C inkubiert.
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3.2.13 Schnell-Transformation von chemisch kompetenten BL21-Zellen mit Plasmid-DNA

Die Transformation erfolgte mit 150 ng Plasmid-DNA in 10 pl H;0geion. in 100 pl kompetenten
BL21-Zellen. Dieser Ansatz wurde 15 min auf Eis inkubiert, wonach ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C
erfolgte. AnschlieBend wurde der Ansatz erneut 15 min auf Eis inkubiert und dann auf eine LBamp-

Platte ausplattiert, die . N. bei 37 °C inkubiert wurde.

3.2.14 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung von auf LBamp-Platten gewachsenen Kolonien auf die gewtinschte Plasmid-DNA
wurden einige Kolonien einzeln mit einem sterilen Zahnstocher von der Platte gepickt, kurz auf einer
neuen LBxmp-Platte (100 pg/ml) abgestrichen und einzeln in je ein PCR-ReaktionsgefaR in 3 pl 20 mM
NaOH eingerihrt. Dieses Gemisch wurde dann 10 min bei 99 °C im Thermocycler inkubiert und
konnte anschliefend als Template flr eine PCR-Reaktion mit einem Endvolumen von 25 ul verwendet
werden. Die LByy,-Platte mit den neu abgestrichenen Kolonien wurde i. N. bei 37 °C inkubiert,

sodass mit positiv getesteten Kolonien am ndchsten Tag eine Flissigkultur angeimpft werden konnte.

3.2.15 Isolation von Plasmid-DNA mittels Alkalischer Lyse (Minipraparation)

Nach der Transformation von chemisch kompetenten Zellen wurden gewachsene Kolonien einzeln
gepickt und damit 3 ml LBm,-Flissigmedium angeimpft. Dieses wurde . N. bei 37 °C und 220 rpm im
Schittler inkubiert, bevor am nachsten Tag die Isolation von Plasmid-DNA stattfinden konnte. Hierzu
wurden je 2 ml der Ubernachtkulturen in neue ReaktionsgefiRe uberfiihrt und diese 1 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl GTE-L6sung durch Vortexen gel6st, anschlieRend wurden
200 pl SDS/NaOH-Losung hinzugegeben. Das Gemisch wurde invertiert und 5 min bei RT inkubiert.
Nach der folgenden Zugabe von 150 pl KAc wurde die Mischung erneut invertiert und 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend folgte eine 10-miniitige Zentrifugation. Der Uberstand wurde in einem neuen
Reaktionsgefdll mit 800 ul kaltem 100 % Ethanol versetzt und 2 min auf Eis inkubiert. Nach einer
erneuten 10-minitigen Zentrifugation wurde das entstandene Pellet 2 min in 70 % Ethanol
zentrifugiert, anschliefend getrocknet und in 20 pl H,0geion. gelost. Die isolierte Plasmid-DNA wurde

bei -20 °C gelagert.
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3.2.16 Plasmid-Isolation mit Aufreinigungs-Kits

Um reine Plasmid-DNA in hoher Konzentration zu erhalten, wurde LBpm,-Fliissigmedium mit einer
positiv getesteten DH5a-Kolonie oder -Kultur angeimpft und . N. bei 37 °C und 220 rpm im Schuttler
inkubiert. Je nach bendtigter Menge wurde das ,peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II* der Firma PeqglLab
Biotechnologie oder das ,GenelET™ Plasmid Midi Prep Kit’ der Firma ThermoFisher Scientific
verwendet. Die Plasmid-Isolation erfolgte stets nach Anleitung des jeweiligen Kits. Die isolierte

Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.2.17 Klonierung von PCR-Produkten in den pCR® 2.1 TOPO® Vektor (ThermoFisher

Scientific)

Mithilfe des ,TOPO™ TA Cloning™ Kits* (ThermoFisher Scientific) wurden PCR-Produkte mittels TA-
Klonierung in den pCR® 2.1 TOPO® Vektor kloniert, was dazu diente, Inserts fiir die Weiterklonierung
in einen anderen Vektor stabil zu halten sowie vervielfaltigen und bei Bedarf sequenziell Gberprifen
zu kénnen. AulRerdem wurde eine solche Klonierung dazu verwendet, Sequenzen aus heterozygoten
Fliegenstammen in reiner Form sequenzieren zu kénnen. Hierzu wurden PCR-Produkte, die auf einem
heterozygot vorliegenden, genomischen DNA-Template basierten, zur Klonierung eingesetzt, woraus
ein theoretisches 50:50 Verhaltnis von Klonen resultierte, die entweder den einen, wildtypischen
oder den anderen, mutierten DNA-Strang enthielten. Der Ligationsansatz bestand aus 50 ng des
linearisierten pCR® 2.1 TOPO® Vektors in einem 1:2 Verhiltnis zu dem A-Uberhinge-enthaltenden
PCR-Produkt, 1 ul 10x T4 Ligase-Puffer und 1 pl T4 Ligase ad 10 pl H,Ogeion.. Die Ligation erfolgte fur
4 h bei 14 °C, wonach 5 pl des Ligationsansatzes zur Transformation von DH5a-Zellen (s. 3.2.12)
eingesetzt wurden. Um positive Klone schneller identifizieren zu kénnen, wurde eine Blau-Weil3-
Selektion durchgefiihrt, die auf der enzymatischen Aktivitdt des Enzyms B-Galaktosidase basiert.
Hierzu wurde der Bakterienstamm DH5a hinzugezogen, der eine Mutation im B-Galaktosidase-Gen
lacZ tragt, was darin resultiert, dass kein funktionsfahiges Enzym exprimiert wird. Gleichzeitig
beinhaltet der verwendete Vektor pCR® 2.1 TOPO® eine Sequenz fiir das sogenannte a-Peptid der
B-Galaktosidase, das die defekte Form des Proteins zu einer funktionsfahigen Form vervollstandigen
kann. Die LBpmp-Platten, die nach der Transformation zum Ausplattieren benutzt werden sollten,
wurden mit IPTG (100 mM, 40 pl/Platte) und X-Gal (40 mg/ml in DMSO, 40 pl/Platte) bestrichen,
Substrate, die durch die B-Galaktosidase in blaue Farbprodukte umgesetzt werden. Da die Multiple
Cloning Site (MCS) des Vektors innerhalb der Sequenz des a-Peptids liegt, kdnnen nur Klone, die ein
Plasmid ohne Insert tragen, eine funktionsfahige B-Galaktosidase bilden, IPTG und X-Gal umsetzen
und dadurch blau erscheinen. Klone, die das Insert tragen, werden im Umkehrschluss als weiRe

Kolonien sichtbar, da die Sequenz des a-Peptids durch das Insert unterbrochen wird und somit keine
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aktive Form der B-Galaktosidase gebildet werden kann. WeiRe Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR
(s. 3.2.14) Uberprift und mit Klonen, die das Insert tragen, wurden Ubernachtkulturen zur Plasmid-
Praparation mit dem ,peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il der Firma PeqglLab Biotechnologie angeimpft.
Sollte das Insert sequenziell Giberprift werden, wurden nach der Praparation der Plasmid-DNA 10 pl

(100 ng/ul) (s. 3.2.16) zur Sequenzierung an die Firma StarSeq (Mainz) geschickt.

3.2.18 Klonierungsstrategie fiir die Reintegration der homeobrain Exons 2 und 3 in den

Genetargeting-Stamm 34G10,35A03¢T mithilfe des Reintegrationsvektors RIVwhite

Zur Amplifikation des die homeobrain (hbn) Exons 2 und 3 enthaltenden Inserts wurde eine PCR mit
der Q5 High Fidelity DNA-Polymerase (2 U/ul), den Primern 34G10GT3 und 35A03GT2 und dem Klon
BACR10P11 als Template, der unter anderem die genomische DNA von hbn enthélt, durchgefihrt.
Das PCR-Produkt wurde durch die gelelektrophoretische Auftrennung (s. 3.2.5) von 1 ul auf seine
Reinheit Uberprift und anschlieBend zur Zwischenklonierung in den pCR® 2.1 TOPO® Vektor
(ThermoFisher Scientific) eingesetzt. Hierzu wurden dem PCR-Produkt zunichst A-Uberhidnge
angefiigt (s. 3.2.9), bevor die Klonierung stattfand (s. 3.2.17). Die mit dem ,peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit 11 (PegLab Biotechnologie) aufgereinigte Plasmid-DNA (s. 3.2.16) aus mittels Kolonie-
PCR (s. 3.2.14) positiv getesteten Klonen wurde jeweils einem EcoRlI-Restriktionsverdau unterzogen
(s. 3.2.2). Dieses Enzym schneidet das Insert aufgrund der Lage der Schnittstellen im pCR® 2.1 TOPO®
Vektor wieder aus dem Vektor heraus, wodurch die Integration eines Inserts (ber eine
gelelektrophoretische Auftrennung (s. 3.2.5) Uberprift werden kann. Gleichzeitig wurde ein
Restriktionsverdau mit den Enzymen Bbsl und Hindlll angesetzt (s. 3.2.2), um die Orientierung des
Inserts zu Uberpriifen. Bbsl schneidet hier spezifisch im 3'-Bereich des Inserts, sodass bei
gleichzeitiger Restriktion durch Hindlll, welches im Vektor schneidet, je nach Orientierung des Inserts
unterschiedliche FragmentgréRen entstehen. Fiir diese Klonierung ist es von groRRer Bedeutung, dass
das Insert in der korrekten Orientierung im pCR® 2.1 TOPO® Vektor vorliegt, da es codierende
Bereiche enthalt, die im resultierenden transgenen Fliegenstamm funktionell vorliegen missen. Alle
Restriktionsverdaus wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.2.5) und geeignete Klone zur
Sequenzierung an die Firma StarSeq (Mainz) geschickt (je 10 ul, 100 ng/ul, Primer M13). Daraufhin

wurde ein sequenziell einwandfreier Klon zur Weiterklonierung verwendet.

white

Die Klonierung in den Reintegrationsvektor RIV (Baena-Lopez et al.,, 2013) erfolgte Uber

Restriktionsschnittstellen. Hierzu wurde das Insert mithilfe der Enzyme EcoRI und Acc65! aus dem

pCR® 2.1 TOPO® Vektor ausgeschnitten (s. 3.2.2), wobei 1 ug DNA eingesetzt wurde. Analog dazu

white

wurde der Reintegrationsvektor RIV (2 pg) ebenfalls einem Restriktionsverdau mit EcoRl und

Acc65] unterzogen (s. 3.2.2). Der Restriktionsverdau des Inserts wurde gelelektrophoretisch
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aufgetrennt (s. 3.2.5), die entsprechende Insert-Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten und das
Insert mithilfe des ,GenelET™ Gel Extraction Kit* (ThermoFisher Scientific) aus dem Agarosegel
isoliert (s. 3.2.6). Die durch den Restriktionsverdau linearisierte Vektor-DNA wurde gefallt (s. 3.2.7)
und dephosphoryliert (s. 3.2.8), bevor 100 ng zur Ligation eingesetzt wurden. Die Ligation fand in
einem 1:2-Verhaltnis von Vektor und Insert in einem Gesamtvolumen von 15 pl mit 1,5 pl 10x T4
Ligase-Puffer sowie 1,5 pl T4 Ligase fir 2,5 h bei 16 °C statt. AnschlieBend wurde der komplette
Ligationsansatz zur Transformation von DH5a-Zellen eingesetzt (s. 3.2.12). Positive Klone wurden
mittels Kolonie-PCR (s. 3.2.14) und gelelektrophoretischer Auftrennung (s. 3.2.5) identifiziert, wonach
mit zwei positiven Klonen Ubernachtkulturen zur Priparation der Plasmid-DNA mittels ,peqGOLD
Plasmid Miniprep Kit Il (PeqLab Biotechnologie) (s. 3.2.16) angeimpft wurden. Nach der Plasmid-
Isolation wurden einige Kontroll-Restriktionsverdaus (s. 3.2.2) mit verschiedenen Enzymen
durchgefiihrt, um die Klone auf das Insert zu Gberprifen. Im Anschluss wurde die Gberprifte DNA zur

Injektion (s. 3.2.26) verwendet.

3.2.19 Klonierungsstrategie zur Herstellung von GST-Fusionsproteinen

Zur Herstellung eines Otp-PE-spezifischen Antikdrpers wurden die Exon-Sequenzen zwischen
Translationsstart des Transkripts otp-RE und Translationsstart des Transkripts otp-RC in den Vektor
PGEXA4T-1 einkloniert. Dieser enthalt zum einen einen an die MCS des Vektors angrenzenden
Glutathion-S-Transferase (GST)-Tag, der es spater ermoglicht, das Protein aufzureinigen. Zum
anderen ist ein lac-Operon enthalten, sodass die Expression des GST-Fusionsproteins mit dem
Lactose-Analogon IPTG induziert werden kann. Zur Herstellung des Inserts wurde eine PCR mit dem
die cDNA des Transkripts otp-RE enthaltenden Klon ¢W26/2 als Template, den Primern otp-PE for
und otp-PE rev und der Tag-DNA-Polymerase durchgefiihrt (s. 3.2.3). Das gesamte PCR-Produkt
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.2.5) und mithilfe des ,GeneJET™ Gel Extraction Kits’
(ThermoFisher Scientific) aus dem Agarosegel isoliert. Die Elution fand in 35 pl H,Ogeion. Statt, womit
anschlieRend ein Restriktionsverdau mit EcoR/ und Xho!/ in einem Gesamtvolumen von 50 pl
durchgefiihrt wurde (s. 3.2.2). Da die Klonierung liber Restriktionsschnittstellen stattfand, wurden
zeitgleich 2 ug des Vektors einer Restriktion mit EcoR/ und Xho/ unterzogen (s. 3.2.2). Beide
Restriktionen wurden anschlieBend 20 min bei 80 °C inaktiviert und der Vektor wurde
dephosphoryliert (s. 3.2.8). Daraufhin wurden Vektor und Insert mithilfe des ,GenepHlow™ Gel/PCR
Kits’ (Geneaid Biotech) nach Protokoll 2 des Kits aufgereinigt. Die Ligation wurde mit 100 ng Vektor
im 1:3 Insert-Verhaltnis mit 1 pl T4 Ligase und 1 ul 10x T4 Ligase-Puffer in einem Endvolumen von
10 ul fir 3 h bei 25 °C durchgefiihrt. AnschlieBend folgte die Transformation von DH5a-Zellen

(s. 3.2.12). Mit einigen Kolonien wurden Flissigkulturen zur Minipraparation (s. 3.2.15) angeimpft,
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und nach der Plasmid-Isolation wurde jeweils eine PCR (s. 3.2.3) mit den Primern pGEX3 und pGEX5
sowie eine mit den Primern otp-PE for und otp-PE rev zur Kontrolle angesetzt. Die PCR-Produkte
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.2.5), und mit zwei positiv getesteten Klonen wurden
Ubernachtkulturen zur Isolation der Plasmid-DNA mithilfe des ,GeneJET™ Plasmid Midi Prep Kit"
(ThermoFisher Scientific) angeimpft. Nach der Plasmid-Isolation wurden je 10 pl der Plasmid-DNA
(120 ng/ul, Primer pGEX5) zur Sequenzierung an die Firma StarSeq (Mainz) geschickt, um
sicherzugehen, dass das Insert sequenziell fehlerfrei vorliegt. Im Anschluss wurde die Uberprifte

Plasmid-DNA zur Expression und Aufreinigung des Proteins weiterverwendet (s. 3.2.21).

Arbeiten mit Proteinen

3.2.20 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteinproben gelelektrophoretisch aufzutrennen, wurden 0,75 mm dicke SDS-Polyacrylamid-
Gele mit flinfprozentigem Sammelgel, zwolfprozentigem Trenngel und 15 Taschen verwendet. Zum
GieRen der Gele und zur gelelektrophoretischen Auftrennung wurden Gelsysteme der Firma Bio-Rad
verwendet. Die Proteinproben wurden mit denaturierendem 2x Laemmli Puffer versetzt und 10 min
bei 95 °C inkubiert. AnschlieRend wurden je 5 pl in die Taschen pipettiert und das Gel zur
Konzentration der Proben im Sammelgel einer Spannung von 60 V ausgesetzt. Sobald die nun
konzentrierte Proteinbande die Sammelgel-Trenngel-Grenze erreichte, wurde die Spannung auf
120V erhoht und die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Als Marker fiir das
Molekulargewicht wurden der ,PageRuler™ Unstained Protein Ladder’ und der ,PageRuler™
Prestained Protein Ladder’ (beide ThermoFisher Scientific) verwendet. Die Gele wurden anschlieRend
1 h in Coomassie-Losung sanft bewegt gefarbt und danach bis zur deutlichen Sichtbarkeit der Banden
mit Entfirbelésung, die alle 15 min ausgetauscht wurde, entfarbt. U. N. wurden die Gele in H,0
gelagert und anschliefend noch einige Male in H,0 gewaschen, bevor sie mehrere Stunden sanft
bewegt in 5 % Glycerol in H,0 inkubiert wurden. Danach wurden die Gele in Rahmen gespannt und

Uber mehrere Tage getrocknet.
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3.2.21 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen iiber Glutathion-Sepharose im Batch-

Verfahren

GST-Fusionsproteine wurden Uber Glutathion-Sepharose im Batch-Verfahren aufgereinigt. Hierzu
wurden zunachst BL21-Zellen innerhalb einer Schnell-Transformation (s. 3.2.13) mit dem spezifischen
PGEXAT-1-Konstrukt transformiert. Mit einer der gewachsenen Kolonien wurde anschlielend eine
Vorkultur von 100 ml LBay,-Flissigmedium angeimpft und . N. bei 37 °C und 220 rpm im Schiittler

inkubiert.
3.2.21.1 Zellpraparation

250 m| LBamp-Flussigmedium wurden mithilfe der Vorkultur auf eine ODgy von 0,1-0,2 angeimpft und
so lange bei 37 °C und 220 rpm inkubiert, bis die ODgyy 0,51 betrug. AnschlieBend wurde die GST-
Fusionsproteinexpression durch die Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) induziert und die
Kultur 3,5 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Zellernte fand durch zehnminitige Zentrifugation
bei 5000 rpm und 4 °C (Sorvall Evolution RC, Rotor SLA-1500) statt. Das Pellet wurde in 20 ml
Lysepufferp,.ein resuspendiert und die Suspension wurde 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen mittels Sonifikation (4x 30 s) aufgeschlossen. Durch eine dreiigminitige
Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4 °C (Sorvall Evolution RC, Rotor SLA-600) wurden die Zelltriimmer
pelletiert, und das GST-Fusionsprotein befand sich im klaren Uberstand, im Folgenden ,Sonikat’
genannt. Wahrend der Zellprdparation wurden die Proben ,vor Induktion’, ,nach Induktion’,
,Uberstand’ und ,Pellet’ genommen, die anschlieBend mit 1x Laemmli Puffer (Pellets) bzw.

2x Laemmli Puffer (Flissigkeit) verdinnt und bei -20 °C gelagert wurden, bis sie zur

gelelektrophoretischen Kontrolle bendtigt wurden (s. Tab. 3.10).
3.2.21.2 Vorbereitung der Matrix

Es wurden pro Sonikat 500 ul Glutathion Sepharose 4B (GE Healthcare) vorbereitet. Diese wurden
zundchst 5x 5 min in je 4 ml 1x PBSpotein bei 500 rpm zentrifugiert und bis zur Weiterverwendung in

500 pl 1x PBSp,oein gelagert.
3.2.21.3 Proteinaufreinigung

Die Proteinaufreinigung fand je nach Losungsvolumen in 15 ml- und 50 ml-Falkons statt. Das Sonikat
wurde zur Matrix gegeben und . N. bei 4 °C auf dem Taumler inkubiert. AnschlieRend wurde die
Matrix 10 min bei 1000 xg und 4x 5 min in je 4 ml 1x PBSp,oin bei 500 rpm zentrifugiert. Zur Elution
wurde die Matrix in 1 ml 1x PBSpotein in €in 2 ml Reaktionsgefall Gberfiihrt und 4 min bei 800 rpm

zentrifugiert. Die Elution erfolgte 3x mit je 500 ul Elutionspufferp.oein Und abschlieRend ein viertes
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Mal mit 1 ml Elutionspufferpoein. Hierzu wurde die Matrix mit Elutionspufferp,qein jeweils 10 min bei
RT auf dem Taumler inkubiert und anschlieBend 4 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde jeweils abgenommen, als Elution in je einem frischen Reaktionsgefald in Flissigstickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Wahrend der Proteinaufreinigung wurden die Proben
,Durchlauf’ (Uberstand nach Saulenbindung) und ,Waschschritte’ (aus einem Pool aller Wasch-
Uberstande) entnommen sowie jeweils 50 pl jeder Elution. Diese wurden mit 2x Laemmli Puffer
verdinnt und bei -20 °C gelagert, bis sie zur gelelektrophoretischen Kontrolle verwendet wurden
(s. Tab. 3.10). Die Elutionsfraktionen wurden nach einer Konzentrationstiberpriifung am NanoDrop-
Spektrophotometer (Peglab) in 100 pg-Aliquots zur Herstellung polyklonaler Antikérper im

Kaninchen verwendet.

Arbeiten mit Drosophila melanogaster

3.2.22 Fliegenzucht

Die verwendeten Fliegenstamme wurden bei 24 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 60 % in
Futterréhrchen auf Standard-Futtermedium gehalten. Unter diesen Bedingungen betragt die

Generationszeit etwa 12 Tage.

3.2.23 Letalititsanalyse

Zur Letalitatsanalyse von mutanten Fliegenstimmen wurden Fliegen in Zuchtbecher auf
Apfelsaftplatten Gberfiihrt und zur Eiablage Uber einige Stunden bei 24 °C inkubiert. Anschliefend
wurden die abgelegten Eier ausgezahlt und die Apfelsaftplatten fiir 24 h bei 24 °C gelagert. Danach
wurden die geschlipften Larven gezahlt und in frische Futterréhrchen tberfiihrt, die bis zum Ende
der Letalitatsanalyse bei 24 °C gelagert wurden. Nach der Verpuppung wurden die Puppen gezahlt

und nach dem Schliipfen die Fliegen.

3.2.24 Absammeln von virginellen Weibchen (Jungfrauen) fiir Kreuzungen

Um auszuschlieRen, dass fur Kreuzungen verwendete Weibchen bereits befruchtet sind, wurden alle
dlteren Fliegen aus einem Futterréhrchen verworfen und das Réhrchen mit Puppen, Larven und
Embryonen zweimal taglich auf neu geschlipfte Fliegen untersucht. Jungfrauen zeichnen sich durch
ihre helle Korperfarbe, eventuell noch nicht ausgefaltete Fliigel und das Meconium, die typische,

dunkle Stelle am ventralen Abdomen, aus. Mannliche Tiere wurden verworfen.
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3.2.25 Rekombination

Das naturliche Ereignis der Rekombination, das bei Drosophila in der weiblichen Keimbahn
stattfindet, kann sich zu Nutze gemacht werden, um mehrere genetische Abschnitte auf dem
gleichen Chromosom stabil zu koppeln. Hierzu wurden Fliegen, die je eines der genetischen Elemente
tragen, miteinander gekreuzt und Nachkommen mit beiden Elementen mit Fliegen des Stammes
yw®’® riickgekreuzt. Bei einem erfolgreichen Rekombinationsereignis treten in der Folgegeneration

einige wenige mannliche Tiere auf, in denen beide Elemente nachgewiesen werden kdnnen und die

anschlieBfend balanciert wurden (s. 3.2.27).

3.2.26 Durchfiihrung einer Keimbahntransformation

3.2.26.1 Injektionsmaterial

Zur Injektion wurde Plasmid-DNA, die mithilfe eines Kits aufgereinigt wurde (s. 3.2.16), in H,Oqeion.

verwendet, wobei die Konzentration 400-450 ng/ul betrug.
3.2.26.2 Absammeln, Dechorionieren und Aufreihen von Embryonen

Zur Injektion wurden Fliegen des zu injizierenden Stammes etwa eine Woche nach dem Schlipfen in
Zuchtbecher auf mit Hefe bestrichene Apfelsaftplatten Uberfiihrt und bei 24 °C und 60 %
Luftfeuchtigkeit gehalten. Vor Beginn der Injektion wurden die Apfelsaftplatten gewechselt und die
Becher 45 min bei 24 °C gelagert, um zu gewahrleisten, dass in dieser Zeit alle dlteren Eier abgelegt
werden. Anschliefend wurden die Apfelsaftplatten alle 30 min gewechselt, um sicherzustellen, dass
sich der Grof3teil der Embryonen zum Injektionszeitpunkt noch im richtigen Alter befindet. Hierbei
sollten die Embryonen etwa 45-55 min alt sein und sich noch vor der Polzellbildung befinden, die die
Keimbahnvorlauferzellen darstellen, in welche die DNA bei der Zellbildung mit einbezogen werden
soll. Die Apfelsaftplatten mit den hoéchstens 30 min alten Embryonen wurden direkt nach dem
Abnehmen mit 50 % Hypochlorit-Losung liberschichtet und 1 min 30 s vorsichtig bewegt. Die dadurch
dechorionierten Embryonen wurden durch ein Netzchen gespllt und darin mit
Embryonenwaschpuffer gewaschen. Das Netzchen wurde zunéchst zum Entfernen der Flissigkeit auf
ein Papiertuch gelegt und anschlieRend auf eine frische, eisgekiihlte Apfelsaftplatte, wobei die
Embryonen vorsichtig mit einer Prapariernadel auf die abgeschnittene Kante der Apfelsaftplatte
Uberfiihrt wurden. Hierbei wurden die Embryonen so aufgereiht, dass sie mit dem anterioren Teil in
Richtung Kante zeigten und dass keine Beriihrung untereinander stattfand. AnschlieBend wurden sie
im aufgereihten Zustand mithilfe von doppelseitigem Klebeband (Tesa Photo Film Tape, 12 mm breit)

auf ein Deckglas tiberfiihrt, sodass sich die posterioren Enden etwa 2 mm vom Rand des Deckglases
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befanden. Dieses Deckglas wurde dann zum Trocknen der Embryonen in eine Trockenkammer Uber
Silicakugeln gelegt, wobei die Trockenzeit je nach Umgebungstemperatur, Luftfeuchtigkeit und
Zustand der Silicakugeln zwischen 6 min 30 s und und 7 min 30 s betrug. Danach wurden die
Embryonen auf dem Deckglas mit auf 18 °C gekiihltem Voltalef® (berschichtet, um eine

Austrocknung zu verhindern.
3.2.26.3 Injektion

Die Injektionsnadeln wurden mit dem PC-10 Pipette Puller (Narishige) unter der Einstellung 1 Pull bei
50 °C aus Glaskapillaren mit 1 mm Durchmesser hergestellt. Die Injektion erfolgte unter dem
inversen Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss) und einem Mikromanipulator (Leitz). Vor der Injektion wurde
die Injektionsnadel mit einer Microloader-Pipettenspitze (Eppendorf) mit 2,5 pl Injektionsmaterial
befillt, am Micromanipulator befestigt und durch vorsichtige Beriihrung mit dem Objekttrager
geoffnet. Das Deckglas wurde mit den Embryonen nach oben auf den Objekttrager gelegt und die
Injektion erfolgte nacheinander in das posteriore Ende der Embryonen. Das Injektionsmaterial wurde
in definierter Menge durch einen kurzen Druckimpuls, der durch das Femtolet-Luftdruck
Injektionsgerat (Eppendorf) aufgebaut wurde, in die Embryonen beférdert. Je nach GroRe der

Nadel6ffnung variierte der Injektionsdruck p; zwischen 0,80 und 1,30.
3.2.26.4 Behandlung injizierter Embryonen

Das Deckglas mit den injizierten Embryonen wurde U. N. in einer feuchten Kammer bei 18 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde es auf eine Apfelsaftplatte mit seitlichem Hefestreifen liberfiihrt, die
Embryonen bei Bedarf erneut mit Voltalef® liberschichtet und bei 24 °C und 60 % Luftfeuchtigkeit
gelagert. Geschliipfte L2- und L3-Larven wurden 4-6 Tage nach der Injektion in frische

Futterréhrchen Gberfiihrt und zur weiteren Entwicklung bei 24 °C und 60 % Luftfeuchtigkeit gehalten.

3.2.26.5 Selektion von Transformanten

Nach der Injektion geschliipfte Fliegen (GO-Generation) wurden einzeln mit je 3 Tieren des anderen

67c23

Geschlechts des Stammes yw riickgekreuzt und bei 24 °C und 60 % Luftfeuchtigkeit gehalten.
Nachkommen (G1-Generation), die das injizierte Konstrukt in der Keimbahn tragen, pragen das auf
dem Plasmid enthaltene Markergen white aus, sind so phanotypisch leicht aufgrund ihrer roten
Augen zu selektieren und werden im Folgenden als Transformanten bezeichnet. Mannliche
Transformanten wurden direkt balanciert (s. 3.2.27), weibliche Transformanten zur Sicherheit zur

67c23

Vervielfachung einzeln mit 3 mannlichen yw>"*“-Fliegen riickgekreuzt. Nach erfolgreicher Herstellung

des jeweiligen transgenen Fliegenstammes wurden die jeweiligen Transformanten oder deren
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Nachkommen nach der Praparation der genomischen DNA (s. 3.2.1) molekular mittels PCR (s. 3.2.3)

Gberprift.

3.2.27 Balancierung transgener Fliegen

Zur heterozygoten Stabilisierung von Deletionen, Mutationen oder Insertionen werden
Balancerchromosomen verwendet, die selektierbare Markergene tragen, vielfache Inversionen
besitzen, die eine Rekombination verhindern, und tber einen rezessiven Letalfaktor verfligen, sodass
keine Fliegen auftreten, die den Balancer homozygot tragen. Um genetische Veranderungen auf dem
zweiten Chromosom zu stabilisieren, wurden mannliche Fliegen mit dem zweitchromosomalen
Balancerstamm yw™; Sco/CyO; +/+ gekreuzt, um genetische Verdnderungen auf dem dritten
Chromosom zu stabilisieren, wurden mannliche Fliegen mit dem drittchromosomalen
Balancerstamm w''*%; +/+; TM6B,Tb/TM3,Sb gekreuzt. Zur Kombination einer genetischen
Veranderung auf dem zweiten Chromosom mit einer genetischen Veranderung auf dem dritten
Chromosom wurde der Doppel-Balancerstamm BL7198 (w; Kr[If]/CyO; D/TM3,Ser) zur Kreuzung
verwendet. Die Selektion der F1-Nachkommen erfolgte anhand der phanotypischen Auspragung der
gewilnschten Marker. F1-Nachkommen mit diesem Phdnotyp wurden untereinander gekreuzt

(,Selbstung’), wonach die F2-Generation die genetische Veranderung tiber dem Balancerchromosom

tragt oder, falls solche Fliegen lebensfahig sind, die Veranderung auch homozygot vorliegt.

Histologische Methoden

3.2.28 Absammeln und Fixieren von Embryonen zur Immunfluoreszenzfirbung bzw. zur

in situ Hybridisierung

Die Fliegen des gewiinschten Stammes wurden in Becher auf mit Hefe bestrichene Apfelsaftplatten
Uberfiihrt, die zweimal taglich gewechselt und anschlielend, je nach fiir die Farbung bendtigtem
Embryonenalter, bei 24 °C inkubiert oder bei 4 °C gelagert wurden. Zum Absammeln und Fixieren der
Embryonen wurde ein 15 ml Falkon mit 7 ml Heptan, 6,3 ml PEM und 700 ul 37 % Formaldehyd (zur
Immunfluoreszenzfarbung) bzw. mit 7,5 ml Heptan und 7,5 ml Fixativ fir in situ (zur in situ
Hybridisierung) vorbereitet. Die Platten mit den Eiern wurden mit einer 50 % Hypochlorit-Lésung
Uberschichtet und 2 min vorsichtig bewegt, bevor die dechorionierten Embryonen durch ein
Netzchen abgegossen wurden. Die Platten und die Netzchen mit den Embryonen wurden mit
Embryonenwaschpuffer abgespilt und das Netz mit den Embryonen im vorbereiteten Falkon
ausgeschwenkt, bis sich alle Embryonen im Falkon befanden. Zur Fixierung wurden die Embryonen

anschlieBend 12 min (zur Immunfluoreszenzfarbung) bzw. 15 min (zur in situ Hybridisierung) im
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Rotator Uber-Kopf getaumelt. Danach wurden beide Phasen abgenommen und zum Deviellinisieren
je 7 ml Heptan und Methanol zu den Embryonen gegeben. Nach energischem Schiitteln fiir 2 min
wurden die Embryonen dreimal mit je 5ml Methanol gewaschen. Anschliefend wurden die

Embryonen bei -20 °C in Methanol gelagert.

3.2.29 Pridparation und Fixierung von larvalen und adulten Geweben zur

Immunfluoreszenzfirbung

Zur Praparation larvaler Gewebe wurden L3-Larven in einem Blockschalchen mit 1x PBSa¢ auf Eis
gesammelt, zur Praparation adulter Gewebe wurden Fliegen im Blockschalchen 30 s in 90 % Ethanol
inkubiert, anschlieBend 30 s in 1x PBS,« gewaschen und anschlieRend in 1x PBSxk auf Eis gesammelt.
Freigelegte larvale Gehirne wurden mit Mundhaken und Fligel-Imaginalscheiben an der
umgestilpten Kutikula fixiert und am Ende der Immunfluoreszenzfarbung sauber freiprapariert.
Larvale Endddrme, adulte Gehirne und adulte Enddarme wurden direkt sauber freiprapariert. Die zu
fixierenden Gewebe wurden in 1,5 ml ReaktionsgefdRen in 900 ul PBL auf Eis gesammelt. Zur
Fixierung wurden 300 pl 8 % PFA hinzugegeben und die ReaktionsgefdBe 1 h bei RT getaumelt.
AnschlieBend wurde die Flissigkeit vorsichtig abgenommen und die Gewebe dreimal mit PBX
gewaschen, bevor sie dreimal 5 min in Methanol auf dem Taumler inkubiert wurden. Danach wurden

die Gewebe bei -20 °C bis zur Immunfluoreszenzfarbung in Methanol gelagert.

3.2.30 Prdadsorption von primiren Antikorpern

Die Antikorper-Praadsorption ist wichtig, um Antikérper aus der Antikdrper-Losung zu isolieren, die
unspezifische Bindungen aufbauen und somit fiir eine ungewinschte Hintergrundfarbung
verantwortlich sind. Hierzu wurden fixierte Embryonen dreimal in PBX gespult und sechsmal 30 min
in PBX auf dem Taumler gewaschen. AnschlieRend wurde 1 ml einer 1:10 Verdiinnung des jeweiligen
Antikorpers in PBX zugegeben und die Embryonen darin (. N. bei 4 °C bewegt inkubiert. Am nachsten

Tag wurde die Antikérperlosung in ein neues Reaktionsgefal} Giberfiihrt und bei 4 °C gelagert.

3.2.31 Immunfluoreszenzfarbungen an Drosophila-Embryonen und -Geweben

Alle Waschschritte der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgten in einem Volumen von 1 ml fiir eine
Dauer von 30 min auf dem Taumler. Mit Ausnahme der adulten Gehirne, die jeweils zwei Nachte in
der entsprechenden Antikérperlésung inkubiert wurden, wurden alle Gewebe und die Embryonen

jeweils eine Nacht in der entsprechenden Antikorperlésung inkubiert. Die Embryonen bzw. Gewebe
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wurden dreimal mit PBX gespilt und sechsmal mit PBX gewaschen, bevor sie 30 min mit 500 pl
Horseserum geblockt wurden. AnschlieBRend wurden sie G. N. in 500 pl primdren Antikérpern
(s. Tab. 3.4), die in Horseserum verdiinnt wurden, bei 4 °C bewegt inkubiert. Wurden Embryonen
einer Co-Farbung mit direkt FITC-gekoppeltem HRP-Antikérper unterzogen, so wurde dieser ebenfalls
am ersten Tag der Farbung zur Antikorperlosung hinzugegeben und das ReaktionsgefaR bereits ab
diesem Punkt vor Licht geschiitzt. Am zweiten Farbungstag wurden die Embryonen bzw. Gewebe
erneut dreimal mit PBX gespilt und sechsmal mit PBX gewaschen, 30 min mit 500 pl Horseserum
geblockt und U. N. lichtgeschiitzt in 500 ul Fluoreszenz-gekoppelten, sekunddren Antikoérpern
(s. Tab. 3.5), die 1:1000 in Horseserum verdiinnt wurden, bei 4 °C bewegt inkubiert. Am dritten
Farbungstag wurden sie dreimal mit PBX gespilt und sechsmal mit PBX gewaschen, bevor 900 pul des
Uberstands der Gewebe abgenommen und 900 pl 1x PBSx hinzugegeben wurden. Die Gewebe
wurden in dieser Flissigkeit in ein Blockschalchen Uberfihrt, im Falle der L3-Gehirne und Flugel-
Imaginalscheiben noch sauber frei prapariert und anschlieBend in Vectashield gemountet sowie
mikroskopisch aufgenommen. Der Uberstand der Embryonen wurde komplett abgenommen und je
nach Embryonenmenge 50-80 pl Vectashield zugegeben, gemountet und mikroskopisch

aufgenommen.

3.2.32 In situ Hybridisierung an Drosophila-Embryonen

Zur in situ Hybridisierung wurden Digoxigenin-markierte DNA-Sonden verwendet. Neben den
Embryonen, die zur in situ Hybridisierung verwendet wurden, wurde eine weitere Probe mit
Embryonen zur Antikérper-Praadsorption anfangs in identischer Weise mitbehandelt. Alle Wasch-
und Fixierungsschritte erfolgten in je 1 ml Volumen. Die Embryonen wurden einmal in Methanol und
zweimal in 50 % Methanol/50 % (PBTiw + 5 % Formaldehyd)-L6sung gespiilt und anschlieRend
20 min in PBTisw + 5 % Formaldehyd auf dem Taumler nachfixiert. Danach folgten drei Waschschritte
in PBT;nsity fUr jeweils 5 min auf dem Taumler. Anschliefend wurden die Embryonen 3 min in 1 ml
PBTinsitw + 50 pg/ul Proteinase K bei 37 °C im Heizblock inkubiert, um die Zellmembranen fiir die DNA-
Sonden passierbar zu machen, wobei die PBT;w + Proteinase K -Losung bereits auf 37 °C
vorgewdrmt war. Zum Abstoppen des Proteinase K-Verdaus wurden die Embryonen zweimal in
PBTinsitu + 2 mg/ml Glycin gespult. AnschlieBend folgten zwei flinfminitige Waschschritte in PBTinity
auf dem Taumler, bevor die Embryonen erneut fir 20 min in PBT.. + 5 % Formaldehyd auf dem
Taumler nachfixiert wurden. Nach weiteren 5 min in PBT;., war die Behandlung der Embryonen zur
Antikorper-Praadsorption beendet. Pro Hybridisierung wurden 0,5 ul Anti-Digoxigenin-Antikdrper
(s. Tab. 3.4) in einer Verdiinnung von 1:200 in PBT,.. zu den vorbehandelten Embryonen gegeben

und G. N. bewegt bei 4 °C inkubiert. Die Embryonen fir die in situ Hybridisierung wurden zweimal
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10 min in einer 50 % PBTnit./50 % HybMix-Losung und 10 min in HybMix auf dem Taumler bewegt,
bevor sie 45 min in 100 ul HybMix bei 48 °C im Wasserbad prahybridisiert wurden. Diese
Hybridisierungslosung ermdglicht ein ungehindertes Diffundieren und Binden der DNA-Sonden an die
mMRNA, weshalb auch die Sonden (1 ng/ul) 1:10 in HybMix verdinnt wurden, was im Folgenden als
Sondenmix bezeichnet wird. Der Sondenmix wurde 15 min zu denaturierenden Zwecken bei 95 °C im
Becherglas aufgekocht. Die Embryonen wurden anschlieRend G. N. mit 100 pl Sondenmix bei 48 °C im
Wasserbad hybridisiert. Am nachsten Tag wurden die Embryonen zweimal 2 min in HybMix sowie
einmal 20 min in HybMix und viermal 10 min in PBT;., bei 48 °C inkubiert, bevor sie einmal 20 min in
PBTnsitw auf dem Taumler inkubiert wurden. AnschlieRend wurden sie G. N. mit dem praadsorbierten
Anti-Digoxigenin-Antikorper in einer Endverdiinnung von 1:2000 in PBT;.s bei 4 °C auf dem Taumler
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Embryonen einmal 5 min und viermal 10 min in
PBTnsitu geWaschen und zweimal 5 min in Farbepuffer,., auf dem Taumler dquilibriert, bevor sie in
1 ml Farbepufferii, mit 9 pl NBT (50 mg/ml) und 3,5 pl BCIP (50 mg/ml) in ein Blockschalchen
Uberfihrt wurden. Die Farbentwicklung wurde unter dem Binokular beobachtet. Zum Abstoppen der
Farbreaktion wurden die Embryonen zurlick ins Reaktionsgefa gegeben und dreimal in PBTj,:, und
danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe von 30 %, 50 %, 70 %, 90 % und 100 % gesplilt.
Anschlieend wurden sie in 300 ul Canadabalsam-Gemisch . N. stehend bei RT gelagert. Verfarbtes
Canadabalsam-Gemisch wurde ausgetauscht und die Embryonen im Canadabalsam-Gemisch

gemountet und mikroskopisch aufgenommen.

Mikroskopie
3.2.33 Lichtmikroskopie

Zur Hellfeld-Mikroskopie von Embryonen nach in situ Hybridisierungen wurde das Mikroskop BX61
(Olympus) verwendet. Aufnahmen wurden mit der Kamera CC12 und dem Programm CellP

(Olympus) angefertigt.

3.2.34 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Kontrolle von fluoreszierenden Larven zur Selektion fir Kreuzungen oder vor der Pradparation
sowie zur Aufnahme von fluoreszierenden Larven wurde das Mikroskop SZX12 (Olympus) mit der
Kamera CC12 und dem Programm CellP (Olympus) verwendet. Zur Kontrolle von Fluoreszenz nach
Immunfluoreszenzfarbungen an Embryonen und Geweben wurde das Mikroskop BX61 (Olympus)

verwendet.

62



3.2.35 Konfokale Mikroskopie

Immunfluoreszenzfarbungen an Embryonen und Geweben sowie Fluoreszenz-Reportergen-
Expressionen wurden mithilfe des Konfokal-Mikroskops SP5 (Leica) und der zugehorigen Software

LAS AF aufgenommen. Konfokale Bildaufnahmen wurden mit dem Programm ImagelJ bearbeitet.
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4 Ergebnisse

Das in der 57B-Region lokalisierte Homeoboxgen orthopedia (otp) spielt eine essentielle Rolle in der
embryonalen Enddarmentwicklung von Drosophila melanogaster, wird aber auch im embryonalen
Gehirn exprimiert (Hildebrandt et al., 2020). Es sind neun Transkripte bekannt, die sich anhand ihrer
Lange und Exonbeschaffenheit (Flybase FB2022_04, Thurmond et al., 2019) in zwei Transkriptklassen
einordnen lassen, die im Embryo gewebespezifisch exprimiert werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt
auf der Beschreibung der Otp-Expression im embryonalen, larvalen und adulten Gehirn, auf der
Untersuchung der Expression der beiden Transkriptvarianten otp-RE und otp-RC im Larval- und
Adultstadium und auf der Uberpriifung der Interaktion der microRNA miR-252 mit otp. Einen

weiteren  Punkt bildet die molekulare Verifizierung der beiden EMS-induzierten
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Punktmutationsstimme otp und otp mittels Sequenzierung. Des Weiteren besteht ein Ziel
dieser Arbeit in der Vervollstandigung von Expressions- und Regulationsanalysen der neuralen
Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox (DRx), Homeobrain (Hbn) und Earmuff (Erm)
durch die Herstellung spezifischer Gal4-Stamme und die Untersuchung von Enhancer-

Deletionsstammen.

4.1 Untersuchung der Expression des Homeoboxgens orthopedia (otp)

Es sind neun verschiedene Transkripte von otp bekannt, die mithilfe von cDNA-Analysen ermittelt
werden konnten (Flybase FB2022 04, Thurmond et al., 2019). Diese lassen sich anhand ihrer
Expressionsdaten in zwei verschiedene Varianten-Klassen einteilen, wobei die funf
Transkriptvarianten otp-RE, otp-Rl, otp-RJ, otp-RK und otp-RL die Exons 1 und 2 besitzen, woraufhin
zu Exon 4 gespliced wird, wahrend die vier Transkriptvarianten otp-RC, otp-RF, otp-RG und otp-RH
mit Exon 3 beginnen und zu Exon 4 gespliced werden. Der Translationsstart der finf langeren
Transkriptvarianten liegt in Exon 2, der der vier kiirzeren Transkriptvarianten in Exon 4. Die beiden
Varianten-Klassen unterscheiden sich demnach in der Transkriptlange und Exon-Verwendung, aber
auch im friithesten Zeitpunkt ihrer Expression. Wahrend die vier 2,3 kb langen Transkriptvarianten
bereits in 3 bis 6 Stunden alten Embryonen detektiert werden kénnen, sind die finf 2,9 kb langen
Transkriptvarianten erst in 9 bis 12 Stunden alten Embryonen nachweisbar. Anschliefend wird die
Expression beider Varianten-Klassen Uber alle folgenden Entwicklungsstadien aufrechterhalten
(Flybase FB2022_04, Thurmond et al., 2019). Wahrend die Otp-Expression im Enddarm bis ins
Adultstadium beschrieben ist, wurde in Bezug auf das Nervensystem bisher nur die Otp-Expression

im embryonalen Gehirn in verschiedenen Zellclustern gezeigt (Hildebrandt et al., 2020).
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4.1.1 Analyse der wildtypischen Otp-Expression im embryonalen, larvalen und adulten

Gehirn

Im embryonalen Drosophila-Gehirn ist die Otp-Expression in drei Expressions-Domédnen zu
beobachten (Abb. 4.1 A), wobei zwei Domanen, bestehend aus zehn (P1) bzw. drei (P2) Otp-positiven
Neuronen, im Protocerebrum und eine Domaéne aus fiinf Neuronen (D1) im Deutocerebrum
lokalisiert sind (Hildebrandt et al., 2020). Zur genaueren Untersuchung wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung (s. 3.2.31) mit Anti-Otp und Anti-HRP, was Glykoproteine des Insekten-
Nervensystems spezifisch bindet und somit als Strukturmarker bei Farbungen verwendet werden
kann, auf wildtypische Embryonen angefertigt. Neben den drei beschriebenen Otp-positiven Zell-
Domaénen zeigen sich drei Zellen im dorsomedialen Bereich gefarbt (Abb. 4.1 A, weiBer Pfeil) sowie
mehrere Zellen im suboesophagealen Bereich (Abb. 4.1 A, grauer Pfeil). Die Otp-Farbung beginnt aus
dorsaler Richtung auf Hohe der prdoralen Kommissur (Abb. 4.1 B) und zeigt in Domane P1 das
Lineage-Cluster DPLI1-3 (laterale dorso-posteriore Lineages, laterale Subgruppen 1-3), in Domane P2
die Lineage DPLc4 (laterale dorso-posteriore Lineages, zentrale Subgruppe 4) und in Doméane D1 die
Lineage BAmv3 (baso-anteriore Lineages, ventro-mediale Subgruppe 3) sowie vermutlich ventral
benachbart auch das Lineage-Cluster BAlc (baso-anteriore Lineages, caudo-laterale Subgruppe) als
Otp-positiv. Eine weitere Otp-Expressionsdomane ist in der dorsomedialen Gehirnregion zu sehen,
aus der die dorsomedialen (DM) Lineages entspringen (in Abb. 4.1 A mit dem weillen Pfeil
gekennzeichnet). Im ventralen Bereich der Hemispharen (Abb. 4.1 C) sind nach wie vor die Lineages
DPLI1-3 und BAmv3 Otp-positiv und auBerdem in Domane P2 das Lineage-Cluster BLAd (anteriore,
baso-laterale Lineages, dorsale Subgruppen). Im Ubergang von Zentralgehirn und suboesophagealem
Ganglion (SOG) (Abb. 4.1 D) zeigen sich die Lineages BAlp4 (baso-anteriore Lineages, postero-laterale
Subgruppe 4) und Zellen der mandibularen suboesophagealen anterioren Domane 1 (MD SA1, in

Abb. 4.1 A mit dem grauen Pfeil gekennzeichnet) als Otp-positiv.

Um die Otp-Expression auch in weiteren Entwicklungsstadien des Gehirns zu analysieren, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen (s. 3.2.31) auf wildtypische larvale Gehirne des Larvalstadiums L3 sowie
auf adulte Gehirne des Wildtyp-Stammes durchgefiihrt. Zur strukturellen Einordnung wurden die
larvalen Gehirne auBerdem mit einem Marker fur sekundare Neuronen, Anti-Neurotactin (Nrt), co-
gefarbt und die adulten Gehirne mit Anti-Bruchpilot (Brp), was das Neuropil und somit die
Kompartimente des Gehirns markiert. Die Otp-Expression in der larvalen Hemisphare wurde zunachst
grob lokalisiert (Abb. 4.1 E), wobei vier Otp-exprimierende Bereiche eingegrenzt werden konnten. In
den dorsalen Ebenen handelt es sich um ein Muster, das sich benachbart zur Neuraxis befindet
(Abb. 4.1 E, turkise Pfeile), sowie ein anteriores Muster in verschiedenen Lineages, das lateral zum

Mushroom Body (MB) zu lokalisieren ist (Abb. 4.1 E, gelbe Pfeile). Im Gesamt-Otp-Expressionsmuster
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zum GroRteil Gberdeckt befindet sich hier auch ein kleineres ventrales Muster, das direkt benachbart
zur optischen Lobe (OL) liegt (Abb. 4.1 A, blauer Pfeil). Ein groRerer Otp-Expressionsbereich befindet
sich auBerdem ventral-lateral im Bereich des SOG und Deutocerebrum (Abb. 4.1 E, lila Pfeile).
Aufgrund der Verteilung des Musters und im Vergleich mit der Nrt-Expression scheint es sich vor
allem um sekundare Neurone zu handeln, was durch weitere Untersuchungen bestatigt werden
konnte (Bruno Bello, personliche Mitteilung, unveroffentlichte Daten). Dennoch scheinen vereinzelt
auch priméare Neurone, die bereits im Embryo gebildet wurden, im larvalen Gehirn Otp-positiv zu sein

(Volker Hartenstein, personliche Mitteilung).

Mithilfe der Nrt-Immunfluoreszenzfarbung konnten die beschriebenen Otp-Expressionsmuster
anschlieRend auch bestimmten Lineages zugeordnet werden, die zum Grofteil bereits im Embryo
Otp-positive Zellen aufwiesen. Im dorsalen Bereich der Hemisphare zeigen sich anterior zunachst
Zellen der Lineage DPLI1 Otp-positiv und entlang der Neuraxis ist die dorsomediale Lineage 5 (DM5)
angefarbt (Abb. 4.1 F). In weiteren, in Richtung ventral gelegenen Querschnitten der larvalen
Hemisphare erscheinen anschliefend im anterioren Bereich Otp-positive Zellen der Lineages DPLI2,
DPLI3 und DPLc4 (Abb. 4.1 G—I). Weiter ventral gelegen sind im anterioren Bereich benachbart zur OL
Zellen der dorsalen Subgruppe der anterioren BLAd-Lineages in griiner Farbung zu finden und das
groRerflachige, ventral-laterale Otp-Muster im Bereich des SOGs und Deutocerebrums (Abb. 4.1 J—K).
Hierbei handelt es sich um Zellen der Lineages BAlp4, BAlc und BAmv3, auRerdem wahrscheinlich
auch um primare Neuronen der Lineages BAmv1-3. Im ventralen Bereich der Hemisphéare sind

zudem bereits zum SOG gehérende Otp-positive Zellen der MD SA1 zu sehen (Abb. 4.1 L).

Auch im adulten Gehirn wurde die Verteilung der Otp-positiven Zellen zunachst mithilfe der Brp-
Immunfluoreszenzfarbung, durch die die Kompartimente des Gehirns sichtbar werden, in grobe
Expressionsbereiche eingeteilt (Abb. 4.1 M). Es handelt sich um drei anteriore Muster, wovon eines
die antennale Lobe (AL) umgibt (Abb. 4.1 M, weiRe Pfeile), eines sich zwischen SOG und VLP (ventro-
laterales Protocerebrum) befindet (Abb. 4.1 M, grauer Pfeil) und eines im Bereich des lateralen Horns
(LH) liegt (Abb. 4.1 M, orangefarbener Pfeil). Posterior ist ein Otp-Expressionsmuster im Bereich LH,
SLP (laterales superior Protocerebrum) und SMP (mediales superior Protocerebrum) zu sehen
(Abb. 4.1 M, rosa Pfeil), eine mediale Farbung (Abb. 4.1 M, hellblauer Pfeil) sowie eine Farbung
zwischen SOG und OL, die durch die anteriore Farbung liberdeckt wird (Abb. 4.1 M, grauer Pfeil).
Diese Farbungs-Muster konnten unter Zuhilfenahme des Virtual Fly Brain Atlasses (Milyaev et al.,
2012; Ito et al., 2013; Yu et al., 2013; Bates et al., 2020) verschiedenen Lineages zugeordnet werden,

die zum GroRteil bereits in der Larve Otp-positiv vorlagen.
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Abbildung 4.1: Untersuchung der wildtypischen Otp-Expression im embryonalen Gehirn, in der larvalen
Gehirnhemisphdre und im adulten Gehirn von Drosophila melanogaster mittels Immunfluoreszenzfarbung. Otp-
exprimierende Lineages sind in Weill beschriftet: BAlc, baso-anteriore Lineages (caudo-laterale Subgruppe); BAlp, baso-
anteriore Lineages (postero-laterale Subgruppe); BAmv, baso-anteriore Lineages (ventro-mediale Subgruppe); BLAd,
anteriore baso-laterale Lineages (dorsale Subgruppe); DM, dorsomediale Lineage; DPLc, laterale dorso-posteriore Lineages
(zentrale Subgruppe); DPLI, laterale dorso-posteriore Lineages (laterale Subgruppe); MD SA, mandibulare suboesophageale
anteriore Domane. Die Position des jeweiligen Querschnitts durch die Gehirne bzw. Hemisphare ist in jedem Abbildungsteil
grafisch dargestellt. (A-D) Embryonales Gehirn in Dorsalansicht, anterior ist unten, Embryonalstadium 16, mit Otp-
Immunfluoreszenzfarbung in Griin und HRP-Immunfluoreszenzfarbung in Rot. (A) Gesamt-Expressionsmuster von Otp. Die
bereits benannten Expressionsdomanen P1 und P2 im Protocerebrum sowie D1 im Deutocerebrum sind beschriftet, Pfeile
zeigen auf zwei weitere Expressionsbereiche in der dorsomedialen Region (weiR) und im Ubergang zum SOG (grau). (B-D)
Querschnitte durch das Gehirn, die die Otp-Expression zeigen, von dorsal (B) nach ventral (D). (E-L) Larvale Hemisphére in
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Dorsalansicht mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin und Neurotactin (Nrt)-lmmunfluoreszenzfarbung in Rot, anterior
ist oben. (E) Gesamt-Expressionsmuster von Otp. Pfeile zeigen auf die unterschiedlichen Expressionsbereiche. Turkis,
Muster dorsal an der Neuraxis; Gelb, Muster in verschiedenen Lineages lateral zum Mushroom Body (MB); Blau, Muster
ventral neben den optischen Loben (OL); Lila, Muster ventral-lateral im Bereich Suboesophageales Ganglion
(SOG)/Deuterocerebrum. (F-L) Einzelne Querschnitte durch die Hemisphéare, die Otp-Expressionsmuster zeigen, von dorsal
(F) nach ventral (L). (M—P) Adultes Gehirn in anteriorer Ansicht mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin und Bruchpilot
(Brp)-Immunfluoreszenzfarbung in Rot, dorsal ist oben. (M) Gesamt-Expressionsmuster von Otp. Pfeile zeigen auf die
unterschiedlichen Expressionsbereiche. Weil}, Muster anterior die antennalen Loben (AL) umgebend; Grau, Muster anterior
zwischen SOG und ventro-lateralem Protocerebrum (VLP); Orange, Muster anterior in der Region des lateralen Horns (LH);
Rosa, Muster posterior im Bereich des LH, lateralen superior Protocerebrums (SLP) und medialen superior Protocerebrums
(SMP); Hellblau, Muster posterior medial. (N-P) Einzelne Léngsschnitte durch das adulte Gehirn, die Otp-Expressionsmuster
zeigen, von anterior (N) nach posterior (P).

So handelt es sich bei dem anterioren Expressionsmuster, das die AL umgibt, im medialen Bereich um
Zellen der Lineage BAmv3 und im lateralen Bereich um Zellen der Lineage BALc (Abb. 4.1 N).
Zwischen SOG und VLP zeigen sich Zellen der Lineage BAlp4 Otp-positiv und im Bereich des LH sind
Zellen der Lineage BLAd griin gefarbt (Abb. 4.1 N). Im zentralen Langsschnitt des adulten Gehirns
erscheint im dorsalen Bereich die Otp-positive Lineage DPLI3 (Abb. 4.1 O). Im posterioren Bereich des
Gehirns ist dorsal die Otp-Expression in den Lineages DPLI1 und DPLI2 sowie DPLc4 zu sehen und
medial in der Lineage DM5 (Abb. 4.1 P). Alle im adulten Gehirn gefarbten Lineages waren bereits im

larvalen Gehirn Otp-positiv, was Otp zu einem recht stabilen Marker fir diese Lineages macht.

4.1.2 Uberpriifung verschiedener otp-Mutanten

Bevor die Untersuchungen der unterschiedlichen Transkriptvarianten von otp und der Interaktion

von miR-252 mit otp durchgefiihrt wurden, wurden die drei homozygot letalen otp-

1024 13064

Mutantenstamme otp®’, otp'®* und otp analysiert. Bei otp®" handelt es sich um einen
Genetargeting (GT)-Stamm, bei dem der Translationsstart des kiirzeren Transkripts und ein groRer
Teil der Homeodomane (gelb) deletiert wurden (rot) (Abb. 4.3 A) und der in einer vorherigen Arbeit
hergestellt wurde (Bach, 2011). In dieser vorhergehenden Arbeit wurden ebenfalls die beiden mittels

1024

EMS erzeugten Punkt-Mutationsstimme otp®* und otp™®* durch Immunfluoreszenzfarbungen und

Defizienzkreuzungen als otp-Mutanten verifiziert (Bach, 2011).

Diese Annahme sollte nun durch Sequenzierung auf genomischer Ebene bestétigt werden (Abb. 4.2).
Hierzu wurde genomische DNA der beiden Stamme prapariert (s. 3.2.1), alle translatierten Bereiche
inklusive Splicesites amplifiziert (s. 3.2.3), die PCR-Produkte aufgereinigt und zur Sequenzierung an
die Firma StarSeq (Mainz) gesendet. Da es sich um homozygot letale Stamme handelt, wurde
zunachst die heterozygote genomische DNA sequenziert, wobei zu erwarten war, dass Mutationen
sich in Sequenzierungskurven-Uberlagerungen ausprigen. Exons, die in dieser Sequenzierung eine
solche Kurven-Uberlagerung zeigten, wurden anschlieBend mittels TA-Klonierung in den pCR® 2.1
TOPO® Vektor kloniert (s. 3.2.17), woraufhin zehn Klone erneut zur Sequenzierung an die Firma

StarSeq (Mainz) geschickt wurden. Durch Anwendung dieser Methode konnten Klone, die den
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mutierten Strang tragen, von Klonen mit wildtypischer Sequenz unterschieden und ohne

Uberlagerungen sequenziert werden (Abb. 4.2 B).
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Abbildung 4.2: Sequenzierungsergebnis des EMS-induzierten Mutationsstammes otpwu. (A) Genomische Region von otp

sowie die Transkriptvariante otp-RC. Exons sind als Kastchen dargestellt, translatierte Bereiche in Blau und die Homeobox in
Gelb. Die Lage der verwendeten Primer 1024-5 und 1024-6 ist gezeigt sowie die Lange des resultierenden PCR-Produkts
(714 bp) und die Lage von Exon 6, das das 3'-Ende der Homeobox beinhaltet (gelb). Die Stelle der Punktmutation ist mit
einem roten Stern markiert. (B) Sequenzierungsergebnis der betroffenen Stelle aus genomischer DNA in 5'- 3" -Richtung mit
Markierung des Homeobox-3'-Endes (gelb), des anschlieBenden Fortlaufs von Exon 6 (blau) und der Punktmutation (roter
Stern) von G zu A. Darunter die Sequenzen der entsprechenden Stelle aus Sequenzierungen nach Klonierung des PCR-
Produkts in den pCR® 2.1 TOPO® Vektor. Die Punktmutation ist rot unterlegt.

Das Ergebnis der Sequenzierung des Stammes otp1024

zeigt eine Punktmutation an Stelle 203 der
cDNA von otp-RC, durch die statt des wildtypischen Guanin (G) ein Adenin (A) auftritt, was durch den
roten Stern gekennzeichnet ist (Abb. 4.2 B und 4.3 B). Diese Punktmutation resultiert in einem Stopp-
Codon in der mRNA-Sequenz und dadurch in einem Abbruch der Proteinexpression an dieser Stelle.
Das entstehende stark verkirzte Protein, das aus nur 67 Aminosduren besteht und somit
204 Aminosauren kirzer ist als das wildtypische Otp-PC-Protein, zeigt, dass die Punktmutation noch
innerhalb der Homeodomane (gelb) liegt (Abb. 4.2 und 4.3 C). Hierbei befindet sich die betroffene

Aminosdure im C-terminalen Bereich der dritten Helix (Jumper et al.,, 2021; Varadi et al., 2022;

Flybase FB2022_04).
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Abbildung 4.3: Phadnotypische und molekulare Analyse verschiedener otp-Mutantenstimme mittels
Immunfluoreszenzfarbung und Sequenzierung. (A) Genomische Region von otp und das Transkript otp-RC sowie ein
Transkript, in dem die durch Genetargeting erzeugte Deletion (rot) des Stammes othT gezeigt ist. Exons sind als Kastchen
dargestellt, in Blau sind translatierte Bereiche zu sehen und in Gelb die Region der Homeodomane. (B) Nukleotid- und
Aminosduresequenzen des Mutantenstammes otp1024 nach Sequenzierung im Vergleich zu wildtypischen Sequenzen
(otp-RC). Die Punktmutation, die im Stamm otp1024 zu einem Stopp-Codon fihrt, ist mit Pfeilen markiert. (C) Schema des
mutanten Proteins otp1024 im Vergleich zu dem wildtypischen Protein Otp-PC. In Gelb ist die Homeodomane gezeigt. (D-G)
Embryonen in Embryonalstadium 14 und Lateralansicht. Anterior ist links. Zur besseren Orientierung wurden die
Embryonen umrandet. Die Anti-Otp-Immunfluoreszenzfarbung ist in Griin dargestellt, die Anti-Crumbs (Crb)-
Immunfluoreszenzfarbung in Rot. Gezeigt sind ein wildtypischer Embryo (D) sowie je ein homozygoter Embryo der Stamme
othT (E), otp1024 (F) und cotp13064 (G). WeiRe Pfeile zeigen auf die Grenzen der verschiedenen Enddarm-Strukturen. AP,
Analplatten; ED, Enddarm; RE, Rektum. Blaue Pfeile deuten auf Enddarm-Reste hin.
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Fur otp™®®* konnte mittels Sequenzierung weder im codierenden Bereich der Sequenz noch innerhalb

der Splicesites eine Punktmutation gefunden werden.

Zur phanotypischen Analyse wurden Embryonen einer Co-Immunfluoreszenzfarbung (s. 3.2.31) mit
Anti-Otp in Griin und Anti-Crumbs (Crb) in Rot unterzogen. Crb markiert die apikale Oberflache von
Epithelien ektodermalen Ursprungs und macht dadurch unter anderem den Enddarm sichtbar. Alle
otp-Mutantenstamme stellen sich als embryonal letal dar. Die wildtypische Otp-Farbung markiert die
Otp-Expression im Gehirn und im anterioren Bereich des ventralen Nervensystems sowie im
Enddarm (ED), im Rektum (RE) und den Analplatten (AP) (Abb. 4.3 D). Die Grenzen der verschiedenen
Bereiche sind mit weilen Pfeilen markiert. Im Gegensatz dazu weisen die homozygoten Embryonen
der Stamme otp®' (Abb. 4.3 E), otp®* (Abb. 4.3 F) und otp™%* (Abb. 4.3 G) weder im Nervensystem
noch im Darm eine Otp-Expression auf und gleichen sich phanotypisch. Lediglich eine stark
veranderte Crb-Expression zeigt hier einen deutlich verkiirzten und morphologisch veranderten
Enddarm, was durch die blauen Pfeile markiert wird. Trotz der wildtypischen Sequenzierung des
codierenden Bereichs von otp™®* deuten die Co-Firbung sowie die Ergebnisse von Bach, 2011,

darauf hin, dass es sich dennoch auch um eine otp-Mutante handelt.

4.1.3 Untersuchung der TransKkriptvarianten von otp

Grundlage der Untersuchungen in dieser Arbeit bildeten die beiden cDNA-Klone cW26/1 und
cW26/2, die den beiden Transkriptvarianten otp-RC (cW26/1) und otp-RE (cW26/2) entsprechen. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass otp-RE ausschlieBlich im Nervensystem und otp-RC
ausschlieBlich im Enddarm und den Analplatten des Drosophila-Embryos, also ortsspezifisch,
exprimiert wird (Hildebrandt et al., 2020). Da die kiirzere Transkriptvariante otp-RC in einer anderen
Arbeit bereits Gegenstand genauerer Untersuchungen war (Bach, 2011), liegt der Fokus in dieser
Arbeit vor allem auf der langeren Transkriptvariante otp-RE und daraus resultierend auf der Frage, ob
die Transkriptvarianten von otp auch im Larval- und Adultstadium weiterhin gewebespezifisch

exprimiert werden.

Um die embryonale Expression des Transkripts otp-RE auf Proteinebene genauer zu untersuchen und
die innerhalb der in situ Hybridisierung beobachtete ortsspezifische Expression von otp-RE im
Embryo (Hildebrandt et al., 2020) zu verifizieren, wurde zunéachst ein fir das Protein Otp-PE
spezifischer Antikdrper hergestellt. Hierzu erfolgte eine Klonierung des fiir otp-RE spezifischen cDNA-
Teils in den Vektor pGEX4T-1, um ein Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein erhalten zu
kénnen (s.3.2.19). Zunachst wurde der fir otp-RE spezifische cDNA-Teil mithilfe der Primer
otp-PE for und otp-PE rev amplifiziert (s. 3.2.3), deren Lage auf dem fiir otp-RE spezifischen cDNA-Teil
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vergroBert in Lila gezeigt ist (Abb. 4.4 A). Es handelt sich um einen Bereich von 324 bp, aus denen
108 Aminosauren (AS) resultieren, und der sich vom Translationsstart von otp-RE in Exon 2 bis zum
Translationsstart von otp-RC in Exon 4 erstreckt, wobei Exon 3 Ubersprungen wird. Die Klonierung in
den Expressionsvektor pGEX4T-1 (s. 3.2.19) erfolgte Uber die an die Primer angefiligten
Restriktionsschnittstellen fiir die Restriktionsenzyme EcoR/ und Xho!/ in Leserichtung und im
Leseraster mit der GST-Sequenz (Abb. 4.4 B). Die Multiple Cloning Site (MCS), in die die otp-RE-
spezifische cDNA (rot) kloniert wurde, liegt direkt hinter der GST-Sequenz (orange), sodass ein GST-
Insert-Fusionsprotein entsteht. Hierzu beinhaltet der Vektor auBerdem ein lac-Operon (grau), das die
Induktion der Proteinexpression mithilfe des Lactose-Analogons IPTG ermoglicht. Der
Klonierungserfolg wurde mittels PCR {berprift (Abb. 4.4 C), wobei eine PCR mit den
vektorspezifischen Primern pGEX3 und pGEX5 (PCR 1) und eine PCR mit den Primern otp-PE for und
otp-PE rev (PCR 2), die auch zur Herstellung des Inserts verwendet wurden, durchgefiihrt wurde
(s. 3.2.3). Als Negativkontrolle (K) fiir PCR 1 diente der Leervektor pGEX4T-1, und zur Positivkontrolle
(K) von PCR 2 wurde der die otp-cDNA enthaltende Klon cW26/2, der auch zur Herstellung des Inserts
hinzugezogen wurde, verwendet. Beide PCRs waren erfolgreich und zeigen in der jeweiligen
Vektorkonstrukt-Spur (VK) das gewiinschte Fragment mit einer GroRe von 476 bp (PCR 1) bzw.
324 bp (PCR 2).

Das erfolgreich klonierte Vektorkonstrukt wurde anschliefend in BL21-Zellen transformiert, und das
GST-Otp-PE,, -Fusionsprotein wurde exprimiert und aufgereinigt (s. 3.2.19). In einer anschlieBenden
SDS-Gelelektrophorese (s. 3.2.20) erfolgte die Uberpriifung der Expression und Aufreinigung von
GST-Otp-PE,e,. (Abb. 4.4 D). Auf dem SDS-Gel aufgetragen sind Proben, die wahrend verschiedener
Schritte der Proteinexpression und -aufreinigung genommen wurden. Die GST-Otp-PEge,-
enthaltenden Banden sind mit einem roten Stern markiert. Das Fusionsprotein hat ein ungefiahres
Molekulargewicht von 38 kDa, das sich aus etwa 25,5 kDa GST-Tag und etwa 12,5 kDa Otp-PEsp,.
zusammensetzt. Der Vergleich der beiden ersten Spuren zeigt, dass nach der Induktion (NI) eine
deutliche starke Bande im Bereich zwischen 30 und 40 kDa auf dem Gel erscheint, wobei es sich um
das GST-Fusionsprotein handelt. Diese Bande ist auch im Pellet (P) nach dem Zellaufschluss und
ebenso im Sonikat (S) zu finden, das den Uberstand des Pellets darstellt. Das Sonikat wurde zur
Proteinaufreinigung eingesetzt und auf die Matrix gegeben. Dass der GroRteil von GST-Otp-PE,, an
die Matrix gebunden vorlag, ist an der Durchfluss-Probe (D), die nach der Sdulenbindung genommen
wurde, zu erkennen, da hier nur wenig GST-Otp-PE,., vorliegt. In einer Probe der Waschschritte (W)

ist das GST-Fusionsprotein ebenfalls nur schwach vorhanden.
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Abbildung 4.4: Uberpriifung der Klonierung und Proteinexpression zur Herstellung des otp-RE-spezifischen Antikérpers
Otp-PE. (A) Genomische Region von otp sowie die beiden Transkriptvarianten otp-RC und otp-RE. Kastchen deuten auf
Exons hin, in Blau sind translatierte Bereiche markiert, in Gelb die Homeodomane. AulRerdem ist die Lage der Primer zur
Herstellung des Klonierungsinserts in der otp-RE-cDNA gezeigt. (B) Vektorkarte des Vektors pGEX4T-1 mit der otp-RE-
spezifischen cDNA als Insert (blau). Die zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzym-Schnittstellen fiir EcoR/ und Xhol/
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sind gezeigt sowie die verschiedenen Primer-Bindestellen zur PCR-Uberpriifung des klonierten Konstrukts. Die Vektorkarte
wurde mit dem Programm SnapGene erstellt. (C) Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten zweier
unterschiedlicher PCRs zur molekularen Uberpriifung des klonierten Vektorkonstrukts. Als Marker (M) wurde der
,GeneRuIerTM 1kb DNA Ladder’ (ThermoFisher Scientific) verwendet. PCR 1 = Primerpaar pGEX3 und pGEX5; K = Kontrolle
(pGEXAT-1, erwartete FragmentgroRe: 152 bp); VK = Vektorkonstrukt (pGEX4T-1 mit otp-RE-spezifischer cDNA, erwartete
FragmentgroBe: 476 bp); PCR 2 = Primerpaar otp-PE for und otp-PE rev; K = Kontrolle (cW26/2, erwartete FragmentgroRe:
324 bp), VK = Vektorkonstrukt (pGEX4T-1 mit otp-RE-spezifischer cDNA, erwartete FragmentgrofRe: 324 bp). (D)
Auftrennung verschiedener Proben, die wahrend der Expression und Aufreinigung des GST-Fusionsproteins GST-Otp-PE.,.
genommen wurden, mittels SDS-PAGE. Als Marker wurde der ,PageRuIerWI Unstained Protein Ladder’ der Firma
ThermoFisher Scientific verwendet. Der rote Stern markiert jeweils die GST-Otp-PE,,, -enthaltende Bande.
Molekulargewicht von GST-Otp-PE, : ~38 kDa.

AnschlieRend sind Proben der vier Elutionsfraktionen aufgetragen, wobei sich GST-Otp-PEy,. in
starker Konzentration in Elution 1 (E1) befindet, woraufhin die Konzentration in den weiteren
Elutionen (E2—E4) stetig abnimmt (Abb. 4.4 D). Neben der mit Stern markierten Bande befinden sich
in den Elutions-Spuren auBerdem weitere, schwachere Banden im Bereich zwischen 25 und 35 kDa,
wobei es sich vermutlich um degradierte Formen des GST-Fusionsproteins handelt. Die
Proteinkonzentration in den verschiedenen Elutionen wurde mithilfe des NanoDrop-

Spektrophotometers (Peglab) gemessen.

Die Antikorperherstellung im Kaninchen wurde durch die Arbeitsgruppe Prof. Dr. Martin Jung der
Fachrichtung ,Medizinische Biochemie und Molekularbiologie’ am Universitatsklinikum des
Saarlandes durchgefiihrt. Die Immunisierung erfolgte zu Beginn einmal mit 150 pg und anschlieRend
zehnmal mit 100 ug Protein innerhalb von 6 Monaten. Die Kaninchen-Seren wurden nach Entnahme
und Antikérper-Praadsorption (s. 3.2.30) jeweils durch Immunfluoreszenzfarbungen an Embryonen
(s. 3.2.31) getestet, woraufhin sich Serum 8 als brauchbar erwies. Die Immunfluoreszenzfarbung mit
dem neu hergestellten Antikorper Otp-PE auf Drosophila-Embryonen bildete eine Vervollstiandigung
der Untersuchung der ortsspezifischen Expression der otp-Transkriptvarianten im Embryo. Die
Untersuchung erfolgte durch in situ Hybridisierungen (s. 3.2.32) mithilfe der Sonden otp 4-9 und

otp 1 sowie Immunfluoreszenzfarbungen (s. 3.2.31) mit den Antikérpern Otp und Otp-PE (Abb. 4.5).

Der Hybridisierungsbereich der in situ Sonde otp 1 umfasst die beiden otp-Exons 1 und 2, wodurch
diese Sonde spezifisch fiir otp-RE ist (Abb 4.5 A). Im Gegensatz dazu bindet die in situ Sonde otp 4-9
aufgrund ihres otp-Exon 4 bis 9 umfassenden Hybridisierungsbereichs alle Transkriptformen von otp
(Abb. 4.5 A). Analog dazu bindet der Antikorper Otp-PE (hellgriin), dessen Bindebereich N-terminal
der Homeodomane (gelb) liegt, spezifisch das Protein Otp-PE, das aus der Transkriptvariante otp-RE
resultiert, wahrend der Antikorper Otp (dunkelgriin) C-terminal der Homeodomaéne bindet und somit
alle Otp-Proteinformen abdeckt (Abb. 4.5 B). Wie bereits gezeigt (Hildebrandt et al., 2020) resultiert
die Bindung der Sonde otp 4-9 in einer Farbung des gesamten mRNA-Expressionsmusters von otp im
Nervensystem, im Enddarm und den Analplatten (Abb. 4.5 C), wahrend die Sonde otp 1
ausschlieBlich die Farbung im Nervensystem verursacht (Abb. 4.5 D). Auffallig ist hierbei, dass die

Farbung in beiden Fallen nur im anterioren Bereich des ventralen Nervensystems stark ausgepragt
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ist, wahrend sie im posterioren Teil deutlich in der Intensitdt abnimmt. Die Grenze zwischen dieser
anterioren, starkeren und posterioren, schwacheren Expression befindet sich zwischen den

Segmenten A2 und A3 (Abb. 4.5 C+D, weil3er Pfeil).
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Abbildung 4.5: Untersuchung des Transkripts otp-RE und des Proteins Otp-PE im Drosophila-Embryo mittels in situ
Hybridisierung und Immunfluoreszenzfarbung. (A) Genomische Region von otp mit den beiden Transkriptvarianten otp-RE
und otp-RC sowie Lage der beiden in situ Sonden otp 1 und otp 4-9. Exons sind als Kastchen dargestellt. In Blau sind
translatierte Bereiche zu sehen und in Gelb die Homeodomane. (B) Schematische Darstellung der beiden Otp-
Proteinvarianten Otp-PE und Otp-PC. In Hellgriin ist die Bindestelle des Antikorpers Otp-PE zu sehen und in Dunkelgrin die
des Antikorpers Otp. Gelb deutet auf die Homeodoméne hin. (C+D) Otp in situ Hybridisierung und (E+F) Otp-
Immunfluoreszenzfarbung an wildtypischen Embryonen in Embryonalstadium 14. Die Embryonen befinden sich in
Lateralansicht, anterior ist links. Der weil3e Pfeil zeigt jeweils auf die Grenze zwischen der anterioren starkeren und der
posterioren schwacheren mRNA-Expression (C+D), der hellblaue Pfeil auf die Expressionsgrenze des Proteins im ventralen
Nervensystem (E+F). (C) Nachweis der Gesamt-mRNA von otp mithilfe der in situ Sonde otp 4-9, die durch Detektion der
Exons 4-9 alle otp-Transkriptformen abdeckt. (D) Nachweis des otp-Transkripts otp-RE durch die transkriptspezifische in
situ Sonde otp 1. (E) Otp-Immunfluoreszenzfarbung mit dem alle Otp-Proteinformen bindenden Otp-Antikorper. (F) Otp-
Immunfluoreszenzfarbung mit dem fir das Protein Otp-PE spezifischen Antikorper Otp-PE.
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Die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikorper Otp unterscheidet sich von der in situ
Hybridisierung mit der in situ Sonde otp 4-9 dahingehend, dass keine Otp-Proteinexpression im
posterioren Teil des ventralen Nervensystems nachweisbar ist (Abb. 4.5 E), was bereits gezeigt wurde
(Hildebrandt et al., 2020). Die Grenze bildet hierbei ebenfalls die Segmentgrenze von A2 nach A3, die
durch einen blauen Pfeil angedeutet wird. Analog dazu weist auch der Antikérper Otp-PE nur ein
Proteinvorkommen im anterioren Teil des Nervensystems nach. Die Grenze ist hierbei ebenfalls
durch einen blauen Pfeil markiert. Vergleichbar mit der in situ Hybridisierung mit der Sonde otp 1
verursacht der Antikdrper Otp-PE keine Farbung im Enddarm und den Analplatten. Im Vergleich mit
der Otp-Immunfluoreszenzfarbung erwies sich die Otp-PE-Immunfluoreszenzfarbung allerdings als

schwieriger durchfliihrbar und als deutlich schwacher in der Farbung.

Um zu untersuchen, wie es sich mit der ortsspezifischen Expression von otp-RE und otp-RC in der
Larve und der Fliege verhalt, wurden zunachst RT-qPCRs (s. 3.2.4) durchgefiihrt (Abb. 4.6). Hierzu
wurden verschiedene Primerpaare getestet, woraufhin die Primer otp-RC for und otp-RC rev bzw.
otp-RE for und otp-RE rev zur gPCR eingesetzt wurden (Abb. 4.6 A). Die Primerpaare binden
spezifisch das jeweilige Transkript und wurden so gewahlt, dass das jeweilige PCR-Produkt eine Exon-
Exon-Grenze Uberspannt, um zu gewahrleisten, dass wahrend der qPCR ausschlieBlich cDNA und
keine genomische DNA als Template verwendet wird. Die These der ortsspezifischen Expression von
otp-RC und otp-RE im Embryo scheint durch die Maoglichkeit der Transkript-Nachweise mithilfe der
spezifischen in situ Sonden im Embryo verifiziert (Hildebrandt et al., 2020), weshalb die RT-qPCR an

larvalen und adulten Geweben durchgefiihrt wurde.

Die Ergebnisse der RT-gPCR sind fiir die larvalen (Abb. 4.6 B) und fiir die adulten (Abb. 4.6 C) Gewebe
in Balkendiagrammform dargestellt. Hierzu wurden aus 50 Larven und 50 Fliegen jeweils die Gehirne
und Enddidrme prapariert, wonach die RNA-Isolation folgte (s. 3.2.4.1). Die RNA wurde in einer
Reversen-Transkriptase (RT)-Reaktion in cDNA umgeschrieben (s. 3.2.4.2), die daraufhin zur qPCR
eingesetzt wurde. Beide Primer-Paare wurden in technischen Triplikaten auf alle vier erzeugten
cDNAs angewendet (s. 3.2.4.3), woraus die jeweiligen relativen Expressionsunterschiede (RQ) zur
Erstellung der Balkendiagramme resultierten. Als Referenzgen wurde a-Tubulin hinzugezogen
(vgl. Ponton et al., 2011). Die RQs wurden innerhalb der Auswertung der qPCR mithilfe der AACt-
Methode ermittelt und auf die otp-RE-Expression im larvalen bzw. adulten Gehirn normiert

(s.3.2.4.4).
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Abbildung 4.6: Untersuchung der Expression der beiden otp-Transkriptvarianten otp-RC und otp-RE durch
transkriptspezifische RT-qPCR. (A) Genomische Region von otp sowie die beiden Transkriptvarianten otp-RE und otp-RC.
Exons sind als Kastchen dargestellt, in Blau sind translatierte Bereiche markiert und in Gelb die Homeodomane. Gezeigt ist
auBerdem die Lage der qPCR-Primer otp-RC for und otp-RC rev (PCR-ProduktgréRe 219 bp) sowie otp-RE for und otp-RE rev
(PCR-ProduktgroRe 208 bp) innerhalb der jeweiligen otp-cDNA. (B) Relativer Expressionsunterschied (RQ) von otp-RC und
otp-RE in wildtypischen L3-Gehirnen und -Endddarmen (n = jeweils 50), ermittelt durch qPCR und normiert auf die otp-RE-
Expression im larvalen Gehirn. (C) Relativer Expressionsunterschied (RQ) von otp-RC und otp-RE in wildtypischen adulten
Gehirnen und Enddédrmen (n = jeweils 50), durch gPCR ermittelt. Normiert wurde auf die otp-RE-Expression im adulten
Gehirn.

Die Ergebnisse der RT-gPCR auf larvale Gewebe zeigen, dass die otp-RE-Expression in der Larve nicht
mehr ortsspezifisch nur im Nervensystem stattfindet, sondern die otp-RE-RNA im larvalen Enddarm
im Vergleich zur otp-RE-RNA im Gehirn sogar um das 29-fache konzentriert vorliegt (Abb. 4.6 B).
Dagegen scheint otp-RC auch in der Larve ortsspezifisch nur im Enddarm exprimiert zu werden. Im
larvalen Gehirn ist keine otp-RC-RNA nachweisbar (RQ = 0). Auch in den adulten Geweben

(Abb. 4.6 C) ist otp-RE-RNA im Enddarm nachweisbar, wenn auch mit einem weniger starken

77



Expressionsunterschied zur otp-RE-RNA im Gehirn (RQ = 1,7). Otp-RC scheint dahingegen auch in der
Fliege ortsspezifisch im Enddarm exprimiert zu werden (RQ = 3,3) und liegt in doppelt so starker
Konzentration vor wie die otp-RE-RNA im adulten Enddarm (RQ = 1,7). Im adulten Gehirn ist otp-RC
nicht nachweisbar (RQ = 0). Zusammenfassend zeigt das RT-gPCR-Experiment also, dass die kiirzere
Transkriptvariante otp-RC auch in der Larve und dem adulten Tier weiterhin ortsspezifisch im
Enddarm exprimiert wird, wahrend die langere Transkriptvariante otp-RE in Larve und Fliege neben

der Gehirn-Expression auch im Enddarm nachweisbar ist.

Um die innerhalb des RT-gqPCR-Experiments beobachteten Ergebnisse der Aufhebung der
ortsspezifischen Expression der Transkriptvariante otp-RE zu visualisieren, wurde ein in einer
vorhergehenden Arbeit generierter Fliegenstamm verwendet, der urspriinglich hergestellt wurde,
um den resultierenden Phanotyp bei einem Verlust der langeren otp-Transkriptvariante zu
untersuchen (Hildebrandt, 2015). Zur Herstellung dieses Stammes wurde ein Genetargeting-
Experiment mit dem Ziel, den Translationsstart der langeren Transkriptvariante otp-RE zu deletieren,
durchgefihrt (Hildebrandt, 2015). Dabei wurde die Deletionsstelle (Abb. 4.7, schwarze Pfeile) so
gewadhlt, dass die Expression der kiirzeren Transkriptvariante otp-RC mit Translationsstart in Exon 4

moglichst nicht beeintrachtigt wird, da sich das in embryonaler Letalitdt auspragen konnte (Bach,

2011).
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Abbildung 4.7: Lokalisation der Deletionsregion des Genetargeting-Stammes otpREGT sowie des Gal4-Konstrukts nach der
anschlieBenden Reintegration von Gal4 in otpREGT. Dargestellt ist die genomische Region von otp sowie das Transkript
otp-RE mit der Genetargeting-Deletionsregion (schwarze Pfeile) und der Lokalisation von Gal4 (gelb). Exons sind als
Kastchen gezeigt, translatierte Bereiche in Blau. Das Gal4-Konstrukt besteht nach der Reintegration aus der attL-Sequenz
(rot), dem Gal4-Gen (gelb) und einer loxP-Sequenz (grin).

Mithilfe der durch den Genetargeting-Vektor in den Bereich der Deletion eingebrachten attB-Site
konnte im Anschluss eine zielgerichtete Integration von Gal4 (ber eine PhiC31-vermittelte
Keimbahntransformation durchgefiihrt werden (Hildebrandt, 2017). Der daraus resultierende

REGal4

otp-Gal4-Stamm otp wurde fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. Am Ende der

Reintegration besteht das Gal4-Konstrukt im Genom aus den (brigbleibenden attL- (rot) und
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loxP-Sites (griin) sowie der Gal4-Sequenz (gelb) (Abb. 4.7). Das Gal4-Konstrukt ist anstelle des otp-RE-
Translationsstarts im Genom integriert. Da es dadurch in 5'-Richtung vor otp-RC liegt, bleibt die
otp-RC-Expression, deren Translationsstart sich in Exon 4 befindet, sowohl durch die Deletion als
auch die Gal4-Reintegration unbeeinflusst. Zudem liegt das regulatorische Element fir die kiirzere
Transkriptvariante, das als otp-Enddarm-Element bezeichnet wird, unmittelbar vor Exon 3 (Kusch et
al., 2002), sodass auch dieses nicht durch die Integration des Gal4-Konstrukts gestort wird. Durch die
Lage von Gal4 dient dieser Gald-Stamm der Untersuchung der otp-Expression im Nervensystem, da
Gald im Expressionsmuster von otp exprimiert wird, was mithilfe von UAS-Reportergen-Stammen

sichtbar gemacht werden kann.

Zunichst erfolgte mittels Immunfluoreszenzfarbung (s. 3.2.31) eine Untersuchung der Otp-

Expression in embryonalen, larvalen und adulten Gehirnen des Genetargeting-Stammes otp"-¢'

(Abb. 4.8 A'-D') im Vergleich mit der wildtypischen Otp-Expression (Abb. 4.8 A-D).
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Abbildung 4.8: Untersuchung der Otp-Expression im embryonalen, larvalen und adulten Drosophila-Gehirn des
Genetargeting-Stammes otpREGT. Vergleich der wildtypischen Otp-Expression (A-D) mit der Otp-Expression des otpREGT—
Stammes (A'-D') durch Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-Otp in griin. Zur Verdeutlichung der Gehirnstrukturen in den
unterschiedlichen Stadien sind zusatzlich HRP- (A+A'), Nrt- (B+B', C+C') und Brp-Immunfluoreszenzfarbungen (D+D') in rot
gezeigt. Sichtbare, Otp-exprimierende Lineages sind in Weill beschriftet: BAlc, baso-anteriore Lineages (caudo-laterale
Subgruppe); BAlp, baso-anteriore Lineages (postero-laterale Subgruppe); BAmv, baso-anteriore Lineages (ventro-mediale
Subgruppe); BLAd, anteriore baso-laterale Lineages (dorsale Subgruppe); DM, dorsomediale Lineage; DPLc, laterale dorso-
posteriore Lineages (zentrale Subgruppe); DPLI, laterale dorso-posteriore Lineages (laterale Subgruppe). (A+A') Gesamt-
Expressionsmuster von Otp im embryonalen Gehirn in Dorsalansicht, anterior ist unten, Embryonalstadium 16. (B+B', C+C')
Larvale Hemisphare in Dorsalansicht, anterior ist oben, dorsaler Hemispharenbereich (B+B') und ventraler
Hemispharenbereich (C+C'). Der weille Pfeil deutet auf die Lineage DM5 des Genetargeting-Stammes otpREGT, die eine stark
reduzierte Otp-Expression aufweist (B'). (D+D') Gesamt-Expressionsmuster von Otp im adulten Zentralgehirn, anteriore
Ansicht, dorsal ist oben. Links anteriorer (a) Bereich des adulten Zentralgehirns, rechts posteriorer (p) Bereich. Der weil3e
Pfeil deutet auf die Lineage DM5 des Genetargeting-Stammes otpREGT, die sich wildtypisch zeigt.

Unerwarteterweise zeigt das embryonale Gehirn des Stammes otp*®" (Abb. 4.8 A') das wildtypische

Otp-Expressionsmuster in den drei Doménen P1, P2 und D1 (Hildebrandt et al., 2020), denen
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inzwischen die Lineages DPLI1-3 (P1), DPLc4 (P2) sowie BAmv3 und BAlp4 (D1) zugeordnet werden
konnten (s. Abb. 4.1). Des Weiteren sind die Otp-positiven Zellen der Lineage BLAd lateral zur
Expressionsdomane P2 sichtbar. Im Gegensatz hierzu weist das larvale Gehirn des Stammes otp"t®"
im dorsalen Bereich eine stark verringerte Otp-Expression in der Lineage DM5 auf (Abb. 4.8 B/,
weiBer Pfeil). Die weiteren Otp-positiven Lineages DPLc4 und DPLI1-3 im dorsal-anterioren Bereich
der larvalen Hemisphéare (Abb. 4.8 B') sowie BLAd, BAmv, BALc und BAIp4 im ventralen Bereich des
Gehirns (Abb. 4.8 C') gleichen dem wildtypischen Otp-Expressionsmuster (Abb. 4.8 B+C). Auch im
adulten Gehirn des Stammes otp"*®" (Abb. 4.8 D') zeigen die Lineages BLAd, BAmv3, BAlc und BAlp4
im anterioren (a) Bereich sowie die Lineages DPLI1-3 und DPLc4 im posterioren (p) Bereich keinen

REST_Gehirn im Otp-

Unterschied zur wildtypischen Otp-Expression (Abb. 4.8 D). Die im larvalen otp
Expressionsmuster stark reduzierte Lineage DM5 zeigt im adulten Gehirn keinen Unterschied zur

wildtypischen Farbung (Abb. 4.8 D', weiBer Pfeil).

Mithilfe des neu generierten otp-Gal4-Stammes otp"***

erfolgten anschlieBend Untersuchungen in
Embryonen (Abb. 4.9), L3-Larven (Abb. 4.10) und adulten Tieren (Abb. 4.11), wobei jeweils die beiden
UAS-Reportergen-Stamme UAS-H2B-mRFP1 und UAS-mCD8-GFP verwendet wurden. Hierbei liegt
mRFP1 an das Histonprotein H2B fusioniert vor, das mit anderen Histonproteinen und DNA die
Nukleosome bildet. Aufgrund dessen wird mRFP1 kernlokalisiert im von Gal4 vorgegebenen Muster

exprimiert. Bei mCD8 handelt es sich um ein Transmembranprotein, weshalb das fusionierte GFP

membrangebunden im Gal4-Expressionsmuster zu beobachten ist.

Die Untersuchung der embryonalen Otp-Expression erfolgte an Embryonen im Embryonalstadium 14
in Lateral- (Abb. 4.9 A—C) und Ventralansicht (Abb. 4.9 D—F). Zum Vergleich wurden Aufnahmen einer
in situ Hybridisierung (s. 3.2.32) mit der bereits bekannten, alle otp-Transkriptvarianten-
detektierenden in situ Sonde otp 4-9 (Abb. 4.9 A+D) hinzugezogen sowie einer
Immunfluoreszenzfarbung (s. 3.2.31) mit dem alle Otp-Proteinvarianten bindenden Antikérper Otp
(Abb. 4.9 C+F). Auffallig ist, dass keine Reporterexpression im Enddarm stattfindet und Gal4 hier
scheinbar nicht durch das bereits identifizierte otp-Enddarm-Element aktiviert wird (Kusch et al.,
2002). Somit handelt es sich bei dem hergestellten otp-Gal4-Stamm offenbar um einen spezifischen
otp-RE-Gal4-Stamm. Der Vergleich zu der in situ Hybridisierung zeigt, dass die Reporterproteine im
Nervensystem analog zur in situ Farbung exprimiert werden, namlich im Gehirn und im anterioren
Bereich des ventralen Nervensystems in deutlicher Form, im posterioren Bereich des ventralen
Nervensystems schwacher ausgepragt. Die Grenze zwischen der anterioren starkeren Farbung und
der posterioren schwacheren Farbung ist jeweils mit einem weiRen Pfeil markiert, was gleichzeitig
den Ubergang zwischen den Segmenten A2 und A3 darstellt. Im Gegensatz dazu zeigt die

Immunfluoreszenzfarbung keine Otp-Expression im posterioren Teil des ventralen Nervensystems
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(Abb. 4.9 C+F). Der blaue Pfeil deutet ebenfalls auf die Grenze zwischen den Segmenten A2 und A3
hin, die hier die Grenze der Expression bildet. Auerdem ist keine Reporter-Expression im Enddarm
und den Analplatten zu sehen, sondern ausschlieBlich im Nervensystem (Abb. 4.9 B), was die

ortsspezifische Expression der otp-Transkriptvarianten im Embryo bestatigt.

otp 4-9 otp-RE-H2B-mRFP1

B

otp 4-9 otp-RE-mCD8-GFP Nrt Otp

Abbildung 4.9: Untersuchung der Expression der otp-Transkriptvariante otp-RE in Embryonen von Drosophila
melanogaster (Stadium 14) mithilfe des Treiberstammes otpREGam. Die Embryonen sind in Lateral- (A-C) bzw.
Ventralansicht (D—F) gezeigt. Anterior ist links. H2B bedeutet, dass das Reporterprotein kernlokalisiert exprimiert wird, und
mCD8, dass es membrangebunden auftritt. Die weilRen Pfeile deuten auf die Grenze zwischen der starkeren anterioren und
der schwacheren posterioren mRNA- (A+D) bzw. Reporterprotein-Expression (B+E) hin, und die hellblauen Pfeile zeigen auf
die Expressionsgrenze des Otp-Proteins (C+F). (A+D) Otp in situ Hybridisierung durch die die otp-Gesamt-RNA detektierende
Sonde otp 4-9 an wildtypischen Embryonen. (B) H2B-mRFP1-Expression im otp-RE-Expressionsmuster. (C) Otp-
Immunfluoreszenzfarbung in Grin an einem wildtypischen Embryo. (E) MCD8-GFP-Expression im otp-RE-
Expressionsmuster. Nrt wurde als Nervensystem-Marker in Blau gefarbt. (F) Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Rot an einem
wildtypischen Embryo. Neurale Glykoproteine (Anti-HRP) sind in Gelb dargestellt.

Zur Analyse der Reportergenexpression von H2B-mRFP1 und mCD8-GFP im Expressionsmuster von
otp-RE in der L3-Larve wurden verschiedene larvale Gewebe herangezogen (Abb. 4.10). Bereits an
der intakten Larve (Abb. 4.10 A+B) ist zu sehen, dass die, in diesem Fall mRFP1-, Reportergen-
Expression sich nicht auf das Nervensystem beschrankt (Abb. 4.10 A im anterioren Bereich), sondern
auch in den Analplatten (Abb. 4.10 A im posterioren Bereich) und im Enddarm (Abb. 4.10 B) auftritt.
Der praparierte larvale Enddarm (ED) zeigt eine otp-RE-H2B-mRFP1-Expression (Abb. 4.10 D), die
analog zur Otp-Expression im Enddarm (Abb. 4.10 C) zu betrachten ist. Im Rektum ist allerdings ein
Unterschied zu sehen, da hier keine Otp-, aber eine mRFP1-Expression auftritt (Abb. 4.10 C+D,
orangefarbener Pfeil). Somit ist festzustellen, dass die Transkriptvariante otp-RE in der Larve nicht

mehr ortsspezifisch nur im Nervensystem exprimiert wird.
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Abbildung 4.10: Untersuchung der Reportergenexpression von H2B-mRFP1 bzw. mCD8-GFP im Expressionsmuster der
otp-Transkriptvariante otp-RE in larvalen Geweben von Drosophila melanogaster mithilfe des Treiberstammes otpREGam.
H2B bedeutet, dass das Reporterprotein kernlokalisiert exprimiert wird, und mCD8, dass es membrangebunden auftritt.
WeiRe Pfeile deuten auf die Grenzen der Strukturen des Darms hin, orangefarbene auf Expressionsunterschiede (C+D). Die
hellblauen Pfeile deuten auf die Expressionsgrenze von Otp im Hirnstamm (E+G). PY, Pylorus; ED, Enddarm; RE, Rektum.
(A+B) H2B-mRFP1-Expression in der vollstandigen L3-Larve in Ventral- (A) und Dorsalansicht (B). Anterior ist links. (C) Otp-
Immunfluoreszenzfarbung in Grin im wildtypischen larvalen Enddarm. Anterior ist links. (D) H2B-mRFP1-Expression im
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larvalen Enddarm, anterior ist links. (E) MCD8-GFP-Expression im larvalen Gehirn in Dorsalansicht mit Otp-
Immunfluoreszenzfarbung in Rot. Anterior ist oben. (F) MCD8-GFP-Expression in einer Hemisphdre des larvalen Gehirns in
Dorsalansicht mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Rot und Nrt-Immunfluoreszenzfarbung in Blau. Anterior ist oben. (G)
H2B-mRFP1-Expression im Hirnstamm des larvalen Gehirns in Dorsalansicht mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin und
Nrt-Immunfluoreszenzfarbung in Blau. Anterior ist oben. (H) H2B-mRFP1-Expression in einer Hemisphdre des larvalen
Gehirns in Dorsalansicht mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin und Nrt-Immunfluoreszenzfarbung in Blau. Anterior ist
oben.

Im larvalen Hirnstamm unterscheidet sich die Otp-Expression von der jeweiligen Reporter-Expression
dahingehend, dass die Otp-Expression nur in den thorakalen Segmenten auftritt, wahrend die
Reporter-Expression auch in den abdominalen Segmenten zu sehen ist (Abb. 4.10 E+G). Die
posteriore Grenze der Otp-Expression befindet sich im Hirnstamm des larvalen Gehirns zwischen
Thorakal- und Abdominal-Segmenten (Abb. 4.10 E+G, hellblauer Pfeil). Die GFP-Farbung wirkt
aufgrund der membrangebundenen Lokalisation so prominent, da dadurch auch die Axone der
betroffenen Zellen markiert sind, die sich im Neuropil sammeln (Abb. 4.10 E+F). Im larvalen Gehirn
beschrankt sich der Unterschied zwischen Reporterprotein und Otp auf den Hirnstamm, wahrend die
larvale Hemisphare keinen Unterschied zwischen Reporterprotein und Otp aufweist (Abb. 4.10 F+H),
was die kernlokalisierte mRFP1-Expression (Abb. 4.10 H) deutlicher zeigt als das membrangebundene
GFP (Abb. 4.10 F). Dass nicht alle gefarbten Zellen ein einheitliches Mischungs-Gelb aus mRFP1 und
Otp-Alexad88 im Z-Stack aufweisen, ist der Lokalisierung der Zellen in der Hemisphéare geschuldet.
Die Auswertung der Rohdaten zeigt, dass alle gefarbten Zellen sowohl mRFP1 als auch Otp enthalten

(nicht gezeigt).

REGa4_stammes und der beiden

Auch fiir die Untersuchung der Expression von otp-RE mithilfe des otp
Reportergenstamme UAS-mCD8-GFP und UAS-H2B-mRFP1 im adulten Tier wurden sowohl Gehirne
als auch Endddrme betrachtet (Abb. 4.11). Im adulten Gehirn decken sich Reporterprotein-
Vorkommen und Otp-Farbung, was im Vergleich mit dem GFP-exprimierenden Gehirn (Abb. 4.11 A)
vor allem im mRFP1-exprimierenden Gehirn deutlich wird (Abb. 4.11 B). Aufgrund der
Kernlokalisation von mRFP1 und Otp deckt sich das Muster hier offensichtlich. Durch die
membrangebundene Lokalisation von GFP sind nicht nur die Zellmembranen, sondern auch die
Axone der betroffenen Zellen markiert (Abb. 4.11 A). Hier ist festzustellen, dass sich die Axone der
Otp-positiven Lineages vor allem im Bereich des SOG, der AL und dem hoherliegenden
Protocerebrum konzentrieren. Auffallig ist die Farbung des inneren antennocerebralen Trakts (iACT),
Uber den olfaktorische Informationen aus den AL in Calyx (CA) und LH weitergeleitet werden. Der
iACT wird zum Grof3teil aus Projektionsneuronen der Otp-positiven Lineages BAmv3, BAlc und BAlp4
gebildet (s. Abb. 5.1). Im Enddarm-Bereich gleichen sich die Otp-Farbung (Abb. 4.11 C) und die
MRFP1-Expression (Abb. 4.11 D) sowohl im Enddarm (ED) als auch im Rektum (RE). Das unterstiitzt

die These, dass auch in der Fliege keine ausschlieRliche nervensystemspezifische Expression von

otp-RE mehr vorliegt, sondern otp-RE hier auch im Enddarm und Rektum exprimiert wird.
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Abbildung 4.11: Untersuchung der Reportergenexpression von mCD8-GFP bzw. H2B-mRFP1 im otp-RE-Expressionsmuster
in adulten Drosophila-Geweben mithilfe des Treiberstammes otpREGam. H2B bedeutet, dass das Reporterprotein
kernlokalisiert exprimiert wird und mCD8, dass es membrangebunden auftritt. Die weilen Pfeile deuten auf die
Strukturgrenzen im Darm hin. AL, antennale Lobe; CA, Calyx; ED, Enddarm; iACT, innerer antennocerebraler Trakt; LH,
laterales Horn; MD, Mitteldarm; RE, Rektum; SOG, suboesophageales Ganglion; SMP, mediales superior Protocerebrum;
SLP, laterales superior Protocerebrum; VLP, ventro-laterales Protocerebrum. (A) MCD8-GFP-Expression im adulten
Zentralgehirn in  Anterioransicht. Dorsal ist oben. Mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Rot wund Brp-
Immunfluoreszenzfarbung in Blau. (B) H2B-mRFP1-Expression im adulten Zentralgehirn in Anterioransicht. Dorsal ist oben.
Mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Grin. (C) Wildtypischer, adulter Enddarm mit Otp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin.
Anterior ist links. (D) H2B-mRFP1-Expression im adulten Enddarm. Anterior ist links.

Diese Ergebnisse runden die Untersuchung der beiden Transkriptvarianten von otp in den drei

Drosophila-Stadien Embryo, Larve und Fliege ab.
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4.2 Untersuchung der Regulation von otp

In den bisherigen Untersuchungen der Transkriptvariante otp-RE im Embryo fallt immer wieder auf,
dass die otp-Expression im embryonalen Nervensystem zwischen den Segmenten A2 und A3 eine
Veranderung erfahrt. Diese Verdnderung ist sowohl innerhalb einer in situ Hybridisierung oder einer
Reportergen-Expression zu sehen als auch im direkten Vergleich der in situ Hybridisierung mit einer
Otp-Immunfluoreszenzfarbung (siehe Abb. 4.5 C—F). Hier ist zu beobachten, dass die RNA-Expression
ab Segment A3 zwar vorhanden, aber deutlich schwacher ausgepragt als im anterioren Bereich
vorliegt, wahrend ab diesem Punkt keine Protein-Expression mehr nachweisbar ist. Aufgrund dieser

Beobachtung liegt die Vermutung einer posttranskriptionellen Regulation nahe.

4.2.1 Untersuchung der Interaktion der microRNA miR-252 mit otp

In einer vorherigen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die microRNA (miRNA) miR-252 mit der 3'UTR
von otp interagiert (Hildebrandt, 2015) und deshalb fiir die posttranskriptionelle Regulation von otp
verantwortlich sein kdnnte. Daraufhin wurden drei unterschiedliche otp-Sensorkonstrukte kloniert
und damit transgene Fliegenstamme etabliert (Hildebrandt, 2017), um die potentielle Bindestelle in
der 3'UTR von otp zu bestatigen. Die otp-Sensorkonstrukte bestehen aus 5xUAS-Bindestellen in
Verbindung mit einem hsp70-Minimalpromotor, was in einem starken, durch Gal4 induzierbaren
Promotor resultiert, sowie einer eGFP-Sequenz und der wildtypischen oder modifizierten otp 3'UTR
(Abb. 4.12 A). Bei gleichzeitiger Fehlexpression des jeweiligen otp-Sensorkonstrukts und eines
UAS-miR-252-Konstrukts kann anhand der GFP-Intensitdt im Gewebe ermittelt werden, ob die
miR-252 die otp 3'UTR an der potentiellen Bindestelle bindet. Findet eine Bindung statt, fuhrt das
dazu, dass die weitere GFP-Proteinexpression inhibiert wird, wahrend sie bei Nicht-Binden der

miRNA ungestort vonstattengeht.

Die drei Sensorkonstrukte unterscheiden sich im Bereich der potentiellen Bindestelle von miR-252 in
der 3'UTR von otp (Abb. 4.12 B). Es handelt sich um ein wildtypisches Sensorkonstrukt sowie je ein
Sensorkonstrukt mit Mutation bzw. Deletion. Die sogenannte seed-Sequenz der miRNA (Abb. 4.12 B,
blau) ist essentiell fiir die Bindung der miRNA an die Ziel-mRNA, weshalb die beiden Modifizierungen
innerhalb dieses Bereiches vorgenommen wurden. Im Sensorkonstrukt mit Mutation wurden drei
Basen innerhalb der durch die seed-Sequenz gebundenen mRNA-Sequenz mutiert (Abb. 4.12 B, rot),
und im Sensorkonstrukt mit Deletion fehlen 23 bp (iber die gesamte Bindestelle von miR-252

(Abb. 4.12 B, gestrichelt).
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Zur Untersuchung und Verifizierung der Interaktion von miR-252 mit otp wurden die beiden
Treiberstdmme engrailed (en)-Gal4 und deadpan (dpn)-Gal4 verwendet, mithilfe derer das jeweilige
otp-Sensorkonstrukt gemeinsam mit einem UAS-miR-252-Konstrukt fehlexprimiert wurde. En wird
innerhalb der posterioren Kompartimente exprimiert und eignet sich damit als Treiberstamm zur
Fehlexpression in Fligel-Imaginalscheiben. Die dpn-Expression ist im Gehirn zu beobachten. So
konnte die Untersuchung der Interaktion von miR-252 und otp in zwei verschiedenen Geweben

durchgefiihrt werden.

Da das en-Gal4-Konstrukt auf dem zweiten Chromosom liegt, wahrend sich das dpn-Gal4-Konstrukt
auf dem dritten Chromosom, und damit auf demselben Chromosom, wie das otp-Sensorkonstrukt,
befindet, musste nach zwei unterschiedlichen Kreuzungsschemata vorgegangen werden. Zur
Kreuzung mit en-Gal4 (Abb. 4.12 C) wurden mannliche Fliegen der otp-Sensorstimme mit Jungfrauen
des homozygoten Treiberstammes en-Gal4 gekreuzt, woraufhin mannliche Nachkommen mithilfe
ihrer sichtbaren GFP-Expression selektiert wurden, die sowohl en-Gal4 als auch das jeweilige otp-
Sensorkonstrukt tragen. Diese wurden mit Jungfrauen des homozygoten Testerstammes
UAS-miR-252 gekreuzt, woraufhin in der zweiten Generation Larven vorliegen, die alle drei
Komponenten zur Fehlexpression von otp-Sensorkonstrukt und UAS-miR-252-Konstrukt im
posterioren Bereich der Fligel-Imaginalscheiben enthalten und die Fehlexpression ausprdgen. Diese

wurden zur weiteren Untersuchung selektiert.

Zur Kreuzung mit dpn-Gal4 (Abb. 4.12 D) wurde zunéachst ein Stamm etabliert, der das jeweilige otp-
Sensorkonstrukt rekombiniert mit dem UAS-miR-252-Konstrukt auf dem dritten Chromosom enthalt,
da alle drei zur Untersuchung bendtigten Komponenten auf dem dritten Chromosom vorliegen
(s.3.2.25). Mannliche Tiere dieser Rekombinationsstimme wurden mit Jungfrauen des
Treiberstammes dpn-Gal4 gekreuzt, sodass bereits die Nachkommen der ersten Generation alle drei
Komponenten zur Fehlexpression des jeweiligen otp-Sensorkonstrukts zusammen mit dem
UAS-miR-252-Konstrukt im Gehirn enthalten, die Fehlexpression auspragen und selektiert werden
konnten. Die jeweils zur Untersuchung herangezogene Generation ist innerhalb des jeweiligen

Kreuzungsschemas durch einen grauen Kasten markiert.
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Abbildung 4.12: Otp-Sensorkonstrukte und Kreuzungsschemata zur Untersuchung der Fehlexpression von otp-Sensor und
UAS-miR-252 mithilfe der Treiberstdmme engrailed (en)-Gald und deadpan (dpn)-Gald. (A) Otp-Sensor aus
UAS-Bindestellen (dunkelgriin), hsp70-Minimalpromotor (tiirkis), eGFP (griin) und otp 3'UTR (orange), wie er innerhalb des
Sensorkonstrukts vorliegt. (B) RNA-Sequenzen der wildtypischen und der modifizierten otp 3'UTR im Bereich der Bindestelle
der miRNA miR-252. Striche in der Sequenz deuten auf deletierte Basen hin, die rote Markierung zeigt die Mutation. In Blau
ist die seed-Sequenz der miRNA markiert. (C+D) Kreuzungsschemata zur Untersuchung der Fehlexpression der otp-Sensoren
und UAS-miR-252 mithilfe der Treiberstamme en-Gal4 (C) und dpn-Gal4 (D). Gezeigt sind ausschlieRlich Genotypen, die zu
weiteren Kreuzungen verwendet wurden. Die romischen Zahlen Il und Ill bezeichnen das 2. bzw. 3. Chromosom, und das +
bedeutet, dass das jeweilige Chromosom wildtypisch vorliegt. TM3 bzw. TM6B bezeichnet das drittchromosomale
Balancerchromosom mit dem TM3-Marker Stubble (Sb) bzw. dem TM6B-Marker Tubby (Tb). Der graue Kasten markiert
jeweils die Generation, deren Larven zur phanotypischen Analyse prapariert wurden.

Die selektierten Larven der entsprechenden Generationen wurden anschlieend auf zwei
verschiedene Weisen auf die GFP-Intensitat Uberprift (Abb. 4.13). Es wurden je 20 Larven pro
Kreuzung zur Praparation und Fixierung der Fliigel-lmaginalscheiben aus den Kreuzungen mit en-Gal4
bzw. der Gehirne aus den Kreuzungen mit dpn-Gal4 verwendet (s. 3.2.29), die anschlieRend auf

Objekttrager gebracht und konfokalmikroskopisch aufgenommen wurden (s. 3.2.35).
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Abbildung 4.13 zeigt je eine reprasentative Fligel-Imaginalscheibe (Abb. 4.13 A-C) bzw. ein
reprasentatives Gehirn (Abb. 4.13 F—H) flr die verschiedenen otp-Sensorkonstrukte. Des Weiteren
wurden je 20 Aufnahmen pro Kreuzung mithilfe der Software Image) auf ihre relative
Fluoreszenzintensitat ausgewertet, was in den Abbildungsteilen D bzw. | als Balkendiagramme
gezeigt ist. In den Mikroskopaufnahmen sowie den Balkendiagrammen ist unabhangig des
Treiberstammes dieselbe Tendenz erkennbar. Die Fluoreszenzintensitdt ist am schwdchsten in den
Kreuzungen mit dem Sensorkonstrukt mit wildtypischer otp 3'UTR (WT), wird starker in den
Kreuzungen mit dem Sensorkonstrukt mit otp 3'UTR mit Mutation (Mut) und ist am starksten in den
Kreuzungen mit dem Sensorkonstrukt mit otp 3'UTR mit Deletion (Del) ausgepragt. Dabei ist zu
beobachten, dass sich dieser Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitdt in Kreuzungen mit en-Gal4
schwacher auspragt und sich von 1 (WT) Gber 1,1 (Mut) bis hin zu 1,3 (Del) erstreckt (Abb. 4.13 D),
wahrend er in Kreuzungen mit dpn-Gal4 steiler ausfallt und von 1 (WT) Gber 1,3 (Mut) zu 2,2 (Del)
aufsteigt (Abb. 4.13 1).

Aus weiteren 20 Larven pro Kreuzung wurde RNA isoliert (s. 3.2.4.1), die liber eine Reverse-
Transkriptions-Reaktion (RT) in ¢cDNA umgeschrieben (s. 3.2.4.2) und zur gPCR eingesetzt wurde
(s.3.2.3.3). Hierbei wurde ein eGFP-bindendes Primerpaar verwendet. Als Referenzgen diente
a-Tubulin (vgl. Ponton et al., 2011), das wahrend der Auswertung mithilfe der AACt-Methode
hinzugezogen wurde (s. 3.2.3.4). Normiert wurde hierbei jeweils auf die Kreuzungen mit dem
Sensorkonstrukt mit wildtypischer otp 3'UTR (WT). Die Ergebnisse der qPCR-Auswertung sind in
Abbildungsteil E fiir die Kreuzungen mit en-Gal4 und in Abbildungsteil J fir die Kreuzungen mit
dpn-Gald in Form von Balkendiagrammen gezeigt. In den Kreuzungen mit en-Gal4 zeigt die Kreuzung
mit dem Sensorkonstrukt mit otp 3'UTR mit Mutation (Mut) den gréRten relativen
Expressionsunterschied (RQ = 3,6), wahrend die Kreuzung mit dem Sensorkonstrukt mit Deletion in
der otp 3'UTR (Del) einen relativen Expressionsunterschied von 2,7 aufweist. In den Kreuzungen mit
dpn-Gal4 sind nur schwache Expressionsunterschiede zu erkennen. Sowohl die Kreuzung mit dem
Sensorkonstrukt mit Mutation in der 3'UTR von otp (Mut) als auch die Kreuzung mit dem
Sensorkonstrukt mit otp 3'UTR mit Deletion (Del) weisen einen relativen Expressionsunterschied von
1,3 auf. Diese Experimente verifizieren, dass die miRNA miR-252 mit der 3'UTR von otp Uber die

angedachte vermutete Bindestelle interagiert.
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Abbildung 4.13: Untersuchung der Fehlexpression der otp-Sensorkonstrukte (wildtypisch bzw. mit Mutation oder
Deletion innerhalb der otp 3'UTR) zusammen mit UAS-miR-252 mithilfe der Treiberstimme engrailed (en)-Gal4 (A-E) und
deadpan (dpn)-Gal4 (F-J) in larvalen Geweben durch Konfokalmikroskopie und qPCR. Die GFP-Expression ist in Grin
dargestellt. Zur besseren Orientierung wurden die Gewebe nachtraglich umrandet. Die Aufnahmen wurden unter
denselben Einstellungen des Konfokalmikroskops getatigt und zur Erstellung der Abbildung wurden dieselben Imagel-
Bearbeitungsparameter verwendet. (A-C) Konfokalmikroskopische Aufnahmen je einer reprasentativen Fligel-
Imaginalscheibe der F2-Generation der Kreuzungen des (A) wildtypischen, (B) Mutation-enthaltenden und (C) Deletion-
enthaltenden otp-Sensorkonstrukts und UAS-miR-252 mit en-Gal4. Die Fligel-Imaginalscheiben sind in Lateralansicht
gezeigt, anterior ist links, dorsal oben. (F-H) Konfokalmikroskopische Aufnahmen je eines reprasentativen L3-Gehirns der
F1-Generation der Kreuzungen otp-Sensor ((F) wildtypisch/(G) mit Mutation/(H) mit Deletion) und UAS-miR-252 mit dpn-
Gal4. Die Gehirne befinden sich in Dorsalansicht, anterior ist oben. (D+l) Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat von GFP
innerhalb  der mit denselben Einstellungen konfokalmikroskopisch aufgenommenen und unbearbeiteten
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L3-Imaginalscheiben (D) bzw. -Gehirne (1) der Filialgenerationen der verschiedenen Kreuzungen (n = 20 Imaginalscheiben
bzw. Gehirne pro Kreuzung), ermittelt mithilfe von ImageJ und normiert auf die Kreuzung mit dem wildtypischen otp-
Sensorkonstrukt. (E+J) Relativer Expressionsunterschied (RQ) der GFP-RNA in L3-Larven der verschiedenen Kreuzungen (n =
20 Larven der jeweiligen Filialgeneration pro Kreuzung), ermittelt durch gPCR und normiert auf die Kreuzung mit dem
wildtypischen otp-Sensorkonstrukt.

4.2.2 Analyse der Auswirkung eines miR-252 Knockouts auf die Otp-Expression

Um die Auswirkungen des Fehlens von miR-252 auf otp in vivo zu Uberprifen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen (s. 3.2.31) auf Embryonen sowie larvale und adulte Gehirne eines
miR-252 Knockout (KO)-Stammes durchgefiihrt (Abb. 4.14 A’—F’). Dieser wurde durch Genetargeting
hergestellt, wobei die genomische miR-252-Sequenz mittels homologer Rekombination entfernt
wurde (Chen et al., 2014). Die Otp-Immunfluoreszenzfarbungen auf den miR-252 KO-Stamm wurden
mit analog gefarbten Wildtyp-Geweben verglichen (Abb. 4.14 A—F). Otp ist jeweils in Rot zu sehen,
aullerdem wurden, je nach Stadium, unterschiedliche Nervensystem-Marker in Grin gefarbt.
Embryonen (Abb. 4.14 A-C und A'-C') wurden mit einem Marker fir neurale Glykoproteine,
Anti-HRP, co-gefarbt, larvale Gehirne (Abb. 4.14 D+E und D'+E') mit Anti-Nrt, das sekundére Neurone
markiert, und adulte Gehirne (Abb. 4.14 F+F') mit Anti-Brp, wodurch das Neuropil angefarbt wird. Da
die synaptische Dichte innerhalb der Kompartimente des adulten Gehirns hoch und an
Kompartimentgrenzen niedrig ist, sind die Kompartimente durch die Anti-Brp-Farbung gut

darstellbar.

Die embryonalen wildtypischen bzw. miR-252 KO-Gehirne (Abb. 4.14 A+A’) scheinen im Vergleich das
gleiche, wildtypische Otp-Expressionsmuster aufzuweisen, bei dem pro Hemisphdre die drei Otp-
Expressionsdoméanen zu sehen sind (vgl. Abb. 4.1). Auch der Vergleich des anterioren Bereichs des
embryonalen Nervensystems in lateraler (Abb. 4.14 B+B') und ventraler (Abb. 4.14 C+C') Ansicht
bleibt unauffallig, und in der Otp-Expression ist kein Unterschied zu erkennen. Sowohl im WT-Embryo
als auch im miR-252 KO-Embryo stoppt die Otp-Expression ab Segment A3. Auch in der larvalen
Hemisphdre (Abb. 4.14 D+D’) und im larvalen Hirnstamm (Abb. 4.14 E+E') scheint sich das
Expressionsmuster zwischen WT und miR-252 KO zu gleichen. Einzig das adulte miR-252 KO-Gehirn
(Abb. 4.14 F') zeigt im dorsalen Bereich einen Unterschied zu dem adulten WT-Gehirn (Abb. 4.14 F).
Wahrend im WT-Gehirn ein Muster dorsal des lateralen Horns (LH) und lateralen superior
Protocerebrum (SLP) nachweisbar ist (Abb. 4.14 F, weilRe Pfeile), bei dem es sich wahrscheinlich um
die Lineage DPLI3 handelt (Volker Hartenstein, personliche Mitteilung; Milyaev et al., 2012), fehlt
dieses Muster im miR-252 KO-Gehirn (Abb. 4.14 F', orangefarbene Pfeile).
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Abbildung 4.14: Otp-Immunfluoreszenzfiarbung an Drosophila-Embryonen sowie larvalen und adulten Drosophila-
Gehirnen des Wildtyps (WT) (A-F) und des Stammes miR-252 Knockout (KO) (A'-F'). Otp ist in Rot dargestellt. (A+A")
Embryonales Gehirn (Stadium 15) in Dorsalansicht, anterior ist unten. Neurale Glykoproteine (anti-HRP) sind in Grin
dargestellt. (B+B') Anteriorer Teil des embryonalen Nervensystems (Stadium 14) in Lateralansicht, anterior ist links. In Griin
sind neurale Glykoproteine (anti-HRP) gefarbt. (C+C') Anteriorer Teil des embryonalen Nervensystems (Stadium 14) in
Ventralansicht mit anti-HRP-Farbung in Griin, anterior ist links. (D+D') Hemisphdre eines larvalen Gehirns (L3) in
Dorsalansicht mit Nrt-Farbung in Griin, anterior ist oben. (E+E') Anteriorer Teil des Hirnstammes eines larvalen Gehirns (L3)
in Dorsalansicht, anterior ist oben. In Griin ist Nrt dargestellt. (F+F') Adultes Zentralgehirn in Anterioransicht mit Brp-
Farbung in Griin, dorsal ist oben. WeilRe Pfeile, Otp-positive Lineage DPLI3 im wildtypischen Gehirn; orangefarbene Pfeile,
fehlende DPLI3-Lineage im miR-252 KO-Gehirn.
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Zusammenfassend zeigen die Experimente, dass miR-252 iber die vermutete Bindestelle mit der
3'UTR von otp interagiert, allerdings bleibt bei der Untersuchung der Embryonen des miR-252
KO-Stammes der vermutete Effekt einer Otp-Expression, die sich Uber das gesamte ventrale
embryonale Nervensystem erstreckt, aus. Hier ist lediglich eine Veranderung der Otp-Expression im

dorsalen Bereich des adulten Gehirns sichtbar.

4.3 Untersuchung der Expression und Regulation der Gene Drosophila Retinal

Homeobox (DRx), homeobrain (hbn) und earmuff (erm)

Die Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox (DRx), Homeobrain (Hbn) und Earmuff
(Erm) sind, genau wie Otp, von groRer Wichtigkeit fur die Zellproliferation wahrend der
Gehirnentwicklung von Drosophila melanogaster. Aus diesem Grund ist es von Bedeutung, die
Expression und Regulation solcher Gene zu analysieren, was beispielsweise durch die Herstellung

verschiedener Gal4-Treiberstamme oder die Deletion regulatorischer Elemente maglich ist.

4.3.1 Herstellung und Untersuchung von DRx-, hbn- und erm-Gal4-Treiberstimmen

Um transgene Fliegenstimme zu erhalten, mithilfe derer sich die nahezu kompletten
Expressionsmuster von jeweils DRx, hbn oder erm darstellen lassen, wurden Genetargeting-
Experimente durchgefiihrt, die zur Deletion der Bereiche um die Startcodons von DRx, hbn oder erm
fihrten (Kloppel et al., 2021; Bachelorarbeit Hartwig, 2014; Hildebrandt et al., 2022b; Masterarbeit
Minet, 2015; Hildebrandt et al., 2021), um anschlieRend dort Gal4 zu integrieren. Im Falle des DRx-

"18_Fliegen und die

und des erm-Genetargeting-Stammes wurde die Keimbahntransformation von w
Balancierung der transgenen Fliegen von der Firma BestGene (Chino Hills, Kalifornien, USA)
ausgefihrt, die anschlieBRenden Kreuzungen zur Herstellung der resultierenden Genetargeting-
Stamme wurden innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Der hbn-Genetargeting-Stamm wurde
ganzlich in der Arbeitsgruppe hergestellt. Anschliefend war es innerhalb der Arbeitsgruppe durch die
Uber den verwendeten Genetargeting-Vektor pTV[cherry] (Baena-Lopez et al., 2013) (s. Abb. 2.3) an

G2 (Baena-

dieser Stelle eingefligte attP-Site moglich, eine Gal4-Sequenz mithilfe des Vektors RIV
Lopez et al., 2013) Uber eine PhiC31-vermittelte Transformation innerhalb der Deletion einzufiigen
(s. 3.2.26). Idealerweise sollten mithilfe des UAS/Gal4-Systems und der resultierenden Stamme
anschlieRend alle Enhancer des jeweiligen Gens Gal4 aktivieren, sodass die Stimme in Zukunft fir

Uberexpressions-, Herunterregulations- oder Rettungsexperimente verwendet werden kénnen.
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DRx umfasst einen genomischen Bereich von ca. 20 kb, aus dem das Transkript DRx-RB, bestehend
aus 6 Exons, abgelesen wird (Abb. 4.15 A). Der DRx-Genetargeting-Stamm enthalt eine 394 bp grolRe
Deletion, die 10 bp upstream des ATGs beginnt und die Donor-Splicesite des folgenden Introns noch
mit in die Deletion einschlieBt (Abb. 4.15 A, schwarze Pfeile). Somit umfasst die Deletion die ersten
123 AS von DRx (Kléppel et al., 2021). Trotz der Deletion des ATGs und entgegen der Erwartungen
stellte sich der DRx-Genetargeting-Stamm (DRx®") als nicht letal heraus und zeigte eine nahezu
wildtypische Expression (nicht gezeigt, Kloppel et al.,, 2021). Moglicherweise wird hier auf ein
downstream zum eigentlich verwendeten ATG liegendes zweites ATG zurilickgegriffen, das zu einem
DRx-Protein mit verkirztem N-Terminus fiihrt, aber dennoch funktionell sein kénnte. Aufgrund
dieser Tatsache wird der nach der Reintegration von Gal4 (s. 3.2.26) innerhalb der Deletion

Gal4

entstandene Treiberstamm als DRx®** und nicht als DRx“°®®* bezeichnet.

Dieser Stamm mit einem Konstrukt aus einer attL-Site, dem Gal4-Gen und einer loxP-Site (Abb.
4.15 A) wurde anschlieRend verwendet, um die Gal4-Expression mit dem kernlokalisierten Reporter
H2B-mRFP1 bzw. dem membrangebundenen Reporter mCD8-GFP im Embryo, der Larve und im
Adultstadium zu visualisieren und Co-Lokalisationen mit DRx zu Uberprifen (Abb. 4.15 B-G). Im
Embryo ist eine Co-Expression von DRx und H2B-mRFP1 in den Gehirnhemispharen und in der
clypeolabralen Region (CL), aus der Clypeus und Labrum entstehen, zu beobachten (Abb. 4.15 B).
Einige Zellen exprimieren in diesem Embryonalstadium entweder nur DRx oder das Reporterprotein,
was darauf zurlickzufiihren sein koénnte, dass eine zeitliche Verzogerung der RFP-Expression
verglichen zur DRx-Expression vorliegt. Hierbei konnte das DRx-Protein wieder abgebaut werden,
wahrend RFP fortbesteht, ein Effekt, der oft bei Reportergenexperimenten zu beobachten ist. Im
larvalen Gehirn tritt eine starke Co-Expression von DRx und Reporterprotein in den dorsomedialen
(DM) und dorsolateralen (DL) Lineages auf, wahrend die Medulla deutlich mehr Reporterprotein als

DRx aufweist (Abb. 4.15 C und D).

Im adulten Gehirn ist eine Co-Expression in allen Regionen, in denen DRx exprimiert wird, zu
beobachten (Abb. 4.15 E und F), aulRer in der Region der protocerebralen Briicke (PB) im posterioren
Bereich des Gehirns (Abb. 4.15 F). Hier exprimieren deutlich mehr Zellen das Reporterprotein. In der
lebenden Fliege ist die RFP-Reporterexpression im Clypeus ersichtlich (Abb. 4.15 G, weiRer Pfeil), der
die Verbindung des Labrums, dem Mundbereich, zum Kopf darstellt. Fiir die Entwicklung dieser
Struktur ist DRx von groRRer Bedeutung, da der Clypeus in DRx-Mutanten fehlt (Davis et al., 2003).
Somit gleicht das mithilfe des Stammes DRx®** hervorgerufene Expressionsmuster der wildtypischen

DRx-Expression in allen Entwicklungsstadien.
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Abbildung 4.15: Untersuchung des neu hergestellten Treiberstammes DRx  mithilfe von H2B-mRFP1- bzw. mCD8-GFP-
Reportergenexpressionen. (A) Genomische Region von DRx sowie das Transkript DRx-RB mit der Genetargeting-
Deletionsregion (schwarze Pfeile) und der Lokalisation von Gal4 (gelb) nach der Gal4-Reintegration innerhalb der Deletion
des Genetargeting-Stammes. Exons sind als Kdstchen gezeigt, translatierte Bereiche in Blau. Das Gal4-Konstrukt besteht
nach der Reintegration aus der attL-Site (rot), dem Gal4-Gen (gelb) und einer loxP-Site (griin). (B) H2B-mRFP1-Expression in
Rot mit DRx-Immunfluoreszenzfarbung in Griin im anterioren Bereich des Embryos in Dorsalansicht, anterior ist unten. CL,
clypeolabrale Region. (C und D) H2B-mRFP1-Expression in Rot mit DRx-Immunfluoreszenzfarbung in Grin (C) bzw.
mCD8-GFP-Expression in Griin mit DRx-Immunfluoreszenzfarbung in Rot (D) in einer rechten larvalen Gehirnhemisphare in
Dorsalansicht, anterior ist oben. DL, dorsolaterale Lineages; DM, dorsomediale Lineages; Me, Medulla. (E und F)
H2B-mRFP1-Expression in Rot mit DRx-Immunfluoreszenzfarbung in Griin im anterioren (E) und posterioren (F) Bereich der
linken Halfte eines adulten Gehirns, dorsal ist oben. AL, antennale Lobe; AOTU, anteriores optisches Tubercle; CA, Calyx; LH,
laterales Horn; OL, optische Lobe; PB, protocerebrale Briicke; PLP, posterolaterales Protocerebrum; SLP, laterales superior
Protocerebrum; SMP, mediales superior Protocerebrum; VLP, ventrolaterales Protocerebrum; VMC, ventromediales
Cerebrum. (G) H2B-mRFP1-Expression im Clypeus (weilRer Pfeil) einer adulten Fliege in Anterioransicht, dorsal ist oben.
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Das Gen hbn umfasst einen genomischen Bereich von etwa 6 kb und besteht aus 5 Exons
(Abb. 4.16 A). Bislang stellt das Transkript hbn-RA die einzige bekannte Transkriptvariante von hbn
dar (Abb. 4.16 A) (Flybase FB2022_04). Die durch Genetargeting hervorgerufene Deletion beginnt
13 bp upstream des ATGs und endet im folgenden Intron, um die Donor-Splicesite mit
einzuschliefen. Sie umfasst 171 bp, was in einer Deletion der ersten 51 AS von Hbn resultiert

(Abb. 4.16 A, schwarze Pfeile) (Bachelorarbeit Hartwig, 2014; Hildebrandt et al., 2022b).

Der nach der Reintegration von Gal4 (s. 3.2.26) in diesen Genetargeting-Stamm entstandene
Treiberstamm hbn*°®* besitzt ein Konstrukt aus einer attL-Site, dem Gal4-Gen und einer loxP-Site
innerhalb der Deletion (Abb. 4.16 A) und wurde anschlieBend zur Uberpriifung der Gal4-Expression
im embryonalen, larvalen und adulten Gehirn verwendet (Abb. 4.16 B-D). Hierbei dienten das
membrangebundene Reporterprotein  mCD8-GFP und das kernlokalisierte Reporterprotein

H2B-mRFP1 der Visualisierung.

Im embryonalen Gehirn ist groRtenteils eine Co-Expression des GFP-Reporters und Hbn zu
beobachten (Abb. 4.16 B). Aufgrund des membrangebundenen GFPs sind die primaren Axontrakte
der Hbn-positiven Zellen zu sehen, die auch Axontrakte umfassen, die die supraoesophageale
Gehirnkommissur (SEK) bilden (Abb. 4.16 B, weilRer Pfeil). Fiir die Bildung dieser Struktur ist die Hbn-

Expression essentiell (Kolb et al., 2021).

In der larvalen Gehirnhemisphare ist mCD8-GFP in den DM und DL Lineages, im Mushroom Body
(MB), dem dorsalen inneren Proliferationszentrum (dIPC) und der Medulla (Me) zu beobachten,
wobei zum GroRteil eine Co-Expression mit Hbn vorliegt (Abb. 4.16 C). Lediglich in der Medulla wird
GFP offensichtlich starker exprimiert als Hbn, was vermutlich auf einem langeren Fortbestehen der

Reporterexpression im Vergleich zur Hbn-Expression basiert (Abb. 4.16 C).

Im adulten Gehirn zeigt sich eine Co-Expression von Hbn und H2B-mRFP1 in der Medulla (Me) und

einer benachbarten Region im Zentralgehirn (Abb. 4.16 D, weiBer Pfeil). Augenscheinlich stellt der

KOGal4

neu hergestellte Treiberstamm hbn das gesamte Hbn-Expressionsmuster uUber alle

Entwicklungsstadien hinweg dar. Eine Analyse der hbn-Expression im homozygoten, hbn-mutanten

KOGal4

Hintergrund ist aufgrund der embryonalen Letalitdat des Stammes hbn nur im Embryonalstadium

moglich.
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Abbildung 4.16: Untersuchung des neu hergestellten Treiberstammes hbn*°%®"* mithilfe von H2B-mRFP1- bzw. mCD8-

GFP-Reportergenexpressionen. (A) Genomische Region von hbn mit dem benachbarten Gen CG33704 sowie das Transkript
hbn-RA mit Lokalisation der Genetargeting-Deletionsregion (schwarze Pfeile) und Position von Gal4 (gelb) nach der Gal4-
Reintegration innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes. Die Exons sind als Kastchen dargestellt, translatierte
Bereiche in Blau. Das Gal4-Konstrukt besteht nach abgeschlossener Reintegration aus der attL-Site (rot), dem Gal4-Gen
(gelb) und einer loxP-Site (griin). (B und C) MCD8-GFP-Expression in Griin mit Hbn-Immunfluoreszenzfarbung in Rot im
embryonalen Gehirn in Dorsalansicht, anterior ist unten (B), und in einer rechten larvalen Hemisphéare in Dorsalansicht,
anterior ist oben (C). Der weilRe Pfeil zeigt auf Axone der supraoesophagealen Kommissur (SEK), die die Gehirnhemispharen
verbindet. dIPC, dorsales inneres Proliferationszentrum; DL, dorsolaterale Lineages; DM, dorsomediale Lineages; MB,
Mushroom Body; Me, Medulla. (D) H2B-mRFP1-Expression in Rot mit Hbn-Immunfluoreszenzfarbung in Grin in der linken
Halfte des adulten Gehirns in Anterioransicht, dorsal ist oben. Der weiRe Pfeil zeigt auf den Hbn-exprimierenden Bereich im
Zentralgehirn, benachbart zur optischen Lobe. Me, Medulla.

Erm umfasst drei Exons innerhalb einer genomischen Region von etwa 20 kb. Es sind vier
Transkriptvarianten bekannt, aus denen vier Proteinformen, die in den N- und C-Termini variieren,
translatiert werden (Flybase FB2022_04). Dabei wird fiir die Transkriptvarianten erm-RA, erm-RC und
erm-RD das Start-Codon in Exon 2 verwendet, wahrend fiir die Transkriptvariante erm-RB auf das
ATG in Exon 3 zuriickgegriffen wird (Abb. 4.17 A). Die durch Genetargeting in erm eingebrachte
Deletion umfasst 1507 bp und startet 9 bp upstream des ATGs in Exon 2, beinhaltet aber auch das
Intron zwischen den Exons 2 und 3 sowie das ATG in Exon 3, um beide Startcodons zu deletieren
(Abb. 4.17 A, schwarze Pfeile) (Masterarbeit Minet, 2015; Hildebrandt et al., 2021). Nach der
Reintegration von Gal4 (s. 3.2.26) liegt ein Konstrukt aus einer attL-Site, einem Gal4-Gen und einer

loxP-Site in der Deletion lokalisiert vor (Abb. 4.17 A). Der dadurch entstehende erm*°%.
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Treiberstamm wurde anschlieRend verwendet, um die Gal4-Expression in Gehirnen verschiedener

Entwicklungsstadien zu visualisieren (Abb. 4.17 B—E).

Im Embryo zeigt die Reporterexpression ein Muster analog zur mRNA-Expression (Pfeiffer et al.,
2008; Hildebrandt et al., 2021) (nicht gezeigt). In der larvalen Gehirnhemisphére ist sowohl die
kernlokalisierte H2B-mRFP1- (Abb. 4.17 B) als auch die membrangebundene mCD8-GFP-Expression
(Abb. 4.17 C) grof¥flachig innerhalb der optischen Lobe (OL) und in den Typ Il DM und DL Lineages zu

beobachten. Im adulten Gehirn zeigen sich beide Reporter mit einem Expressionsmuster in den OL

und im Zentralkomplex (CCX) (Abb. 4.17 D und E). Der neu hergestellte Treiberstamm erm % stellt
somit die Expression von erm in allen Entwicklungsstadien dar.
A 3 2 1
— —  —
1 kb - erm
3 2
erm-RA L —
3 2
erm-RC ]
3 2
erm-RD S —
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Nrt erm-H2B-mRFP1 || erm-mCD8-GFP Nrt || Brp erm-H2B-mRFP1|| erm-mCD8-GFP Brp

Abbildung 4.17: Untersuchung des neu hergestellten Treiberstammes erm*®® mithilfe von H2B-mRFP1- bzw. mCD8-

GFP-Reportergenexpressionen. (A) Genomische Region von erm sowie die Transkriptvarianten erm-RA, erm-RC, erm-RD
und erm-RB mit der Genetargeting-Deletionsregion (schwarze Pfeile) und der Lokalisation von Gal4 (gelb) nach der Gal4-
Reintegration innerhalb der Deletion des Genetargeting-Stammes, hier exemplarisch gezeigt flir das Transkript erm-RB. Die
Kastchen stellen Exons dar, translatierte Bereiche sind in Blau gezeigt. Das Gal4-Konstrukt besteht nach der Reintegration
aus der attL-Site (rot), dem Gal4-Gen (gelb) und einer loxP-Site (griin). (B und C) H2B-mRFP1-Expression in Rot mit Nrt-
Immunfluoreszenzfarbung in Grin (B) bzw. mCD8-GFP-Expression in Griin mit Nrt-Immunfluoreszenzfarbung in Rot (C) in
einer rechten larvalen Gehirnhemisphére in Dorsalansicht, anterior ist oben. DL, dorsolaterale Lineages; DM, dorsomediale
Lineages; OL, optische Lobe. (D und E) H2B-mRFP1-Expression in Rot mit Brp-Immunfluoreszenzfarbung in Griin (D) bzw.
mCD8-GFP-Expression in Grin mit Brp-Immunfluoreszenzfarbung in Rot (E) in der linken Halfte eines adulten Gehirns in
Anterioransicht, dorsal ist oben. CCX, Zentralkomplex; OL, optische Lobe.
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4.3.2 Analyse spezifischer DRx-, hbn- und erm-Enhancer

Die Enhancer, die sich in der vorher durchgefiihrten Enhancer-Analyse als verantwortlich fiir den
GroRteil der Expressionsmuster von DRx, hbn und erm herausstellten, wurden mithilfe von
Genetargeting Uber homologe Rekombination deletiert, um sie weiter funktionell zu untersuchen
(Bachelorarbeit Bley, 2017; Bachelorarbeit First, 2019; Kloppel et al., 2021; Bachelorarbeit
Federspiel, 2016; Bachelorarbeit Wittling, 2017; Bachelorarbeit Findji, 2018; Hildebrandt et al.,
2022b; Bachelorarbeit Kiibel, 2019; Hildebrandt et al.,, 2021). Die Durchfiihrung der

18_Fliegen und die Blancierung der transgenen Fliegen wurde hierbei

Keimbahntransformation von w
von der Firma BestGene (Chino Hills, Kalifornien, USA) ausgefiihrt. Nach den Kreuzungen zur
Herstellung der resultierenden Enhancer-Genetargeting-Stamme in der Arbeitsgruppe wurden
innerhalb dieser Arbeit die unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Genetargeting-Stamme in
Immunfluoreszenzfarbungen (s. 3.2.31) auf die Effekte der jeweiligen Deletion auf die Genexpression

untersucht, was Riickschlisse auf die Funktion der Enhancer ermdglicht.

Die Enhancer 77F09, 77F06 und 77F11, die im grofSten Intron von DRx nebeneinander und
Uberlappend lokalisiert sind, sind fir die prominentesten Expressionsmuster von DRx im
embryonalen Gehirn sowie in den DM und DL Lineages und der Lobula im larvalen Gehirn
verantwortlich (Kloppel et al., 2021). Aus diesem Grund wurden Genetargeting-Stamme mit
Deletionen jeweils eines dieser drei Enhancer erzeugt (Abb. 4.18 A) (Bachelorarbeit Bley, 2017,
Bachelorarbeit Furst, 2019; Kloppel et al., 2021) und mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen auf
Abweichungen der DRx-Expression im Vergleich zum Wildtyp untersucht (Abb. 4.18 B-H'). Die
Genetargeting-Stamme 77F06"° und 77F11%° stellten sich als nicht letal heraus, sodass verschiedene

Entwicklungsstadien untersucht werden konnten.

Der Stamm 77F09%° allerdings wies embryonale Letalitat auf, deren Ursache auf einer Mutation
innerhalb eines anderen, offensichtlich essentiellen Gens basiert. Die Mutation wurde vermutlich
versehentlich durch die zufdllige Integration des Vektorkonstrukts zu Beginn des Genetargeting-
Experiments eingefligt, das zunachst ungerichtet und zufallig an eine Stelle im Genom transponiert,
bevor ein Teil des Konstrukts aufgrund der Homologiearme homolog in die vorhergesehene Stelle
rekombiniert wird. Ein Rest des urspriinglichen Vektorkonstrukts bleibt allerdings in der zufalligen
Position der initialen Integration lokalisiert und kann zu Letalitat fihren, wenn die zuféllige Position
essentiell fir das Uberleben des Organismus ist. Somit sollte zur Durchfiihrung der homologen
Rekombination stets auf einen nicht letalen Transformantenstamm zuriickgegriffen werden, was bei

der Herstellung von 77F09*° nicht beachtet wurde. Damit stellt die embryonale Letalitat dieses
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Stammes einen Positionseffekt dar. Aus diesem Grund konnten im Falle der Deletion des DRx-

Enhancers 77F09 lediglich Embryonen untersucht werden.

Fir alle drei Stimme wurde das DRx-Expressionsmuster im Embryo in einer mehr dorsalen Ebene
(Abb. 4.18 B—E) sowie in einer mehr ventralen Ebene auf Hohe der supraoesophagealen Kommissur
(SEK) (Abb. 4.18 B'-E') untersucht. Im larvalen Gehirn wurde eine Ebene gewahlt, die die Region der
Typ Il DM und DL Lineages fokussiert (Abb. 4.18 F—H), sowie eine Ebene, in der die Lobula gut zu
sehen ist (Abb. 4.18 F'-H'). Sowohl Embryonen (Abb. 4.18 C und C') als auch die larvalen
Gehirnhemisphiren (Abb. 4.18 G und G') des Stammes 77F11%° zeigen groRtenteils ein
vergleichbares DRx-Expressionsmuster zum Wildtyp (Abb. 4.18 B und B' bzw. F und F'). Lediglich im
Embryo ist eine geringe Reduktion der Expression in einer als DPM (dorso posterior medial)
bezeichneten Zentralregion des Gehirns in der Ndhe der MB-Region zu erkennen (Abb. 4.18 C,

hellblaue Beschriftung).

Im Vergleich hierzu zeigt der Stamm 77F06"° deutlichere Reduktionen der DRx-Expression, die in der
DAM (dorso anterior medialen)-Region, die mit der supraoesophagealen Kommissur assoziiert ist,
der medial gelegenen DPM-Region und der lateral gelegenen BLD (basal lateral dorsalen)-Region
lokalisiert sind (Abb. 4.18 D und D', hellblaue Beschriftung). In der larvalen Hemisphare sind weniger
DRx-positive Zellen in den DM und DL Lineages zu beobachten und die Lineages wirken
desorganisiert (Abb. 4.18 H, hellblaue Beschriftung). Zudem ist keine DRx-Expression in der Lobula zu

sehen (Abb. 4.18 H', hellblaue Beschriftung).

Homozygote Embryonen des Genetargeting-Stammes 77F09"° zeigen keine DRx-Expression in der
BLD Doméne und eine mehr oder weniger reduzierte DRx-Expression in allen anderen Doménen
auRer der MB-Region (Abb. 4.18 E und E', hellblaue Beschriftung). Die Stimme 77F06“° und 77F09*°
zeigen also ahnliche Effekte im embryonalen Gehirn. Da die Deletionen dieser Stimme teilweise

Uberlappen (Abb. 4.18 A), konnten diese Effekte der Gberlappenden Region zugeordnet werden.
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Abbildung 4.18: Untersuchung der mittels Genetargeting generierten DRx-Enhancer-Deletionsstimme 77F11K°, 77F06"°
und 77F09%° durch Immunfluoreszenzfarbung. (A) Genomische Region von DRx mit Position der jeweiligen Deletion der
einzelnen Stamme in Rot. Exons sind als Kastchen dargestellt. (B—=E') HRP (griin)- und DRx (rot)-Immunfluoreszenzfarbung
des anterioren Bereichs von Embryonen des Wildtyps (WT) (B und B') sowie der Genetargeting-Staimme 77F11%° (Cund C'),
77F06%° (D und D') und 77F09%° (E und E') jeweils in einer dorsalen Ebene (B-E) sowie in einer ventralen Ebene, die die
supraoesophageale Gehirnkommissur (SEK) zeigt (B'-E'). Bereiche mit reduzierter DRx-Expression sind in Hellblau
beschriftet. BLD, basal lateral dorsal; DAL, dorso anterior lateral; DAM, dorso anterior medial; DPLc, dorso posterior lateral
(zentral); DPM, dorso posterior medial; MB, Mushroom Body. (F-H') Rechte larvale Hemisphdre des Wildtyps (WT) (F und
F') sowie der DRx-Enhancer-Deletionsstamme 77F11°° (G und G') und 77F06"° (H und H') mit Nrt (griin)- und DRx (rot)-
Immunfluoreszenzfarbung in einer Ebene, die die Region der Typ Il Lineages zeigt (F-H), sowie einer Ebene, die die Lobula
fokussiert (F'—H'). Bereiche mit reduzierter DRx-Expression sind in Hellblau beschriftet. DL, dorsolaterale Lineages; DM,
dorsomediale Lineages; Lo, Lobula.
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Die Enhancer 35D05, 34G10 und 35A03 sowie die hbn 3' Enhancer-Region sind fir die grofRten Teile
des Hbn-Expressionsmusters verantwortlich. Sie fiihren zu einer Hbn-Expression in spezifischen
Regionen des embryonalen Gehirns, wie beispielsweise der MB-Region und der supraoesophagealen
Gehirnkommissur, sowie einer Hbn-Expression in den Typ Il Lineages, der Medulla und der Lobula im
larvalen Gehirn (Hildebrandt et al., 2022b). Aus diesem Grund wurden Genetargeting-Stamme mit
Deletionen der einzelnen Enhancer und ein Genetargeting-Stamm mit kombinierter Deletion der
beiden Enhancer 34G10 und 35A03 erstellt (Abb. 4.19 A) (Bachelorarbeit Federspiel, 2016;
Bachelorarbeit Wittling, 2017; Bachelorarbeit Findji, 2018; Hildebrandt et al., 2022b). Zur Herstellung
des Stammes 34G10,35A03"° mussten im Anschluss an die durch das Genetargeting hervorgerufene
Deletion die zwischen den beiden Enhancern lokalisierten Exon-Sequenzen in die Deletion
reintegriert werden, um eine Deletion beider Enhancer, aber ein funktionelles Hbn-Protein zu

ermoglichen (s. 3.2.18).

Mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen wurden alle Enhancer-Deletionsstimme auf Abweichungen
der Hbn-Expression im Vergleich zum Wildtyp untersucht (Abb. 4.19 B-I). Hierzu wurde im Embryo
eine Gehirnebene gewahlt, in der die supraoesophageale Gehirnkommissur (SEK) und die
protocerebralen Konnektive (PCN) zu sehen sind (Abb. 4.19 B—G). Das wildtypische embryonale
Gehirn zeigt auf dieser Ebene eine Hbn-Expression in einer medialen (M) und einer zentralen
Domédne (Z) sowie in einer lateralen Region (L) und direkt assoziiert mit der Kommissur (K)
(Abb. 4.19 B). Alle Genetargeting-Stamme weisen eine deutlich diinnere Kommissur als der Wildtyp
auf und die PCN scheinen reduziert (Abb. 4.19 C—G), was typische hbn-Mutantenphdnotypen darstellt
(Kolb et al., 2021). Im embryonalen Gehirn des Stammes 35D05%° ist eine Reduktion in den medialen
und zentralen Regionen zu beobachten (Abb. 4.19 C, weille Pfeile), in denen der Enhancer 35D05 die
Hbn-Expression aktiviert, und die Gehirnhemisphiren wirken etwas kleiner. Der Stamm 34G10*°
weist eine reduzierte Hbn-Expression in den medialen und zentralen Gehirnregionen des
embryonalen Gehirns auf und dem Stamm 35A03“° fehlt die Hbn-Expression in der zentralen
Domane (Abb. 4.19 D und E, weiRe Pfeile). Im Kombinationsstamm 34G10,35A03"° mit Deletionen
der beiden Enhancer 34G10 und 35A03 ist nahezu keine Hbn-Expression in den medialen und
zentralen Gehirnregionen zu beobachten (Abb. 4.19 F, weille Pfeile) sowie die starkste Reduktion der
supraoesophagealen Kommissur der betrachteten Enhancer-Genetargeting-Stimme. Dagegen

3"_Gehirne nur eine geringfiigige Reduktion der Hbn-Expression auf

weisen die embryonalen hbn
(Abb. 4.19 G). Innerhalb dieses Experiments stellte sich der Genetargeting-Stamm 35A03"° als
einziger Stamm dar, der eine offensichtliche Abweichung des Hbn-Expressionsmusters in der larvalen
Gehirnhemisphare zeigte. Der Enhancer 35A03 steuert die Expression von Hbn in der Lobula
(Abb. 4.19 H), und diese Expression fehlt im larvalen Gehirn des Stammes 35A03° (Abb. 4.19 |,

weiler Pfeil).
101



hbn3"° 35A03° 34G10° _ 35D05°
K y| |4 A |77 4 K A

54 32 1
H

= ceT5704 = hbn

> Hbn

35A03%C

Abbildung 4.19: Untersuchung der hbn-Enhancer-Genetargeting-Stimme 35D05"°, 34610"°, 35A03"°, 34G10,35A03"°
und hbn3™° mit Deletion des jeweiligen Enhancers bzw. im Falle von 34G10,35A03Ko der jeweiligen Enhancer mittels
Immunfluoreszenzfarbungen. (A) Genomische Region von hbn und des benachbarten Gens CG33704 mit Lokalisation der
jeweiligen Deletion der einzelnen Stamme in Rot. Exons sind als Kastchen gezeigt. (B—G) HRP (griin)- und Hbn (rot)-
Immunfluoreszenzfarbungen der embryonalen Gehirne des Wildtyps (WT) (B) sowie der Genetargeting-Stamme 35005
(C), 34G10° (D), 35A03° (E), 34G10,35A03° (F) und hbn3"° (G). (B) Die weiBen Pfeile zeigen auf die Hbn-
Expressionsdoméanen im medialen (M), zentralen (Z) und lateralen (L) Bereich sowie direkt assoziiert mit der Kommissur (K).
PCN, protocerebrale Konnektive; SEK, supraoesophageale Kommissur. (C-F) Die weillen Pfeile zeigen auf Bereiche mit
reduzierter Hbn-Expression. (H, 1) Rechte, larvale Gehirnhemispharen des Wildtyps (WT) (H) und des hbn-Enhancer-
Deletionsstammes 35A03° (I) mit Nrt (grin)- und Hbn (rot)-Immunfluoreszenzfarbung. Der weilRe Pfeil zeigt auf die
reduzierte Hbn-Expression in der Lobula (Lo).
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Fiir die Erm-Expression sind die Enhancer R9D10 und R9D11 von spezieller Bedeutung, da sie
besonders wichtig flr die Expression in den larvalen INPs sind (Pfeiffer et al., 2008; Janssens et al.,
2017) und die Bindestellen des bHLH-O Proteins Deadpan (Dpn) und der Enhancer of split (E(spl))-
Proteine beinhalten, die in Neuroblasten die erm-Expression unterbinden (Abb. 4.20 A, gelbe Kreise)
(Li et al., 2017). In einer vorhergehenden Untersuchung zeigte neben R9D10 und R9D11 auch der
Enhancerbereich R9D08 eine Beteiligung an den groBten Teilen des Erm-Expressionsmusters, sodass
Genetargeting-Stamme mit Deletionen von jeweils einem dieser drei Enhancer hergestellt wurden
(Abb. 4.20 A) (Bachelorarbeit Kiibel, 2019; Hildebrandt et al., 2021). Des Weiteren wurde ein
zusatzlicher Genetargeting-Stamm mit einer Deletion des 3'-Bereichs von R9D11 generiert, um nur
die Region der Bindestellen der Proteine, die Erm regulieren, zu deletieren (Abb. 4.20 A, R9D115%°)
(Hildebrandt et al., 2021). R9D08"° zeigte sich als nicht letal und R9D10*° stellte sich als groRtenteils
larval letal mit einigen wenigen tiberlebenden Escaper-Fliegen heraus, wahrend R9D11° und
R9D11S*° larvale Letalitat aufwiesen. Da kein im larvalen Gehirn funktionierender Erm-Antikdrper zur
Verfligung stand, wurden die larvalen Gehirne der erm-Enhancer-Genetargeting-Stamme mit Nrt, das
sekundare Neurone nachweist, und DRx, das in den Typ Il Lineages (Kraft et al., 2016; Kloppel et al.,
2021) sowie den optischen Loben (Erclik et al., 2017) exprimiert wird, immunfluoreszent angefarbt

(Abb. 4.19 C—F) und mit einem wildtypischen Gehirn verglichen (Abb. 4.20 B).

Die larvale Gehirnhemisphare des Stammes R9D08* zeigt keinen offensichtlichen Unterschied zum
wildtypischen Gehirn (Abb. 4.20 C). Lediglich die Lineages scheinen etwas desorganisiert und die DRx-
Expression im Bereich der MBs fehlt (Abb. 4.20 C, weiRer Pfeil). Larvale ROD10"°-Gehirne weisen eine
vergroRerte Hemisphdre mit einer Zunahme an Lineages und eine extrem verstarkte DRx-Expression,
auch innerhalb der optischen Lobe, auf (Abb. 4.20 D). Auch fiir die Genetargeting-Staimme R9D11%°
und RID11S*° sind stark vergroRerte larvale Gehirnhemisphiaren mit deutlich desorganisierten
Lineages und verstarkter DRx-Expression zu beobachten (Abb. 4.20 E und F). Die VergroRerung der
larvalen Hemispharen der Stimme R9D10*°, R9D11*° und R9D11S*° liegt im Vergleich mit dem
Wildtyp zwischen 20 % und 30 %.

Da trotz groRtenteils larvaler Letalitat einige R9D10*°-Tiere das Adultstadium erreichten, konnten
einige adulte Gehirne mithilfe einer Brp-Immunfluoreszenzfarbung untersucht werden (Abb. 4.20 H).
Im Vergleich mit einem wildtypischen adulten Gehirn (Abb. 4.20 G) ist hier eine deutliche
VergroRerung der Region des SLPs (lateralen superior Protocerebrums) zu beobachten (Abb. 4.20 H).
Auch schwachere, in diesen Untersuchungen nicht aufgedeckte Phanotypen kénnten sowohl in den
betrachteten adulten, aber auch in den larvalen Gehirnen vorhanden sein und in Zukunft mithilfe von

spezifischeren Markerproteinen untersucht werden.
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Abbildung 4.20: Untersuchung der durch Genetargeting hergestellten erm-Enhancer-Deletionsstimme R9D08*°,
R9D10“°, R9D11*° und RID11S*° mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen. (A) Genomische Region von erm mit
Lokalisation der jeweiligen Deletion der einzelnen Stamme in Rot. Exons sind als Kastchen dargestellt, die Bindestellen fiir
erm-regulierende Proteine als gelbe Kreise. (B-F) Rechte larvale Hemisphare des Wildtyps (WT) (B) sowie der
Genetargeting-Stamme R9D08"° (C), R9D10*° (D), RID11*° (E) und R9ID11S*° (F) mit Nrt (griin)- und DRx (rot)-
Immunfluoreszenzfarbungen. DL, dorsolaterale Lineages; DM, dorsomediale Lineages. Mal3stab 50 pm. (G und H) Brp-
Immunfluoreszenzfarbung (griin) auf adulte Gehirne des Wildtyps (G) und des erm-Enhancer-Deletionsstammes RID10%°.
AL, antennale Lobe; LH, laterales Horn; SLP, laterales superior Protocerebrum; SMP, mediales superior Protocerebrum; SOG,
suboesophageales Ganglion; VLP, ventrolaterales Protocerebrum. MaRstab 50 um.
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Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen der Enhancer-Genetargeting-Stamme die Wichtigkeit
einer jeden in dieser Arbeit betrachteten Enhancer-Region fiir die Entwicklung des Gehirns und
vervollstandigen die Untersuchungen der Expression und Regulation der Transkriptionsfaktoren DRX,

Hbn und Erm (Kl6ppel et al., 2021; Hildebrandt et al., 2022b; Hildebrandt et al., 2021).
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5 Diskussion

Das Homeoboxgen orthopedia (otp) codiert fir einen Transkriptionsfaktor und ist essentiell fir die
embryonale Enddarmentwicklung (Hildebrandt et al., 2020). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Otp auch im larvalen und adulten Enddarm exprimiert wird (Hildebrandt et al., 2020). Neun otp-
Transkriptvarianten sind bekannt (Flybase FB2022_04, Thurmond et al., 2019), die sich aufgrund ihrer
Lange und Exonbeschaffenheit in zwei Transkriptklassen einteilen lassen. Diese beiden
Transkriptklassen werden im Embryo gewebespezifisch exprimiert, wobei die kirzere
Transkriptklasse nur im Enddarm und die langere nur im Nervensystem nachweisbar ist (Hildebrandt
et al., 2020). Neben der essentiellen Bedeutung fiir die Entwicklung des Enddarmes wird otp also
auch im embryonalen Gehirn und Ventralnervensystem exprimiert, wobei eine posttranskriptionelle
Regulation zu vermuten ist, da otp im Ventralnervensystem zwar in allen Segmenten transkribiert,
aber nur in den finf Segmenten T1 bis A2 translatiert wird (Hildebrandt et al., 2020). In dieser Arbeit
sollte nun die Otp-Expression im embryonalen, larvalen und adulten Gehirn beschrieben und
spezifischen Zelllineages zugeordnet werden und auferdem untersucht, ob die Transkriptvarianten
im Larval- und Adultstadium weiterhin gewebespezifisch exprimiert werden. Des Weiteren sollte eine

mogliche posttranskriptionelle Interaktion der microRNA miR-252 mit otp analysiert und die beiden

1024 13064

EMS-induzierten Mutantenstamme otp™ " und otp mittels Sequenzierung auf molekularer Ebene

Uberpruft werden.

Zur  Vervollstandigung  von  Untersuchungen der ebenfalls neural regulierenden
Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox (DRx), Homeobrain (Hbn) und Earmuff (Erm)
sollte jeweils ein genspezifischer Gal4-Treiberstamm hergestellt werden, mit dessen Hilfe das
gesamte Expressionsmuster des jeweiligen Gens darstellbar ist. AuBerdem sollten unterschiedliche,
genspezifische Enhancer-Deletionsstimme mittels Immunfluoreszenzfarbungen auf Abweichungen

im Expressionsmuster des jeweiligen Gens analysiert werden.

5.1 Die Expression von Orthopedia (Otp)

Bei der Zuordnung der Otp-Expression zu spezifischen neuralen Zelllineages durch
Immunfluoreszenzfarbungen stellte sich Otp als sehr stabiler Marker fiir einige Lineages Uber alle
untersuchten Entwicklungsstadien hinweg dar (s. Abb. 4.1). Lineages beschreiben die
Abstammungslinie aller Zellen, die aus einer neuralen Vorlduferzelle, einem Neuroblasten,
entstanden sind. Zum GroRteil sind diese Zellen Neurone, aber auch Gliazellen entstehen aus

Neuroblasten. Im adulten Gehirn bilden die Synapsen und terminalen Neuritenverzweigungen der
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Neurone Neuropil-Kompartimente, welche vor allem durch Gliazellschichten und Gehirnfaszikel, die
durch die sekundaren Axontrakte (SATs) der Lineages gebildet werden, voneinander abgegrenzt
werden (s. Abb. 2.7) (Pereanu und Hartenstein, 2006). Die SATs verbinden auferdem die

Kompartimente untereinander und dienen der Signalweiterleitung.

Die Lineages DPLI1-3 (laterale dorso-posteriore Lineages, laterale Subgruppe 1-3), DPLc4 (laterale
dorso-posteriore Lineages, zentrale Subgruppe 4) und BLAd (anteriore baso-laterale Lineages, dorsale
Subgruppe) sowie die olfaktorischen Interneuron-Lineages BAlc (baso-anteriore Lineages, caudo-
laterale Subgruppe), BAmv3 (baso-anteriore Lineages, ventro-mediale Subgruppe 3) und BAlp4 (baso-
anteriore Lineages, postero-laterale Subgruppe 4) weisen eine stabile Otp-Expression vom
embryonalen Uber das larvale bis hin zum adulten Gehirn auf. Daneben ist im embryonalen und
larvalen Gehirn die Lineage MD SA1 (mandibulare suboesophageale anteriore Doméane 1) und im

larvalen und adulten Gehirn die Lineage DM5 (dorsomediale Lineage 5) Otp-positiv (s. Abb. 4.1).

DPLI1-3 und DPLc4 bilden im lateralen Bereich des embryonalen Gehirns die beiden
Expressionscluster P1 und P2 (s. Abb. 4.1 A+B). Im dorsal-anterioren Bereich der larvalen Hemisphére
formen sie ein Otp-positives Zellcluster (s. Abb. 4.1 F-I) benachbart zum Mushroom Body (MB), und
im adulten Gehirn sind diese Lineages im mittleren (DPLI3) bis posterioren (DPLI1, DPLI2, DPLc4)
dorsalen Bereich zu finden (s. Abb. 4.1 O+P). Die SATs der Lineages DPLI1-3 betreten die postero-
laterale Neuropil-Oberfliche an der Verbindung zwischen den Kompartimenten SLP (laterales
superior Protocerebrum) und LH (laterales Horn) (Wong et al., 2013). Der DPLI1-SAT verlauft medial
entlang des trSP (transverses superior posteriores) Faszikel, das im Bereich des SLP lokalisiert ist, und
verzweigt sich in den posterioren Regionen von SLP und SMP (mediales superior Protocerebrum)
(Wong et al., 2013). Eine laterale Verzweigung innerviert auerdem LH und PLP (posterolaterales
Protocerebrum) (Wong et al., 2013). Die SATs der Lineages DPLI2 und DPLI3 bilden gemeinsam das
loSL (longitudinales superior laterales) Faszikel, das im Bereich des SLP zu finden ist. Die terminalen
Verzweigungen innervieren die hoheren Gehirnkompartimente LH, SIP (intermedidres superior
Protocerebrum), SLP und SMP, nach ventral gerichtete Verzweigungen reichen bis zu den Regionen
des PLPs, posterioren VLPs (ventrolaterales Protocerebrum) und lateralen |IPs (inferior
Protocerebrum) (Lovick et al., 2013; Wong et al., 2013). Wahrend DPLI2 einen diinnen, kompakten
Axontrakt mit dichten Enden in einer Subdoméane des posterioren VLPs bildet, formt DPLI3 einen
lockeren Trakt mit Verzweigungen entlang des gesamten Verlaufs von SLP bis hin zum posterioren
VLP (Wong et al., 2013). Der SAT der Lineage DPLc4 tritt an der Verbindung von SLP und SMP ins
Neuropil ein und bildet Verzweigungen in SIP, SLP und SMP (Wong et al., 2013).

Die vier BLAd-Lineages sind im embryonalen Gehirn lateral-ventral zur Lineage DPLc4 lokalisiert. Im

larvalen Gehirn sind sie im mittleren bis ventralen dorsalen Bereich benachbart zur OL zu finden und
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im adulten Gehirn in einem Bereich zwischen VLP und SLP. Dorsal formen die BLAd-SATs das trSI
(intermedidres superior transverses) Faszikel, das vor allem die verschiedenen Bereiche des hoheren
Protocerebrums miteinander verbindet (Wong et al., 2013). Die Lineage BLAd1 verzweigt sich in LH
und SLP, BLAd2 fokussiert sich vor allem auf SMP und SIP, innerviert aber auch das posteriore SLP
sowie das posteriore und medial-laterale IP, und die BLAd3/4-SATs bilden Verzweigungen im

medialen SLP (Wong et al., 2013).

Die sechs DM-Lineages wurden nach ihrer Lage in der dorsalen larvalen Hemisphare von rostral
(DM1) nach caudal (DM6) benannt. Bei den ihnen zugrundeliegenden Neuroblasten handelt es sich
um Typ Il Neuroblasten, wodurch es ihnen moglich ist, viel mehr adult-spezifische Zellen
hervorzubringen als die Typ | Neuroblasten, die die meisten Lineages bilden (Bello et al., 2008). So
entstehen aus den sechs DM-Neuroblasten tGber 5000 adult-spezifische Zellen, was etwa ein Viertel
der Gesamtzellen des adulten Gehirns ausmacht (Bello et al., 2008). Dabei handelt es sich sowohl um
Gliazellen als auch um protocerebrale Neurone, die vor allem an der Bildung des Zentralkomplexes
(CCX) des adulten Gehirns beteiligt sind (Izergina et al., 2009). Der CCX beinhaltet die Kompartimente
EB (Ellipsoid Body), FB (Fan-shaped Body), NO (Noduli) und die PB (protocerebrale Briicke) (Pereanu
et al., 2010). Der SAT der im larvalen und adulten Gehirn Otp-positiven DM5-Lineage splittet sich im
larvalen Gehirn in einige kommissurale Faszikel, die an der 4. Eintrittsstelle in die Kommissur
eintreten, und ein Hauptfaserbiindel, das das Neuropil betritt (Izergina et al., 2009). Verglichen mit
den anderen DM-Lineages produziert die DM5-Lineage eine ausgesprochen groRe Anzahl von
Gliazellen, die teilweise eng mit den neuronalen Zellclustern der Lineage verbunden, aber auch
weiter entfernt und mehr lateral in der larvalen Hemisphare lokalisiert sind (Viktorin et al., 2011). Im
adulten Gehirn bildet die DM5-Lineage eine Glia- und Neuritenverzweigung, die sich vom
Zentralgehirn in die optischen Loben ausbreitet und unter anderem auch MB, CCX und LH abdeckt

(Ren et al., 2016).

Im ventralen Bereich der embryonalen und larvalen Hemisphédre ist neben den olfaktorischen
Interneuron-Lineages auch die zum SOG (Suboesophagealen Ganglion) gehérende Lineage MD SA1
Otp-positiv. Die SATs dieser Lineage treten durch das anteriore Portal des aSAP (anteriores Portal des
anterioren SOG) in das Neuropil ein, verlaufen medial und bilden terminale Verzweigungen ventral

im anterioren Bereich des SOGs (Kuert et al., 2014).

Bei BAlc, BAmv3 und BAlp4 handelt es sich um drei von flinf Lineages, die die Interneuronen des

olfaktorischen Systems von Drosophila ausbilden (s. Kapitel 5.2).
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5.2 Otp-exprimierende Zelllineages im Zusammenhang mit dem

olfaktorischen System

Sowohl auf anatomischer als auch auf funktioneller Ebene gleichen sich die olfaktorischen Systeme
von Insekten und Saugern zum Grof3teil (Hildebrand und Shepherd, 1997; Strausfeld und Hildebrand,
1999; Ache und Young, 2005), sodass das numerisch vergleichsweise stark reduzierte olfaktorische

System der Insekten ein sehr hilfreiches Modell fiir die Erforschung des Saugersystems darstellt.

Der Signalweg des olfaktorischen Insekten-Systems beginnt in den etwa 1300 olfaktorischen
Rezeptorneuronen (ORN) jeder Antenne und des Maxillarpalpus, Uber die die olfaktorischen
Informationen aufgenommen werden (Vosshall et al., 2000) (Abb. 5.1 links, pink). Die adult-
spezifischen ORN stammen aus zahlreichen Vorldufern in den Antennen-Imaginalscheiben der Larve.
Morphologisch gleichen die ORN denen von Vertebraten. Sie sind bipolar, besitzen also Dendriten zur
Aufnahme des Reizes und ein einziges Axon, das zum primaren olfaktorischen Verarbeitungszentrum
des Gehirns flhrt. Dieses stellt sich im adulten Insekten-Gehirn als die beiden AL (antennale Loben)
dar, die das Insekten-Analogon des Sauger-Riechkolbens bilden und durch die eine erste
Verarbeitung der Informationen sowie eine Umschaltung in hohergelegene Gehirnbereiche
stattfindet. In den AL verzweigen sich die Axone der ORN in 51 abgegrenzte Neuropil-Untereinheiten,
die Glomeruli genannt werden (Vosshall et al., 1999) und die jeweils den synaptischen Input der

spezifischen ORN erhalten, je nach Art des zugrunde liegenden Geruchsrezeptors (Vosshall, 2000).

Hier findet die Umschaltung der olfaktorischen Information auf die beiden Interneuron-Typen LN
(lokale Interneurone) (Abb. 5.1 links, tiirkis) sowie PN (Projektionsneurone) (Abb. 5.1 links, orange,
hellblau, dunkelblau, dunkelgriin) statt, die die beiden Haupt-Targetneurone der ORN innerhalb der
Glomeruli bilden. LN modulieren die einkommende Information auf horizontaler Ebene durch
Verschaltungen verschiedener Glomeruli untereinander und Synapsenbildung zu anderen LN sowie
PN (Huang et al., 2010; Yaksi und Wilson, 2010), wdhrend PN die Glomeruli der AL mit
hoéherliegenden olfaktorischen Gehirnzentren verbinden (Jefferis et al., 2001). PN stellen somit die
Insekten-Analoga zu den Sauger-Mitral- und -Blischelzellen dar. Sowohl LN als auch PN kénnen noch
weiter in neuronale Subtypen eingeteilt werden, die sich in Neurotransmittertyp,
neurophysiologischen Eigenschaften oder im Innervierungs-Muster der Glomeruli unterscheiden

(Carlsson et al., 2010; Chou et al., 2010; Das et al., 2008; Lai et al., 2008).

Die adult-spezifischen ORN sowie die PN und LN bilden also den adulten olfaktorischen Schaltkreis
der AL zur Weiterleitung der olfaktorischen Information in die hohergelegenen

Verarbeitungsbereiche MB und LH. Die MBs stellen ein wichtiges Insekten-Gehirnzentrum dar, das in
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olfaktorisches Lernen und andere Formen des Lernens (Heisenberg, 2003; Davis, 2005),
lokomotorische Kontrolle (Martin et al., 1998), mannliches Balzverhalten (Sakai und Kitamoto, 2006)
sowie die Schlafregulation (Joiner et al., 2006) involviert ist. Somit bilden die MBs das Insekten-
Analogon des Sduger-Piriformcortex. Die Haupt-Eingangsregion von Signalen in die MBs ist die Calyx-
Region (CA), wo die terminalen Regionen der PN Synapsen mit etwa 2500 intrinsischen MB-
Neuronen, den Kenyonzellen, ausbilden (Ito et al., 1997; Crittenden et al., 1998; Lee et al., 1999).
Auch die CA bestehen aus Glomeruli, die die dendritischen Verzweigungen und Synapsen der
Kenyonzellen beinhalten (Yasuyama et al., 2002). Das LH ist das Hauptziel der olfaktorischen
Informationen und vor allem in die erfahrungsunabhdngige Geruchserkennung involviert (De Belle
und Heisenberg, 1994; Heimbeck et al., 2001; Tanaka et al., 2004). Es stellt das Insekten-Analogon
der Sauger-Amygdala dar. In MB und LH finden die Verbindungen zwischen PN und weiterfiihrenden

olfaktorischen Neuronen zur Verarbeitung der Informationen statt (Tanaka et al., 2004).

Gemessen an der Zahl der beteiligten Zellen ist das larvale olfaktorische System im Vergleich sehr viel
einfacher aufgebaut als das adulte System. Allerdings gleicht sich der zentrale olfaktorische
Schaltkreis in beiden Entwicklungsstadien. Die olfaktorische Information aus 21 ORN, die im dorsalen
Organ des Antennomaxillar-Complex liegen, wird in 21 AL-Glomeruli auf 21 PN umgeschalten, die zu
den CA-Glomeruli und dem LH fiahren (Python und Stocker, 2002; Fishilevich et al., 2005; Ramaekers
et al., 2005, Heimbeck et al., 1999). Analog zu dem adulten AL-Schaltkreis sind auch in den larvalen
AL LN fiir laterale Verbindungen zustandig (Python und Stocker, 2002), die putativ multiglomerulare
Verbindungen ausbilden (Ramaekers et al., 2005). Larvale PN sind zum GrofSteil auf einen
(uniglomerular) oder hochstens zwei (biglomerular) Glomeruli ausgerichtet (Marin et al., 2005;
Ramaekers et al., 2005), wobei jeder Glomerulus durch ein oder auch mehrere PN innerviert wird
(Ramaekers et al., 2005). Auch die CA-Glomeruli liegen im larvalen Stadium noch in ihrer Anzahl
reduziert vor (Marin et al., 2005), dennoch bilden die PN hier analog zum adulten System mit den

Kenyonzellen Synapsen (Masuda-Nakagawa et al., 2009; 2005).

Sowohl die larvalen als auch die adult-spezifischen PN und LN der AL entstehen Lineage-spezifisch
aus den vier Neuroblasten adNB (anterodorsaler Neuroblast), INB (lateraler Neuroblast), vNB
(ventraler Neuroblast) und vINB (ventrolateraler Neuroblast) sowie einem weiteren Neuroblasten
(Das et al., 2013, 2011, 2008; Jefferis et al., 2001; Lai et al., 2008). Jeder Neuroblast generiert eine
unveranderliche Lineage, die Neurone einer oder mehrerer Interneuron-Typen hervorbringt. Aus
adNB entstammt die Lineage BAmv3, aus INB die Lineage BAlc, vNB bildet die Lineage BAlal
(basoanteriore anterior-laterale Lineage 1), vINB die Lineage BAla2 (basoanteriore anterior-laterale
Lineage 2), und ein flinfter Neuroblast ist fir die Ausbildung der Lineage BAlp4 verantwortlich. BAla2

besteht vor allem aus einer Vielfalt von LN, die sich zum Grof3teil in der Region der AL konzentrieren
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(Das et al., 2013). BAlal, BAlc, BAmv3 und BAlp4 bilden im adulten Gehirn alle PN, die die AL mit dem
hoheren Protocerebrum verbinden (Das et al., 2013, Lai et al., 2008; Wong et al., 2013), wobei BAlc
und BAmv3 die AL mit dem MB und dem LH verkniipfen, wahrend BAlal die Informationen direkt
zum LH fuhrt, ohne den MB zu passieren (Das et al., 2013). Diese vier Lineages werden aufgrund der
Geometrie ihrer PN als PD (proximal-distale) Lineages bezeichnet, da sich die dendritischen
Verzweigungen des jeweiligen SATs an dessen proximalem Ende in der AL befinden, wadhrend die
axonalen Verzweigungen am distalen Ende des SATs in den hoherliegenden Gehirnbereichen zu
finden sind (Larsen et al., 2009). Dazwischen weisen die SATs nirgendwo Verzweigungen auf (Larsen
et al., 2009). Zunachst schlieRen sich die SATs der vier Lineages zusammen, bevor der SAT von BAlal
das Bindel wieder verldsst, um tGber den medialen antennocerebralen Trakt (mACT) direkt zum LH zu
projizieren (Das et al., 2013). Die SATs von BAlc (Abb. 5.1 links, dunkelblau), BAmv3 (Abb. 5.1 links,
orange) und BAIlp4 (Abb. 5.1 links, griin) bilden den inneren antennocerebralen Trakt (iACT), der liber
den MB zum LH fihrt, wobei der SAT von BAlp4 bereits vor dem Eintreffen im CA terminale
Verbindungen im Protocerebrum ausbildet (Das et al., 2013). Da die BAlp4 LN auch prominente
Verzweigungen in das den AL benachbarte SOG ausbildet, ist es wahrscheinlich, dass die BAlp4 PN
nicht nur olfaktorische, sondern auch gustatorische Informationen in die hohergelegenen
Gehirnregionen Uberbringen (Das et al., 2013). Auch ein Teil der BAlc PN, die ventrale BAlc-
Hemilineage, konzentriert sich nicht auf den typischen olfaktorischen Signalweg, sondern verzweigt
sich groBtenteils AL-unabhdngig als loVI (intermediales ventral-longitudinales Faszikel) ventro-
posterior zum AMMC (Antenno-Mechanosensorik- und -Motorzentrum), in dem mechanische Reize
in neurale Signale iibersetzt werden (Lovick et al., 2013) (in Abb. 5.1 aus Ubersichtlichkeits-Griinden

nicht gezeigt).

Obwohl die larvalen und adult-spezifischen PN und LN der AL jeweils denselben Neuroblasten
entstammen, gibt es teilweise Unterschiede in der Zusammensetzung der jeweiligen larvalen
primaren und adulten sekundaren Lineage (Das et al., 2013). So fiihren beispielsweise die primaren
larvalen BAlc-LN auch ins benachbarte SOG Neuropil, wahrend die sekundadren adult-spezifischen
BAlc-LN auf die AL beschrankt sind (Abb. 5.1 links, tirkis). Die primaren BAlc-PN sind oligoglomerular
und leiten die Informationen Uber den iACT zum CPl (centro-posteriores intermedidres)-
Kompartiment, das das Peduncle des MBs umgibt, wohingegen die sekundidren BAlc-PN
uniglomerular vorliegen, deren Axone Uber den iACT zum MB und LH fiihren (Abb. 5.1 links,
dunkelblau). vNB/BAlc generiert allerdings in Larve und Fliege eine Vielfalt an LN, die sich in Aufbau
und Transmitterexpression gleichen und einige atypische PN, die dem duReren antennocerebralen
Trakt (0ACT) zum LH folgen (Abb. 5.1 links, hellblau). Die primaren und sekundadren, meist
uniglomerularen PN (Yu et al., 2010) der adNB/BAmv3 Lineage sind nahezu identisch und folgen dem

iACT zum CA und LH (Abb. 5.1 links, orange). 19 der 21 larvalen olfaktorischen PN entstammen adNB.
111



Die PN der Lineage BAIlp4 gleichen sich morphologisch in Larve und Fliege und verbinden die AL
sowohl mit dem benachbarten SOG als auch mit einem Bereich des Protocerebrums, der aulRerhalb

von MB und LH liegt (Abb. 5.1, dunkelgrin).

antennale

otp-RE-mCD8-GFP

olfaktorische
Otp
Rezeptorneurone
(ORN) Brp

Abbildung 5.1: Beteiligung der Otp-positiven Lineages BAmv3, BAlc und BAlp4 am olfaktorischen System von Drosophila
melanogaster. Grafische Darstellung (links) und konfokalmikroskopische Aufnahme (rechts) des adulten Zentralgehirns.
Anteriore Ansicht, dorsal ist oben. Links: Grafische Darstellung des olfaktorischen Systems mit Fokus auf die Otp-positiven
Lineages BAmv3, BAlc und BAlp4 (rot). Die beteiligten Gehirnkompartimente antennale Lobe (AL), Calyx (CA) und laterales
Horn (LH) sind grau unterlegt, in Dunkelgrau sind die AL- sowie die CA-Glomeruli dargestellt. Uber olfaktorische Rezeptoren
aufgenommene Reize werden mittels olfaktorischer Rezeptorneurone (ORN, pink) zu den Glomeruli der AL weitergeleitet.
Zahlreiche lokale Interneurone (LN) sorgen fiir die Verschaltung der Glomeruli untereinander, wahrend vielzidhlige
Projektionsneurone (PN) fur die Weiterleitung der olfaktorischen Reize in héherliegende Gehirnzentren zustandig sind.
Dunkelgrin, oligoglomerulare PN der BAlp4-Lineage flihren teils in die Region des suboesophagealen Ganglions (SOG) und
Uber den inneren antennocerebralen Trakt (iACT) in hhere Gehirnregionen; orange, uniglomerulare PN der Lineage BAmv3
flhren tber den iACT in CA und LH; dunkelblau, uniglomerulare PN der BAlc-Lineage fiihren Gber den iACT in CA und LH;
hellblau, atypische PN der Lineage BAlc fiihren direkt zum LH; turkis, BAlc-LN verschalten die AL-Glomeruli untereinander.
Die beiden weiteren, zum olfaktorischen System gehdrenden, interneuronalen Lineages BAlal und BAla2 sind nicht gezeigt.
Verlauf der Lineage-Interneurone nach Das et al., 2013. Rechts: Konfokalmikroskopische Aufnahme einer GFP-Reporter-
Expression im Muster von otp-RE mithilfe der Stamme otpREGaM und UAS-mCD8-GFP. MCD8 bedeutet, dass GFP
membrangebunden exprimiert wird und somit auch die Axone der Otp-positiven Zellen zu sehen sind. Mit Otp-
Immunfluoreszenzfarbung in Rot zur Farbung der Otp-positiven Zellkerne und Bruchpilot (Brp)-Immunfluoreszenzfarbung in
Blau, um die Gehirnkompartimente sichtbar zu machen. Besonders gut zu sehen sind die AL sowie der iACT. Zahlreiche
weitere Axone sind im dorsalen Gehirnbereich sowie im SOG angefarbt, da hier alle Otp-positiven Lineages des adulten
Gehirns gezeigt sind.
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Mithilfe des otp -Stammes und des UAS-mCD8-GFP-Stammes kénnen die Axone (Abb. 5.1 rechts,
grin) der Otp-positiven Lineages (Abb. 5.1, rot) sichtbar gemacht werden. Besonders gut ist der iACT
zu erkennen, den die PN von BAmv3, BAlc und BAIlp4 bilden, um die olfaktorischen Informationen in
die hoheren Gehirnregionen zu leiten. Da in dieser Aufnahme alle Otp-positiven Lineages gezeigt

sind, sind auch in den dorsalen Gehirnbereichen sowie dem SOG noch viele weitere Axone zu sehen.

Da Otp in drei der flinf Lineages, die die Interneurone des olfaktorischen Systems von Drosophila
ausbilden, exprimiert wird, wéare es in Zukunft sehr interessant, eine mogliche Rolle von Otp im

olfaktorischen System zu untersuchen.

5.3 Otp im Evo-Devo-Kontext

Otp stellt einen hoch konservierten Transkriptionsfaktor dar, wobei sich die Untersuchungen der
Otp-Expression in Vertebraten vor allem auf das Nervensystem konzentrieren. Hier spielt Otp eine
wichtige Rolle wéahrend der Entwicklung des Hypothalamus (Dominguez et al., 2015). Der
Hypothalamus gilt als die oberste Schaltzentrale des vegetativen und des endokrinen Systems und
nimmt eine zentrale Rolle bei der Regulation der Homoostase, Entwicklungsprozessen und Verhalten
ein (Saper und Lowell, 2014). Er verarbeitet als Teil des Zwischenhirns Informationen sowohl aus den
Ubergeordneten Gehirnbereichen als auch aus der Peripherie, vergleicht diese mit den Sollwerten
und leitet gegebenenfalls die Wiederherstellung dieser Werte ein. Dabei besitzt er auch die Fahigkeit,
die Sollwerte neu zu berechnen und so den Organismus an veranderte Umweltbedingungen
anzupassen. Zum neuroendokrinen System der Vertebraten zahlt neben dem Hypothalamus auch die
Hypophyse, eine endokrine Drise, deren Hinterlappen, Neurohypophyse genannt, anatomisch als
dem Hypothalamus benachbarter Teil des Zwischenhirns gilt, wahrend ihr Vorderlappen, die
Adenohypophyse, liber ein Pfortadersystem mit dem Hypothalamus verbunden ist (Saper und Lowell,
2014). Hypothalamus und Hypophyse wirken gemeinsam in finf Regulationssystemen, den
Hypothalamus-Hypophysen-Achsen (Charmandari et al., 2005; Fliers et al., 2014; Grattan, 2015;
Kaprara und Huhtaniemi, 2018). Hierbei handelt es sich um die tyreotrope Achse, die die Schilddriise
miteinbezieht, die somatotrope Achse, lber die Vorgdnge in der Leber beeinflusst werden, die
corticotrope Achse, die auf die Nebennierenrinde wirkt, die gonadotrope Achse, die die Gonaden als
Zielstruktur hat, und die lactotrope Achse, die die Milchproduktion reguliert. Bei allen Achsen dienen
hormonelle Rickkopplungen zur Einstellung eines hormonellen Gleichgewichts und des

homoostatischen Zustands.
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Der Hypothalamus besteht aus mehreren Kerngebieten, den sogenannten Nuclei, die jeweils aus
Ansammlungen neurosekretorischer Zellen (NSC) aufgebaut sind. NSC unterscheiden sich anhand
ihrer groRen, Peptid-speichernden Vesikel, die Gber den gesamten Zellkorper, die Axone und die
Synapsen verteilt vorliegen, von anderen Nervenzellen, deren Neurotransmitter-speichernden
Vesikel sich in den Synapsen konzentrieren (Thorndyke und Georges, 1988). Die
Neuropeptidhormone der hypothalamischen NSC erreichen liber deren Axone die Hypophyse, um
die dortige Hormonfreisetzung in die Peripherie zu steuern und so die Funktionen des Hypothalamus
auszuilben. Hierbei wird zwischen magnozelluldren und parvozellularen Neuronen unterschieden
(Swanson und Sawchenko, 1983). Die magnozelluliren Neurone sind in der dorsalen Region des
Nucleus paraventricularis und des Nucleus supraopticus im anterioren Hypothalamus lokalisiert und
projizieren ihre Axone zur Neurohypophyse, wo sie die Peptidhormone antidiuretisches Hormon
(ADH) und Oxytocin freisetzen (Swanson und Sawchenko, 1983). ADH wirkt anschlieBend Uber die
corticotrope Achse auf die Nebenniere, Oxytocin hat unterschiedliche Zielstrukturen. Die
parvozelluldaren Neurone der Nuclei praeopticus, paraventricularis, periventricularis, arcuatus und
ventromedialis projizieren ihre Axone zur Eminentia mediana, einer stark vaskularisierten Region im
Grenzbereich von Hypothalamus und Hypophyse. Dort setzen sie die spezifischen Peptidhormone
frei, die dann Uber die Hypophysenpfortadern zur Adenohypophyse gelangen und deren
Hormonsekretion regulieren. Das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) des Nucleus praeopticus
steuert innerhalb der gonadotropen Achse die Ausschiittung des luteinisierenden Hormons (LH) und
des follikelstimulierenden Hormons (FSH) durch die Hypophyse, die wiederum die Produktion und
Sekretion der Sexualhormone in den Gonaden regulieren (Gore, 2002). Die aus dem Nucleus
paraventricularis stammenden Hormone Corticotropin Releasing Hormon (CRH) und Thyrotropin
Releasing Hormon (TRH) treten in Tageszeit-abhadngigen Schwankungen auf und kontrollieren tiber
das adrenocorticotrope Hypophysen-Hormon (ACTH) und das Thyroidea-stimulierende Hypophysen-
Hormon (TSH) die Reaktion auf Stress und Nahrstoffbedarf Gber die corticotrope und die tyreotrope
Achse (Bonfiglio et al., 2011; Taylor et al., 1990). In den Nuclei arcuatus und ventromedialis wird das
Wachstumshormon Releasing Hormon (GHRH) synthetisiert, das die Freisetzung des
Wachstumshormons (GH) in der Adenohypophyse veranlasst und liber die somatotrope Achse wirkt
(Plotsky und Vale, 1985). Die parvozellularen Neurone des Nucleus periventrikularis produzieren

Somatostatin, das die Freisetzung von GH wiederum inhibiert (Plotsky und Vale, 1985).

Der Hypothalamus des Saugetiers wird in einen Alarbereich, einen Basalbereich und eine
Bodenplatte sowie eine terminale und eine pedunculare Region eingeteilt (Abb. 5.2) (Morales-
Delgado et al., 2011; Diaz und Puelles, 2020). Der Alarbereich ist durch die alar-basal-Grenze vom
Basalbereich, die terminale Region durch die intrahypothalamische Grenze (Abb. 5.2, rot) von der

peduncularen abgetrennt. Der alare Teil wird weiter in den paraventrikularen und den
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subparaventrikularen Bereich aufgeteilt, der basale Teil in den tuberalen und den mamillaren

Bereich.

transverse Grenze

Hypothalamus -
Diencephalon \

mamillares Band

peduncular

intrahypothalamische ~y Bodenplatte

Grenze

terminal

transverse, - =

terminale Grenze

Eminentia Neurohypophyse

longitudinale, mediana

dorsoventrale Grenze

Adenoh h
Hypothalamus - Telencephalon enahypophyse

Abbildung 5.2: Grafische Darstellung der Otp-Expression im Hypothalamus der Maus, angelehnt an Diaz und Puelles
(2020), stark vereinfacht. Otp-exprimierende Bereiche sind blau unterlegt. Der Hypothalamus wird durch die
intrahypothalamische Grenze (rot) in einen peduncularen und einen terminalen Bereich unterteilt sowie durch die alar-
basal-Grenze (gelb) in einen alaren und einen basalen Bereich. Der alare Teil wird entlang der Otp-Expressionsgrenze in
einen paraventrikularen (Otp-positiv) und einen subparaventrikularen (Otp-negativ) Bereich eingeteilt. Die Grenze des Otp-
positiven paraventrikularen Bereichs legt aulerdem die transverse Grenze zwischen Hypothalamus und Diencephalon
sowie die longitudinale, dorsoventrale Grenze zwischen Hypothalamus und Telencephalon fest. Auch der basale
Hypothalamus wird mithilfe einer Otp-Expressionsgrenze unterteilt, in einen tuberalen und einen mamillaren Bereich. In
beiden Bereichen tritt spezifisch Otp-Expression auf. Die alar-basal-Grenze liegt entlang einer Otp-Expressionsgrenze im
tuberalen Bereich, der Otp-positive Bereich in einem Teil des mamillaren Hypothalamus wird als mamillares Band
bezeichnet. AulRerdem gezeigt sind die Grenze zur Bodenplatte (gelb) und die Bodenplatte des Hypothalamus, die
transverse, terminale Grenze des Hypothalamus, die Neuro- und Adenohypophyse sowie die Eminentia mediana (grau).

Diese Aufteilung des Hypothalamus in verschiedene Bereiche erfolgt anhand der Expressionsbereiche
verschiedener Entwicklungsgene, zu denen auch Otp gehort (Abb. 5.2, blau) (Puelles und Rubenstein,
2003; Puelles et al., 2004; Shimogori et al., 2010). Otp gilt, gemeinsam mit dem bHLH-
Transkriptionsfaktor Single-minded 1 (Sim1), als Marker fiir den paraventrikularen Bereich des alaren
Hypothalamus (Medina, 2008; Puelles et al, 2012; Morales-Delgado et al., 2014). Die
Expressionsgrenzen von Otp und Siml legen hier sowohl die longitudinale Abgrenzung des
Hypothalamus zum benachbarten Telencephalon bzw. die transverse Grenze zwischen Hypothalamus
und Diencephalon fest (Fan et al., 1996; Puelles et al., 2012) als auch die Abgrenzung zum
subparaventrikularen Alarbereich. Otp wird auRerdem in einem dem alaren Hypothalamus direkt

benachbarten tuberalen Basalbereich exprimiert, wo seine Expressionsgrenze gemeinsam mit den
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Expressionsgrenzen des Homeobox-enthaltenden Transkriptionsfaktors Nkx2.1 (NK2 Homeobox 1)
und Shh (Sonic Hedgehog) die alar-basal-Grenze (Abb. 5.2, gelb) festlegen. Otp und Nkx2.1 definieren
aulerdem innerhalb des mamillaren Bandes die Grenze zwischen tuberalem und mamillarem
Bereich. Uber die caudalen Expressionsgrenzen von Otp innerhalb dieser beiden basalen Bereiche
wird die transverse Grenze zwischen Hypothalamus und Diencephalon fortgefihrt (Shimogori et al.,

2010; Morales-Delgado et al., 2011; Puelles et al., 2012).

Die Differenzierung der hypothalamischen, neuroendokrinen Zellen erfolgt aufgrund einer
komplexen Hierarchie genetischer Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren, die die
verschiedenen Zell-Phdanotypen definieren, die dann wiederum die neurosekretorischen Nuclei des
Hypothalamus bilden. Innerhalb der paraventrikularen Region entstehen wahrend der Entwicklung
des Hypothalamus die hypothalamischen Nuclei paraventricularis und supraopticus sowie der
anteriore Nucleus periventricularis (Wang und Lufkin, 2000; Morales-Delgado et al., 2011; Diaz und
Puelles, 2020). Hierbei werden Otp und Sim1 kritische Rollen in der Proliferation, terminalen
Differenzierung und Reifung der dortigen neuroendokrinen Zellen nachgesagt (Wang und Lufkin,
2000; Acampora et al., 1999). Diese Zellen sekretieren die Neuropeptide Somatostatin, ADH,
Oxytocin, CRH und TRH (Acampora et al., 1999, 2000; Goshu et al., 2004; Wang und Lufkin, 2000).
Otp und Siml wirken auf gleicher Ebene als vorgeschaltete Regulatoren der beiden
Transkriptionsfaktoren Sim2 (Single-minded Homolog 2) und Brn2 (POU Doméne Klasse 3
Transkriptionsfaktor 2) (Wang und Lufkin, 2000; Bedont et al., 2015). Die Expression von Sim2 fiihrt
zur Entwicklung der TRH- und Somatostatin-sekretierenden Neurone des Nucleus paraventricularis
und des anterioren Nucleus periventricularis, wahrend Brn2 die Differenzierung der CRH-, ADH- und
Oxytocin-produzierenden Neurone der Nuclei paraventricularis und supraopticus veranlasst (Bedont
et al., 2015; Michaud et al., 1998). Des Weiteren wird Otp in einem tuberalen Bereich exprimiert, aus
dem Somatostatin-sekretierende Zellen hervorgehen (Morales-Delgado et al, 2011; Wang und
Lufkin, 2000), die einen Teil des Nucleus arcuatus bilden (Puelles et al., 2012). Otp ist also an
verschiedenen Entwicklungswegen beteiligt, die zur terminalen Differenzierung vor allem der
Neurone der Nuclei paraventricularis und supraopticus sowie des anterioren Nucleus periventricularis
fihren, aber auch einen Teil der Neurone des Nucleus arcuatus betreffen (Wang und Lufkin, 2000;

Acampora et al., 1999).

Der Aufbau des Hypothalamus und seine Zelltypen sind in Vertebraten hoch konserviert (Tessmar-
Raible et al., 2007). So konnte die Otp-positive supraoptoparaventrikulare Region (SPV) als analoge
Region zur paraventrikularen Region im Sauger-Hypothalamus bereits in zahlreichen Organismen von
Zebrafischen (Del Giacco et al., 2006; Blechman et al., 2007; Machluf et al., 2011; Herget et al., 2014)

Uber Lungenfische (Moreno und Gonzalez, 2011), Krallenfrésche (Bardet et al., 2008; Dominguez et
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al., 2013, 2015), Schildkroten (Moreno et al., 2012; Dominguez et al., 2015) bis hin zu Hihnern
(Bardet et al., 2008) nachgewiesen werden. Damit werden Fische, Amphibien, Schildkréten, Vogel
und Sauger innerhalb des phylogenetischen Stammbaumes abgedeckt. Doch auch im sich
entwickelnden Vorderhirn des Anneliden Platynereis dumerilii konnten bereits neurosekretorische
Zellen beobachtet werden, die eine konservierte Zelltyp-spezifische Kombination von

Transkriptionsfaktoren exprimieren, zu der auch Otp zahlt (Tessmar-Raible et al., 2007).

Dieselbe Transkriptionsfaktoren-Kombination wurde auch wahrend der Entwicklung des Vorderhirns
von Zebrafischen beobachtet (Tessmar-Raible et al., 2007). Im Zebrafisch induzieren die
Transkriptionsfaktoren Fezf2 (FEZ Familie Zinkfinger 2) und Olig2 (Oligodendrozyten
Transkriptionsfaktor 2), die auch in einer Entwicklungsstufe der Maus exprimiert werden, die Marker
Otp und Sim1 (Bedont et al., 2015). Die Otp- und Sim1-positive Region, ORR (optic recess region)
genannt, liegt zwischen Telencephalon und Hypothalamus und umfasst den praoptischen Bereich. Sie
entspricht dem alaren Hypothalamus der Tetrapoden (Puelles und Rubenstein, 2003; Dominguez et
al., 2013, Herget et al., 2014). Sim1 und Otp sind dort gemeinsam mit dem proneuralen Gen neurog1
(neurogenin 1) lokalisiert, was darauf hindeutet, dass sie vorwiegend in differenzierenden Zellen
exprimiert werden (Affaticati et al., 2015). Vermutlich ist Otp auch an der Spezifizierung
neurosekretorischer hypothalamischer Zellpopulationen beteiligt, die Somatostatin sowie Vasotocin-
Neurophysin und Isotocin-Neurophysin, die Zebrafisch-Homologen zu Vasopressin und Oxytocin,
produzieren (Blechman et al., 2007; Eaton und Glasgow, 2007; Tessmar-Raible et al., 2007; Eaton et
al., 2008; Herget et al., 2014). Otp wird im Zebrafisch von FGF8 (Fibroblasten Wachstumsfaktor 8)
reprimiert (Del Giacco et al., 2006), was fur die AP-Musterung des Otp/Siml-exprimierenden
mamillaren Bands des Sauger-Hypothalamus relevant sein konnte (Diaz und Puelles, 2020). Ein
kleiner Bereich innerhalb der Mamillarregion ist die einzige Otp-positive Struktur im basalen Teil des
Zebrafisch-Hypothalamus, wo es gemeinsam mit Nkx2.1 exprimiert wird (Dominguez et al., 2015;

Wolf und Ryu, 2013).

Auch im Lungenfisch wird Otp in der SPV-Region exprimiert sowie gemeinsam mit Nkx2.1 in einem
GrofRteil der Mamillarregion (Moreno und Gonzalez; 2011). Zusatzlich tritt Otp auch im tuberalen
Bereich gleichzeitig mit Nkx2.1 und dem Transkriptionsfaktor Isl1 (ISL LIM Homeobox 1) auf (Moreno
und Gonzalez; 2011). In der Amphibie Xenopus laevis und dem Reptil Pseudemys scripta kann die
SPV-Region bereits in zwei verschiedene Bereiche eingeteilt werden. Innerhalb der gesamten SPV-
Region des Xenopus-Hypothalamus wird Otp exprimiert (Bardet et al., 2008; Dominguez et al., 2013,
2015), im rostralen Bereich zusatzlich der Transkriptionsfaktor Nkx2.2 (NK2 Homeobox 2)
(Dominguez et al., 2014). Zusatzlich zu Otp tritt in der vollstandigen SPV-Region des Pseudemys-

Hypothalamus auch das Paired Box Protein Pax6 auf und im rostralen Bereich auBerdem Nkx2.2
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(Moreno et al., 2012; Dominguez et al., 2015). In beiden Organismen enthilt die SPV-Region
verschiedene Zellgruppen, die die Neuropeptide Vasotocin, Mesotocin, CRH und TRH sekretieren
(Smeets et al., 1990; Propper et al., 1992; D'Aniello et al., 1999; Dominguez et al., 2008; Lopez et al.,
2008). Aufféllig ist, dass sich die TRH-positive Zellpopulation spezifisch innerhalb des Otp-
exprimierenden SPV-Teils befindet (Dominguez et al., 2008; Lépez et al., 2008). AuBerdem besteht
eine Korrelation zwischen Somatostatin- und Mesotocin-positiven Neuronen und dem Auftreten von
Otp in der SPV-Region des Xenopus-Hypothalamus (Dominguez et al., 2013, 2015), was die Rolle von
Otp bei der Spezifizierung verschiedener neurosekretorischer Zellpopulationen unterstreicht. In
einem Teil der Mamillarregion werden in beiden Organismen Otp und Nkx2.1 exprimiert, wahrend im
rostralen tuberalen Bereich Otp, Nkx2.1 und Isl1 nachweisbar sind, in Xenopus aulRerdem auch Shh
(Moreno et al., 2012, 2008; Brox et al., 2003; Dominguez et al., 2014). Auch im Huhn wird Otp
gemeinsam mit weiteren Faktoren in der gesamten SPV-Region, in einem Teil der Mamillarregion und
im rostralen tuberalen Bereich exprimiert (Bardet et al., 2008). In der SPV-Region werden auRerdem
Pax6 und das Homeodomanen-Protein Lhx5 (LIM Homeobox 5) exprimiert, in der Mamillarregion und
dem rostralen tuberalen Bereich Nkx2.1 und im rostralen tuberalen Bereich auRerdem Shh (Garcia-

Calero et al., 2008).

Zusammenfassend sind also nicht nur der Aufbau des Hypothalamus und seine Zelltypen stark
konserviert, sondern offenbar auch die spezifische Otp-Expression in den verschiedenen

hypothalamischen Bereichen.

Das neuroendokrine System von Drosophila sorgt, analog zur Funktion von Hypothalamus und
Hypophyse, fir die Aufrechterhaltung der Homdostase, Verhaltens- und Entwicklungsprozesse und
die Reaktion auf sich verdandernde Einfliisse auf den Organismus (Jékely et al., 2018; Kim et al., 2017,
Martelli et al., 2017; Nassel et al., 2019, Nassel und Zandawala, 2019; Schoofs et al., 2017). Es
besteht aus NSC, die zum Grofteil in den beiden dorsomedialen, neuroendokrinen Gehirnzentren
Pars intercerebralis (P, Abb. 5.3, dunkelblau) und Pars lateralis (PL, Abb. 5.3, dunkelrot) lokalisiert,
aber auch im Tritocerebrum, dem Ventralnervensystem und den Ganglien des stomatogastrischen
Nervensystems vertreten sind (Pipa, 1978; Veelaert et al., 1998; Siegmund und Korge, 2001). Pl und
PL gelten als die Drosophila-Analoga des Hypothalamus und entwickeln sich aus benachbarten,
bilateralen Plakoden, die aus dem dorsomedialen Neuroektoderm des embryonalen Kopfbereiches
hervorgehen (Younossi-Hartenstein et al., 1996). Im spaten Embryo werden beide Plakoden Teil des
dorsomedialen Gehirncortexes. Einige Neuronen, die aus diesen Plakoden entstehen, bilden die NSC,
wahrend andere Neuronen sich beispielsweise zu Interneuronen entwickeln (Martelli et al., 2017;
Terhzaz et al., 2007). Die Entstehung von Neuronen aus Plakoden beschreibt eine

evolutionsgeschichtlich adltere Weise der Neurogenese im Vergleich zu neuronalen Strukturen, die
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aus Neuroblasten entstehen (Hartenstein, 2006). Zwei weitere benachbarte Plakoden exprimieren
das Homeoboxgen DRx (Davis et al., 2003) und entwickeln sich zu einem Teil des Protocerebrums,
das Pl und PL umgibt. Die Ansammlung der NSC von Pl und PL werden aufgrund ihrer Lage im Gehirn
als mediale neurosekretorische Zellen (MNC, Abb. 5.3, dunkelblau) bzw. laterale neurosekretorische

Zellen (LNC, Abb. 5.3, dunkelrot) bezeichnet.

A B

CA

Ringdruse
MNC (PI)

LNC (PL)

MNC (PI)
LNC (PL)

Proventriculus

Mitteldarm Mitteldarm

Abbildung 5.3: Grafische Darstellung des neuroendokrinen Systems von Drosophila im dritten Larvalstadium (A) sowie im
adulten Tier (B). Zur Verdeutlichung der ortlichen Nahe der Otp-positiven Lineages DPLc4 und DPLI1-3 zu den
neurosekretorischen Zellen zeigen die rechte larvale Hemisphare (A) sowie die rechte Halfte des adulten Gehirns (B) eine
Otp-Immunfluoreszenzfarbung (rot) des jeweils relevanten Querschnitts durch das Gehirn in der dorsal (d) - ventral (v) -
Achse (A) bzw. der anterior (a) - posterior (p) - Achse (B). Zur Veranschaulichung der Gehirnstrukturen sind auRerdem die
Markerproteine Neurotactin (Nrt, A) bzw. Bruchpilot (Brp, B) in griin gezeigt. (A) Das neuroendokrine System der L3-Larve
besteht aus den neuroendokrinen Zellclustern Pars intercerebralis (Pl, dunkelblau), deren Zellen als mediale
neurosekretorische Zellen (MNC) bezeichnet werden, und Pars lateralis (PL, dunkelrot), deren Zellen laterale
neurosekretorische Zellen (LNC) genannt werden. Die Axone dieser Zellen (lila) projizieren zur Aorta (dunkelgrau), dem
Hauptzirkulationsgefal, sowie einem Set an peripheren, endokrinen Drisen, der Corpora cardiaca (CC, hellblau), der
Corpora allata (CA, orange) und der Prothoraxdrise (PTG, gelb), die gemeinsam als Ringdrise bezeichnet werden und die
Aorta umschlieBen. Des Weiteren projizieren Axone lber Oesophagus und Proventriculus zum Mitteldarm (hellgrau). (B)
Die Axone (lila) von MNC (dunkelblau) und LNC (dunkelrot) fusionieren noch im Gehirn zu den Nervii Corpora cardiaca
(NCC) und aulerhalb des Gehirns zum Rekurrenznerv (RN). Dieser versorgt CC (hellblau), CA (orange) und das
Zirkulationssystem (Aorta, dunkelgrau), wonach die Axone weiter zum Kropf (grau) und zum Mitteldarm (hellgrau) geleitet
werden.

In der Larve projizieren die Axone der NSC von Pl und PL zum Zirkulationssystem und zu einem Set
von endokrinen Drisen in der Peripherie, die zu einem Komplex fusioniert das Ende des dorsalen
ZirkulationsgefalRes, der Aorta, umringen (Siga, 2003). Dieser Komplex, Ringdriise genannt, besteht
aus den endokrinen Drisen Corpora cardiaca (CC, Abb. 5.3 A, hellblau), Corpora allata (CA, Abb.
5.3 A, orange) und Prothoraxdrise (PTG, Abb. 5.3 A, gelb). CC und CA funktionieren als neurohemale
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Organe, stehen also mit dem Hamolymphen-Zirkulationssystem in Verbindung, in das sie
Neurohormone freisetzen (Veelaert et al., 1998; Siegmund und Korge, 2001) und gelten als
Drosophila-Analoga zur Hypophyse. Diese Freisetzung wird wiederum durch die Neuropeptid-

Hormone aus den MNC und LNC der Pl und PL gesteuert (Nassel und Zandawala, 2019).

Die hormonproduzierenden sekretorischen Zellen der CC stellen hauptsachlich das adipokinetische
Hormon (AKH) her, das in die Himolymphe abgegeben wird, um Lipide und Kohlenhydrate zu
mobilisieren (O'Shea und Rayne 1992; Noyes et al., 1995; Veelaert et al.,, 1998; Nassel 1999;
Oudejans et al., 1999). In der CA wird vor allem das juvenile Hormon (JV) produziert, das ein
Fettsdurederivat mit Effekten auf die Eientwicklung, das larvale Wachstum, die Metamorphose und
das Reproduktionsverhalten darstellt (Veelaert et al., 1998; Vullings et al., 1999; Gilbert et al., 2000).
Die LNC der PL Uben eine positive oder negative Kontrolle auf die JH-Produktion aus, indem sie zum
Beispiel Allatostatin freisetzen, das wiederum die JH-Freisetzung inhibiert (Stay et al., 1996; Stay
2000; Siga, 2003). Die PTG besteht aus bilateralen Ansammlungen groRer Drisenzellen, die ein
polyhydroxyliertes Steroid-Prohormon synthetisieren und sekretieren, das zum Haupt-
Metamorphosehormon Ecdyson umgesetzt werden kann (Bollenbacher et al., 1975; Gilbert et al.,
1997). Ecdyson leitet die Umwandlung von Larve zu Puppe ein und ist wahrend der Metamorphose
fir die komplexe Umgestaltung der larvalen zu den adulten Organen und Strukturen verantwortlich.
Anschliefend degeneriert die PTG, wahrend CC und CA auch im adulten Tier weiterbestehen (Dai und

Gilbert, 1991).

Im adulten Gehirn bilden die MNC der PI (Abb. 5.3 B, dunkelblau) eine ungepaarte Ansammlung von
NSC und sind dorsal des Zentralkomplexes zwischen den beiden Mushroom Bodies (MBs) lokalisiert
(Siga, 2003; Ludwig et al., 2002). Die LNC der PL (Abb. 5.3, dunkelrot) liegen lateral zur Pl-Region
(Siegmund und Korge, 2001). Je nach Neuropeptidproduktion und -sekretion lassen sich die MNC und
LNC in weitere Zellgruppen unterteilen (Davie et al., 2018; Trapnell, 2015). So sekretieren
beispielsweise die Insulin-produzierenden Zellen (IPC) der Pl das Drosophila Insulin-like Peptid (DILP)
mit Funktionen im Metabolismus, in der Nahrungsaufnahme, bei Stress und in der Reproduktion
(Brogiolo et al., 2001; Liu et al., 2016; Nassel und Vanden Broeck, 2016), wahrend die Glukose-
erfassenden dorsal-lateral-protocerebralen Zellen (DLP) der PL Corazonin (CRZ) sekretieren, das die
DILP-Freisetzung durch Regulation der IPC kontrolliert (Kapan et al., 2012; Oh et al., 2019), aber auch
auf die CC, den Metabolismus und bei Stressantworten wirkt (Diesner et al., 2018; Kapan et al.,
2012). Die DH44-produzierenden Neurone (DH44n) der Pl bilden das diuretische Hormon 44 (DH44),
das vor allem bei der osmotischen Homdostase eine Rolle spielt (Cabrero et al., 2002; Dus et al.,
2015). Auch das lonentransport-Peptid (ITP) der ITPn (ITP-produzierende Neurone) der PL wirkt bei

der osmotischen Homoostase, aber auch im Metabolismus und wahrend der Stressantworten mit
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(zandawala et al., 2018). Die Axone der NSC von Pl und PL (Abb. 5.3 B, lila) schlieBen sich zunachst zu
einem paarigen Nerv, den Nervii Corpora Cardiaca (NCC), zusammen und fusionieren dann aulRerhalb
des Gehirns zum Rekurrenznerv (RN). Hierliber werden sie dann zu CC (Abb. 5.3 B, hellblau) und CA
(Abb. 5.3 B, orange) geleitet. Nach der Versorgung des Zirkulationssystems (Aorta, Abb. 5.3 B,
dunkelgrau) sowie von CC und CA verlaufen die NSC-Axone weiter in den Kropf-Nerv, der terminal
Uber dem Kropf verzweigt (Abb. 5.3 B, grau), und Uber den intestinalen Nerv, der zum anterioren

Mitteldarm (Abb. 5.3 B, hellgrau) leitet (Nassel und Zandawala, 2019; Rulifson et al., 2002).

Otp ist im Sauger offensichtlich essentiell fir die Differenzierung neurosekretorischer Zellen in
einigen Bereichen des Hypothalamus. Die neurosekretorischen Zellen im Gehirn von Drosophila, die
die beiden Gehirnbereiche Pl und PL bilden, entwickeln sich aus Plakoden, was evolutiv betrachtet
einen alteren Vorgang darstellt, verglichen mit der Zelllineage-Entwicklung (Hartenstein, 2006). Da
die Otp-Expression im Drosophila-Gehirn eindeutig einigen Lineages zugeordnet werden konnte, ist
eine Expression von Otp in den Plakoden, die wahrend der Entwicklung die neurosekretorischen
Zellen von Pl und PL hervorbringen, ausgeschlossen. Dennoch ist die Lage der Otp-positiven Lineages
DPLI1-3 und DPLc4 sowohl im larvalen als auch im adulten Gehirn sehr interessant, da die Otp-
Expression in diesen Lineages in enger rdumlicher Ndhe besonders zu den PL-Bereichen lokalisiert

auftritt (siehe Abb. 5.3).

Zur Regulation der Nahrstoffversorgung und des Metabolismus steht das neuroendokrine System
auch eng mit den sensorischen Systemen, wie beispielsweise dem olfaktorischen System, in
Verbindung. Dabei sind die neurosekretorischen Zellen der PL {iber polysynaptische, die der Pl {iber
monosynaptische Wege mit den sensorischen Organen verbunden (Miroschnikow et al., 2018;
Schlegel et al., 2016). Wie bereits beschrieben bilden die Otp-positiven Lineages BAmv3, BAlc und
BAlp4 drei der funf Lineages, die die Interneurone des olfaktorischen Systems von Drosophila
hervorbringen. Die Axone dieser Lineages projizieren auch in hohergelegene Gehirnzentren und so ist

ein Einfluss auf Pl und PL aus dieser Richtung nicht auszuschlief3en.

Im Sauger spielt Otp eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung der Somatostatin-produzierenden
Zellen des Hypothalamus (Bedont et al.,, 2015; Michaud et al., 1998). Somatostatin, das in den
entsprechenden Zellen des Hypothalamus produziert wird, hemmt das Wachstumshormon (GH), es
wird aber auch von pankreatischen 6-Zellen ausgeschiittet und inhibiert wahrend der Verdauung die
Freisetzung von Insulin und Glukagon durch die a- und B-Zellen des Pankreas (Moede et al., 2020).
Auch das Somatostatin-homologe Hormon in Drosophila, Allatostatin, ist an der Regulation der
Nahrungsaufnahme und der metabolischen Homdostase beteiligt und wird sowohl im Gehirn als
auch im Mitteldarm produziert (Chen et al., 2016; Kubrak et al., 2022). Allatostatin wird bei

Nahrstoffmangel freigesetzt und signalisiert den AKH-sekretierenden Zellen der CC, die den
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pankreatischen a-Zellen analog gesetzt werden, gespeicherte Lipide und Kohlenhydrate durch die
Ausschittung von AKH zu mobilisieren (Kubrak et al., 2022). Die Allatostatin-produzierenden
enteroendokrinen Zellen zeichnen sich allerdings durch die Expression des Transkriptionsfaktors
Prospero aus (Hung et al., 2020; Reiher et al., 2011) und liegen auch sonst nicht in rdumlicher Ndhe
zu den Otp-exprimierenden Zellen im Enddarm von Drosophila, weshalb eine Beteiligung von Otp

hier eher unwahrscheinlich ist.

Auch im Menschen wird OTP im Hypothalamus exprimiert und wirkt vermutlich bei der
neuroendokrinen Hirnfunktion mit (Lin et al., 1999). Im humanmedizinischen Kontext zeigt OTP einen
hohen diagnostischen Wert bei neuroendokrinen Tumoren der Lunge, die in den letzten Jahrzehnten
immer haufiger zu beobachten sind (Caplin et al., 2015). OTP ist normalerweise im Zellkern lokalisiert
(nukledres OTP, nOTP), kann aber auch im Cytoplasma (cOTP) detektiert werden oder so stark
herunterreguliert sein, dass keine Detektion moglich ist. Bei Patienten mit nOTP sind glinstige
Krankheitsverlaufe zu beobachten, Patienten mit cOTP zeigen mittelgilinstige Krankheitsverlaufe, und
bei Betroffenen mit schlechten Uberlebenschancen fillt eine starke Herunterregulation von OTP auf

(Swarts et al., 2013a; 2013b).

Otp konnte also bereits in zahlreichen Organismen von Drosophila bis hin zum Menschen
nachgewiesen werden (Di Bernardo et al., 1999; Lin et al., 1999; Simeone et al., 1994; Umesono et
al.,, 1997; Wang und Lufkin, 1997). In Vertebraten spielt es eine wichtige Rolle wahrend der
Entwicklung des Hypothalamus und somit fiir das neuroendokrine System. In Drosophila konnte Otp
noch nicht mit dem endokrinen System in Verbindung gebracht werden, doch das beobachtete Otp-
Expressionsmuster benachbart zu den neuroendokrinen Bereichen Pl und PL kénnte sowohl im

larvalen als auch im adulten Gehirn auf einen Zusammenhang hindeuten.

5.4 Verifizierung des otp-Punktmutationsstammes otp!%24  durch

Sequenzierung

Um die Funktion von otp zu analysieren, wurde mittels Genetargeting die otp-Mutante othT
hergestellt (Hildebrandt et al.,, 2020). Gleichzeitig wurden durch Defizienzkreuzungen und
Phanotypen-Beobachtung die zwei mutanten otp-Stimme otp'®* und otp™°®* innerhalb EMS-

induzierter Mutantenstimme identifiziert. Wahrend otp®" molekular eindeutig definiert wurde,

1024 13064

sollten otp und otp ebenfalls auch molekular als otp-Mutanten nachgewiesen werden. Im
Genetargeting-Stamm otp®' fehlt der 3'-Bereich von Exon 4 und das gesamte Exon 5 von otp, woraus

eine N-terminale Deletion des Proteins Otp-PC resultiert, dessen Homeodomane grofStenteils fehlt
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(s. Abb. 4.3 A). Nach erfolgreicher Sequenzierung des Stammes otp'®* konnte festgestellt werden,
dass durch die Punktmutation ein Stopp-Codon im C-terminalen Bereich der Homeodomane
entsteht, sodass in dem Protein zwar fast die gesamte Homeodomane vorhanden ist, allerdings der
C-terminale Teil des Proteins fehlt (s. Abb. 4.3 B). In Immunfluoreszenzfarbungen ist in beiden
molekular definierten Stammen keine Otp-Expression nachweisbar. Da der verwendete Antikdrper
im C-terminalen Bereich von Otp bindet, ist aufgrund des Fehlens des C-Terminus des Proteins

1024

Otp in diesem Stamm keine Otp-Immunfluoreszenzfarbung moglich. In Embryonen des

Genetargeting-Stammes dagegen ist Otp nicht nachweisbar, da das Protein aufgrund der Deletion

13064 ist

des Translationsstarts vermutlich nicht gebildet wird. Auch in Embryonen des Stammes otp
keine Otp-Farbung zu sehen. Fir diesen Stamm konnte allerdings keine Mutation in den Exons von
otp detektiert werden. Auch die Splicesites liegen intakt vor, allerdings kénnte durch die EMS-
generierte Punktmutation eine kryptische Splicesite eingefiihrt worden sein (Abramowicz und Gos,
2018). Durch die Generierung kryptischer Splicesites konnen Mutationen Pseudo-Exons hervorrufen,
wie es haufig innerhalb humaner genetischer Storungen wie Neurofibromatose Typ | (NFI) (Messiaen
und Wimmer, 2008) oder zystischer Fibrose (CF) (Sanz et al., 2017) zu beobachten ist. Des Weiteren

koénnte auch eine Mutation innerhalb einer regulatorischen Region von otp vorliegen.

Alle drei Stamme zeigen embryonale Letalitdit mit einem starken Enddarm-Phanotyp, der
vergleichbar mit dem brachyenteron (byn)-Phdnotyp ist. Byn reguliert otp wahrend der
Enddarmentwicklung direkt, wobei der Verlust von otp schwerwiegender scheint, verglichen mit den
drei transkriptionellen Regulatoren drumstick, bow! und lines, die fiir die Zellmusterung

und -neuanordnung wahrend der Verlangerung des Enddarms essentiell sind (Iwaki et al., 2001).

Eine Darm-spezifische Funktion wie in Drosophila ist fir otp-Gene hdéherer Organismen nicht
bekannt. Hier nimmt otp besonders die bereits beschriebenen Funktionen wahrend der Entwicklung

des Nervensystems, insbesondere des Hypothalamus, ein (s. Kapitel 5.3).

5.5 Die Expression der Transkriptvarianten otp-RC und otp-RE in Embryo,

Larve und Fliege

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die beiden otp-Transkriptvarianten otp-RC und otp-RE im
Embryo gewebespezifisch im Enddarm und den Analplatten bzw. im Nervensystem exprimiert
werden (Hildebrandt et al., 2020). Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur

Uberpriifung der gewebespezifischen Expression von otp-RC und otp-RE bestitigen eine
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gewebespezifische Expression im Embryo und liefern neue Erkenntnisse der transkriptspezifischen

Expressionen im Larval- und Adultstadium.

Zunachst wurde der Otp-PE-spezifische Antikérper Otp-PE hergestellt und innerhalb von
Immunfluoreszenzfarbungen an Embryonen verwendet (s. Abb. 4.4 und Abb. 4.5), um die
gewebespezifische, embryonale otp-RE-Expression, die bisher auf RNA-Ebene in in situ
Hybridisierungsexperimenten beobachtet wurde (Hildebrandt et al., 2020), auch auf Proteinebene zu
untersuchen. Dieser Antikérper bestatigt die nervensystemspezifische Expression von otp-RE im
Embryo, die bisher mittels in situ Hybridisierung auf mRNA-Ebene gezeigt wurde (Hildebrandt et al.,
2020), auch auf Proteinebene. Leider gestaltete sich die Anwendung des Antikorpers Otp-PE als
schwierig, was darauf zuriickzufiihren sein konnte, dass der Otp-PE-spezifische Teil des Proteins nur
108 AS umfasst (s. Abb. 4.4 A) und damit eine relativ kleine Bindestelle fiir den Antikorper darstellt,
die zusatzlich auch nicht gut zugdnglich sein kdnnte. Moéglicherweise konnten eine Aufreinigung des
Antikorpers oder eine Signalverstiarkung durch Tyramid-Signal-Amplifikation dabei helfen,
unspezifische Hintergrundfarbung zu minimieren und so das relativ schwache Signal etwas zu
verdeutlichen. Andere Fixierungs- und Farbeprotokolle konnten aulRerdem dabei behilflich sein, auch

in larvalen und adulten Geweben ein Signal zu erhalten, was in dieser Arbeit nicht gelungen ist.

Um eine gewebespezifische Expression der beiden Transkriptvarianten im Larval- und Adultstadium
zu untersuchen, wurden qPCR-Experimente mit transkriptspezifischen Primern auf cDNA, die aus der
RNA von larvalen sowie adulten Gehirnen oder Enddarmen resultierte, durchgefiihrt (s. Abb. 4.6). Die
Auswertung der erhaltenen gPCR-Daten zeigt, dass otp-RC auch in Larve und Fliege gewebespezifisch
nur im Darm exprimiert wird und im Gehirn nicht nachweisbar ist. Dagegen tritt otp-RE neben der
Expression im Gehirn auch im larvalen und adulten Enddarm auf. Im larvalen Enddarm zeigt sich eine
sogar um das 29-fache starkere Expression im Vergleich zum larvalen Gehirn, die damit auch tber der
Expression von otp-RC liegt, das im larvalen Enddarm 24-fach konzentrierter als otp-RE im larvalen
Gehirn nachweisbar ist. Im adulten Tier wird Otp am starksten im Enddarm durch das Transkript
otp-RC exprimiert, das etwa 3-fach konzentriert im Vergleich zu otp-RE im adulten Gehirn und

doppelt konzentriert im Vergleich zu otp-RE im adulten Enddarm auftritt.

Zur weiteren Untersuchung der otp-Transkriptvarianten und zur Visualisierung der gPCR-
Experimente wurde ein otp-RE Genetargeting-Stamm mit Deletion im Bereich des Translationsstarts
von otp-RE verwendet (Hildebrandt, 2015). Unter der Annahme, dass bei Verlust des
Translationsstarts von otp-RE kein Otp-PE mehr gebildet wird, war zu erwarten, dass eine Otp-
Immunfluoreszenzfirbung zumindest im Embryo kein Signal hervorbringt. Uberraschenderweise

REGT

zeigte sich die Otp-Expression im Genetargeting-Stamm otp™ " im embryonalen und adulten Gehirn

wildtypisch und auch zum GroRteil im larvalen Gehirn (s. Abb. 4.8). Eine Ausnahme bildet hier die
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Lineage DM5, die in der larvalen Hemisphére des Stammes otp*’

nur vereinzelte Otp-positive Zellen
aufweist. Diese Reduktion der Otp-Farbung innerhalb der DM5-Lineage ist auch in larvalen Gehirnen
zu sehen, die CRISPR/Cas9-induzierte Indels (Insertionen und Deletionen) in Exon 4 von otp im
Genom tragen (Hildebrandt et al., 2022a). Die Cas9-Schnittstelle wurde dabei so gewahlt, dass sie im
5'-Bereich des Exons noch vor dem Translationsstart der kiirzeren Transkriptvarianten liegt, was zur
Folge hat, dass nur die langeren Transkriptvarianten durch die Indels betroffen sind. Eine mogliche
Erklarung fur die groRtenteils wildtypische Otp-Verteilung in otp*®" konnte darin liegen, dass das
Transkript otp-RE trotz der Deletion des Translationsstarts in Exon 2 vermutlich noch gebildet wird.
Da der Translationsstart zur Herstellung von Otp-PE durch die Deletion allerdings fehlt, wird
moglicherweise auf den nachstliegenden Translationsstart ausgewichen, der in Exon 4 liegt und
eigentlich den Translationsstart von otp-RC darstellt. Otp-PE und Otp-PC unterscheiden sich im
N-Terminus (s. Abb. 4.5). Die Funktion der unterschiedlichen N-Termini ist unbekannt, aber es ist
moglich, dass in diesem Fall Otp-PC Otp-PE im Nervensystem funktionell ersetzt. An dieser Stelle
wire es interessant gewesen, den Antikdrper Otp-PE auf larvale und adulte Gehirne von otp®t®'
anzuwenden, um zu Uberprifen, ob auch mit diesem fir die ldangere Proteinvariante spezifischen
Antikorper eine Farbung zu sehen ist, oder ob es sich wie vermutet um die kiirzere Proteinvariante
handelt, die in diesem Fall aus dem ldangeren Transkript mit Deletion im eigentlichen
Translationsstart resultiert. Des Weiteren kdnnte ein RT-qPCR-Experiment, analog zur Untersuchung
der Transkriptvarianten-Verteilung im Wildtyp (s. Abb. 4.6), auch auf larvale und adulte Gehirne des

Stammes otp™®’

angewendet werden. So kdnnte auf molekularer Ebene Uberpriift werden, ob die
hier beobachtete Otp-Farbung aus dem Transkript otp-RE resultiert und somit das Genetargeting-
Ergebnis unerwartet ausfiel, oder aus otp-RC, auf das in einer Art Rettungsmechanismus beim Fehlen

von otp-RE Ubergegriffen wird.

Des Weiteren konnte die verbleibende Otp-Expression auch auf eine noch nicht identifizierte
SpleiBvariante zurlickzufiihren sein. SpleiBvarianten entstehen aus dem alternativen SpleiRen eines
Gens, was die Codierungskapazitdt des Genoms erweitert. Alternatives Speiflen fiihrt zu gewebe- und
entwicklungsstadienspezifischen Protein-Isoformen, die unterschiedliche Funktionen innerhalb der
Gewebe und der Entwicklung einnehmen. Die mRNAs von etwa 95 % der humanen Gene werden
alternativ gespleillt (Wang et al., 2008). Welche regulatorischen Sequenzen innerhalb der pre-mRNAs
fir alternatives SpleiRen benétigt werden und welche SpleiRregulatoren daran binden, wurde
anfangs vor allem in Studien mit Drosophila untersucht. Aus alternativem SpleiRen resultierende
Protein-Isoformen weisen oft auch unterschiedliche Funktionen auf, wie beispielsweise bei Domino
(Dom) zu beobachten, das innerhalb der circadianen Rhythmik eine Rolle spielt (Liu et al., 2019).
Hierbei fihrt das Fehlen der Isoform Dom-A zu einem arrhythmischen Verhalten, wahrend ein Dom-B

Knockdown die circadiane Periode verlangert, aber den Rhythmus nicht beeinflusst (Liu et al., 2019).
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Alternatives SpleiRen ist vor allem in Keimzellen, Muskeln und im Nervensystem zu beobachten. Die
Geschlechts-Festlegung in Drosophila wird durch eine Kaskade von SpleilRfaktoren kontrolliert, die
selbst ebenfalls alternativ gespleilt werden (Hartmann et al, 2011). Die Kaskade fiihrt zur
geschlechtsspezifischen Expression zweier Varianten des Transkriptionsfaktors Doublesex (Dsx), die
jeweils im weiblichen oder mannlichen Korper exprimiert unterschiedliche Gene kontrollieren
(Hartmann et al., 2011). Im Muskel werden alle Myosin-Schwerketten Isoformen durch ein einziges
Gen, Myosin heavy chain (Mhc), codiert. Potentiell kénnen aus diesem Gen durch alternatives
SpleiBen 480 Protein-Isoformen entstehen, die spezifisch in unterschiedlichen Muskeltypen
exprimiert werden und so die spezifischen Kontraktionseigenschaften der jeweiligen Muskeln
ermoglichen (Hastings und Emerson, 1991; George et al, 1989; Zhang et al., 2001). Im
Zentralnervensystem von Drosophila ist ein sehr eindriickliches alternatives Spleiflen zu beobachten,
das die Zelloberflichenzusammensetzung des Downsyndrom-Zelladhdsionsmolekiil (Dscam)
kontrolliert. Dscam codiert potentiell Uber 38.000 verschiedene Protein-Isoformen. Die
Oberflachenzusammensetzung der alternativ gespleiten Dscam-Isoformen sorgt fir die
ordnungsgemafe Organisation der Axone und somit der neuralen Schaltkreise wahrend der
Entwicklung des Nervensystems (Schmucker et al., 2000; Hattori et al., 2007). Alternatives SpleiRen
ist in Drosophila sehr ausgepragt zu beobachten, weshalb die Moglichkeit besteht, dass auch von otp

noch unbekannte SpleiBvarianten existieren.

Der Genetargeting-Stamm otpREGT

eignet sich gut, um otp weitergehend zu untersuchen. Durch
verschiedene Kreuzungen wurde zwar der Grofteil des verwendeten Targetingvektors pTV[cherry]
(s. Abb. 2.3) wieder aus dem Genom entfernt, dennoch bleibt eine attP-Site an der durch die
gewinschte Deletion definierten Stelle bestehen (Baena-Lopez et al., 2013). Diese attP-Site bietet die
Moglichkeit, mithilfe der PhiC31-vermittelten Transformation Reportergen- oder cDNA-tragende
Integrationsvektoren mit attB-Site fiir weitere Versuche ortsspezifisch im Genom einzubringen und
durch das endogene regulatorische System von otp exprimieren zu lassen. Inzwischen wurde der
Targetingvektor pTV[cherry] weiterentwickelt, um in Kombination mit der CRISPR/Cas9 Methodik zur

Untersuchung und Manipulation von Genfunktionen beizutragen (Poernbacher et al., 2019; Hoppe

und Ashe, 2021).

Innerhalb dieser Arbeit wurde ein otp-Gal4-Stamm verwendet, der aus einer Integration von Gal4 in

die attP-Site von otp"*®'

resultierte (s. Abb. 4.7). Dieser stellte sich als spezifischer otp-RE-Gal4-
Stamm heraus, da die Gber UAS-Stellen aktivierten Reporterproteine mRFP1 bzw. GFP im Embryo
analog zu in situ Hybridisierungen nicht im Darm, sondern nur im Nervensystem nachweisbar waren
(s. Abb. 4.9). Zudem bietet die beobachtete Farbung sowohl von mRFP1 als auch von GFP ein

weiteres Indiz dafiir, dass im embryonalen Ventralnervensystem posttranskriptionelle Regulation
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stattfindet, da die Reporterproteine in allen Segmenten des Ventralnervensystems zu beobachten
waren. Somit wird die Reporterproteinexpression nicht von der posttranskriptionellen Regulation
von otp beeinflusst. Das deckt sich mit den in situ Hybridisierungen und steht im Gegensatz zur Otp-

Proteinexpression, die nur in den anterioren Segmenten auftritt.

Die Expression von otpREGaI4

und den jeweiligen Reporterproteinen in der Larve liefert einen weiteren
Hinweis darauf, dass otp-RE nicht mehr gewebespezifisch nur im Nervensystem, sondern bereits ab
dem Larvalstadium L1 (nicht gezeigt) auch im Enddarm und den Analplatten exprimiert wird
(s. Abb. 4.10). Die otp-Expression wird im embryonalen Enddarm Uber ein regulatorisches Element
aktiviert, das 950 bp entfernt vor dem Transkriptionsstart der kiirzeren otp-Transkriptvarianten liegt
und 1,8 kb umfasst (Kusch et al., 2002). Innerhalb dieses regulatorischen Elements sind
15 Bindestellen fur das T-Box-Gen brachyenteron (byn) nachgewiesen, das essentiell fur die
Entwicklung des embryonalen Enddarms ist und otp als direktes Zielgen aktiviert (Kusch et al., 2002).
Es ist unwahrscheinlich, dass die otp-RE-Expression im larvalen Enddarm von demselben
regulatorischen Element angeschaltet wird, sodass mindestens ein weiteres regulatorisches otp-
Enddarm-Element wihrend des Ubergangs vom Embryonal- zum Larvalstadium existent sein und
aktiv werden muss. Obwohl noch ein weiteres, mogliches regulatorisches Element identifiziert
wurde, wurde von Kusch et al. nur das beschriebene Enddarm-Element genauer untersucht (Uwe

Walldorf, personliche Mitteilung). Somit ware es sehr interessant, die Regulation der otp-RE-

Expression wahrend des embryonal-larvalen Ubergangs zu untersuchen.

Im larvalen Rektum tritt ein Unterschied zwischen der Otp-Expression und der otp"t®®*

-regulierten
Reporterproteinexpression auf (s. Abb. 4.10). Auch hier scheint die otp-Expression, dhnlich wie im
embryonalen Ventralnervensystem, posttranskriptionell reguliert zu werden, denn das
Reporterprotein ist nachweisbar, wahrend das Otp-Protein nicht zu sehen ist. Auch im larvalen
Gehirn ist solch ein Unterschied zu beobachten. Die Otp-Expression ist nur in den thorakalen

Segmenten zu sehen, wihrend die otp™*™"

-regulierte Reporterproteinexpression auch in den
abdominalen Segmenten nachweisbar ist. Das deutet darauf hin, dass die Otp-Farbung hier nicht
aufgrund eines Verlustes der entsprechenden Zellen fehlt, sondern dass tatsachlich eine
posttranskriptionelle Regulation von otp stattfindet. In den larvalen Hemispharen stellten sich die

Otp- und die Reporterexpression deckungsgleich dar.

Im Gegensatz zum Larvalstadium erwiesen sich sowohl im adulten Gehirn als auch im adulten

REGal4

Enddarm und Rektum die Otp- und die otp -regulierte Reporterproteinexpression als
deckungsgleich (s. Abb. 4.11). Das GFP-Reporterprotein zeigt die Axone der Otp-positiven Lineages.
Besonders hervorzuheben ist der innere antennocerebrale Trakt (iACT), der zum GroRteil aus den

Projektionsneuronen der Otp-positiven Lineages BAmv3, BAlc und BAlp4 gebildet wird und lber
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welchen olfaktorische Informationen aus den AL in die Calyx (CA) der MB und die LH weitergeleitet

werden.

Nachdem mittels in situ Hybridisierungen festgestellt wurde, dass otp-RE und otp-RC im Embryo
gewebespezifisch im Nervensystem (otp-RE) bzw. im Enddarm und den Analplatten (otp-RC)
exprimiert werden (Hildebrandt et al., 2020), konnte mithilfe des otp-RE-spezifischen Gal4-Stammes
sowohl eine Bestatigung der gewebespezifischen otp-RE-Expression im Embryo erhalten werden, als
auch ein weiterer Hinweis darauf, dass otp-RE in Larve und Fliege nicht mehr nur im Nervensystem,
sondern auch im Enddarm und Rektum exprimiert wird. Somit rundet die Analyse mithilfe des

REGal4

otp -Stammes die Untersuchung der otp-Transkriptexpression ab.

Der hergestellte otp®©®*

-Stamm kann in Zukunft auch fir die Missexpression von Genen in einem
otp-abhingigen Muster mithilfe des UAS/Gal4-Systems (Brand und Perrimon, 1993) verwendet
werden, oder in Kombination mit RNAi-Stammen der VDRC (Dietzl et al., 2007) und der Harvard

Universitat (Perkins et al., 2015), um Gene mithilfe des RNAi-Mechanismus herunterzuregulieren.

Diese Ergebnisse zeigen einstimmig, dass otp-RE in Larve und Fliege nicht mehr gewebespezifisch nur
im Nervensystem exprimiert wird, sondern zusatzlich auch im Enddarm und Rektum, wahrend otp-RC
weiter gewebespezifisch nur im Enddarm und Rektum nachweisbar ist. Der Verlust der Otp-RE-
Expression scheint nicht in einer dramatischen Veranderung des Enddarmes oder von
Gehirnstrukturen zu resultieren, hat aber moglicherweise Einfluss auf das olfaktorische System oder

auf weitere Prozesse im Gehirn, wie beispielsweise Lernen und Gedachtnis.

5.6 Interaktion der microRNA miR-252 mit otp

Im embryonalen Ventralnervensystem, im larvalen Hirnstamm und moglicherweise auch im larvalen
Rektum liegt eine posttranskriptionelle Regulation von otp vor (s. Abb. 4.5, 4.9 und 4.10). Urséachlich
hierflir konnte die Interaktion einer oder mehrerer microRNAs (miRNAs) mit otp sein. Die 21 bis 24 nt
langen miRNAs interagieren mithilfe ihrer individuellen, 2 bis 8 nt langen, sogenannten seed-Sequenz
groRtenteils mit der 3'UTR (O'Brien et al., 2018), seltener mit der 5'UTR (@rom et al., 2008) ihrer Ziel-
mRNA. Infolgedessen wird diese je nach Sequenziibereinstimmung abgebaut oder destabilisiert

(Bagga et al., 2005; Lim et al., 2005; Wu und Belasco, 2008).

Generell stehen verschiedenste Methoden zur Verfiigung, um miRNAs zu identifizieren und ihre
Expression nachzuweisen. Eine miRNA-Identifikation kann beispielsweise tber einen Northern Blot

oder die Klonierung und Sequenzierung kleiner RNAs erfolgen, die zum Beispiel aus sogenannten
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small RNA librarys, also bibliothekarischen Sammlungen kleiner RNAs, stammen kénnen (Berezikov et
al., 2011; Ruby et al., 2007). Durch in situ Hybridisierung auf primare miRNA Transkripte (Aboobaker
et al., 2005) oder reife miRNAs (Sokol und Ambros, 2005) kann die rdumliche und zeitliche Expression
von miRNAs, allerdings nicht ihre Aktivitdt untersucht werden. Innerhalb von Enhancer-Trap-
Experimenten kdnnen mithilfe von P-Elementen regulatorische Regionen von miRNAs identifiziert
werden, die teilweise viele kb von der miRNA-hairpin-Sequenz entfernt liegen kdnnen. So liegt ein
Promotor von bantam, der ersten in Drosophila nachgewiesenen miRNA (Brennecke et al., 2003),
14 kb (Peng et al., 2009), ein Promotor der miRNA 278 sogar 45 kb (Nairz et al., 2006) von der
jeweiligen hairpin-Sequenz entfernt. Ebenfalls ermoglicht die Herstellung von Enhancer-Reporter-
Transgenen, beispielsweise durch die Integration von Gal4 in einen miRNA-Lokus, eine Untersuchung
der Expression von miRNAs. Erstmals wurde diese Methode in Drosophila benutzt, um die Expression
der miRNA 278 zu untersuchen, die eine wichtige Rolle bei der Energiehomdostase spielt (Teleman et

al., 2006).

Um miRNA-Aktivitat in vivo zu beobachten, kdnnen genetisch codierte Sensoren verwendet werden.
Diese Sensoren funktionieren nach dem gleichen Prinzip, kdnnen aber unterschiedlich aufgebaut
sein. Fir den Nachweis der Kontrolle und Regulation des proapoptotischen Gens head involution
defective (hid) durch die miRNA bantam wurde beispielsweise ein GFP-Sensorkonstrukt verwendet,
das in allen Zellen exprimiert wurde (Brennecke et al., 2003). Dieses bestand aus einem Tubulin-
Promotor und GFP, das an eine 3'UTR mit zwei perfekten bantam-Interaktionssequenzen fusioniert
vorlag. Die Interaktion von bantam mit der 3'UTR des Sensors fiihrte zu einer Herunterregulation der
ubiquitdaren GFP-Expression in allen Zellen und Geweben, in denen bantam-Aktivitat auftrat.
Sensoren mit dem gleichen Aufbau wurden beispielsweise auch verwendet, um Zellen und Gewebe
zu identifizieren, die miRNA 14- (Varghese et al., 2010) sowie miRNA 12-, 283- und 304- (Friggi-Grelin
et al., 2008) positiv sind. So konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass eine miRNA 14-Aktivitat
in den insulinproduzierenden neurosekretorischen Zellen des adulten Drosophila-Gehirns vorliegt
und durch die Interaktion mit der direkten Ziel-mRNA des Zinkfingerproteins Sugarbabe die Insulin-
Produktion und der Metabolismus reguliert wird (Varghese et al., 2010). Den drei miRNAs 12, 283
und 304 konnte eine Funktion innerhalb des Hedgehog-Signalwegs nachgewiesen werden, wobei die
Sensor-Experimente anhand der Stdrke der GFP-Intensitdt auch Hinweise auf die Starke der

jeweiligen miRNA-Aktivitat gaben (Friggi-Grelin et al., 2008).

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die spezifische 3'UTR eines zu untersuchenden Gens
innerhalb des Sensor-Konstrukts mit der GFP-Sequenz zu fusionieren und so die Interaktion einer
spezifischen miRNA mit ihrer direkten in vivo Ziel-mRNA nachzuweisen (Bejarano et al., 2010). Hierzu

kann auBerdem mithilfe des UAS/Gal4-Systems (Brand und Perrimon, 1993) ein UAS-Konstrukt mit
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spezifischer miRNA innerhalb eines bestimmten Gewebes fehlexprimiert werden. Auf Grundlage
eines solchen Experiments konnte die miRNA 252 als einzige aus einer Gruppe potentiell
interagierender miRNAs als mit der 3'UTR von otp interagierend identifiziert werden (Hildebrandt,
2015). Hierbei wurde ein UAS-miR-252-Konstrukt im Hintergrund eines ubiquitdren GFP-Sensors mit
otp 3'UTR mithilfe des Treiberstammes en-Gal4 im posterioren Teil der Fligel-Imaginalscheibe
fehlexprimiert, woraufhin eine deutliche Reduktion der GFP-Intensitdt in diesem Bereich zu

beobachten war (Hildebrandt, 2015) (s. Abb. 2.10).

Eine Weiterentwicklung der beschriebenen, ubiquitdr exprimierten Sensoren stellen Sensoren dar,
die selbst mithilfe des UAS/Gal4-Systems zeit- und ortsspezifisch exprimiert werden (Schertel et al.,
2012). Hierzu beinhalten diese Sensoren anstatt des ubiquitdren Promotors UAS-Stellen in
Verbindung mit einem hsp70-Minimalpromotor, was in einem starken, durch Gal4 induzierbaren
Promotor resultiert und zudem eine eGFP-Sequenz fusioniert mit einer spezifischen 3'UTR (Schertel
et al., 2012). Auf Grundlage eines solchen Sensors basieren die Experimente zur Verifizierung der
Interaktionsstelle von miR-252 mit der 3'UTR von otp sowie zur Bestdtigung der Interaktion zwischen
beiden innerhalb dieser Arbeit. Gleichzeitig kann ein UAS-miRNA-Konstrukt im selben Muster

fehlexprimiert werden, sodass eine Interaktion nachgewiesen werden kann (Schertel et al., 2012).

Zur Bestatigung der Interaktion von miR-252 mit der 3'UTR von otp und zur Verifizierung der
Bindestelle wurden Fliegenstamme hinzugezogen, die Sensorkonstrukte im Genom tragen, innerhalb
derer die otp 3'UTR entweder wildtypisch, mit Mutation innerhalb der Bindestelle der seed-Sequenz
oder Deletion der gesamten Bindestelle vorliegt (s. Abb. 4.12). Unter Zuhilfenahme der
Treiberstdamme en-Gal4 und dpn-Gal4 konnten die Sensorkonstrukte in Kombination mit einem UAS-
miR-252-Konstrukt  erfolgreich  fehlexprimiert werden. Liegen alle drei Komponenten
Sensorkonstrukt, UAS-miR-252-Konstrukt und Gal4-Konstrukt vor, so werden eGFP und die
wildtypische oder modifizierte otp 3'UTR gemeinsam mit miR-252 im Gal4-vorgegebenen ortlichen
und zeitlichen Muster exprimiert. Bei Interaktion von miR-252 und der otp 3'UTR kommt es hierbei
zur messbaren Herunterregulation der eGFP-Expression. Zur Untersuchung wurden die
resultierenden Larven zur Prdparation der Fligel-Imaginalscheiben (im Falle der Kreuzung mit
en-Gal4) und der Gehirne (bei Benutzung von dpn-Gal4) bzw. zur Extraktion der RNA fir das folgende

gPCR-Experiment hinzugezogen.

Bereits die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der praparierten und fixierten Fligel-
Imaginalscheiben bzw. Gehirne zeigen eindeutig, dass miR-252 mit der otp 3'UTR interagiert
(s. Abb. 4.13 A-C und F-H). In beiden Fillen weisen die Gewebe, die das Sensorkonstrukt mit
wildtypischer otp 3'UTR enthalten, eine vergleichsweise schwache GFP-Intensitdt im durch den

jeweiligen Gal4-Stamm vorgegebenen Expressionsmuster auf. Die im selben Expressionsmuster co-
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exprimierte miR-252 interagiert also mit der der eGFP-Sequenz nachgeschalteten 3'UTR von otp,
sodass die eGFP-Expression behindert wird. Im Gegensatz dazu ist in Geweben mit Deletion-
enthaltendem Sensorkonstrukt eine starke GFP-Intensitat zu beobachten. Die GFP-Intensitdt in
Geweben mit Sensorkonstrukt mit Mutation von drei otp 3'UTR-Basen innerhalb der Bindestelle der
seed-Sequenz liegt im Mittelfeld der GFP-Intensitdten. Dieser visuelle Eindruck wird durch die
Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensitat mithilfe der gemittelten GFP-Intensitdaten von je
20 Aufnahmen pro Genotyp und Gewebe mittels Imagel) bestatigt (s. Abb. 4.13 D und I). Hierbei
weisen die GFP-Intensitaten der Gehirne einen deutlichen Anstieg von der wildtypischen Sequenz
Uber die Mutation-enthaltende Sequenz bis hin zur Deletion auf, wahrend die der Fligel-

Imaginalscheiben eine schwachere Steigung, allerdings in der gleichen Tendenz, zeigen.

Um die GFP-Expression auch auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde ein qPCR-Experiment mit
einem eGFP-bindenden Primerpaar durchgefiihrt (s. Abb. 4.13 E und J). Auch diese Untersuchung
bestatigt eine Interaktion der miR-252 mit der 3'UTR von otp, da beide Sensorkonstrukte mit
veranderter otp 3'UTR zu einer erhohten GFP-Expression fiihrten. Im Unterschied zu der GFP-
Intensitatsmessung anhand der Konfokalaufnahmen lassen die qPCR-Ergebnisse auf die hochste GFP-
Expression in Larven mit Mutation-enthaltendem Sensorkonstrukt schlieRen. Die Interaktion von
miR-252 mit der 3'UTR von otp wird hier zwar bestatigt, allerdings ist die Untersuchung auf visueller
Ebene in diesem Fall vermutlich aussagekraftiger, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die
Bindung von miR-252 an die mRNA des jeweiligen Sensorkonstrukts die cDNA-Synthese fiir die gPCR

beeinflusst.

Trotz der zufriedenstellenden Ergebnisse der mikroskopischen Beobachtungen und des qPCR-
Experiments weisen auch Untersuchungen auf Grundlage von GFP-Sensoren Nachteile auf. Zunachst
muss fur die Konstruktion des Sensors die reife miRNA-Sequenz bekannt sein, um eine
computergestiitzte Vorhersage treffen zu kénnen, welche 3'UTRs mogliche Zielsequenzen aufweisen
konnten. Computergestitzte miRNA-Ziel-mRNA-Vorhersagetools, wie TargetScan (Agarwal et al.,
2015), MIRZA (Khorshid et al., 2013) oder miRanda-mirSVR (Betel et al., 2010), bertcksichtigen unter
anderem Sequenz, Struktur und Hybridisierungsenergie der RNA-RNA-Bindung, eignen sich aber
weniger zur Identifikation unbekannter miRNAs. Des Weiteren konnte zwar bereits gezeigt werden,
dass die Uberexpression von miRNAs physiologisch relevante Ziel-mRNAs identifizieren kann
(Schertel et al., 2012), ein Nachteil solcher Uberexpressionsstudien im Zusammenhang mit miRNAs
konnte allerdings dennoch darin bestehen, dass miRNAs, die unnatirlich stark exprimiert werden,
auch nichtphysiologische Ziele binden konnten. Auflerdem bietet der Ansatz zwar eine gute
Visualisierung der miRNA-Aktivitat in vivo, hat aber aufgrund des relativ langsamen Umsatzes des

GFP-Reporters eine begrenzte Kapazitat fur die zeitliche Untersuchung der miRNA-Dynamik.
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Sowohl der ubiquitare GFP-Sensor (Brennecke et al., 2003) als auch der UAS-GFP-Sensor (Schertel et
al., 2012) scheinen durch die jeweiligen miRNAs deutlich starker herunterreguliert zu werden als der
otp 3'UTR-Sensor in dieser Arbeit. Die Unterschiede der Regulation der UAS-GFP-Sensoren ist in den
Ergebnissen von Schertel et al. bereits an den unpréaparierten Larven deutlich zu erkennen (Schertel
et al., 2012), wahrend in dieser Arbeit die Gewebe prapariert werden mussten, um einen
Unterschied in der GFP-Intensitdt zu erkennen (s. Abb. 4.13). Moglicherweise kénnte dafir der
sogenannte down-regulation Score mirSVR verantwortlich sein, der aufgrund von Sequenz und
Struktur der otp-mRNA fiir miR-252 auf -0,69 und somit auf Platz 374 innerhalb der Rangliste der Ziel-
mRNAs von miR-252 liegt (www.microrna.org, Stand 09.2017). Insgesamt werden miR-252
1965 potentielle Ziel-mRNAs mit mirSVRs von -2,98 bis -0,0009 zugewiesen, wobei die mRNA des
Gens CG13928, das bei der Regulation der Translation und der mRNA-Modifikation mitwirkt (Khan et
al., 2015), mit einem mirSVR von -2,98 auf Platz 1 der Rangliste steht (www.microrna.org, Stand

09.2017).

Neben GFP-Sensoren erfreuen sich auch Luciferase-Sensoren grofRer Beliebtheit. Diese enthalten
anstatt GFP eine Luciferase-Sequenz vor einer 3'UTR. Luciferase setzt als Enzym mit katalytischer
Aktivitat ein Substrat um, bei dessen Zerfall Biolumineszenz entsteht, sodass Luciferase durch Zugabe
des Substrats zum geeigneten Reporterprotein wird. Der Nachteil von Luciferase-Sensoren
gegenilber GFP-Sensoren besteht darin, dass Luciferase-Aktivitat erst nach Proteinextraktion aus der
Zellkultur oder einer Gewebepraparation nachgewiesen werden kann. Mithilfe von Luciferase-
Sensoren wurde beispielsweise eine direkte Interaktion der miRNAs 279 und 996 mit Insensible,
einem Inhibitor des Notch-Signalwegs, beobachtet (Kavaler et al., 2018). Weitere Luciferase-
Experimente dhneln von ihrem Grundgedanken her sehr der in dieser Arbeit durchgefiihrten GFP-
Sensor-Untersuchung. So wurden zum Nachweis der Interaktion und Bestdtigung der miRNA 263
Bindestelle Luciferase-Sensoren hergestellt, die entweder die wildtypische 3'UTR des Gens hid oder
die 3'UTR mit einer Mutation von zwei Nukleotiden beinhalten (Hilgers et al., 2010). Die
Luciferaseaktivitat wurde dann anhand der Biolumineszenz nachgewiesen, aber zusatzlich wurde das
MRNA-Level auch mithilfe einer gPCR untersucht (Hilgers et al., 2010). Ebenfalls konnte eine
Interaktion der miRNA 3 mit der 3'UTR des Transmembranproteins Van Gogh mithilfe von Luciferase-

Sensoren mit wildtypischer oder mutierter 3'UTR nachgewiesen werden (Zhou et al., 2018).

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung von miRNA-mRNA-Interaktionen mithilfe von Sensoren
besteht in der Verwendung von Pandan-Sensoren (Aw et al., 2016) oder FASTmir-Sensoren (Huang et
al., 2017), die beide auf dem RNA-Aptamer Spinach basieren. Das RNA-Gerist von Spinach formt eine
Bindestelle fiir den Fluorophor 3,5-Difluoro-4-Hydroxybenzyliden Imidazolinon (DFHBI), das erst nach

der Bindung an das RNA-Geriist zu fluoreszieren beginnt. Im Pandan-Sensor liegt Spinach so
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modifiziert vor, dass die DFHBI-Bindestelle erst durch die Interaktion einer spezifischen miRNA mit
einer ihr komplementaren, der DFHBI-Bindestelle benachbarten Sequenz so stabilisiert wird, dass
DFHBI binden kann (Aw et al., 2016). Der Nachteil der Pandan-Sensoren besteht darin, dass die
miRNA-mRNA-Interaktion nur nach RNA-Extraktion in vitro nachgewiesen werden kann (Aw et al.,
2016). Die Weiterentwicklung des Pandan-Sensors stellen FASTmir-Sensoren dar, mithilfe derer die
Konzentration von miRNAs oder anderer kleiner RNAs in vitro beobachtet werden und eine
Quantifizierung von miRNAs innerhalb aus Gewebe extrahierter RNA erfolgen kann (Huang et al.,
2017). FASTmir-Sensoren liegen je nach Anwesenheit der spezifischen miRNA in einem On- oder Off-
Zustand vor und konnen fur live-cell real-time Imaging kleiner RNAs und somit in vivo verwendet

werden (Huang et al., 2017).

Um zu lberprifen, wie sich die Otp-Expression im Gehirn bei einem Verlust von miR-252 darstellt,
wurden Otp-Immunfluoreszenzfarbungen an Embryonen sowie larvalen und adulten Gehirnen eines
miR-252 KO-Stammes (Chen et al., 2014) durchgefiihrt. Hierbei bestand die Vermutung darin, dass
ein Fehlen von miR-252 zu einer erhdhten Otp-Expression in den Otp-exprimierenden Geweben
fihrt. Ein besonderer Fokus lag dabei auf dem embryonalen Ventralnervensystem, in dem in zuvor
durchgefiihrten Experimenten eine posttranskriptionelle Regulation von otp gezeigt werden konnte
(s. Abb. 2.8 und Hildebrandt et al., 2020). Uberraschenderweise wiesen sowohl Gehirne und
Ventralnervensysteme der Embryonen als auch die larvalen Gehirne des miR-252 KO-Stammes eine
wildtypische Otp-Expression auf. Auch die Gehirnstrukturen, die in den verschiedenen Stadien
mithilfe von HRP-, Nrt- und Brp-Immunfluoreszenzfarbungen sichtbar gemacht wurden, zeigten keine
Auffalligkeiten. Moglicherweise tibernehmen aufgrund der hohen Redundanz in miRNA-Familien bei
einem Verlust von miR-252 andere miRNA-Familienmitglieder ihre Funktion (Alvarez-Saavedra und
Horvitz, 2010), oder andere, noch unbekannte miRNAs sind fiir die posttranskriptionelle Regulation
von otp zustdndig. Ein weiteres Familienmitglied der miR-252-Familie stellt beispielsweise miR-1002

dar, die eine wichtige Rolle bei der Thermotoleranz und bei Stressantworten spielt (Park et al., 2019).

Lediglich in einer definierten Region des adulten Gehirns im Expressionsbereich der Lineage DPLI3 ist
im miR-252 KO-Stamm ein Unterschied, allerdings ein Verlust der Otp-Expression, zu erkennen
(s. Abb. 4.14 F'). Es ist wahrscheinlich, den starksten Effekt des miR-252 Knockouts im adulten Kopf zu
beobachten, da die miR-252 Konzentration, die bereits im Embryo nachweisbar ist, wahrend der
Entwicklung stetig ansteigt (Marrone et al., 2012; Lim et al., 2018). MiR-252 ist die am starksten
exprimierte miRNA in der adulten Fliege, wobei die miR-252 Konzentration im adulten Kopf in
dreifacher Menge verglichen zum restlichen Korper vorliegt (Marrone et al., 2012). Die Tatsache,
dass der miR-252 KO-Stamm puppal letal ist (nicht gezeigt) und nur wenige, vergleichsweise groRe

Escaper-Tiere noch fir kurze Zeit das Schliipfen (iberleben, zeigt zusatzlich die Wichtigkeit von
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miR-252 fir die adulte Fliege. Wie bei dem Stamm miR-252 KO beobachtet, fiihrt der Verlust dieser
miRNA zu groReren, schwereren Fliegen, wogegen eine Uberexpression von miR-252 kleinere Fliegen
hervorruft (Lim et al., 2019). Aufgrund dessen wird eine Rolle von miR-252 innerhalb der
Wachstumskontrolle wahrend der Metamorphose vermutet (Lim et al., 2019). MiR-252 werden
aufgrund ihrer reichlichen und vielfadltigen moglichen Zielgene eine breite Auswirkung auf den
Organismus und das Beeinflussen von unterschiedlichen Funktionen zugeschrieben (Marrone et al.,
2012). In der embryonalen Nervensystementwicklung beispielsweise wird miR-252 in Neuroblasten,
Gliazellen und Neuronen hochreguliert (Menzel et al., 2019), weswegen otp als miR-252-Zielgen
durchaus wahrscheinlich ist. Innerhalb der Larve spielt miR-252 eine Rolle bei der Morphogenese der
Imaginalscheiben (Towler et al., 2015), wo auch die starkste miR-252-Expression in diesem
Entwicklungsstadium nachweisbar ist (Marrone et al., 2012). Weitere Funktionen werden miR-252
zum Beispiel wahrend der Zellteilung, Zellproliferation, Zellkommunikation und dem Zelltod sowie
beim Muskelbildungsprozess zugeschrieben (Marrone et al., 2012; Lim et al., 2018). In epithelialen
Tumorgeweben tritt miR-252 hochreguliert auf (Shu et al., 2017), genauso 60 Stunden nach einer
Infektion der Fliege mit Candida albicans (Atilano et al., 2017) und spielt somit auch eine Rolle bei

Krankheiten und Immunsystemantworten.

MiR-252 ist hochkonserviert in verschiedenen Spezies (Ibafiez-Ventoso et al., 2008; Ruby et al.,
2007). In hemimetabolen Spezies wie Blatella germanica nimmt miR-252 eine wichtige Rolle in
Wachstums- und Entwicklungsprozessen vor der Metamorphose ein (Rubio et al., 2012; Ylla et al.,
2017). Auch der humanen miR-252-homologen miRNA-Familie wird eine Rolle im Tumorgeschehen
zugesprochen. Die Drosophila-spezifische miR-252, dme-miR-252, weist eine Sequenzidentitdt von
etwa 80 % zu cel-miR-252, der miR-252 aus C. elegans, auf. So steht sie als potentieller
Tumorsuppressor in Verbindung mit verschiedenen Tumortypen, wie beispielsweise Lymphomen,
hepatozelluldren Karzinomen, Brustkrebs und nasopharyngealen Karzinomen (Ji et al., 2009; Kota et

al., 2009; Lu et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Aufgrund ihrer auRerordentlichen Relevanz fiir die adulte Fliege bleibt es weiterhin interessant, die
Funktionen von und Regulationen durch miR-252, auch im Zusammenhang einer Regulation von otp,
zu untersuchen. Hierflr ist auch denkbar, die otp-Expression, insbesondere im embryonalen

Ventralnervensystem, bei einem Verlust der gesamten miR-252 Familie zu beobachten.
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5.7 Die Expression und Regulation von DRx, hbn und erm

Die neuralen Transkriptionsfaktoren Drosophila Retinal Homeobox (DRx), Homeobrain (Hbn) und
Earmuff (Erm) sind ebenfalls wie Otp fir die Zellproliferation wahrend der Gehirnentwicklung von
Drosophila von groRer Bedeutung (Curt et al., 2019). Aus diesem Grund stellt es sich als sehr
interessant dar, die Expression und die Regulation dieser Gene zu untersuchen. Um solche Analysen
durchzufiihren, wurden Gen-spezifische Gal4-Treiberstamme generiert sowie Genetargeting-Stamme

hergestellt, die Deletionen einiger wichtiger Enhancerbereiche der drei Gene enthalten.

Die durch PhiC31-vermittelte Keimbahntransformation von vorher generierten DRx-, hbn- und erm-
Genetargeting-Stammen mit einem Gal4-Konstrukt hergestellten Treiberstimme DRx®™ (s. Abb.
4.15 A), hbn*°®* (s. Abb. 4.16 A) und erm*°*™ (s. Abb. 4.17 A) reprasentierten das komplette
Expressionsmuster des jeweiligen Gens (s. Abb. 4.15 B—G, Abb. 4.16 B-D und Abb. 4.17 B—E). Einzelne
Bereiche, in denen entweder nur das jeweils untersuchte Protein oder das Reporterprotein gezeigt
werden konnte, lassen sich vermutlich darauf zurickfiihren, dass eine zeitliche Verzégerung der
Reporterexpression verglichen zur Protein-Expression vorliegt, wobei beispielsweise das zu
untersuchende Protein wieder abgebaut wird, wahrend RFP oder GFP fortbestehen. Dieser Effekt ist

haufig bei Reportergenexperimenten zu beobachten.

In einer vorhergehenden Enhancer-Analyse wurden die acht erm-assoziierten Fragmente R9DO03,
R9D04, R9D05, R9D0O6, RODO8, ROD0OY, RID10 und RID11 im Detail mithilfe des UAS/Gal4-Systems
und eines GFP-Reporters analysiert (Pfeiffer et al., 2008). Lediglich das Fragment R9D05 im Intron
von erm flhrte zu keiner Gal4-Expression (Pfeiffer et al., 2008), weshalb nicht zu erwarten ist, dass
dem zunichst hergestellten Genetargeting-Stamm erm*®, in dem unter anderem der R9D05-Bereich
deletiert wurde, ein funktioneller erm-Enhancer fehlt. Alle weiteren Enhancer fihrten zu einer
Expression in definierten Regionen, vor allem im embryonalen, aber teilweise auch im larvalen und
adulten Gehirn von Drosophila (Pfeiffer et al., 2008). Somit scheint der aus erm“® hergestellte
Treiberstamm erm*°®* das vollstindige, normale Expressionsmuster von erm wihrend der
Entwicklung zu reprasentieren. Es existiert ein weiterer erm-Treiberstamm, 18B02 dFezf-GAL4, fiir
dessen Herstellung die codierende erm-Region des BAC-Klons BAC CH321-18B02 (BACPAC Resources
Center) mittels Rekombination (Sharan et al., 2009) durch Gal4 ersetzt und das Konstrukt auf dem
dritten Chromosom von Drosophila integriert wurde (Santiago et al., 2021). Dieser Stamm zeigt die
Erm-Expression in den Erm-exprimierenden Lamina L3 Neuronen (Kvon et al., 2014). Vermutlich
reprasentieren beide Stdamme die Erm-Expression gleichermaRen, allerdings ist es mit erm*0ca

moglich, die Reportergenexpression zumindest bis ins Larvalstadium auch im erm-mutanten

Hintergrund zu analysieren.
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Aufgrund der beobachteten Expressionsmuster kénnen die drei neu hergestellten Treiberstamme
DRx*™, hbn*°®™* und erm"°®®* in ZzZukunft fir Uberexpressions-, Herunterregulations- oder

Rettungsexperimente verwendet werden.

Zur Untersuchung der Regulation von DRx wurden drei Enhancer-Genetargeting-Stamme generiert,
in denen jeweils die DRx-spezifischen Enhancerbereiche 77F11, 77F06 oder 77F09 deletiert wurden
(s. Abb. 4.18) (Bachelorarbeit Bley, 2017; Bachelorarbeit First, 2019; Kl6ppel et al., 2021). AuRerdem
wurden  finf  Enhancer-Genetargeting-Stamme  mit  Deletionen der  hbn-spezifischen
Enhancerbereiche 35D05, 34G10, 35A03, hbn3'-Bereich sowie einer kombinierten Deletion der
beiden Enhancerbereiche 34G10 und 35A03 zur Analyse der hbn-Regulation hergestellt (s. Abb. 4.19)
(Bachelorarbeit Federspiel, 2016; Bachelorarbeit Wittling, 2017; Bachelorarbeit Findji, 2018;
Hildebrandt et al., 2022b). Zur Untersuchung der erm-Regulation wurden durch Genetargeting
hervorgerufene Deletionsstimme der erm-spezifischen Enhancerbereiche R9D08, R9D10, R9D11
sowie einer verkirzten Region von R9D11, genannt ROD11S, generiert (s. Abb. 4.20) (Bachelorarbeit
Kibel, 2019; Hildebrandt et al., 2021). Spezifische Enhancer-Deletionen durch Genetargeting haben
gegenliber RNAi-Herunterregulationen mit spezifischen Treiberstimmen den Vorteil, dass die
Deletionen neue gewebespezifische Allele reprasentieren, die einen definierten und
reproduzierbaren Phanotyp aufweisen. Eine Herunterregulation durch RNAi dagegen ist nicht so
effektiv und kann auch eine zeitliche Verzégerung durch die RNAi-Aktivierung mithilfe des UAS/Gal4-

Systems aufweisen.

Die DRx-Expression ist im embryonalen Gehirn in acht bis zehn Neuroblasten pro Hemisphéare sowie
in einigen anderen Zellen, wie beispielsweise den MB Neuroblasten und ihren Nachkommen, zu
beobachten (Kraft et al., 2016). Im larvalen Gehirn wird DRx in den Typ Il DM und DL Lineages sowie
dem dIPC und der Lobula exprimiert (Kloppel et al., 2021) und im adulten Gehirn im CCX und
weiteren Regionen, vor allem in der dorsalen Halfte des Gehirns (Kloppel et al., 2021). Der Stamm
77F11%° mit Deletion des DRx-spezifischen Enhancers 77F11 l3sst keine offensichtlichen
Veranderungen der DRx-Expression erkennen (s. Abb. 4.18 C und C', G und G'). Weniger deutliche
Verdnderungen des Musters konnten in einer detaillierteren Analyse mit spezifischeren Markern
entdeckt und nachgewiesen werden. Dennoch ist wahrend Enhancer-Analysen im Hinterkopf zu
behalten, dass eine gewisse Enhancer-Redundanz durch sogenannte shadow Enhancer bestehen
kann. Hierbei handelt es sich um zwei Enhancer, die fiir das gleiche Expressionsmuster sorgen und
somit Uberlappende Funktionen aufweisen (Hong et al., 2008; Perry et al., 2010 und 2012). Die
Deletion eines Enhancers sorgt in diesem Fall nicht fiir einen offensichtlich abweichenden Phanotyp
(Montavon et al., 2011; Cretekos et al., 2008), da einer der beiden Enhancer den Effekt, der durch

den Verlust des anderen Enhancers entsteht, abpuffern kann (Cannavo et al., 2016). Viele Gene von
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Drosophila haben zusatzliche zweite regulatorische Elemente mit sehr ahnlichem Potential, von den

entsprechenden Transkriptionsfaktoren gebunden zu werden (Hong et al., 2008).

Im Gegensatz zu 77F11%° weist der Stamm 77F06C deutliche Effekte im embryonalen und larvalen
Gehirn auf, wo eine Desorganisation der DM Lineages sowie ein Verlust von DRx in der Lobula zu
beobachten sind (s. Abb. 4.18 D und D', H und H'). Der Genetargeting-Stamm 77F09%° stellte sich
unerwarteter Weise als embryonal letal dar, da ein Enhancer-Defekt normalerweise nicht zur
Letalitat flhrt. In diesem Stamm kam es offenbar aufgrund der ungiinstigen Integrationsstelle des
Targetingkonstrukts zu diesem Effekt, da nach der Flippase-induzierten Rekombination des
Konstrukts einige P-Element-Sequenzen innerhalb der Integrationsstelle zuriickbleiben, was an
kritischen Stellen zu Letalitdt fihren kann. Somit konnten fir diese Enhancer-Deletion nur
Embryonen betrachtet werden, die einen dhnlichen Effekt wie die Gehirne der 77F06"°-Embryonen

mit noch etwas weniger DRx-Expression aufwiesen (s. Abb. 4.18 E und E').

Hbn wird im embryonalen Gehirn in spezifischen Regionen des Protocerebrums in Neuroblasten,
GMCs, Neuronen und den MB Vorlauferzellen exprimiert (Kolb et al., 2021) und im larvalen Gehirn in
allen DM und DL Lineages sowie in der optischen Lobe und der Lobula (Hildebrandt et al., 2022b). In
der optischen Lobe ist Hbn Teil einer zeitlichen Aktivierungs-Abfolge von Transkriptionsfaktoren, in
der Hbn den Transkriptionsfaktor Sloppy paired 1 aktiviert (Konstantinides et al., 2022). Hbn reguliert
aber auch Faktoren, die fiir die Generation neuronaler Zellen benétigt werden (Konstantinides et al.,

2022).

Die zundchst untersuchten Enhancer-Fragmente von hbn sind in upstream-, intronischen und
downstream-Regionen des Gens lokalisiert (Hildebrandt et al., 2022b). Eine Studie im Embryo zeigte,
dass 30 % der Enhancer von Drosophila upstream, 22 % downstream und 36 % in Introns positioniert
sind, wahrend 12 % aller Enhancer weiter entfernt im Genom liegen (Kvon et al., 2014). Somit
kdnnten auch fiir hbn noch weitere Enhancer existieren. Dennoch haben die untersuchten Enhancer
das Hbn-Expressionsmuster groRtenteils abgedeckt, sodass die Genetargeting-Stimme mit den
Deletionen der ausgewahlten hbn-Enhancer generiert wurden (Hildebrandt et al., 2022b). Die Effekte
der Enhancer-Deletionen sind vor allem im embryonalen Gehirn gut zu beobachten, wobei alle
Genetargeting-Stimme eine Reduktion der supraoesophagealen Gehirnkommissur (SEK),
Veranderungen der protocerebralen Konnektive (PCN) und eine leichte Reduktion der GréRe des
Protocerebrums zeigten, was typische Phanotypen fiir hbn-Mutanten darstellen (s. Abb. 4.19 B-G).
Zur Generierung der SEK streben Vorspriinge der Hemispharen entlang der Mittellinie aufeinander zu
und formen eine interhemispharische Zellbriicke (Therianos et al., 1995). Die Axone der sogenannten
Fasertrakt-Grindungscluster formen Pioniertrakte, wofiir zunadchst die Cluster P2l und P2m gebildet

werden (Nassif et al., 1998), was in Abhangigkeit des Enhancers 35A03 geschieht. Wenn die 35A03-
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Enhancer-Region fehlt, bilden sich trotzdem andere Trakte (s. Abb. 4.19 E), was dafir spricht, dass
diese davon unabhangig sind und die Generierung eines Trakts nicht nétig ist, um den folgenden

Trakt herzustellen.

Bei einer Deletion der 35A03-Region in Kombination mit dem Enhancer 34G10 ist ein additiver Effekt
auf die Kommissur-Bildung, die PCN und die GehirngroRRe zu beobachten (s. Abb. 4.19 F). Eine groRRe
Enhancer-Deletionsstudie in der Maus, wobei 23 Enhancer, die fur die Extremitaten-Entwicklung
vonnoten sind, deletiert wurden, zeigte, dass Deletionen von einzelnen Enhancern nicht zu
erkennbaren Phanotypen flihrten, wahrend Deletionen von Enhancer-Paaren deutliche Phanotypen
hervorriefen (Osterwalder et al., 2018). Diese Beobachtungen bezlglich der Deletion von zwei

Enhancern in Kombination sprechen fiir die funktionelle Redundanz von Enhancern.

Im larvalen Gehirn des Stammes 35A03C ist keine Hbn-Expression in der Lobula zu beobachten
(s. Abb. 4.19 1). Da die Hbn-Expression in der optischen Lobe zu verschiedenen Zeiten und in
verschiedenen Zelltypen stattfindet, ist es hier schwieriger, Effekte der Enhancer-Deletionen zu
Uberprifen, was moglicherweise in Immunfluoreszenzfarbungen mit spezielleren Markern
vereinfacht werden kann. Interessanterweise fihrte keine der Enhancer-Deletionen zu Letalitat, was
aufgrund der enormen Wichtigkeit von Hbn fiir die Generierung der SEK zu vermuten gewesen ware.
Diese Beobachtung spricht flur die bereits genannten shadow Enhancer, wodurch die fur hbn-
Mutanten typische diinne Kommissur, die durch die Enhancer-Deletionen hervorgerufen wird, so

kompensiert werden kdnnte, dass das Adultstadium erreicht werden kann.

Die am besten analysierte Funktion von Erm ist die Funktion wahrend der INP (intermediare neurale
Vorlauferzelle)-Reifung (Weng et al., 2010; Bowman et al., 2008). Typ Il Neuroblasten durchlaufen im
larvalen Gehirn wiederholte asymmetrische Teilungen, um unreife INPs zu generieren, die innerhalb
ihres 8- bis 10-stiindigen Reifeprozesses nur eingeschranktes Entwicklungspotential erhalten (Bello et
al., 2008; Boone und Doe, 2008; Bowman et al., 2008; Janssens und Lee, 2014; Weng und Lee, 2011),
das von der schnellen Aktivierung von Erm abhéangt (Janssens et al., 2017). In den Neuroblasten halt
die Histondeacetylase Hdacl (Histondeacetylase 1), auch Rpd3 (Reduced potassium dependency 3)
genannt, den erm-Enhancer R9D11 noch in einem inaktiven Zustand (Janssens et al., 2017). Auch die
Transkriptionsrepressoren und Neuroblasten-Selbsterneurungsfaktoren Klumpfuss (Klu), Deadpan
(Dpn) und Enhancer of split my (E(spl)my) binden R9D11 in Typ Il Neuroblasten und férdern so
gemeinsam mit Hdacl dessen Selbsterneuerung, indem sie eine vorzeitige Aktivierung von erm
verhindern (Janssens et al., 2017; Li et al., 2017; Zacharioudaki et al., 2012). Gleichzeitig bindet auch
der Transkriptionsaktivator Pointed P1 (Pnt P1) an R9D11 und fordert seine Aktivierung (Janssens et
al., 2017), was im Neuroblasten allerdings noch durch Notch unterdriickt wird (Li et al., 2016).

Wahrend der Teilung des Neuroblasten segregieren der Tumorsuppressor Brain tumor (Brat) und der
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Notch-Inhibitor Numb asymmetrisch in die unreife INP und regulieren dort die Funktion der
Neuroblasten-Selbsterneuerungsfaktoren Klu, Dpn und E(spl)my herunter (Berger et al., 2012,
Haenfler et al., 2012; Janssens et al., 2014; Komori et al., 2014; Xiao et al., 2012). Diese
Abschwachung der bisherigen Repressoraktivitat findet innerhalb von zwei Stunden nach der
asymmetrischen Teilung des Neuroblasten und der Entstehung der unreifen INP statt, wodurch die
Acetylierung mehrerer Histonproteine durch die Histon-Acetyltransferasen (HATs) Tip60 und HBO1
und die schnelle Aktivierung der Erm-Expression durch Pnt P1 erméglicht wird (Janssens et al., 2017).
AnschlieBend unterdriickt Erm die Expression von Pnt P1 und der O-Isoform von grainy head (grh0O),
die Transkriptionsaktivatoren von Neuroblasten darstellen (Janssens et al., 2017). So wird eine
schnelle Einschrankung des Entwicklungspotentials der unreifen INP nach der asymmetrischen
Teilung des Neuroblasten ermdoglicht und verhindert, dass die unreife INP wieder Neuroblasten-
Schicksal einschlagt (Janssens et al., 2017). Gleichzeitig zur Erm-Expression ist in der unreifen INP
auch der Brahma-Komplex aktiv, der einen ATP-abhdngigen Chromatin-Remodellierungsfaktor der
SWI/SNF (switching defective and sucrose nonfermenting) Familie in Drosophila darstellt. Mitglieder
der SWI/SNF Familie spielen eine zentrale Rolle in der transkriptionellen Regulation bei Eukaryoten
(Mohrmann et al., 2004), da sie die Zuganglichkeit von DNA-Bindestellen fiir transkriptionelle
Regulatoren kontrollieren. Der Brahma-Komplex bildet entweder mit der assoziierten Untereinheit
Osa den sogenannten BAP-Komplex oder mit den Untereinheiten Bap170 und Bap180 den PBAP-
Komplex (Carrera et al., 2008). Der BAP-Komplex schrankt gleichzeitig mit Erm das
Entwicklungspotential unreifer INPs ein, indem er ihre Reaktion auf die Neuroblasten-
Selbsterneuerungsfaktoren abschwacht (Janssens et al., 2014). Die BAP-Kompex-Komponente Osa
induziert ein Transkriptionsprogramm, das wahrend der Entwicklung der Lineages die zeitliche
Musterung einleitet, die Selbsterneuerung begrenzt und die Dedifferenzierung verhindert (Eroglu et
al., 2014). So wird eine Generierung differenzierter Zellen sichergestellt und der Formierung von
Tumor-initiierenden Stammzellen aus Vorlduferzellen vorgebeugt (lanssens et al., 2014). In
Mutanten ohne Erm-Funktion entwickeln sich die unreifen INPs spontan in sogenannte
supernumerary (engl. tiberzahlig) Typ Il Neuroblasten zuriick, wahrend eine Fehlexpression von Erm
eine vorzeitige Neuroblasten-Differenzierung auslost (Janssens et al., 2014; Li et al., 2016; Weng et
al., 2010). Reife INPs treten anschlieBend wieder in den Zellzyklus ein und durchlaufen fiinf bis sechs
Runden asymmetrischer Teilungen, um differenzierende INP- und GMC-Tochterzellen zu generieren

(Bayraktar und Doe, 2013; Viktorin et al., 2011).

Erm Gbt auBRerdem eine Funktion im visuellen System von Drosophila aus. In der Medulla verbinden
sich Neurone mit den zehn Schichten M1-M10, wobei M1-M6 die inneren und M8—M10 die duRReren
Schichten bilden, wahrend M7 die Zwischenschicht darstellt (Fischbach und Dittrich, 1989). Die

Medullaschichten bekommen direkten Input der Photorezeptoren R7 und R8, die UV- und blau/griin-
139



sensitiv sind, und auflerdem von den Lamina-Neuronen L1-L5 sowie indirekten Input von den
restlichen Photorezeptoren R1-R6 (Fischbach und Dittrich, 1989). Die Photorezeptoren R7 und R8
sowie die Lamina-Neurone innervieren Uber ihre Axone jeweils bestimmte Medullaschichten und
bilden Synapsen mit Medullaneuronen, die die Informationen prozessieren und zu hohergelegenen
Gehirnzentren weiterleiten. Die Medullaschicht M3 wird spezifisch von Axonen der Lamina-Neurone
L3 sowie der Photorezeptoren R8 innerviert, was durch Erm gesteuert wird (Peng et al., 2018). Erm
wird in den L3 Neuronen exprimiert und vermittelt iber Dpr (Defective proboscis extension
response)-Zelloberflachenproteine die M3-Schichtspezifitat der L3-Neurone, ist dort aber auch fiir die
Netrin-Proteinexpression erforderlich (Peng et al., 2018; Nakamura et al., 2002; Tan et al., 2015).
Dpr-Zelloberflichenmolekiile werden von den Lamina-Neuronen exprimiert und binden an Dpr-
interagierende Zelloberflaichenmolekiile (DIPs), die von den synaptischen Zielen in der Medulla
exprimiert werden und so zur synaptischen Spezifitat beitragen (Tan et al., 2015; Carrillo et al., 2015;
Ozkan et al., 2013). Das L3-exprimierte Sekretionsmolekiil Netrin ist wiederum fiir die M3-spezifische
Innervierung der R8 Photorezeptor-Axone notig (Pecot et al., 2014; Timofeev et al., 2012). Innerhalb
der M3-Schicht bilden die L3- und R8-Axone Synapsen mit den Dendriten der transmedullaren
Neurone 9 (Tm9) (Gao et al., 2008; Takemura et al., 2013 und 2015), die als Projektionsneurone die
Informationen aus der Medulla zum Lobula-Neuropil Gbermitteln. Auch fiir diese Konnektivitat von
den L3- bzw. R8-Axonen zu den Tm9-Neuronen ist Erm zumindest teilweise erforderlich (Peng et al.,

2018).

Die Analyse der erm-Enhancer-Genetargeting-Stamme zeigte Phanotypen, die typisch fir den Verlust
der erm-Funktion sind (s. Abb. 4.20). Ein Verlust der Erm-Funktion in der Larve flhrt durch eine
zehnfache Zunahme von Neuroblasten zu stark vergroRerten Gehirnhemispharen (Weng et al.,
2010), was sich je nach deletierter Region mehr oder weniger deutlich auspragt (s. Abb. 4.20 C-F).
R9D08"°-Hemispharen zeigen zwar keinen groRen Unterschied zum wildtypischen Vergleich, aber
eine fehlende DRx-Expression in der Region der MBs, was auf einen Verlust dieser hindeuten kdnnte
(s. Abb. 4.20 C, weiRer Pfeil). In larvalen Gehirnhemisphiren des Stammes R9D10%° ist die Prasenz
von zahlreichen zusatzlichen Neuroblasten und Lineages, vor allem in der optischen Lobe, zu
beobachten (s. Abb. 4.20 D). Der Stamm R9D10*° wird sich in Zukunft besonders auch fir die
Untersuchung der Erm-Funktion im adulten Gehirn eignen, da trotz eigentlich larvaler Letalitat einige
Tiere das Adultstadium als Escaper erreichen und fir Experimente zur Verfliigung stehen. In einer
ersten  Untersuchung durch Immunfluoreszenzfarbung mit Brp, das die adulten
Gehirnkompartimente verdeutlicht, stellte sich das adulte ROD10*°-Gehirn mit starker VergroRerung
im Bereich des SLPs dar (s. Abb. 4.20 H), was sicherlich durch Farbungen von weiteren Markern
spezifiziert werden kann. Larvale R9D11*°- und R9D11S*°-Hemisphiren zeigten eine starke

Uberproliferation sowie eine deutliche Desorganisation der Typ Il Lineages (s. Abb. 4.20 E und F). Die
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deutlichste VergroRerung der larvalen Hemisphire war dabei im Stamm R9D11S*° zu beobachten

(s. Abb. 4.20 F).

Generell kdnnte in Zukunft eine detailliertere Analyse der betrachteten Enhancer mit spezifischen
Markern stattfinden, um eine bessere Einsicht in die Funktion des jeweiligen Enhancers zu erlangen
und auBerdem zu beobachten, wie verschiedene Enhancer miteinander kooperieren, um die DRx-,
hbn- oder erm-Expression raumlich und zeitlich zu aktivieren. Hierzu kénnte es auch interessant sein,
die Effekte der Enhancer-Deletionen ebenfalls in frilheren Entwicklungsstadien zu untersuchen, um
zu Uberprifen, zu welchem Zeitpunkt die Phanotypen sichtbar werden und ab wann in der
Entwicklung sie vollstandig etabliert sind. Durch die attP-Site, die mit dem Genetargeting-Vektor
innerhalb der Deletion eingebracht wurde, sind auBerdem auch Rettungsexperimente moglich, es
kénnen kirzere Enhancer-Fragmente integriert werden oder auch modifizierte Enhancer-Fragmente
mit Teil-Deletionen oder Bindestellen-Mutationen. Auch homologe Fragmente anderer Drosophila-

Spezies kénnten integriert und untersucht werden.
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6.4 Abkiirzungsverzeichnis

%
% (v/v)
% (w/v)

AP-Musterung
APS
AS
aSAP
ATG
attB
attL
attP
attR
BA
BAla
BAlc
BAlp
BAmv
BAP
BC
BCIP

Prozent

Volumenprozent (volume per volume)
Gewichtsprozent (weight per volume)

Grad Celsius

wildtypisches Chromosom

unendlich

weiblich (mit oben aufgesetztem Halbkreis: Jungfrau)
mannlich

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Abdominalsegmente

Adenin

Abbildung

adrenocorticotropes Hypophysen-Hormon

auffullen auf

antidiuretisches Hormon

anterodorsaler Neuroblast

adipokinetisches Hormon

Antennale Lobe des adulten Gehirns

Antennales mechanosensorisches und Motorzentrum des adulten Gehirns
Ampicillin

anterior optical tubercle des adulten Gehirns
Alkalische Phosphatase

Analplatten

anterior-posteriore Musterung
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure(n)

anteriores Portal des anterioren SOG

Adenin Thymin Guanin (DNA-Sequenz des Start-Codons)
bakterielle Attachment-Site

linke Attachment-Site

Phagen-spezifische Attachment-Site

rechte Attachment-Site

basales anterior-antennales Kompartiment des larvalen Gehirns
baso-anteriore Lineages, anterior-laterale Subgruppen
baso-anteriore Lineages, caudo-laterale Subgruppen
baso-anteriore Lineages, postero-laterale Subgruppen
baso-anteriore Lineages, ventro-mediale Subgruppen
Brahma-assoziierte Proteine

basal-zentrales Kompartiment des larvalen Gehirns
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
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BL

BLD
bp
bHLH
BLAd
brat
Brn2
Brp
BU
byn

C

C. elegans
C-terminal/COOH
CA
CA
CaCl,
cc
CCX
cDNA
CD8
cel
CF
Chr.
CL
cOTP
CPI

CPL

CPLd
CPM

crb
CRH
CRISPR
CRZ
Ct
CyO

D

D1

DA
DAL
DAM
DC
deion.

Bloomington Stock Center (in Verbindung mit einer Nummer als
Stammbezeichnung)

basal lateral dorsal (Region im embryonalen Gehirn)
Basenpaare

basic Helix-Loop-Helix

anteriore baso-laterale Lineages, dorsale Subgruppe
brain tumor

Synonym fiir Pou3f2 (POU Domane Klasse 3 Transkriptionsfaktor 2)
Bruchpilot

bulb des adulten Gehirns

brachyenteron

Cytosin

Caenorhabditis elegans

Carboxyl-terminal

Calyx des Pilzkorpers des adulten Gehirns

Corpora allata

Calciumchlorid

Corpora cardiaca

central complex (Zentralkomplex des adulten Gehirns)
complementary DNA (komplementare DNA)

Cluster of Differentiation 8 (Transmembranglykoprotein)
Caenorhabditis elegans Genbezeichnung

zystische Fibrose

Chromosom

clypeolabrale Region

cytoplasmatisches OTP

central postero-intermediate compartiment (zentrales postero-intermediares

Kompartiment des larvalen Gehirns)

central postero-lateral compartiment (zentrales postero-laterales
Kompartiment des larvalen Gehirns)

dorsaler Bereich des CPL im larvalen Gehirn

central postero-medial compartiment (zentrales postero-mediales
Kompartiment des larvalen Gehirns)

crumbs

Corticotropin releasing Hormon

clustered regularly interspaced short palindromic repeats

Corazonin

Cycle threshold

Curly of Oster (phanotypischer Marker: nach oben gebogene Fliigel)
Durchfluss (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
Otp-Expressionsdomane im Deutocerebrum des embryonalen Gehirns
dorsal-anteriores Komartiment des larvalen Gehirns

dorso anterior lateral (Region im embryonalen Gehirn)

dorso anterior medial (Region im embryonalen Gehirn)
Deutocerebrum

deionisiert

175



Del
DFHBI
DH44
DH44n
Dig
DIP
dIPC
DILP
DL
DLP
DM
dme
DNA
DNase
dNTP
Dom
DP
DPLc
DPLc
DPLI
DPM
dpn
dpr
DRx
ds
Dscam
Dsx
dT
E.coli
E

EB
ED
EDTA
eGFP
EGTA

EMS

en
E(spl)my
etal
erm

F1

F2

Fasll

FB

Fezf2

Deletion

3,5-Difluoro-4-Hydroxybenzyliden Imidazolinon
diuretisches Hormon 44

DH44-produzierende Neurone

Digoxigenin

Dpr-interagierende Proteine

dorsales inneres Proliferationszentrum

Drosophila Insulin-like Peptid

dorsolateral

dorsal-lateral-protocerebrale Zellen

dorsomedial

Drosophila melanogaster Genbezeichnung
desoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure)
Desoxyribonuklease

Desoxynukleosidtriphosphat

Domino

dorsal-posteriores Kompartiment des larvalen Gehirns
dorso posterior lateral (zentral) (Region im embryonalen Gehirn)
laterale dorso-posteriore Lineages, zentrale Subgruppen
laterale dorso-posteriore Lineages, laterale Subgruppen
dorso posterior medial (Region im embryonalen Gehirn)
deadpan

defective proboscis extension response

Drosophila Retinal Homeobox

doppelstringig

Downsyndrom-Zelladhasionsmoleki

Doublesex

Desoxythymidin

Escherichia coli

Elution (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
Ellipsoid Body des adulten Gehirns

Enddarm

ethylenediaminetetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsdure)
enhanced GFP

ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid
(Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsdure)
Ethylmethansulfonat

engrailed

Enhancer of split my

et alii/et aliae (lateinisch ,und andere’)

earmuff

Filialgeneration 1

Filialgeneration 2

Fasciclin Il

Fan-shaped Body des adulten Gehirns

FEZ Familie Zinkfinger 2 Protein
176



FGF8
FITC
FK
for
FRT
FSH

o

GFP
GH
GHRH
GMC
GnRH
grhO
GST
GT

H2B
H,0
HAT
hbn
HCI
Hdacl
hid
HRP
HS
hsa
hsp
HybMix
iACT

Indel
INP

IPC
IPTG
Isl1
ITP
ITPn
I\

Fibroblast growth Faktor 8 Protein
Fluorescein-5-isothiocyanat
Frontalkommissur

forward

Flippase Recognition Target (Flippase Erkennungssequenz)
follikelstimulierendes Hormon

Gramm

Gliazelle

Guanin

griin fluoreszierendes Protein
Wachstumshormon (Growth Hormone)
Wachstumshormon Releasing Hormon
Ganglionmutterzelle

Gonadotropin releasing Hormon

grainy head (O-lsoform)
Glutathion-S-Transferase

Genetargeting

Stunde(n)

Hemisphéren

Histon 2B

Wasser

Histon-Acetyltransferase

homeobrain

Chlorwasserstoffsdure, Salzsaure
Histondeacetylase 1

head involution defective
horseradishperoxidase (Meerrettichperoxidase)
Hirnstamm

Homo sapiens Genbezeichnung
Hitzeschockprotein

Hybridisierungslosung

innerer antennocerebraler Trakt
Immunglobulin G

Insertionen und Deletionen

intermediate neural progenitor (intermediare neurale Vorlauferzelle)
inferior Protocerebrum des adulten Gehirns
Insulin-produzierende Zellen
Isopropyl-B-D-tiogalactopyranosid

ISL LIM Homeobox 1

lonentransport-Peptid

ITP-produzierende Neurone

juveniles Hormon

Kommissur

Hbn-Expressionsdomane im Kommissur-assoziierten Bereich des
embryonalen Gehirns

Kontrolle (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
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KAc
kb
KCl
kDa
klu
KO
KOH

L1-L5
L3
La
lac
LAL
LB
LiCl
LH
LH
Lhx5
LN
InB
LNC
Lo
loSL
loVi

M1-M10
mACT
MB

MCS

Me

MD

MD SA
mg
MgCl,
MgSO,
Mhc

min
miR/miRNA
ml

ML

mM
MNC

Lysin

Kaliumacetat

Kilobasenpaare

Kaliumchlorid

Kilodalton

klumpfuss

Knockout

Kaliumhydroxid

Liter

Hbn-Expressionsdoméane im lateralen Bereich des embryonalen Gehirns
Lamina-Neurone 1-5

Larvalstadium 3

Lamina

Lactose

laterale Accessorylobe des adulten Gehirns
Luria-Bertani Medium

Litiumchlorid

Laterales Horn des adulten Gehirns
luteinisierendes Hormon

LIM Homeobox 5

lokale Interneurone

lateraler Neuroblast

laterale neurosekretorische Zellen

Lobula

longitudinales superior-laterales Faszikel
intermediales ventral-longitudinales Faszikel
Marker

Mol

Hbn-Expressionsdomdne im medialen Bereich des embryonalen Gehirns
Medullaschichten 1-10

medialer antennocerebraler Trakt
Mushroom Body (Pilzkérper)

Multiple Cloning Site

Medulla

Mitteldarm

mandibulare suboesophageale anteriore Domane
Milligramm

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Myosin heavy chain

Minuten

microRNA

Milliliter

mediale Lobe des Pilzkérpers des adulten Gehirns
Millimol

mediale neurosekretorische Zellen
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MnCl,

MOPS

mRNA

Mut

N
N-terminal/NH,
NaCl
Na,HPO,(2H,0)
NaH,P0O,(H,0)
NaOH

NB

NBT

NCC

neurogl

NFI

ng

NI

Nkx2.1

Nkx2.2

NO

noRT

nOTP
NP
Nrt
NSC
nt
OACT
OAR
oD
oL
Olig2
ORN
ORR
otp/Otp
P

P

P1, P2

P2l
P2m
PAT
Pax6
PB
PBAP
PBS

Mangan(ll)-chlorid

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

messenger RNA

Mutation

Neuron

Amino-terminal

Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Neuroblast

Nitroblautetrazoliumchlorid

Nervii Corpora Cardiaca

neurogenin 1

Neurofibromatose Typ |

Nanogramm

nach Induktion (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
NK2 Homeobox 1 Protein

NK2 Homeobox 2 Protein

Noduli des adulten Gehirns

gPCR Kontrollreaktion ohne Reverse Transkriptase wahrend der cDNA-
Synthese

nukledres OTP

Neuropil

Neurotactin

neurosekretorische Zellen

Nukleotid

outer antennocerebral tract (dullerer antennocerebraler Trakt)
Otp, Aristaless, Rx (Doméne)

optische Dichte

optische Lobe(n)

Oligodendrocyte Transcription Factor 2

olfaktorische Rezeptorneurone

optic recess region

orthopedia/Orthopedia

Peduncle des Pilzkdrpers des adulten Gehirns

Pellet (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
Otp-Expressionsdomanen 1 und 2 im Protocerebrum des embryonalen
Gehirns

Pioniertrakt-Griindungscluster 2, lateral
Pioniertrakt-Griindungscluster 2, medial

Primdre Axontrakte

paired box 6 Protein

protocerebrale Briicke des adulten Gehirns

Polybromo Brahma-assoziierte Proteine

Phosphat buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
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PBT 1x PBS mit 0,1 bis 0,2 % Tween20 (je nach Methode)

PBX 1x PBS mit 0,2 % Triton-X100

PC Protocerebrum

PCN protocerebrale Konnektive

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PD proximal-distale Lineages

PEM PIPES-EGTA-MgSO, Puffer

PFA Paraformaldehyd

pg Pikogramm

pH potentia hydrogenii (Potential des Wasserstoffs)

Pl Pars intercerebralis

PIPES Piperazine-N,N'-bis(2-Ethansulfons&ure)

PL Pars lateralis

PLP posterolaterales Protocerebrum des adulten Gehirns
pMol Pikomol

PN Projektionsneurone

pnt P1 pointed P1

PONP perioesophageales Ganglion des adulten Gehirns
prd paired

pre-miRNA precursor-miRNA (Vorlaufer-miRNA)

pri-miRNA primares Transkript der miRNA

PTG Prothoraxdrise

PY Pylorus

Q Glutamin

gPCR guantitative Polymerasekettenreaktion

R1-R8 Photorezeptoren

RbCl Rubidiumchlorid

RE Rektum

rev reverse

RFP rot fluoreszierendes Protein

RISC RNA-induced Silencing Complex

RN Rekurrenznerv

RNA ribonucleinacid (Ribonucleinsaure)

RNase Ribonuklease

Rpd3 Reduced potassium dependency 3

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RQ relative quantification (relativer Expressionsunterschied)
RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkription

Rx Retinal Homeobox Protein

S Serin

S Sonikat (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
S Sporn des Pilzkorpers des adulten Gehirns

s Sekunden

SAG Supraoesophageales Ganglion

SAT Sekundadre Axontrakte
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Sb

Sco
SDS
SEK
Ser
Shh
Sim1
Sim2
SIP

SLP
SMP
SOC
SOG
spez.
SPV
SSC
Su(H)
SWI/SNF
T

T
TA-Klonierung
Tab.
TAE
Taq

Tb

TC
TCEP
TE
TEMED
TGFB

TK
TM3/TM6
Tm9
TNB
TRH
Tris
tRNA
trSl
trSP
TSH
u

U
UAS
UTR
uv

Stubble (phanotypischer Marker: kurze Borsten)

Scutoid (phanotypischer Marker: teilweise fehlende Borsten)
sodiumdodecylsulfate (Natriumlaurylsulfat)
supraoesophageale Kommissur

Serrate (phanotypischer Marker: eingekerbte Fligel)

Sonic Hedgehog Protein

Single-minded 1 Protein

Single minded 2 Protein

intermediares superior Protocerebrum des adulten Gehirns
laterales superior Protocerebrum des adulten Gehirns
mediales superior Protocerebrum des adulten Gehirns
Super Optimal Broth (optimales Nahrmedium fir Bakterien)
Suboesophageales Ganglion

spezifisch

supraoptoparaventrikulare Region

saline sodium citrate (Salzl6sung Natriumcitrat)

Suppressor of Hairless

switching defective and sucrose nonfermenting
Thorakalsegmente

Thymin

Thymidin-Adenosin-Klonierung

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA Puffer

Thermus aquaticus

Tubby (phanotypischer Marker: kleiner, gedrungener Korper)
Tritocerebrum

Tris(2-carboxyethyl)phosphin

Tris-EDTA Puffer

Tetramethylethylendiamin

Transforming Growth Factor beta (Transformierender Wachstumsfaktor
beta)

tritocerebrale Kommissur

Third multiple 3/Third multiple 6 (Balancer, 3. Chromosom)
transmedullare Neurone 9

Tris-NaCl-Blockingpuffer

Thyrotropin releasing Hormon
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

transfer-RNA

intermediares superior transverses Faszikel

transverses superior posteriores Faszikel
Thyroidea-stimulierendes Hypophysen-Hormon

Units (Enzymeinheit)

Uracil

Upstream Activating Sequence

untranslatierte Region

Ultraviolettstrahlung
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VK
VL
vINB
VLP
VMC
vNB

WT/wt
X-Gal

G

Uber Nacht

Volt

Vektorkonstrukt

vertikale Lobe des Pilzkdrpers des adulten Gehirns
ventrolateraler Neuroblast

ventrolaterales Protocerebrum des adulten Gehirns
ventromediales Cerebrum des adulten Gehirns

ventraler Neuroblast

white

Waschschritte (GST-Fusionsproteinexpression und -aufreinigung)
Wildtyp

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid

yellow

Hbn-Expressionsdomane im zentralen Bereich des embryonalen Gehirns
Zentralgehirn
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